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Introduccién

Mycobacterium generalidades

Mycobacteriumes el género tipo de la famillMycobacteriaceaeintegrada en el
subordenCorynebacterinegeordenActinomycetalessubclaseActynobacteridaeclase
Actinobacteria  (http://www.bacterio.cict.fr/classifphyla.html). o8 bacilos
Grampositivos, acido-alcohol resistentes, aerobius, esporulados, con una pared
celular rica en lipidos y con una estructuraciéony rparticular. Mycobacteriumesta
filogenéticamente relacionado con diversas bageat@alto contenido en G+C, entre
las que destacanCorynebacterium Nocardia Rhodococcus y Gordonia
Mycobacterium  contiene mas de un centenar de especies
(http://www.bacterio.cict.fr/m/mycobacterium.htmlgntre las que se encuentran los
patdgenos estrictdd. tuberculosisy M. lepraey otras que son consideradas saprofitas

0 patdgenas oportunistas (Fakilnham, 1996).

El tiempo de generacién de las especieMgeobacteriumoscila entre 2 y 20

horas (Wayne y Kubica, 1986), lo que hace posibléigsion en dos grandes grupos:

1. Especies de crecimiento lento, que producen cdorngbles tras 7 dias

0 mas de cultivo; p.eM. tuberculosis

2. Especies de crecimiento rapido, con colonias \@sileh menos de 7 dias;

p.ej.M. brumae

Algunas micobacterias sintetizan pigmentos caradiesoincluso en la oscuridad
(escotocromégenas), otras por accion de la lundfomogenas), y las hay que no son
pigmentadas (no cromogenas), lo que facilita, junia velocidad de crecimiento, su
clasificacion practica en microbiologia clinica (an y cols., 1974). La gran mayoria
de las micobacterias tienen requerimientos nutradeEs simples, aunque, por lo
general, se cultivan en medios especiales, com@hsétein-Jensen, Middlebrook (7H9
y 7H10), Dubos y otros (Bacon, 2008). De todasnésobacterias descritas hasta la
fecha, M. leprae (causante de la lepra) es la Unica que no ha paskd aislada en
medios artificiales, aunque si puede mantenars&o en el armadillo de nueve bandas

(Dasypus novemcinctus

Desde un punto de vista clinichl. tuberculosises, sin duda, la especie mas



importante del género, al ser el agente etiolégieda tuberculosis, una enfermedad
distribuida mundialmente y de la que se producensuBi-9 millones de casos
nuevos/afo y entre 1-2 millones de muertes/afi®rganizacion Mundial de la Salud
(OMS) estima que un tercio de la poblacion mundista infectada con este
microorganismo y que entre el 5y el 15 % de lasg®s infectadas desarrollara la
enfermedad a lo largo de su vida. La tuberculosjgpgncipalmente, una enfermedad
pulmonar; no obstante, al igual que diversas micialias atipicasM. tuberculosis
puede producir infeccidn urinaria, genital, osteticalar, intestinal, de tejidos blandos,
meningea, pleural, ocular, infecciones diseminadéisfadenitis (Casal, 1983). Esta
situacion se agrava por la aparicion de cepas ‘madistentes (MDR) -que no
responden al tratamiento con medicamentos de minieea- y extremadamente
resistentes (XDR) -cepas que no responden al traéoncon medicamentos de primera
y segunda linea (http://www.who.int/tb/country/en/x falta de prevencion y atencién
sanitaria puede ocasionar varias decenas de nilld@easos en las proximas décadas
(http://Iwww.who.int/tb/country/en/); a este hechaayh que afadir la especial
predisposicion de personas inmunodeprimidas yjcpg@atmente, la coinfeccién con
VIH.

Aunque, la situacion de la lepra parece estar claata en la actualidad
(http://www.who.int/tb/country/en/), el espectro dmfermedades ocasionadas por
Mycobacteriumse ve ampliado a las denominadas micobacterigscagi 0 no
tuberculosasM. kansasii M. avium M. marinun M. ulcerans etc.), las cuales estan

implicadas en diversos tipos de micobacteriosi&k{ftaam, 1996).

En general, la patogénesis de las enfermedadesugidad por el género
Mycobacteriurmo es bien conocida; no obstante, se sabe qdimidaa por el tejido a
infectar esta influenciada por el contenido lipédae su envoltura celular (Neyrolles y
Guilhot, 2011); por ejemplo, dimicocerosatos deckrol enM. tuberculosis(Cox y
cols., 1999), y glicolipidos fendlicos &n. leprae(Spencer y Brennan, 2011). En este
contexto, uno de los componentes mas estudiadgseasd factor’ (CF) (dimicolato de
trehalosa), que interviene en la formacion de lasigjomas, lesiones caracteristicas de
la tuberculosis (Hunter y cols., 2006 a y b), yaneventos de tipo celular y metabdlico
implicados en su formacion y evolucion (Rusell, 200Por otra parte, diversas
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proteinas, como el complejo ESAT-6/CFP-10 -cuyares@n esta regulada por el

sistema ESX-1 (Simeone y cols., 2009)-, jueganiasio, un importante papel en la
virulencia deMycobacterium habiéndose implicado en la capacidad que tiete es
microorganismo de escapar al citoplasma de losafegws tras la fagocitosis (Houben

y cols., 2012). Estos datos ilustran el importgrdeel de la envoltura celular de las
micobacterias en el inicio y desarrollo de la teb&rsis y micobacteriosis.

Envoltura celular de Mycobacterium

La envoltura celular de las micobacterias estandola por la membrana
plasmatica y la pared. A pesar de ser bacteriasn@sitivas, las micobacterias
presentan componentes en la pared de naturalédecdify polisacaridica que las hace
peculiares, hecho que ocurre de forma similar, pggnos acusada, en los géneros que
conforman el suborderCorynebacterineaeEl esqueleto de la pared celular esta
compuesto por el peptidoglicano (PG), arabinogafect{AG) y los acidos micolicos
(AM), que le otorga una estructuracion particulda &nvoltura celular (Figura 1). La
micomembrana, la parte mas externa de la envotteitdar, recuerda a la membrana
externa de bacterias Gramnegativas, en cuanto astucturacion, pero presenta
grandes diferencias de composicion. Diversos asghtoffmann y cols., 2008; Zuber y
cols. 2008) realizados mediante técnicas especidlesmicroscopia electrénica
(CEMOVIS (‘Cryo-Electron Mcroscopy 6 Vitreous _®ctions’), demuestran la
presencia de una membrana externa (o micomembyat@)un espacio periplasmico,
que alojaria al péptidoglicano y arabinogalacta”R@ura 1). Los AM formarian,
mayoritariamente, la parte mas interna de la memabrexterna, interaccionando
hidrofébicamente con otros lipidos que completatéaformacion de esta estructura,

gue ya habia sido postulada por David Minnikin )98

Peptidoglicano

El pepetidoglicano (PG) es una capa rigida queie@nfesistencia a la presion
osmotica interna y actia de soporte para otrasaulake de la pared celular. Estudiado
por primera vez en las micobacterias por Misaki ykava (1966), el PG esta
compuesto -al igual que en otras bacterias- podagieis de N-acetil-glucosamina

(NAG) y de N-acetilmurdmico (NAM), aunque presegtan cantidad de residuos de



N-glicolil murdmico (Mahapatra y cols., 2005; Raymdoy cols., 2005). Los residuos
de NAM estan unidos a una cadena peptidica fornpadaalanina (Ala), glutamico
(Glu) y acido meso-diaminopimélico (DAP) (L-Ala-DRGDPA-D-Ala). Los enlaces
interpeptidicos mas frecuentes se dan entre DARAfaDaunque pueden producirse
entre DAP y DAP (Draper, 1982).

Espacio periplasmico Membrana externa o Micomembrana
Membrana plasmatica

Peptidoglicano y
arabinogalactano

Espacio Periplasmico

e
gi. CM&’%! o e

Thusmognalh

il il
I

TRENDS in Microbioiogy

Figura 1. Envoltura celular de Mycobacterium (y otros miembros de Corynebacterineae). a) Imagen
obtenida mediante criomicroscopia electronica (CEMOVIS). b) Modelo de estructuracion molelcular: MOM,
membrana externa (incluye un porina en azul); L2, peptidoglicano; L1, componente(s) desconocido(s);
CM, membrana plasmética (Niederweis y cols., 2010).

La biosintesis del PG es, en general, similar delatras bacterias (Figura 2),
llevandose a cabo la oxidacion del N-acetilmuranaidd-glicoliimuramico por medio
de un enzima denominado NamH, aparentemente ncialsenM. tuberculosigKaur
y cols., 2009). La topologia exacta del PG en legaleMycobacteriumesta por
dilucidar, existiendo modelos que consideran loko®s glicosidicos, entre NAG-
NAM, paralelos al eje principal de la bacteria yost que estiman que éstos son
perpendiculares (Kaur y cols., 2009).
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Figura 2 . Biosintesis del peptidoglicano, el arabinogalactano y el lipoarabinomanano (Berg y cols., 2007).

Arabinogalactano

El AG es un polisacarido formado por arabinosa kaaasa (ambas en forma
furanosa t), ligado covalentemente al péptidoglicano -enceeto al 10-12% de las
moléculas de acido muramico (Lederer y cols., 19@%yavés de un enlace mediado
por a-L-Rhap-(1-3)-a-D-GIcNAc-(1—P), conocido como unidad de unién (McNeil y
cols., 1990). Este disacarido se une a un polinieeal de galactosa (galactano),
estructurado como [-(:6)-D-Galfp-(1—5)-D-Galf-}s. EI dominio arabinano es
ramificado y estda compuesto por unidadesodey B-D-arabinosa. Las cadenas de
arabinano (hasta 3) estan unidas a residuos det@gdasituados en las posiciones 8, 10
y 12 del galactano (Daffé y cols., 1990; Kaur yscoP009), cerca de su final reductor
(Besra y cols., 1995). Cada cadena de arabinaaccesstituida por un total de 20-30
residuos de arabinosa (Kaur y cols., 2009); prinaefapta una forma lineal y después
se ramifica, finalizando en un dominio de seis comntes }-D-Araf-(1—2)-a-D-
Araf],-3,5u-D-Araf (1-5)-a-D-Araf (1—-5)-(Araf6), que esterifica a cuatro acidos
micélicos (ver acidos micdlicos) en aproximadame2i de los hidroxilos del C5 de
las arabinosas terminales (Daffé y cols., 1990; Bcicols., 1991).

La biosintesis del AG comienza con la transferedeidNAG-1-P al decaprenil-



fosfato (Go-P); seguidamente se produce la union de la ram{iRisa) para formar la
unidad de unidn, produciéndose posteriormenteildédde Gdl y Araf hasta llegar a
Cso-P-P-NAG-Rha-[Ga] o [Aras] o (Figura 2) (Kaur y cols.,, 2009). Una
galactosiltransferasa (GIfT1) interviene en losnm@ios pasos de la sintesis del
galactano, si bien es la GIfT2 la que cataliza Eyon parte de la sintesis de este
polisacarido. GIfT2 presenta las dos actividadeses@&rias para alternar las uniones
B(1—5) y B(1—6) durante la polimerizacion del galactano (Mikusav cols., 2000;
Kremer, 2001). La adicion de los primeros residdesArd se lleva a cabo por la
arabinosiltransferasa Afta (Alderwicky y cols., B)®&aur y cols., 2009), siguiendo el
ciclo con EmbA y EmbB, responsables de la formaaéh motivo Ards. En este
proceso intervienen otras arabinosiltransferasasg gompletan la estructura del
arabinano (Kaur y cols., 2009). Finalmente, el AGuse al PG por la accién de una
arabinogalactanoligasa y la unién de los acidosolioms es catalizada por varias
micoloiltransferasas (Ag85) (Alderwick y cols., Z00Makayama y cols., 2005) (Figura
2). La mayor parte de los genes implicados endaibiesis del AG han demostrado ser
esenciales eNl. tuberculosisy otras micobacterias (Kaur y cols., 2009).

Fosfatidilinositol mandsidos y lipoarabinomanano

La envoltura celular d&ycobacteriumes rica en manosa (Man), especialmente
por la presencia de fosfatidilinositol mandsidotV®) y lipoarabinomanano (LAM),
junto a una forma de LAM sin arabinano denominagantanano (LM) (Figura 3).
Estos compuestos se relacionan estructural y bégiamente entre si, al anclarse a la
membrana plasmatica por un residuo de fosfatigiinositol, sustituido en C6 por
una manosa (Kaur y cols., 2009). Los PIMs actaamocmolécula de anclaje de LAM y
LM a la membrana, y también participan en la innpatogénesis de la tuberculosis
(Hunter y Brennan, 1990).
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Figura 3. Biosintesis del lipomanano y el lipoarabinomanano en Mycobacterium tuberculosis con algunas

de las proteinas insertadas en la membrana plasmatica que intervienen en la formacion de ambos

compuestos (Mishra y cols., 2011).

Los PIMs pueden llegar a presentar hasta un maxiem& manosas, estos se
nombran con un subindice (v.g. RIMara la molécula con 4 manosas), siendo los
mayoritarios PIM y PIMg (Figura 4) enMycobacterium(Gilleron y cols., 1999). El
dominio de anclaje a la membrana esta formado parunidad den-glicerol-3-fosfo-
(1-D-myo-inositol), con unai-D-Manosg unida en eD-2 del nyo-inositol (Figura 4);
contiene de tres a cuatro sitios de acilacion (Khaols., 1995; Nigou y cols., 1999),

ocupados, comunmente, por palmitico y tuberculaste@Nigou y cols., 2003).

El precursor biosintético principal de los PIMset¢dosfatidilinositol dimanosido
(PIMy) que tiene una segunda manosa en la posioiin (a1—6) del myocinositol
(Ballou y cols., 1963; Ballou y Lee, 1964; Lee yllBa, 1964, 1965). La adicion de
manosas para la formacion de RBI¥PIM, es idéntica a la de PIMoal—6), pero en

PIMs y PIMs el enlace que se crea es (al—2) (Lee y Ballou, 1964; Chatterjee y cols.,
1992a; Severn y cols., 1998).
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Figura 4. Estructura del PIM6.

El LAM es, junto con el AG y el PG, uno de los pipales polisacaridos que
forman parte de la envoltura celular del géndseobacterium considerandose como
uno de los factores de virulencia (Hunter y Brend&®90). El esqueleto polisacaridico
del LAM esta compuesto por dos homopolisacaridcanano y arabinano (Figura 3).
La ausencia de arabinano implica la existencidigi@inanano (LM) (Figura 3). Enlaces
de a-D-manosa-(1-6)- (homomanano) forman lo que seipatEnominar la “columna
vertebral” de este polisacarido (Misaki y cols.719Chatterjee y cols., 1991, 1992a, b),
que se compone de 30 a 35 residuos de manopira(idsapg) (Figura 3) (Mishra y
cols., 2011). Ocasionalmente, puede aparecer Wucefl—6) Mam sustituido erO—

2. La cantidad de este tipo de sustituciones esatife segun la especie; asi, en los
estudios realizados cav. tuberculosisy M. bovis BCG, se les otorgan un 70% de
sustitucion (Nigou y cols., 2000). El dominio arsdmo esta constituido por una cadena
lineal de ¢1—5)Araf -hasta un maximo de 70- con ramificacion@&sudD-Araf, que
pueden formar cadenas lineales de tetra-Araf -Hfaf>2)-Araf-@1—5)-Araf-
(a1—5)-Araf-@l1—]- y cadenas ramificadas de hexa-Araf -[[Ar@fH>2)-Araf-@1-
]>—3 y —b)-Araf-(@l1—5)-Araf-(@l—]- (Chatterjee y cols., 1991; Chatterjee y cols.,
1993). En los extremos de la Araf del LAM puedearaper residuos de mono-, di- o
tri- (al—2)-D-Marp (Man-LAM) (Chatterjee y cols., 1992 b y 1993; \&se y cols.,

1993), como es el caso #& tuberculosisy otras micobacterias de crecimiento lento
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(Chrtterjee y cols., 1992a; Khoo y cols., 1995 9P0Mishra y cols., 2011; Venisse y
cols., 1993). En especies de crecimiento rapMo c¢helonag no existe Map distal
(Ara-LAM), aunque en algunos casdd.(smegmatissi se ha detectado una unidad de
fosfoinositol (PI-LAM) (Mishra y cols., 2011). Nigoy cols. (1997) identificaron otras
variaciones en la estructura del LAM, que se relan con la presencia de residuos de
acido succinico en la parte polisacaridica y aflrehciacion -de acuerdo con la forma
de extraccion- entre formas parietales y celuldras. primeras contienen como acido
graso mayoritario un compuesto identificado comad@&d2-O-metilpropanoil-
estearico, aparentemente vinculado con la capaddaggular la supervivencia en el

macrofago.

En la biosintesis del homomanano del LAM, dos mitnaissferasas,
denominadas MptA y MptB, se encargan de la fornmaclé la cadena de manosa
(a1—6) en el extremo distal y proximal, respectivameb#s sustitucionesi{—2)-D-
Manp se cree gque estan formadas por la accion de 1& Kfpgura 3) (Mishra y cols.,
2011). ElI dominio arabinano empieza a formarse wem que el lipomanano se ha
sintetizado; en este momento la cadena de resakioganosa se prepara con la adicion
de algunas moléculas de Araf (Ara-LM), de formailaima como ocurre en el AG
(Alderwick y cols., 2006). El Ara-LM es extendidentre 12-16 residuos del—5)-
Araf- por EmbC (Figura 3) (Birch y cols., 2010; Afdick y cols., 2011). La
ramificacion @1—3)Araf esta catalizada por la AftC, enzima que i@mbs capaz de
introducir el mismo enlace en el AG (Birch y col2008, 2010). La elongacion de la
cadena ramificada se produce por undl—5) arabinofuranosiltransferasa no
identificada. El ultimo enzima implicado en la Bidesis del dominio arabinano es la
AftB (Figura 3), que forma las estructuras tetrdiexa-arabinofuranésido. EI dominio
terminal del LAM que se forma en algunas especetsgédneroMycobacterium esta
determinado por unan{—5) manopiranosiltransferasa (CapA) y la elongadénla
cadena con enlacesl—~2)Marp se debe a MptC (Kaur y cols., 2008). La sintesis de

PG y del LAM parece estar coordinada, tal y comgesege en la figura 2.
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Acidos micoélicos

Los &cidos micdlicos (AM) son &cidos grasos de wadarga,a-ramificados,p-
hidroxilados (Figura 5), especificos de gran pafée los miembros del suborden
CorynebacterineaeLos AM fueron descubiertos por primera vez Mycobacterium
por Stodola y cols. (1938), aunque no logré deteansie su estructura hasta 12 afios
después (Asselineau y Lederer, 1950). Tienen uaftarmomprendido entre los 22 y 90
atomos de carbono, dependiendo del género (TabBnlRR, y ocasionalmente en;R
(Figura 5), suelen presentar instauraciones; etasb especifico dMycobacterium

también pueden existir grupos ciclopropano y/o ifumes oxigenadas (Figura 6).

HO COOH

R1 R

Figura 5. Estructura general de los acidos micdlicos.

Los AM de micobacterias (Figura 6) varian entreéd60€ y se han separado en

dos grupos principales:
1. Sin funciones oxigenadas adicionales al grupo —@H @’-micolatos).

2. Con funciones oxigenadas adicionales gn(¢eto-, metoxi-, epoxi- y
carboxi-micolatos).

Los a-micolatos (o acidoa-micdlicos) tienen, dependiendo de las especidre en
60-90 C y presentan instauraciones (1 6i2y/o trans) en forma de dobles enlaces o
ciclopropanos. La longitud de cadena dedésnicolatos varia entre 60-68 C y estos
compuestos se caracterizan por la presencia délardsble enlace tipais. Los AM
oxigenados se nombran de acuerdo con el grupodinaicide este modo, encontramos
metoxi-, ceto-, epoxi- y carboxi-micolatos (Daffé opls., 1981; Etémadi, 1966;
Minnikin y cols, 1982a; Minnikin y Goodfellow, 198Minnikin y Polgard, 1967). Los
carboxi-micolatos aparecen en la célula esteriisad alcoholes secundarios (por
ejemplo, 2-icosanol) como wax-éster-micolatos (ledleey Lanéelle, 1970). Los AM

oxigenados presentan una instaurac@® 0 trans, en forma de doble enlace o anillo
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ciclopropano y derivan de un precursor comun, iflealo como &cido hidroxi-

micélico (Quémard y cols., 1997). Por otra partesiAa y cols. (1992) han descrito en

M. alvei un compuesto con un grupo —O£eh la posicion distal de;Rhabiéndose

identificado como &-1)-metoxi-micolato (Figura 6). A pesar de no podescribir su

sintesis completa, su relacion con éemicolatos de la misma especie es clara, ya que

sus tamafios son similares y presentan las misnsaturaciones con la misma ratio

conformacionatrangcis.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los acidos micélicos de distintos géneros incluidos en

Corinebacterineae (adaptado de Huc, 2011; Hong y cols., 2012; Laneelle y cols., 2012).

Género

Tamafio acido

Tamafio cadena

Funciones

quimicas de la

Funciones

micolico R»-COOH quimicas en R
cadena lateral R »

Corynebacterium 22-38 08/18 0-1 insaturaciones | 0-1 insaturaciones
Rhodococcus 34-54 12/16 0-1 insaturaciones | 0-3 insaturaciones
Nocardia 32-66 12/18 0-1 insaturaciones | 0-4 insaturaciones

Insaturacion:

doble enlace;
Mycobacterium 60-90 20-26 0 ciclopropano, éster,

metoxi, epoxi,

hidroxi, ceto.
Tsukamarella 64-78 20-22 0-1 insaturaciones | 1-5 insaturaciones
Gordonia 40-66 16-18 0-1 insaturaciones | 0-4 insaturaciones
Dietzia 30-38 16-18 0-1 insaturaciones | 0-1 insaturaciones
Hoyosella 30-35 9-12 0 0-1 insaturaciones
Amycolicicoccus 30-35 9-12 0 0-1 insaturaciones
. 1-3 insaturaciones

Segniliparus 60-100 22-24 0

o cilopropanos
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cis

cis trans

HO cis

HO cis

Figura 6. Estructura de distintos acidos micolicos de Mycobacterium. a) a-micolato (M. alvei), b) a-
micolato con anillos cis-ciclopropanos (M. tuberculosis), ¢) a'-micolato (M. simiae (‘habana’) TMC 5135), d)
(w-1)-metoxi-micolato (M. alvei), €) metoxi-micolato (M. tuberculosis), f) ceto-micolato (M. tuberculosis) y
g) epoxi-micolato (M. fortuitum). El nimero de carbonos entre las insaturaciones varia dependiendo de la

especie.

Los AM suponen hasta el 40% del peso seco de ladpaelular de las
micobacterias y se hallan, mayoritariamente, ansladlas arabinosas distales del AG,
aunque también aparecen unidos a la trehalosa gfatn mono- y di-micolatos de
trehalosa (CF)] (Asselineau y Asselineau, 1978)| yglecerol (monomicolatos de
glicerol). Recientemente, estos compuestos se atttddo esterificando residuos de
serina en porinas de bajo peso molecular de caatebas (Huc y cols., 2010). Los
AM ligados al AG forman una capa hidrofobica qulade base para la formacién de
la membrana externa deorynebacterineagHoffman y cols., 2008; Zuber y cols.,
2008) e intervienen en el mantenimiento de la @mide la envoltura celular de estos
microorganismos (Minnikin, 1982). La disposicioralree los AM de micobacterias en
la pared es desconocida, aunque, de acuerdo eafigssbiofisicos (Villeneuve y cols.,
2010) y estructurales (Brennan, 2003; Hoffman y.¢c&008; Zuber y cols., 2008) se
maneja la hipétesis de que estén plegados en Wr(i@hw cols., 2011) (Figura 7).
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<)

ORa) OR

b)

OR

Figura 7. Representacion en W de los Acidos micélicos mayoritarios de M. tuberculosis: a) a-micolato, b)

ceto-micolato, c) metoxi-micolato. R = arabinogalactano, trehalosa, glicerol 6 H.

La importancia de la estructura fina de los AMs lanvirulencia deM.
tuberculosisha sido demostrada por varios grupos de invesfiga®. tuberculosis
contienea-, metoxi- y ceto-micolatos (Figura 7), en dondgifsstauraciones aparecen,
sobre todo, comocis-ciclopropanos (Minnikin, 1982; Watanabe y colsQ02),
habiéndose relacionado la presencia de estos gfupcsnales con la supervivencia en
macréfagos (Glickman y cols., 2000; Rao y cols.,0890 la actividad
inmunomoduladora del CF y algunos aspectos denarnologia de la tuberculosis
(Dao y cols., 2008; Vander y cols., 2011). Por qgteate, la formacion de estos
compuestos se ve inhibida por la accidon de la ézidé@ (Banerjee y Bhattacharyya,
2012; Bernadou y cols., 2001), lo que pone de nemtdf el gran potencial que
supondria el conocer detalladamente la biosintiesestos compuestos.
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La biosintesis de los AM y su transferencia a ho#aora celular es un proceso
complejo (Figura 8) en el que intervienen dos agdaso-sintasas (FAS-I y FAS-II),
una polikétido-sintasa (Pks-13) y varias metil- ycatil- transferasas. FAS-I es un
complejo multienzimético de procariotas y eucaddtaplicado en sintesis de &cidos
grasos de C12-C26 que, a la postre, formaran partes fosfolipidos de membrana o
seran alargados por FAS-II -un sistema desagregael@parece en plantas y bacterias-
hasta un acido C50-C60 (meromicolato o meroack)l meromicolato se introducen
distintos grupos estructurales (instauraciones ledoknlaces y/o ciclopropanos- y
grupos oxigenados). Posteriormente, Pks-13 formandéécula completa del &cido
micélico mediante una condensacion tipo Claisereaim C50-C60 (FAS-II) y un C20-
C26 (FAS-I) (Takayama y cols., 2005). Los distindd4 (oxigenados y no oxigenados),
se transfieren al AG y otros compuestos de la émaotelular, mediante un proceso en
donde intervienen, entre otras moléculas, divemaliltransferasas (Takayama y
cols., 2005).

La formacion del AM por parte de FAS-I y FAS-II geduce por varios ciclos de

reacciones, integradas por condensaciones, cetwaiedes, deshidrataciones y enoil
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reducciones, en donde actian, respectiva y sealmecite, los enzimag-cetoacil-
ACP sintetasap-cetoacil-ACP reductasd-hidroxiacil-ACP deshidrasa y enoil-ACP
reductasa (De Souza, 2008) (Figura 9).

El ciclo para la FAS-II (Figura 9) comienza a padé una molécula de acil-CoA
(proveniente de FAS-I) y otra de malonil-CoA, y,amcreto, tras la formacion de acil-
ACP (acil-AcpM) (catalizada por FabH) y de maloATP (malonil-AcpM) (catalizada
por FabD). En la condensacion de ambos sustrataviene la propia FabH, sirviendo
asi de unién entre las actividades de FAS-I y d8-RAEI resto de reacciones de
formacion def3-cetoacil-ACP derivados es funcion de KasA/KasBy(Fa 9) (Bhatt y
cols., 2007; Takayama y cols., 2005). Parece serk@sA participa en los primeros
pasos de la elongacién de la cadena, mientras gsB Ks requerida para la sintesis de
meromicolatos de mayor niumero de carbonos, inchltyéms que dan origen a los AM
oxigenados (Bhatt y cols., 2007).

!

0

CH:*/)}\ NADPH NADP
5-CoA ®

n

acyl-CoA (FabH) MabA.
0 0 OH g
' S—AcpM i S—AcpM
o O -ketoacyl-ACP -hydroxyucyl-ACP
'ﬂk/u\s—mpm ﬁ FAS-II
malonyl-ACP System

CH, N CH, g
0 0 e S-AcpM Ws—m‘.pm
; acyl-ACP ane-deenavl-ACE
) §=CoA : — frans-2-enoyl-ACI
malonyl-CoA
NAD' NADH

Figura 9. Ruta de elongacién de los acidos grasos por FAS-II. La biosintesis de los acidos micélicos es
iniciada a partir de C16-CoA, producto de FAS-I. Este compuesto es transformado a C16-ACP y
transformado en un meromicolato por FAS-II (Slama y cols., 2011).

En los siguientes pasos de formacién del merontaa dan dos reducciones y
una deshidratacion (Figura 9). Las dehidrasas (IBag/adBC), que intervienen en la
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conversion del hidroxiacil-ACP #&ans-2-enoil-ACP, han sido los udltimos enzimas
caracterizados dentro de este ciclo (Sacco y cal)7), resultan esenciales bh
tuberculosisy, al igual que KasA y KasB, actuarian en la esmgn inicial (HadAB) y
final (HadBC) de los meromicolatos. HadAB seriaitéca dehidrasa de géneros como
Nocardiay RhodococcugSacco y cols., 2007); por otra parte, estas jprasey el resto
de FAS-II, estan ausentes €nrynebaceriumya que este microorganismo sintetiza sus
AM a través de una condensacion directa entre duoksa grasos C8-C18 (Sacco y
cols., 2007). El producto final de la accion de HA®n M. tuberculosises un
meromicolato con dos dobles enlaces y diferentegitioades de cadena; aquellos que
son mas cortos dan luganameromicolatos y los de longitud mayor (aproximadata
+6C) a meromicolatos oxigenados (Takayama y cd605). Las instauraciones
provienen de las actividades de las dehidrasasajgd@as isomerasas, que reorganizan
la cadena para colocar el doble enlace en su Il(fakayama y cols., 2005).
Posteriormente, estos precursores insaturadosrsoaesados para la introduccion de los
dobles enlaces y/o cicloproparms y/o trans que aparecen en los AM maduros (Figura
10). En losa-meromicolatos, etis-ciclopropano proximal (el mas cercano al grupo —
COOH) es introducido por PcaA (Figura 10), mientgae el distal es funcién de
MmaA2; en ambos casos, el donador del grupo —€#1la S-adenosil metionina
(SAM).
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&
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mma'd'd P . s P '-._"'"
mimadd rmmad ks .
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D

Figura 10. Estructura fina de acidos micélicos de M. tuberculosis y M. bovis BCG Russia. Se indica la
posicion de los anillos ciclopropano, las metil ramificaciones y los enzimas implicados en la formacion de

los distintos grupos funcionales (Barkan y cols., 2010).
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Los meromicolatos oxigenados provienen de un psecucomun, un hidroxi-
meromicolato, derivado de la accién de MmaA4 (Takay y cols., 2005). Este enzima
produce un intermediois-monoinsaturado que, por accion de MmaA3 y MmaA2, s
transforma en un metoxi-meromicolato concigciclopropano. La reduccion del grupo
-OH y la accion de MmaA?2 lleva a la formacion deaato-meromicolato con uris-
ciclopropano. La actividad de MmaAl sobre el hidhmeromicolato introduce una
instauraciortrans en la estructura; este enzima se asocia a la Cnen®2rgada de la
ciclopropanaciorrans en los meromicolatos oxigenados (Takayama y c20€5). De
acuerdo con investigaciones recientes (Barkans:,c2010), CmaA2 es redundante con
Mma2 (Figura 10), por lo que puede intervenir ténben la formacion deis
ciclopropanos. Andlisis llevados a cabo por el grule Cantaloube y cols. (2011)
sefialan que la accion conjunta entre dehidrasastitnansferasas es imprescindible

para la elongaciéon de los meromicolatos en lasimte AMSs.

Una vez que el meromicolato esta totalmente formadmienza el Gltimo paso
para la sintesis del AM, en el que interviene PksHste enzima fue descubierto por
primera vez por Portevin y cols. (2004) y realiea, varios pasos, una condensacion
tipo Claisen entre un meromicolato y un acido C2®-(Figura 11). Antes de la
condensacion, el meroacil-S-ACP formado por FASelltransforma a meroacil-AMP
por accion de FadD32, una AMP ligasa (Trivedi yscd2004; Léger y cols., 2009). Por
otra parte, los C20-26-S-CoAs formados en FASdasboxilan por accion de AccD4 y
AccD5, dando lugar a 2-carboxil-C20-26-S-CoAs (hakma y cols., 2005). La
condensacion catalizada por Pks-13 se produce pasds, ilustrados en la figura 11
(Portevin y cols., 2004; Takayama y cols., 200%v€eldi y cols., 2004) y en donde se
consideran un meroacil-AMP y del 2-carboxil-C26-&ACAmbos compuestos se unen
a Pks-13, concretamente a sus residuos pantetefPR),( por enlaces tioésteres. A
continuacion, eli-meroacil se transfiere (acetiltransferasa, AT)na getoacil sintasa
(KS), catalizado por el propio dominio AT (Takayamaols., 2005; Trivedi y cols.,
2004), para ligarse después al 2-carboxil derivadmdo como resultado un 3-oxo-
aC78-micolato (Figura 11). La accion de una redactamvierte el grupo 3-0xo en un
alcohol secundario, quedando completamente forneadiy 8«a-micolato (Figura 11).

El resto de AMs presentes en las distintas micebast se sintetizan de la misma
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Figura 11. Mecanismo propuesto para la condensacion tipo Claisen en la sintesis de a-micolatos por parte
de la Pks-13 (M. tuberculosis) (FadD32 convierte el a-meroacil-S-ACP, derivado desde el sistema FAS-II,
a a-meroacil-AMP. El hexacosanoil-S-CoA, producto de FAS-l, es carboxilado por las acil-Coa
carboxilasas (AccD4 y AccD5) para formar 2-carboxil-C26-S-CoA. Estos dos productos son los substratos
para la reaccion de condensacion, y ambos se unen covalentemente a Pks-13 (reaccién 1). El grupo
meroacilo se transfiere desde PPB a la enzima de condensacion (KS) (reaccién 2). Las reacciones 3y 4
son las que producen la reduccién del grupo 3-oxo a un alcohol secundario por accién de una reductasa
no identificada, formando el a-micolato maduro. Los dominios de Pks-13 son: 2 dominios PPB no
equivalentes, un dominio KS, un dominio AT y un dominio tioester (TE). La funcion de algunos de estos

dominios no es totalmente conocida (Takayama y cols., 2005)).

Tal y como se indica en la figura 9, la regulacoim la sintesis de AM en
Mycobacteriumy otros miembros deCorynebacterineaese realiza a través de la
fosforilacién/desfosforilacion de los enzimas dstesna FAS-II y los relacionados con
este complejo (Bhatt y cols., 2007; Khan y col§1® Slama y cols., 2011; Veyron-
Churlet y cols., 2009); ademas, gran parte de éoeg implicados en la formacion de

los AM son esenciales para el crecimientoMietuberculosis de ahi que esta ruta de
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biosintesis se contemple como una excelente via ehadisefio de nuevas drogas
antituberculosas. Otro punto de control de la sistde AM podria estar relacionado
con el sistema de secrecion ESX-1 y, mas concreti@neon la ATPasa EccAl, quizas
por medio de su interaccion con KasA, KasB y PkseE3acuerdo con los resultados

obtenidos eM. marinun(Joshi y cols., 2012).

La transferencia de los AM sintetizados desde Bkhdcia los receptores de la
envoltura celular (AG y CF, principalmente) se aom@olo en parte y los modelos
tedricos empleados derivan de la hipotesis expaesada revision de Takayama y cols.
(2005). Se cree que los AM son transferidos a unosikP-poliprenol y de ahi a la
trehalosa-6-fosfato para dar trehalosa-monomicdlBtéM), que seria transportado del
citoplasma al espacio periplasmico a expensas dellélisis de ATP. TMM interviene
en la sintesis del CF (compuesto formado a paeti? dnoléculas de TMM) y es el
donador de AM al AG. Una hipétesis adicional indgpze TMM se formaria en el
espacio periplasmico, mientras que los AM recidriefizados se transferirian a esta
zona de la célula para esterificarse a la trehdbsgis y cols. 2005). No obstante, los
resultados de estudios con inhibidores (Grzegorzewicols., 2012; Tahlan y cols.,
2012) y mutantes (Varela y cols., 2012) de MmpL3a-proteina transmembrana de la
familia MmpL (Domenech y cols., 2005)- indicarianegTMM es sintetizado en el
citoplasma. Por otro lado, se ha constatado gtreltalosa libre tras la transferencia de
los AM es reciclada eMycobacteriumtransportandose al interior celular mediante un
sistema ABC (LpqY-SugA-SugBSugC) (Kalscheuer y .¢c@610) (Figura 12).

Los enzimas mas relevantes implicados eralasferencia de los AM al AG y en
la sintesis del CF son las micoliltransferasas. NEn tuberculosis estos enzimas
corresponden al denominado antigeno 85 (Ag85), amptejo formado por tres
proteinas (Ag85A, Ag85B y Ag85C), que son liberatmpranamente al medio de
cultivo y que presentan la capacidad de unirsefégodanectina (Belisle y cols., 1997).
Si bien hay redundancia entre los distintos compi@sedel complejo, Ag85C parece
ser el mas activo como micoliltransferasa (Jacksanls., 1999). Estos enzimas, con
marcado caracter antigénico, se usan en la acidaéd el disefio de nuevas vacunas

frente a la tuberculosis (Kaufmann, 2011).
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Figura 12. Transferencia a la envoltura celular de los acidos micdlicos. 1) Union de una cadena de acido
micotico con una trehalosa-6-P para producir el monomicolato de trehalosa. 2) Transporte del
monomicolato de trehalosa a través de la membrana plasmatica por MmpL3. 3) Transferencia de los
acidos micélicos al arabinogalactano por el Ag85. 4) Fusion de dos moléculas de monomicolato de
trehalosa para formar el ‘cord factor'. 5) Reciclaje de la trehalosa por accion del sistema ABC LpqY-SugA-

SugBSugC (adaptado de Grzegorzewicz y cols., 2012).
Glicolipidos

La diversidad de glicolipidos eMycobacteriumes relativamente amplia y
compleja, aunque se pueden dividir en cuatro gsagdepos: glicolipidos basados en
trehalosa, lipooligosacaridos, glicolipidos fenasicy glicopeptidolipidos (Sempere y
cols., 1993). Todos ellos son anfipaticos y extesib en mezclas de
cloroformo/metanol/agua, por lo que se les conaidgmponentes de la envoltura
celular. Entre aquellos que presentan actividag@8dicas mas interesantes se citan los
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basados en trehalosa (principalmente, sulfolipyd@§), los glicolipidos fendlicos y los
dimicocerosatos de ftiocerol (DIMs).

Glicolipidos basados en trehalosa

Estos glicolipidos estan constituidos por trehal@sgura 13) como unico azucar
y se hallan esterificados por acidos grasos lisegleramificados (acil trehalosas,
sulfolipidos y fleatos de trehalosa) o por AM (TW\CF). El TMM y el CF aparecen en
todas las micobacterias y gran parte de los miesnloi®Corynebacterinegelos
sulfolipidos estan restringidosh tuberculosis mientras que las acil trehalosas se han
descrito Unicamente eNl. tuberculosis(Besra y cols., 1992; Daffé y cols., 1988;
Lemassu y cols., 1991)M. fortuitum (Ariza y cols., 1994; Sempere y cols., 1993). La
amplia distribucion de la trehalosa en micobacsegiabacterias afines demuestra la
especial relevancia de este azucar que en esta®amganismos tiene tres rutas

biosintéticas (de Smet y cols., 2000):

1. UDP-Glucosa + Glucosa-P— Trehalosa-P — Trehalosa, con

intervencidon de OstAy OstB (trehalosa 6-fosfatdasas).

2. Glucanog a (1,4) - Glucanog, a (1,4)-Trehalosa- Glucan@n.; o

(1,4) + Trehalosa, por accion de TreY y TreZ (dehalosa sintasas).

3. Maltosa- Trehalosa, en donde actua TreS (trehalosa sintasa)

La trehalosa (Figura 13) es un disacérido no reduptesente en bacterias,
hongos, algas e insectos, cumpliendo una importamteion como compuesto de
reserva energeética. Sin embargo, en micobactengngros afines no parece tener este
papel (Hunter y cols., 2006a). El primer aislanoeqgtie se realiz6 de una trehalosa
asociada a lipidos fue en 1933 (Asselineau y Assali, 1978), cuando un grupo de
investigadores consigui6 identificar este disacaadpartir de extractos lipidicos del
bacilo tuberculoso que habian sido sometidos anslagarion. No fue hasta veinte afios
mas tarde cuando se consiguio purificar el CF airpde extractos de la envoltura
celular deM. tuberculosigBloch, 1950).
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Figura 13. Estructura de la trehalosa.

Aciltrehalosas

Las aciltrehalosas (Figura 14) fueron descritasvear primera em. fortuitum
identificAndose como 6,6'di-O-palmitoil trehalos¥ilfas y Rojas, 1964). En esta
especie existen, ademas, variantes di- y tri-a@dadque incluyen residuos insaturados
en posicién 2 (Ariza y cols., 1994; Sempere y ¢dl€93) y que recuerdan a las
presentes eM. tuberculosis(Besra y cols., 1992; Gautier y cols., 1992; Lesuag
cols., 1991), aunque en este caso los sustituydietesn una longitud de cadena de
hasta 27 C (Besra y cols., 1992). AdicionalmentelMe tuberculosis se han descrito
poliaciltrehalosas (Daffé y cols., 1988), contemgdidse como factores de virulencia
(Sut y cols., 1990).

Figura 14 . Estructura de la 2,3,4-acil trehalosa (Sempere y cols., 1993).

Sulfolipidos

Los sulfolipidos (SLs) tienen la estructura gené®luna aciltrehalosa, aunque
contienen un grupo -SOen la posicion 2’ (Figura 15). Su descubrimiento M.

tuberculosisse atribuye a Middlebrook y cols. (1959), aunquexdn Goren y Brennan
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(1980) los que determinaron su estructura. Depaddidel nimero de grupos acilo que
presenten (3-4), las posiciones de sustitucion sy dantidades de -OH derivados
(hidroxi-ftioceranoil), los SLs se han separadobetipos, siendo el mas abundante el
SL-1 (Figura 15) (Goren y cols., 1976).

OH HO

Figura 15. Estructura del sulfolipido-1.

En la biosintesis de SL-1 interviene, en un pripeso, una sulfotransferasa (Stf0)
encargada de afadir el grupo sS®una trehalosa (Mougous y cols., 2004), formando
la trehalosa-2-sulfato (T2S). T2S actla como pssparpara que una aciltransferasa
(PapA2) introduzca una cadena de palmitato o egtean la posicion 2. Una segunda
aciltransferasa (PapAl) actia sobre la acil-T2Sliafdo la primera cadena de acido
hidroxi-ftioceranico o el acido ftioceranico (acdmetil ramificados derivados de la
actividad de pks2) (Sirakova y cols., 2001). Lacti@2S es transportada por una
proteina de membrana (MmpL8) hacia el espacio ldsnfico, en donde se adicionan
un ftioceranato y un hidroxi-ftioceranato para ctetgr la sintesis de SL-1 (Layre y
cols., 2011).

Los SLs potencian los efectos del CF como inhibidier la respiracion
mitocondrial, actuando también como sustanciawnttal (Lederer, 1976), y tienen
actividad antigénica (Papa y cols., 1989), siermmmocidos por una subpoblacion de
linfocitos T al presentarse ligados a moléculas C@illeron y cols., 2004). Los SLs

se han implicado en los procesos de maduraciéfagesoma (Brodin y cols., 2010) y
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en la patogénesis de la tuberculosis, al actuarocombidores de la formacion del
granuloma causado por moléculas como el CF (Okamatols., 2006). Asi mismo,
parecen tener un papel en la induccion del ionréxmo por parte de neutréfilos y

monocitos (Zhang y cols., 1988 y 1991).

‘Cord factor

Identificado como 6-6'-dimicoloia'-D-trehalosa (Noll y cols., 1956) (Figura
16), fue la primera sustancia toxica identificadave tuberculosisen la década de los
50 (Bloch, 1950). CF significa, literalmente, ‘facttuerda’, debido a que su presencia
en M. tuberculosisse relacion6 con la forma de crecimiento en coqiém adopta este
microorganismo, sobre todo en cultivos liquidostaEsaracteristica, considerada
especifica del bacilo tuberculoso durante muchos,ase da también en micobacterias
atipicas (Julian y cols., 2010) (Figura 16). Lasprecia del CF en la envoltura celular de
M. tuberculosigddetermina la morfologia rugosa e irregular dectdsnias y su ausencia
produce colonias de menor tamafio, no rugosas, awa @ nula tendencia de

propagacion (Hunter y cols., 2005).

El CF es uno de los lipidos mas abundantell etuberculosisy puede extraerse
de manera no letal con éter de petroleo, lo queehaitido demostrar su relaciéon con
distintos aspectos de la patogénesis de la tulmsisu{Hunter y cols., 2005, 2006a y
2009). Es considerado, ademas, como uno de losialas antigenos de esta especie;
participa en la formacion de los granulomas, epreteso de caseificacion y protege a
M. tuberculosisde la destruccion por parte de los macréfagos tgtun cols., 2006a,
2006b y 2009), a la vez que presenta diversasdoasiinmunomoduladores (Hunter y
cols., 2006a, 2009).

La actividad bioldgica del CF se ha atribuido acéamformacion cristalina que
adopta en interfases hidrofobicas-hidrofilicas, gparecen de manera fisiologica en el
granuloma (Hunter y cols., 2009). Tal conformac#®ta compuesta por un plano de
cabezas polares (trehalosa) y otro de cadenapide Hpolares (AM), constituyendo la
monocapa biolégica mas estable y rigida que seelaritb hasta el momento. La
elevada toxicidad que presenta el CF en esta fdrace que la Dig para ratones

inferior sea de 5Qg (Hunter y cols., 2009).
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HO o O OH

Figura 16. Estructura del CF de M. tuberculosis (ceto- y a-micolato en forma plegada en W).

El CF es un componente importante de la envoltehlar de todas las
micobacterias, tanto patdgenas como no patdégepado mue su consideracion como
determinante de patogenicidad es relativa y, aparesnte, limitada 8. tuberculosis
Como se ha citado, el CF se sintetiza a partirodenabléculas de TMM en una reaccion
catalizada por Ag85 (Ronning y cols., 2000), hatbesie comprobado que la inhibicion
de Ag85C impide la formacion de este glicolipidecto que se acompafia con una

acumulacion de TMM (Watrrier y cols., 2012).
Fleatos de trehalosa

Los fletaos de trehalosa estan formados por grapiis poli-insaturados, de 33 a
41 C, y fueron identificados inicialmente @&h phlei (Asselineau y cols., 1969).
Estudios posteriores demostraron su presenciaMensmegmatis(Asselineau y
Asselineau, 1978). Los fleatos de trehalosa pardeewar de una elongacién del acido

palmitico, mediante adiciones del acido 2-butendi&sselineau y Montrozier, 1976);
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su sintesis se ha ligado a la presencia un fagjoctiine y Asseineau, 1981).

Lipooligosacéaridos

La estructura de los lipooligosacaridos (LOS) saatariza por la presencia de un
oligosacarido que contiene uad-trehalosa esterificada por varios acidos grasoka
glucosa terminal. Se describieron por primera wvede smegmatigSaadat y Ballou,
1983); posteriormente, Hunter y cols. (1983) locdegeron enM. kansasily en otras
especies del géneidycobacterium Fuera del ambito estructural, la funcion de estos
compuestos no es del todo conocida. En algunos sasban descrito como antigenos y
en otros no se ha podido demostrar esta activikmbouts y cols., 2009). La
existencia de los LOS se ha relacionado con lagtomfa de las colonias de algunas
especies (Brenan, 1989), aunque este tipo de catgsuse han detectado tanto en
cepas rugosas como lisasMetuberculosigLemassu y cols., 1992). Recientemente, su
expresion en la envoltura celular se ha ligada setrecion de determinadas proteinas
(Van der Woude, 2012).

Glicolipidos fendlicos

Los glicolipidos fendlicos (GLPs) (Figura 17) sorambién llamados
dimicocerosatos de glicosil fenolftiocerol, al esiarmados por una porcion lipidica,
compuesta por un dimicocerosil fenolftiocerol Aun analogo del mismo-, y uno o
varios azucares, que se unen al fenolftiocerol. résgmtantes de esta clase de
glicolipidos son los clasicos micosidos A, B y Gamtrados e, kansasii M. bovisy
M. marinum respectivamente (Minnikin, 1982; Watanabe y ¢ol$997). Fueron los
primeros glicolipidos especificos de especie, é&bdl tratamiento con élcalis, que se
identificaron como inmunogénicos (Gilleron y col990).
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Figura 17. Estructura del triglicosil dimicocerosato de fenolftiocerol.

El caracter antigénico de estos compuestos pdéibijue se usaran en el
diagndstico de la lepra (Brett y cols., 1983; Cheooys., 1983; Gaylord y Brennan,
1987; Young y Buchanan, 1983); ademas, en losesites afos, se estudio su posible
relaciéon con la patogenia de esta enfermedad (@haois., 1989; Neil y Klebanoff,
1988; Mehra y cols., 1984), lo que permitié el disoniento de una amplia gama de
glicolipidos fendlicos em. leprae (Hunter y Brennan, 1983; Fujiwara y cols., 1984;
Daffé y Laneelle, 1989). Por otra parte, estos a@sfos provocan una disminucion de

la permeabilidad de membranas artificiales (Suilg.£1990).

Los ftiocerolesonp-dioles, hidroxi-, ceto- y metoxi- derivados, qeeesterifican
con &cidos polimetil ramificados, constituyendo dtiicocerosatos de ftiocerol y los
diftioceranatos de ftiocerol. Estos compuestos slen gran importancia por su
contribucién a la hidrofobicidad de la membranaemd deM. tuberculosisy otras
especies de crecimiento lento (Minnikin y cols82PLos dimicocerosatos de ftiocerol
(DIMs) son los lipidos libres gensu strict) de mayor tamafio de la envoltura celular
de M. tuberculosis(Figura 18) y fueron descubiertos por Anderserl@h0. Son muy
apolares y presentan un gran numero de metil-reaaitbnes (Brennan, 2003; Minnikin
y cols., 2005). Se aislaron a partir de diferemegestras obtenidas de enfermos de
tuberculosis (Goren y cols., 1980) y se les relaziacon la virulencia deM.
tuberculosis al demostrarse que la cepa H37Rv atenuaba slendia al perder la
capacidad de sintetizar DIMs. Hoy se sabe queopidgmo tisular deM. tuberculosis

esta ligado a la presencia de estos compuestoa envbltura celular (Cox y cols.,

29



1999).

Figura 18. Estructura del dimicocerosato de ftiocerol.

Glicopeptidolipidos

Los glicopeptidolipidos (GPLs) (Figura 19) se idiécdron en micobacteiras
gracias los trabajos de Schaefer, Marks y Jenkinka® décadas de los 60 y los 70
(citado en: Chatterjee y Khoo, 2001; Schorey y $n2@08). Estan formados por un
tripéptido enlazado a un amino-alcohol, una edtracia la que se unen diversos
azucares y un acido graso (3-hidroxil o 3-metogiudos 30C. Este tipo de glicolipidos
se encuentran principalmente en micobacterias Iner¢ulosas, patdégenas y saprofitas,
como sonM. abscessysvl. avium M. chelonae, M. intracellulareM. peregrinum, M.

scrofulaceuny M. simiae(Chatterjee y Khoo, 2001; Schorey y Sweet, 2008).

Figura 19. Estructura de los glicopeptidolipidos. R = -OH 6 —OCHzs.
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Proteinas de la envoltura celular

Las porinas se cuentan entre las proteinas mejactesizadas en la envoltura
celular de micobacterias, destacando entre ellderlaminada MspA (Figura 20) d&
smegmatigFaller y cols., 2004; Heinz y Niederwies., 208ederweis y cols., 2010).
Al igual que en bacterias GramnegatiMas porinas son canales que permiten el acceso
de sustancias hidrofilicas (Stahl y cols., 2001)irakrior de la célula, incluidos
determinados biocidas (Frenzel y cols., 2011). NEntuberculosistambién se ha
detectado una proteina capaz de formar poros (ObjpAdunque su funcidon se
relaciona con la adaptacion de la bacteria al amwiacido del fagosoma (Molle y
cols., 2006). Recientemente, se han identificadG.eglutamicunporinas de bajo peso
molecular que estan asociadas a AM: PorH y PorA (Haols. 2010). Conjuntamente
con sistemas de eflujo de proteinas (por ejempti#y)Llas porinas de micobacterias

intervienen en la resistencia a diversos antitiétigRodrigues y cols., 2011).

Figura 20 . Porina MspA de la envoltura celular de Mycobacterium smegmatis (Faller y cols., 2004).

En la envoltura celular déorynebacterineagambién se encuentran otra serie de
proteinas (Marchand y cols., 2012), entre las oqi®esalen las mycoliltransferasas
(Bou-Raad y cols., 2010), proteinas glicosiladapfZR (Hartmann y cols., 2004),
lipoproteinas (Kovacs-Simon y cols., 2011) y latphwa Erp (Kocincova y cols., 2004).
Sin duda, quedan por definir muchos otros comp@septoteicos de la envoltura

celular de estos microorganismos (Marchand y c2(d.2).
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Hipotesis y objetivos

Como se ha citado anteriormentéycobacteriumincluye los agentes etiolégicos
de la tuberculosisM. tuberculosiy y de la lepraNl. leprag, junto a otras especies
saprofitas y patégenas oportunistas (Falkinhamg)l99atos epidemioldgicos sobre la
tuberculosis sefialan que su prevalencia es elexadbeterminados paises en vias de
desarrollo (por ejemplo, > 300 casos/100.000 hatsigaen paises subsaharianos), en
algunos de los cuales se agrava la situacion pawitdeccion con el VIH (Kaufmann,
2011). En paises industrializados las cifras soibt@n preocupantes y, contrariamente
a la idea generalizada de que existe un descenko etdermedad, las cifras parecen
sugerir lo contrario, como es el caso de una gnashad industrializada como Londres
(Kaufmann, 2011). La OMS marca el afio 2050 comddepara que la tasa de
tuberculosis mundial se situe en 1/1.000.000, aaiegtas cifras parecen, a dia de hoy,
dificiles de conseguir (Kaufmann, 2011). No obstast se aspira a la disponibilidad de
una vacuna mas efectiva que la actual BCG, queusstna eficaz sélo en la prevencién
de la enfermedad en la poblacion infantil. El disefé nuevas vacunas frente a la
tuberculosis presenta diversas alternativas (Ta@plaentre las que incluyen BCGs
recombinantes, bacilos tuberculosos avirulentos nimados genéticamente) o
combinaciones de proteinas antigénicas mayoritatéakl. tuberculosis(Kaufmann,
2011). Una aproximacion adicional es el uso de sidlagles proteicas complementadas
con adyuvantes lipidicos, tales como el CAViduberculosiso analogos estructurales,
que parecen dar mejor resultado que BCG soéla, alosmeen la fase inicial de

experimentacion (Kaufmann, 2011).

La composicidn y estructuracion de la pared celdaMycobacterium(Figura

21) es muy particular y se admite su participa@aria patogénesis de tuberculosis y
micobacteriosis (Daffé y Draper, 1998). ElI armazinncipal de la misma esta
integrado por el PG, al que se une covalentemdnfg&eun polisacarido complejo
cuyas arabinosas distales estan esterificadasMBfennan y Nikaido, 1995; Daffé y
Draper, 1998) (Figura 21). Los AM son responsabieda baja permeabilidad de la
envoltura celular délycobacteriuny aparecen también esterificando la trehalosd en e
CF.
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Tabla 2. Vacunas experimentales frente a la tuberculdRevi@lione y cols.,
2012).

Tipo de vacuna Ejemplo Fase clinica
VMP 1002 2a
BCG recombinantes
Aeras-485 (terapéutica) 2b
Proteicas
Ag85A ESAT6 CAFO1 1
(asociadas a adyuvantes)
Extractos pared
RUTI (terapéutica) 2a
M. tuberculosis
Vectores viricos AdAg85A 1
M. tuberculosis avirulentos APhoPAfadD26, otras Preclinica
M. vaccae, Finalizada fase 3
Micobacterias atipicas
‘Mycobacterium indicus pranii’ 3

En la pared se integran lipidos adicionales y dagiproteinas, y la estructuracion
molecular considera una membrana externa en la@ueluyen porinas, en un modelo
que recuerda al de bacterias Gramnegativas (Niederwy cols., 2010). La
conformacion real de los AMs en la pared de mictras es desconocida, aunque
recientemente se postula que adoptan una forma @vilMheuve y cols., 2007, 2010;
Bhamidi y cols., 2011), lo que justificaria la anrd estimada de la envoltura celular
(Zuber y cols., 2008). Aparte de estas considenasioestructurales, los AMs
intervienen en la patogénesis de la tuberculogigeés de mecanismos no del todo
conocidos. Se sabe, sin embargo, que son recomsp@tmual que otros componentes
lipidicos de la envoltura celular, por una subpaoidia de linfocitos T CD1 (Beckman y
cols., 1994; de la Salle y cols., 2005) y, de admaon estudios recientes, participan
significativamente en la inmunologia de la enferatedMontamat-Sicotte y cols.,
2011).
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Figura 21. Modelo de estructuracion molecular de la envoltura celular de micobacterias. PIM: Fosfatidil
inositol manésidos. LAM: Lipoarabinomanano. PG: Peptidoglicano. AG: Arabinogalactano. AM. Acidos

Micélicos. CF: ‘Cord factor’.

Ademas, los AM son capaces de indicivivo la secrecion de IL-12p40 y otras
citoquinas, a la vez que producen inflamacion (Koebls., 2005), habiéndose atribuido
esta caracteristica a la combinacion de los grugtmxny cis-ciclopropano (Figura 6 d)

(Vander y cols., 2011). Se ha demostrado, asi misqne M. tuberculosispuede
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controlar la activacion del sistema inmune a trale@snodificaciones en los AM del CF
(Dao y cols., 2008; Rao y cols., 2005 y 2006). Egfteolipido presenta diversas
actividades inmunomoduladoras y participa en lan&émion de los granulomas, en la
caseificacion y en la desregulacion del metabolidipilico que ocurre en estos
procesos (Hunter y cols., 2009; Kim y cols., 2018).interés por su estudio se ha
renovado en las ultimas décadas, al demostrarssiante estudios moleculares kh
tuberculosisque su actividad biolégica esta ligada a la esira fina de los AM (Dao y
cols., 2008; Rao y cols., 2005 y 2006). El CF esomecido, por al menos, dos
receptores superficiales de células presentadaamtigenos: Mincle (lectina de tipo
C) (Ishikawa y cols., 2009; Schoenen y cols., 2GLPMARCO (receptor con estructura
colagena) (Bowdish y cols., 2009), postulandoseaddicipacion de CD14-TLR2 en
este ultimo caso. El CF es segregado, junto a dipms de la envoltura celular, por
macrofagos infectados pbt. bovisBCG (Rhoades y cols., 2003), siendo, entre éstos,
mas activo desde un punto de vista biolégico (Gsiseols., 2005); por otra parte,
induce la secrecion de diversas citoquinas, tantatio como in vivo (Hayashi y cols.,
2009; Indrigo y cols., 2003; Lima y cols., 2001;I8¥ey cols., 2008), y se ha empleado
como adyuvante de vacunas proteicas en tubercutdgsrimental, asi como su
analogo estructural, dibehenato de trehalosa (Khadels., 2007; Lima y cols., 2003;
Werninghaus y cols., 2009). La capacidad de estionh de TNFa e interleuquina 12-
p40 (IL-12p40), citoquinas de gran importancia annmunologia de la tuberculosis
(Cooper y Khader, 2008), y la virulencia o avirdliende M. tuberculosisse han
relacionado con el CF. De este modo, los mutaregéd. duberculosiscon alteraciones
en la sintesis de acidesmicolicos concis-ciclopropanos (Figura 6 b) presentan una
virulencia atenuada e inducen bajos niveles de @NRao y cols., 2005); por otra
parte, mutantes incapaces de sintetizar AM oxigesmgdeto, metoxi) (Figura 6 c y d)
presentan un fenotipo avirulento y estimulan atiogles de 1L-12p40 y TN (Dao y
cols., 2008). Por el contrario, mutantes afectagtoda formacién de ceto- y metoxi-
micolatos contransciclopropanos (Figura 6 a, d) son hipervirulen®sinducen
elevadas cantidades TNF{Rao y cols., 2006). Por ultimo, los estudiosiraalos con
mutantes incapaces de sintetizar AM con cicloproparson avirulentos e

hiperinflamatorios (inducen niveles elevados de N KkBarkan y cols., 2012).

38



Hipotesis y objetivos

Se sabe que TN&-es esencial en la inmunologia de la tuberculosjaeyla IL-
12p40 favorece la respuesta Thl; sin embargo, lesamsmos que operan en la
respuesta inmune frenteMa tuberculosisson complejos y las relaciones celulares que
en ella operan estan sujetas a balances tempgralgsaciales de numerosas citoquinas
y otras moléculas (Cooper, 2009; Dorhoi y cols.1130 entre las que pueden

considerarse, ademas de las citadas LH1-6 e IL-23.

En esta tesis doctoral se pretende investigar fieredicia existente entrisl.
tuberculosisy micobacterias atipicas en el disefio moleculactywidad biol6gica del
CF. La hipotesis que se maneja es que el disefiecolal del CF de micobacterias
atipicas (no tuberculosas) es distinto al del CMd&uberculosisy que este hecho debe
reflejarse en su actividad biologica, en concretio,la capacidad de induccion de
citoquinas de relevancia en tuberculosis y querdssiltados pueden ser Utiles en la
consideracion del poder adyuvante del CF de midekias no tuberculosas.

Los objetivos del trabajo son:

1. Realizar un analisis estructural detallado amlrd factot de diversas
micobacterias no tuberculosas, y comparar susctstas entre si y con las del

‘cord factof de Mycobacterium tuberculosid37Rv.

2. Determinar y comparar los niveles de inducciénisterdas citoquinas de
relevancia en tuberculosis por parte @elrd factof de distintas micobacterias
atipicas yMycobacterium tuberculosid37RYyv, y relacionar los mismos con los
detalles estructurales de esta molécula, como frseconsiderar en el futuro
el uso como adyuvantes debrd factot de micobacterias no tuberculosas.
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Material y métodos

Cepas estudiadas y condiciones de cultivo

Se estudiaron las siguientes cepdsalvei CR-21 (=ATCC 51034) M. brumae
CR-270 (=ATCC 51384),M. fortuitum AC1 (aislado clinico),M. simiae ATCC
25275, M. simiae (haband TMC 5135, M. simiae (haband IPK-337 y M. simiae
(habang IPK-342. El epitetoHabana no es taxondmicamente valido, pero se mantiene
en esta tesis para indicar el origen geograficdodoa) de estas cepadl. simiae
(habang TMC 5135 se incluydo en la presente investigacigor su caracter
inmunogénico en tuberculosis y lepra experimentédederos y cols., 2006); las
restantes cepas dié. simiaese incluyeron con criterios comparativos, al iggad M.
alvei CR-21", M. brumaeCR-270 y M. fortuitumAC1. M. alvei(Ausina y cols., 1992)

y M. brumae(Luquin y cols., 1993) son micobacterias no pataégecuyo contenido en
AM es especificoa- y (o-1)-metoxi-micolatos erM. alvei (Ausina y cols., 1992;
Luquin y cols., 1990) y-micolatos erM. brumae(Luquin y cols., 1993). La estructura
de losa-micolatos de ambas especies es muy similar, yreléionada con la de los
(w-1)-metoxi-micolatos. La inclusion dd. fortuitum (o- y epoxi-micolatos) y del CF
comercial (Sigma) d#l. tuberculosisH37Rv (ver mas adelante) cubre casi la totalidad

de las variaciones posibles en los acidos micolie<F.

M. alvei CR-21, M. brumaeCR-270 (ambas cedidas por la Dra. Marina Luquin,
Departamento de Genética y Microbiologia, Univaadidutonoma de Barcelona)\y.
fortuitum AC1 fueron cultivadas en infusion de cerebro yazon, a 35 °C, durante una
semanaN!. brumaeCR-270, M. fortuitumAC1) o tres semanaM( alveiCR-21). Las
células se recogieron por filtracibn y se extrajerdirectamente siguiendo el
procedimiento abajo indicado. Las cuatro cepasvidesimiae fueron cedidas por el
Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK)a IHabana, Cuba, y se cultivaron en
el IPK en medio UIT-L (Mederos y cols., 1992) a°85durante 3 semanas: tras recoger
por filtracién, los cultivos se lavaron en soluciéalina, se esterilizaron a 120 °C

durante 20 minutos y se secaron en atmosfera@g(Mederos y cols., 2007).

Extraccion, purificacion y analisis estructural del‘cord factor

Para la extraccion y purificacion del CF se empleadisolventes de grado

analitico o HPLC y la mayor parte de los procesmgesmlizaron en una cabina de
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extraccidon de gases. Se utilizaron matraces y tdbogdrio con tapon de rosca y sello
de teflén, previamente lavados con agua ultrapmiti-Q >°, Millipore) y enjuagados —

tres veces- con cloroformo/metanol (2:1, v/v).

Dos a tres gramos de células se extrajeron, saesive, en cloroformo/metanol
1:2, 1:1 y 2:1 (v/v) durante toda la noche a terafpea ambiente y con agitacion (120
rom/min). Los extractos fueron combinados, evapmsam sequedad y fraccionados en
cloroformo/metanol/agua (4:2:1, v/v). La fase cformica fue recuperada, evaporada y
disuelta en cloroformo, siendo analizada, paraetaabtracion inicial del CF, mediante
cromatografia de capa fina (CCF) analitica en plada gel de silice, empleando
cloroformo/metanol (9:1, v/v) como solvente y acidsefomolibdico (5% en etanol,
p/v)/140 °C como revelador. Posteriormente, la felseoformica se precipitd en
metanol (-30 °C, durante toda la noche, tres vecksjraccion insoluble en metanol se
evaporé a sequedad en atmosfera desd disolvio en 2-3 ml de cloroformo y se
sometié a cromatografia en columna (CC), utilizarmtono solvente diferentes
proporciones de metanol en cloroformo (0, 2, 5,3y 50 %, v/v). La presencia del
CF se detect6 por CCF analitica (ver mas arribda éraccion del 10 % de metanol en
cloroformo. La purificacién final del CF se realim@ediante CCF preparativa en placas
del gel de silice, utilizando un triple desarral las placas con acetona, seguido de un
desarrollo con cloroformo/metanol 9:1 (v/v). Parasahrtar contaminacion con
lipopéptidos o lipoproteinas, el CF purificado feaminado por CCF bidimensional
analitica usando el sistema de solventes descotoDQwbson y cols. (1985) [1:
cloroformo/metanol/agua (100:14:0.8, v/v); 2: clorono/acetona/metanol/agua
(50:60:2.5:3, v/v)] y por Eckstein y cols. (2008) tloroformo/metanol (96:4, v/v); 2:

tolueno/aectona (80:20, v/v).

El andlisis estructural del CF se llevé a cabo areei RMN tH-RMN, *H-'H-
COSY, *C-RMN y'H-"*C-HMQC) en un instrumento Brucker (600 MHz o 400 #H
a 298 °K, con las muestras disueltas (4-5 mg/mijearierocloroformo/deuterometanol
(5:1 viv 0 6:1 v/v). El CF d&. simiae (habanaJMC 5135 se examind también en
deuterocloroformo/deuterometanol, utilizando lagpprciones 5:1, 10:1 y 30:1 (v/v), y
en deuteropiridina, a fin de descartar variaciaresa isomeria de sus centros quirales

C2 y C3 (Figura 6). La proporcion de los distinfasdos micdlicos y de las relaciones
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Material y métodos

entre las instauraciones (ciclopropanos o dobldaces) en los CF de las cepas
estudiadas se estimé a partir de los espetittd3MN, aplicando las férmulas descritas
por Watanabe y cols. (2001).

El CF de M. tuberculosisH37Rv se adquirio en Sigma y su estructura fue
confirmada potH-RMN y espectrometria de masas (ver mas adelakd@ionalmente
su pureza fue confirmada por CCF bidimensionalasmha descrito para el resto de
CF. Este glicolipido comercial ha sido usado patogaautores (Indrigo y cols., 2003;
Welsh y cols., 2008) en diversos ensayos biologiocbteniéndose resultados similares
a los CF de varias cepas e tuberculosispurificados en el laboratorio por otros

autores (Dao y cols., 2008).

La estructura de los AM del CF se confirmd mediagpectrometria de masas
tras su liberacion del CF (1 mg) por saponificacddnKOH-metanol (15 %, p/v). La
saponificacion se realizé a 90 °C durante la noches AM se extrajeron en hexano
(tres veces), tras acidificacion (pH 1-2) de la aeezon SGQH; (20 %, v/v). El extracto
de AM se lavo varias veces en agua ultrapura hp$t&-6. Para la espectrometria de
masas se empled un espectrometro MSDlonTrap-VLU€AQi en donde las muestras -
tras insercion directa (0.6 ml/h)- se ionizan pelectrospray’ y se analizan en una
trampa ionica (ESI-TRAP-MS). La aguja del ‘elecpas/’ se situé en 3.5 Kv; como
gas nebulizador se emple@,Md una presion de 69 kPa y a una temperatura 51€R32
El voltaje aplicado fue de 80 V. Los AM se analararen el rangan/z 100-2000
durante varios segundos, expresando los resultado® media de al menos 50
espectros. Los analisis se efectuaron tanto en medativo como en modo positivo,
identificAndose los AM de acuerdo con el calculsde masas monoisotopicas exactas

(http://www.chemcalc.org) a partir de las formudaspiricas respectivas.

En el caso especifico de las cepadidsimiae la composicion de AM del CF se
comparo con la composicion de AM de las célulasipidadas, a fin de confirmar si se
trasladaba al CF la peculiar composiciérnuemicolatos previamente encontradaMn
simiae(habang TMC 5135 (Mederos y cols., 2007). Los AM de catutieslipidadas se

extrajeron por saponificacion y se estudiaron deerasimilar a la descrita arriba.
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Actividad biol6gica del ‘cord factor’

Para el estudio de la actividad biolégica del CFes®le6 material libre de
pirdgenos Yy los extractos de los diferentes CFqul2@e una disolucion de 1 mg/ml en
2-propanol (Dao y cols., 2008)] se examinaron medial test de lisado de amebocitos
de Limulus (LAL, Lonza Ibérica), siguiendo las recomendac®de la casa comercial.
El test LAL determina las unidades de endotoxink)(ll presentes en una muestra
determinada. Para su realizacion, la muestra selean los componentes del LAL y
con el sustrato a la dilucion dada; tras complétarreaccion, se determind la
absorbancia (410 nm) del color amarillo desardoljaestableciéndose la cantidad de
endotoxina a partir de una curva estandar. El \@doabsorbancia para el control (agua
purificada sin LPS, incluida en el test) fue de OBE/ml. Los resultados obtenidos con

las muestras de CF indicaron la ausencia de coné@imin con endotoxina.
Lineas celulares utilizadas.

Se emplearon las lineas celulares RAW 264.7 (AT@@réfagos derivados de
leucemia murina) y THP-1 (ECACC) (monocitos dervadle leucemia humana). Las
células RAW 264.7 se cultivaron en DMEM vy las THR RPMI, en ambos casos
suplementados con suero bovino fetal (10 %), plemac{100 U/ml) y estreptomicina
(100 pg/ml). Los cultivos se incubaron a 37 °C tembafera hiumeda (> 90 %) con €0
al 5 % durante tiempos apropiados (ver mas adglabeeforma rutinaria, y antes de
cualquier ensayo biolégico, se determiné la ausende contaminacion por

micoplasmas.

Analisis preliminar de la induccion de TNFa en células RAW 264.7 por

parte del ‘cordfactor de Mycobacterium simiae

Se siguid, con ciertas modificaciones, el métodscdi® por Rao y cols. (2006).
El CF se resuspendio en 2-propanol (1 mg/ml) méelisonicacion y se distribuy6 en el
fondo de placas Nunc de 24 pocillos en cantidade -@¢ontrol-, 0.1, 1 y 1ag. Tras la
evaporacion total del disolvente, se afiadierchcBlulas en 0.5 ml de medio DMEM
suplementado con suero bovino fetal (10 %), pen&i(100 U/ml) y estreptomicina
(100 pg/ml). Tras incubacion (37 °C, atmosfera lan® % de C¢) durante 24 h, se
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Material y métodos

recogieron los sobrenadantes y se mantuvieron &G Hasta su analisis. La cantidad de
TNF-a producida se determiné mediante el kit BD OptEBxgTNFe de raton (BD

Bioscience), siguiendo las recomendaciones deickate. Los resultados se expresaron
como media * desviacion tipica de dos experimeinidspendientes, que se efectuaron

por duplicado.

Analisis de la induccion de IL-B, IL-6, IL-12p40 total (IL-12/IL-23) y TNF- a

en células RAW 264.7 por parte delcordfactor de diversas micobacterias

Se estudid la capacidad de induccién de las cit@gutitadas por parte del CF de
M. alvei CR-21', M. brumae CR-270, M. simiae (haband TMC 5135 y M.
tuberculosisH37Ryv, siguiendo una metodologia similar a ladataen el apartado
anterior. Se realizé un analisis dosis-respuestaezndo 0 -control-, 1, 5 y 20g de
CF, midiendo la concentracion de las distintasqeitoas tras 48 h de incubacion. Por
otro lado, se comprobo la evolucion de la respuestal tiempo a las 24, 48y 72 h a
una dosis de ig de CF. En ambos ensayos se utilizarchc#lulas en 1 ml de medio
DMEM, suplementado con suero bovino fetal (10 %@niplina (100 U/ml) y
estreptomicina (100 pg/ml). Al cultivo se afiadied®® U/ml de INFy, siguiendo las
recomendaciones de Hayashi y cols. (2009). Trasaion (37 °C, atmdsfera humeda,
5 % de CQ) durante los periodos de tiempo citados, se recogilos sobrenadantes y
se conservaron a -70 °C hasta su analisis. Lodeside IL-PB, IL-6 y TNF-0 se
determinaron mediante citometria de flujo en udneégtro Beckman Coulter FC500,
empleando el kit FlowCytomix multiplex (eBiosciejckos valores de IL-12p40 total
se establecieron mediante el kit ELISA Ready-SetdGd 2/IL-23) (eBioscience). En

todos los casos se siguieron las recomendaciohésbdieante.

Para descartar contaminacion residual por partéipdgéptidos, la induccion
(dosis-respuesta) de IL-6 se realizé también tedarhiento de los CF dd. alvei CR-
21", M. brumaeCR-270 y M. tuberculosisH37Rv con HO, (Z&hringer y cols., 2008):
0.1 mg de CF se mezclaron cogdal 1 %, v/v; tras agitacion durante 24 h a 37 9C, e
CF se extrajo en cloroformo-metanol (2:1, v/v) yrepurificO mediante cromatografia
en columna. El ensayo biolégico dosis-respuesta lte se repitid obteniéndose
resultados similares a los reflejados eRitzura 41 a (Resultados). Diversos autores han
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indicado que la contaminacion por lipopéptidos ey improbable con los métodos de
purificaciéon seguidos para lipidos de micobacte(agita y cols., 2007; Montamat-
Sicotte y col., 2011).

Andlisis de la induccion de IL-6 y TNFea en células RAW 264.7 por parte de

diversos tipos estructurales de acidos micélicos

Como complemento al estudio anterior, e intentaaderiguar si la molécula
completa del CF es necesaria para la optima infmcde diversas citoquinas, se
procedié a la extraccion y purificacion de los Akégentes en las células deslipidadas
de M. alveiCR-21", M. brumaeCR-270 y M. simiae(haband TMC 5135. Los acidos
micolicos se extrajeron por metandlisis acida ypwseficaron por CC y CCF (Mederos
y cols., 2007), confirmandose su estructura meei##tRMN. La metandlisis acida
(Minnikin y cols., 1980) libera los AMs de la paredlular y los transforma a ésteres
metilicos, por lo que una pequefia porcion se stpérnen KOH-metanol (ver mas
arriba) para obtenerlos en su forma libre. Los AM#$/. tuberculosigaislado clinico)
se extrajeron y purificaciéon previamente en el fatmrio siguiendo procedimientos
similares. Los AMs se ensayaron en las dos fornéateres metilicos y libres,
realizando un estudio dosis-respuesta a 0 —contigl-5 y 20 pg, siguiendo,
exactamente, las condiciones que las descritasep&@i y determinando los niveles de
IL-6 y TNF-a mediante el kit ELISA Ready-Set-Go (eBioscienc&yap ambas

citoquinas.

Analisis de la induccién de IL-B, IL-6, IL-12p40, IL-23 y TNF-a en células

THP-1 por parte del ‘cordfactor de diversas micobacterias

El estudio con la linea celular THP-1 (no adheneste realizdé siguiendo, con
ligeras modificaciones, el método descrito por ibmiry cols. (2003). Se utilizaron
microbolas de poliestireno (Polyscience; diametesim de 1 um) impregnadas con el

CF para facilitar el contacto con las células.

Las microbolas se lavaron tres veces con tampdmgato (8mM)/bicarbonato
(17 mM) (pH 9.6), se recogieron por centrifugaci(@200 g, 15 minutos) y se

sometieron a dos lavados adicionales con etana &ir80 % y otro al 1 %). A las
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microbolas se afiadieron 10@ de CF, disuelto en 2-propanol y el volumen eedll
hasta 1 ml. Las microbolas fueron incubadas a 3dW@nte toda la noche con una
suave agitacion orbital. Posteriormente, se lavamm PBS (tres veces) y con medio
RPMI mas suplementos (tres veces). Como contraitigaron bolas sometidas al
mismo proceso sin CF afiadido. Para comprobar qG& ele adhirié a las microbolas,
una alicuota (10fl) de la suspension se extrajo con 2 ml de clomio(tres veces); el
extracto se evapord a sequedad y se disolvié emll@® cloroformo, examinandose a
continuacion mediante CCF analitica, empleandooflomo/metanol (9:1, v/v) como
solvente. De forma analoga se examind la ausemci@rlen las microbolas control.
Todas las muestras se estudiaron en paralelo caxtwacto cloroférmico del medio
RPMI, conteniendo los suplementos anteriormenteaspados. Adicionalmente, el
proceso de fagocitosis de las microbolas por pdetéas células THP-1 se comprobd
mediante microscopia electronica de transmisidrglizeda en el Servicio de
Microscopia del SAI de la Universidad de Murciae®mente, las muestras se fijaron
en glutaraldehido en tampon cacodilato y con Qs®Ontrastdndose con acetato de
uranilo. Tras deshidratarse con etanol, se impaganen 0xido de propileno/resina y
los bloques se realizaron en silicona/resina. lavges se recogieron en rejilla de cobre
y se trataron con acetato de uranilo y citrato emp, siendo visualizados en un
microscopio Jeol JEM 1011 a 90 KeV.

En los ensayos en emple6 una relacion microbolatdsé THP-1 de 10:1,
realizando la estimacion de la cantidad de micabein una camara de Neubauer. Se
utilizaron placas de 24 pocillos (Nunc), adicionaral cada pocillo un total de %0
células en 1 ml de RPMI suplementado como se headd. Unos 30 minutos antes de
la incorporacion de las microbolas impregnadas €Bny las microbolas control, las
células se trataron con INF- (100 U/ml) (Hayashi y cols., 2009). Tras inculdaci
durante 48 h (37 °C, atmdsfera himeda y 5 % dg,Td3 sobrenadantes se recogieron
y se conservaron a -70 °C hasta su analisis. laseotraciones de IL-12p40 e IL23 se
analizaron utilizando, respectivamente, el kit BEEA IL-12p40 humana (BD
Bioscience) y el kit platinum ELISA de IL-23 humarfp19/p40) (eBioscience),
siguiendo las recomendaciones de la casa comekeiglcantidades de ILB1IL-6 y
TNF-o se determinaron mediante el kit FlowCytomix simp{f-1f, IL-6 y TNF-a,
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humanas) (eBioscience), utilizando un citometrofld@ Beckman Coulter FC500 y

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Un resumen general de los distintos ensayos bmi&gieealizados en el desarrollo

de la presente tesis aparece en la Tabla 3.

Anédlisis estadistico

En general, los analisis se realizaron por triplicaen experimentos
independientes y los resultados se expresaron cosdia + desviacion tipica. La
significacion estadistica de la diferencia entralia® se situdé en P < 0.05, estimandose
mediante ANOVA (tres o0 mas comparaciones) o t delétt (dos comparaciones). Por
lo general, en el ANOVA se aplico el ‘post-hoc’ @onferroni, empleando, en
ocasiones, una transformacion logaritmica (In) a® desultados, a fin de obtener
varianzas iguales. En los experimentos con ladaelUHP-1, la comparacién de los
distintos patrones globales se realiz0 medianteanadisis de grupos, empleando la
prueba del vecino mas cercano. A lo largo del joaba utilizaron las versiones 15.0 y
17.0 del paquete estadistico SPSS (Statisticar&@rofpr the Social Sciences).
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Tabla 3. Esquema del disefio experimental de los ensayos biol6gicos realizados.

Material y métodos

} Cantidad del ) ) )
Linea Cultivo ] Citoquinas
Compuesto compuesto Origen del CF Inf- y )
celular (h) analizadas
(H9)
0 o T
M. simiae ATCC 25275
RAW 0,1 o
264.7 CF 1 24 M. simiae (habana) TMC5135 No TNF-a
' M. simiae (habana) 342
10
0 24 TNF-a
48 M. tuberculosis H37Rv* Si IL-18
RAW CE 72 M. simiae (habana) TMC5135 IL-6
264.7 M. alvei IL-23
S 48 M. brumae Si IL-12
20
0 M. tuberculosis H37Rv*
RAW M. simiae (habana) TMC5135 ] TNF-a
AM 48 ) Si
264.7 5 M. alvei IL-6
20 M. brumae
M. tuberculosis H37Rv*
M. simiae ATCC 25275" TNF-a
M. simiae (habana) TMC 5135 IL-18
=10 M. simiae (habana) IPK-337 ) IL-6
THP-1 CF ) 48 o Si
(tedrico) M. simiae (habana) IPK-342 IL-23
M. alvei CR-21" IL-12p40
M. brumae CR-270"
M. fortuitum

CF: “cord factor”; AM: acidos micolicos.

*:CF comercial (Sigma)
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Resultados

Todas las cepas estudiadas contenian CF en loactmsrlipidicos obtenidos
(Figura 22 a). El CF aparecio en la fraccion deol1@/v) de metanol en cloroformo,
tras cromatografia en columna (Figura 22 b), obtedose puro tras CCF preparativa

(Figuras 22 c), tal y como se verificé por CCF tmdnsional (Figura 22 d).

CF

Figura 22 . Deteccion y purificacion del CF mediante cromatografia. a) Extracto de lipidos totales de, 1) M.
simiae (habana) TMC 5135, 2) M. simiae (habana) IPK-342, 3) M. simiae (habana) IPK-337, 4) M. simiae
ATCC 25275, 5) M. tuberculosis H37Rv, 6) CF control. b) CCF de los diferentes fracciones lipidicas
obtenidas por CC M. simiae (habana) TMC 5135, 1) fraccién cloroférmica, 2) y 3) fraccién 2 % de metanol
en cloroformo, 4) y 5) fraccion 5 % de metanol en cloroformo, 6) y 7) fraccion 10 % de metanol en
cloroformo, 8) fraccién 30 de metanol en cloroformo y 9) fraccién 50 % de metanol en cloroformo. ¢) CCF
del CF purificado: 1) CF control, 2) M. simiae (habana) TMC 5135, 3) M. alvei CR-21", 4) AMs libres de M.
simiae (habana) TMC 5135 d) CCF bidimensional del CF de M. simiae (habana) TMC 5135, O) Punto de
origen. a-c: cloroformo-metanol (9:1, v/v); d: 1) cloroformo-metanol-agua (100.140.8, v/viv), 2)

cloroformo/acetono/metanol/agua (50:60:2.4:3, v/viv).
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Anédlisis estructural del ‘cord factor’

La identidad del CF se determin6 mediante la coadiim de diversas técnicas de
RMN (ver Material y Métodos), que permitieron lagascion correcta de los distintos
protones y carbonos de la molécula, coincidiend® distintos desplazamientos
guimicos obtenidos (Tabla 4) con los espectrosigadibs en la bibliografia (Niescher
y cols., 2006 y Nishizawa y cols., 2007).

Tabla 4. Analisis mediante "H-RMN y *C-RMN del CF de distintas micobacterias.

Acidos micélicos 'H (ppm) 13C (ppm)
-CHzterminal 0.81 13.72
-CHjs ramificado 0.87 20.62
-CHy- 1.20 22-30
-CH=CH- trans 5.16,5.29 128.17, 136.21
-CH=CH- cis 5.27 129.62
-CO00 - 175.24
-CzH 3.60 72.34
-CoH 2.35 52.26
-OCHgs* 3.25 55.48
-CH-OCHgs* (w-1)-metoxi) Superpuesto a metanol 76.98
CHs-CH-OCHs* (w-1)-metoxi) 1.06 36.46
CH>
Cg-l—\CH cis**t -0.40, 0.49, 0.58 10.72, 15.64
CH>
C/H—\CH trans**f 0.04-0.07 10.32-25.19
CHs-CH-CO**f, CH-CO-**1, -CO**f 0.98, 2.45 175.35
HsC-O-CH- f 2.92 No hecho
/ O\
-CH—CH- # 2.37,2.69 53, 60
Trehalosa H (ppm) Bc (ppm)
CiH1/CyHy 4.96 - 4.98 94.46
CoHo/CoHy 3.42-3.44 70.88
C3H3/CaH3 3.68-3.71 72.48
C4H4/CaHs 3.18-3.20 71.14
CsHs/CsHs: 4.08 -4.20 69.69
CesaHea/CeaHea' 4.52 - 4.63 63.85
CepHasb/CepHepr 3.92-4.01 63.85

Aplicable a: *M. alvei, ** M. simiae, $M. tuberculosis, #M. fortuitum
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Resultados

Mycobacterium simiae

El CF deM. simiae ATCC 25273 fue identificado sin ambigiiedad como una
6,6"-dimicoloil trehalosa pofH-RMN (Figura 23),*H-'H-COSY-RMN (Figuras 24 y
25),*C-RMN (Figura 26) y'H-*C-HMBC (no mostrado).
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Figura 23 . Espectro "H-RMN del CF de M. simiae ATCC 25275'. Se indican las sefiales debidas a los

distintos protones de la trehalosa y de los acidos micélicos.

Los protones anoméricos de la trehalosa (H1/Hlguifa 23) se localizaron a
4.98ppm, siendo ;3 = 3.9 Hz, demostrando asi una configuracidn’ en este
disacarido (Lin y cols., 2007). Dos de los protoress posicion 6 (H6a/H6'a)
aparecieron a 4.50 ppm vy los otros dos (H6b/H6'H).GB ppm, indicando que los
grupos hidroxilos en C6/C6’ estaban esterificadds ¥ cols., 2007). Los espectrds-
RMN del CF de las cepas IPK-337 e IPK-342 fueranilares a los de ATCC 25275
(no mostrados). Sin embargo, en TMC 5135 (Figunae2iPK-220 (no mostrado) se
observé un solapamiento de las sefales de losne®td5/H5’ con las sefales de los
protones H6a/H6'a, que fue confirmado medialtie'H-COSY (no mostrado). Para
estudiar esta aparente anomalia, el CF de TMC 5ti85reanalizado utilizando

diferentes relaciones (v/v) de deuterocloroformotdemetanol (30:1, 10:1 y 5:1).
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cis-ciclopropano —

-CHz

-CHzCH-CO-CHs——=

-CH>-

C.H
~CH3-CH-COQ

H4/H4'
H2/H2'

CsH
H5/H5 + HBb/HG'b

H6a/H6'a

H1/H1
-CH=CH- (trans. cis)
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Figura 24. 'H-"H-COSY del CF de M. simiae ATCC 25275".
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Figura 25. Detalle ampliado del espectro *H-'H-COSY del CF de M. simiae ATCC 25275" mostrando la

correlacion entre los distintos protones de la trehalosa.

61



Estructura fina del ‘cord factor’

:CHz- y —CH; {(AM)
%‘ f L
o
= -x
2z S
T T
<ﬁ)| Ol
pa L
(& I
[ [
O T f_“l w0 ¢
ol l (:51 SI
I M T v T v I ’ I N I N 1 ' I v I M I N
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Figura 26. Espectro 3C-.RMN de M. simiae (habana) TMC 5135. Se indican las sefiales debidas a los

distintos carbonos de la trehalosa y de los acidos micolicos.
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Figura 27 . Espectro 'H-RMN del CF de M. simiae (habana) TMC 5135. Se indican las sefiales debidas a
los distintos protones de la trehalosa y de los acidos micélicos. Nétese el solapamiento de H5/H5’ con

H6b/H6’b.

Los resultados reflejados en la Figura 28, indigae el solapamiento observado
se debe a un efecto disolvente, puesto que al laa@oporcién de deuterometanol se
produce un desdoblamiento de las sefiales H5/H5'g/HH#Ba. No obstante, para
descartar cambios en la configuracion de los cabd@@2/C3, el espectro del CF de
TMC 5135 se estudidé también en piridina deuteraganiostrado), confirmandose el
efecto disolvente indicado (Nishizawa y cols., 200%r otra parte, los espectrge-
RMN de las cepas ATCC 2527% TMC 5135 fueron similares (Figura 26), no

encontrdndose ninguna alteracion en los carbormsénicos (C1).
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ECH=CH ¥ ¥ = 3 - 4
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Figura 28 . Desplazamientos quimicos de los protones de la trehalosa y de los protones de los dobles

enlaces cis dependiendo de la relacion deuterocloroformo:deuterometanol.

La evaluacién directa de los especttBsRMN (Figuras 23 y 27) permitié la
identificacion de los sustituyentes lipidicos dét €omo: a)a’-micolil [sefial a 5.27
ppm, debida a un doble enlade -CH=CH- (Figura 6 c)], bi-micolil [sefiales a -0.40,
0.49 y 0.58 ppm: anillosis-ciclopropano (Figura 6 b) y c) ceto-micolil [sedmla 0.98
y 2.45 ppm, debidas, respectivamente a los grupmigony metino adyacentes al -C=0
(Figura 6 f)] (Mederos y cols., 2007; Watanabe k.¢d.999). Otras sefales detectadas
en los diferentes espectros fueron las relacionadas anillos trans-ciclopropanos
(0.04-0.07 ppm) (en los sustituyentesy ceto-micolil, Figuras 23 y 27), las de los
grupos metileno -CH (1.20 ppm), las de los -GHlistales (0.81 ppm), las de lvans
dobles enlaces (5.17-5.23 ppm) y las de ramificeascCH (0.87 ppm) (Figuras 6 a, d,
23y 27) (Mederos y cols., 2007; Watanabe y ctB99).

La composicion general de &cidos micdlicos del @Had cepas d®l. simae
analizadas se estimé mediaftteRMN y se muestra en la Tabla 5. Los datos sugiere
una alta proporcién de ceto-micolatos en TMC-5135TCC 25275, cepas que, a su
vez, presentaron la mayor relacitbangcis en los grupos ciclopropanos (Tabla 5). Los
o’-micolatos fueron especialmente abundantes en APEZ75, IPK-337 e IPK-342.
Por otro lado, la cantidad d&ansinsaturaciones en alfa- y ceto-micolatos fue
particularmente alta en ATCC 25775 abla 5).
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Tabla 5. Composicion general de acidos micélicos del CF de diversas cepas de M. simiae, estimada a

partir de los espectros 1 H-RMN.

Ciclopropano insaturaciones
Cepa a/a'/ceto ) )
trans/cis trans/cis
ATCC 25275' 1/0,68/1,37 0,73 0,41
IPK 220 1/0,87/0,59 0,62 0,37
IPK 337 1/0,72/0,67 0,66 0,28
IPK 342 1/0,66/0,85 0,60 0,19
TMC 5135 1/0,47/1,16 0,72 0,25

Los espectros de masas (ESI-TRAP, modo negativiglurd 29) de los acidos
micélicos liberados del CF de las distintas cepasMd simiae confirmaron las
evidencias obtenidas mediarit¢-RMN, identificandose éstos conad- (C64-C68),a-
(C89-C91) y ceto- (C85-C91) micolatos. Datos prewobre acidos micolicos dé.
simiae (Mederos y cols., 2007) y de otras micobactefdisrfikin, 1982; Watanabe y
cols., 2001) indican que la serie imparakenicolatos contiene utrans-ciclopropano
MAas uncis-ciclopropano en su estructura, mientras que lee g&r presenta doss-
ciclopropanos (Figura 6 b). La serie impar de letognicolatos contiene utmtans
ciclopropano. Hay que indicar, no obstante, queséaies pares de- y ceto-micolatos
pueden contener uttansdoble enlace en vez de uwrans-ciclopropano, aunque su
proporcion relativa debe ser mucho menor a juzgarlgs sefiales de dobles enlaces
trans en los espectros (Figuras 23 y 27) (Mederos y.,ca8B07; Watanabe y cols.,
2001). Teniendo en cuenta las intensidades deifle®utes iones (M-HYyz (Tabla 5),
la serie mayoritaria entre los-micolatos fue C66:1, mientras que entre los ceto-
micolatos el C87 alcanzd las mayores proporciofelé 6) en todas las cepas
analizadas. Sin embargo, se detectaron diferemrire losa-micolatos, ya que en
TMC 5135 predominaron las series C87 y C89 y endmas cepas estudiadas los
niveles en las series de cadena par e impar fumd@s equilibrados (Tabla 6). Los
patrones generales de acidos micélicos en la peebdar (células deslipidadas)
resultaron similares a los del CF (Tabla 6). Sitba&mo, es de destacar que TMC 5135
mantiene la misma composicion damicolatos impares y pares en el CF y en la pared
(Tabla 6), contrariamente a ATCC 25278K-337 e IPK-342, en donde el contenido

de la serie impar fue mas alto en el CF que eodmasas deslipidadas (Tabla 6).
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Figura 29 . Espectro de masas (ESI-TRAP, modo negativo) de los acidos micolicos, (M-H)'llz, del CF de

M. simiae ATCC 25275". Los distintos tipos estructurales se identifican con colores diferentes y se indica

el nimero de C de cada uno de ellos.
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Tabla 6. Composicién de acidos micélicos del ‘cord factor’ y células deslipidadas de diversas cepas de Mycobacterium simiae, deducida de la intensidad de los diferentes

iones (M-H)'llz obtenidos mediante ESI-TRAP-MS. La masa exacta de los iones (M-H)"llz se da con un error maximo de 800 ppm.

Cepa
Acidos micélicos M. simiae(habang TMC 5135 M. simiaeATCC 353753 M. simiae(habang IPK-220 | M. simiae(habang IPK-337 | M. simiae(habang IPK-342
(M-H)'1 Células Células Células Células Células
‘Cord factof o ‘Cord factot o ‘Cord factof o ‘Cord factot o ‘Cord factof ]

deslipidadas deslipidadas deslipidadas deslipidadas deslpidadas

C64 (941.9) 13-8+ 1.7 20-3+ 4.7 7-8 117 15-8 7-8 13-6 3-9 127 18-2
o’ C66 (969-9) 70-6+1-7 74-4+ 0-6 79-6 77-9 73-4 79-7 73-6 90-2 73-6 68-2
C68 (997-9) 15-6+ 0-0 5.3+ 5.3 12-6 10-4 10-8 12-5 12-8 5.9 13-7 13-6

C80 (1165-0) 2.040-2 1.8:1.1 1.0 1-6 2:9 2:1 2:2 35 1.7 4.2

C82 (1193.0) 6.4+ 1.8 8.1+ 3.2 5-1 10-1 76 10-7 9-8 132 10-8 115
C84 (1211-0) 13-4+ 2.2 16-& 3-5 13.7 26-1 23:5 23-1 19-4 25.2 18-4 26-8
C86 (1249-0) 11.4+0-8 11-8 2.7 18-3 20-5 14.7 19-3 16-0 16-7 12-6 14.7

€88 (1277-0) 7.1+ 0-1 5.3+ 0-4 11-3 7-4 4.7 6-2 6-2 29 5-4 4.7

a C90 (1305-0) 2-3+0-9 1-6:1.0 41 0-7 0-9 1.4 0-8 1-3 2:7 1.0
€83 (1207-0) 2.5+ 0.4 3.240-7 1-0 16 3-8 2-8 3-1 32 2-7 4.2

C85 (1235-0) 10.5+ 1-3 11-%#1-6 5-8 7-8 13-8 9-7 115 9-6 5-4 9-9
C87 (1263-0) 21.5+0-7 25.5: 5.8 16-8 15-6 19-1 15-5 20-4 16-7 17-5 15.7,

C89 (1291-0) | 18-1%5.2 13- 54 16-1 7-4 79 79 9:5 6-4 16-1 6-3

C91 (1319-1) 4.8+2-4 1-8:0-8 6-8 1.2 11 1-3 11 1-3 6-7 1.0
C85 (1251-0) 23.6+ 0-8 246+ 4-6 0-0 277 32:3 28-1 26:2 29-6 25.0 33:5
ceto €87 (1279-0) 42.9+ 3.1 50-1 2.3 51-1 46-6 44-5 48-4 42-2 45-3 43-0 51-9
C89(1307-1) | 30-8+3-8 22.6:0-7 422 241 214 214 279 232 289 13-4

C91 (1335-1) 2-8+0-1 1-80-5 6.7 1-6 1.7 21 37 1-9 31 1.2
Suma de la serie impar 57.4 55.3 465 336 45.7 372 45.6 372 48-4 371
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Mycobacterium alvelCR-21"

El CF deM. alvei CR-21' combina tant@- como (»-1)-metoxi-micolatos (Figura
30) en su porcién lipidica, coincidiendo con la posicion de la envoltura celular
descrita por Luquin y cols. (1990). Las sefale®e&ifipas para los sustituyentes X)-
metoxi se detectan a 1,06 ppm ({ddlyacente a -CH-OGHy a 3,25 ppm (-OC¥J en
el espectro’H-RMN (Figura 30), correspondiendo a 36,46 ppm y485ppm,
respectivamente, en el especfi6-RMN (Tabla 4). Las sefiales comunes para todos los
sustituyentes lipidicos del CF son similares adiescritas pardl. simiae(Tabla 4), e
incluyen -CH terminales, -Cht, -COO, G y G, asi como lastrans y cis-

insaturaciones (Figura 30, Tabla 4).
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Figura 30. Espectro RMN del CF de M. alvei CR-21". Se indican las sefiales debidas a los distintos

protones de la trehalosa y de los acidos micolicos.
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Figura 31 . Espectro de masas (ESI-TRAP) de los &cidos micélicos, (M+Na)*, del CF de M. alvei CR-21T.
Los distintos tipos estructurales se identifican con colores diferentes y se indica el numero de C de cada
uno de ellos.

De acuerdo con el analisis realizado mediante &gpeetria de masas (Figura
31), loso-micolatos deM. alvei CR-21" variaron entre C72 y C81, con C77 y C79
como mayoritarios. La serie par contiene dos dobtdaces en conformacidransy la
impar presenta un doble enlage y otrotrans (Luquin, 1990) (Figura 6 a). Los{1)-
metoxi-micolatos variaron del C71 a C82, siendo me&s abundantes C78 y C76
(Figura 31); en este caso, la serie par preserdgaestiuctura similar a los de la serie
impar dea-micolatos, y Io mismo ocurre con la serie imparagdebos tipos. Por otra
parte, hay que sefialar que son posibles (aunqueegunefia abundancia) las

combinacion de dobles enlacds + cis, tanto ena- como en §-1)-metoxi-micolatos.
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La relacidon entre los dobles enladesns/cis es 0.8, mientras la abundancia relativa

a/(w-1)-metoxi es 1/0.7.

M. brumaeCR-270"

Los analisis mediante RMN (Figura 32, tabla 4) W-EBAP-MS (Figura 33,
Tabla 4) del CF deM. brumae CR-270 indicaron que este compuesto contiene,
exclusivamenteg-micolatos. Los resultados obtenidos mostraron IggeAM varian
entre C70 y C79, con C76 y C75 como mayoritarioguid 33). Al igual quéM. alvei
CR-2T, la serie par contiene dos dobles enlaces en moafidntrans, mientras que
las impares presentan un doble enlase otrotrans (Luquin y cols., 1993). La ratio
trangdcis de los dobles enlaces de esta especie es deoB.[®, ue no es probable que

exista una cantidad significativa de AMs con las dwstauraciones en conformacion

Cis.
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Figura 32 . Espectro RMN del CF de M. brumae CR-270". Se indican las sefiales debidas a los distintos

protones de la trehalosa y de los acidos micolicos.
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Figura 33 . Espectro de masas (ESI-TRAP) de los acidos micélicos, (M+Na)*, del CF de M. brumae CR-
270"

M. fortuitum AC1

El CF deM. fortuitun (Figura 34) presenté- (Figura 6 a) y epoxi-micolatos
(Figura 6 g) (-CHCO-CH, 2.37 ppm y 2.69 ppm, respectivamente). El aisalis
mediante ESI-TRAP-MS indic6 una longitud de cadenre C73-C82 (Figura 35),
predominando C77 y C79 entre lasmicolatos y C79 entre los epoxi-micolatos. La
relacion entre ambos tipos estructuralefeoxi) fue 1/0,7 y la de las insaturaciones
trang’cis 0,87.
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Figura 34 . Espectro RMN del CF de M. fortuitum AC1. Se indican las sefales debidas a los distintos

protones de la trehalosa y de los acidos micolicos.
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Figura 35 . Espectro de masas (ESI-TRAP) de los acidos micélicos, (M+Na)*, del CF de M. fortuitum AC1.

Los distintos tipos estructurales se identifican con colores diferentes y se indica el nimero de C de cada
uno de ellos.
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M. tuberculosisH37Rv

La identidad del CF dé. tuberculosisfue confirmada porH-RMN y ESI-
TRAP-MS (Figuras 36 y 37). Detalles del espedtioRMN (Figura 36) indican la
presencia de sustituyentes(Figura 6 b), ceto- (Figura 6 f) (CH3-CH-CO-, 8.9 2.45
ppm, respectivamente (figura 36) y metoxi-micdhigura 6 e) (-CHOCHjz, 2.92 ppm;
-OCHs, 3.27 ppm) (figura 36). La rati@/ceto/metoxi fue de 1/0.4/0.5 y la mayoria de
los anillos ciclopropano presentaron conformadai@n(relaciontrangcis = 0.15). Sdlo
una pequefa cantidad (2 %) de acidos micélicoseadmtdobles enlacess + trans

Los a-micolatos variaron de C76-C82, los ceto-micolanse C82-C90 y los metoxi-

micolatos entre C85-C89 (Figura 37).
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Figura 36 . Espectro RMN del CF de M. tuberculosis H37Rv. Se indican las sefiales debidas a los distintos

protones de la trehalosa y de los acidos micolicos.
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Figura 37 . Espectro MS (ESI-TRAP, modo negativo) de los acidos micdlicos, (M-H)'l, del CF de M.
tuberculosis H37Rv. Los distintos tipos estructurales se identifican con colores diferentes y se indica el
namero de C de cada uno de ellos.

Un resumen de las caracteristicas generales dstrizceira fina de los acidos
micolicos presentes en los distintos CFs analizadparece en la Tabla 7.
Adicionalmente, en las Figuras 38 y 39 se muestigunos de los homdlogos
estructurales del CF dd. simiae(haband TMC 5135 (Figura 38 a)\l. alvei CR-21'
(Figura 38 b)M. brumaeCR-280 (Figura 39 a)M. fortuitumAC1 (Figura 39 b). En la

Figura 16 puede consultarse una de las posiblebinamones estructurales del CF de
M. tuberculosidH37Rv.
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Tabla 7. Composicion y detalles estructurales generales de los acidos micdlicos del CF de diversas

micobacterias, deducidos de los estudios de RMN y espectrometria de masas (ESI-TRAP).

trans/ o Tamafio (n° de Compuesto
Cepa ] Acido micolico o
cis carbonos) mayoritario
a C80 - C91 C84
M. simiae
T 0,73 a C64 — C68 C66
ATCC 25275
ceto C85-C91 cs87
. a C80 - C91 c87
M. simiae
(habana) TMC 0,72 a' C64 — C68 C66
5135
ceto C85-C91 cs87
a C80 - C91 C84
M. simiae
0,60 a C64 — C68 C66
(habana) IPK-342
ceto C85-C91 C87
a C80 - C91 C84
M. simiae
0,66 a C64 — C68 C66
(habana) IPK-337
ceto C85-C91 C87
a C80 - C91 C84
M. simiae
0,62 a C64 — C68 C66
(habana) IPK-220
ceto C85-C91 cs87
a C72-C81 C79
M. alvei CR-21" = 0,8
(w-1)-metoxi C71-C82 C78
M. brumae
T 3,3 a C77-C79 C77
CR-270
a C73-C81 C77/C79
M. fortuitum AC1 0,87
epoxi C76 — C82 C79
a C76 - C84 C80
M. tuberculosis )
0,15 metoxi C85 - C89 cs87
H37Rv
ceto C82 - C90 C86
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Figura 38. Estructura del ‘cord factor’ de: a) M. simiae (habana) TMC 5135 (ceto y a’-micolatos). b) M.
alvei CR-21" (w-1 metoxi- y a-micolatos). Son posibles otras combinaciones en ambas especies.
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Figura 39. Estructura del ‘cord factor’ de: a) M. brumae CR-270" (a-micolatos). b) M. fortuitum AC1

(epoxi- y a-micolatos) (en esta especie son posibles otras combinaciones).
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Células RAW 264.7

Estudio preliminar de la induccién de TNFa por parte del ‘cord factor de
M. simiae

La capacidad de induccién de TNFRpor parte del CF de distintas cepasMie
simiae (ATCC 25278, habanalPK-342 yhabanaTMC 5135) se estudié de manera
preliminar (sin estimulacion previa por INfra las dosis de fdg (control), 0.1ug, 1ug
y 10ug (Figura 40). Las tres moléculas ensayadas fuespaces de estimular la
secrecion de TN, dandose diferencias estadisticamente signifasatantre ellas (P <
0.05, ANOVA) a 0.1ug y a 1ug, pero no a 1Qug. Sin embargo, se consider6 que este
resultado era meramente fortuito, puesto que no peldcionarse con las diferencias en

la estructura fina de los distintos CFs.

M Control 0,1 ~ 1 m10
2500

2000

1500
1000
50

M. simiae ATCC 25275T M. simiae (habnaa) IPK — 342 M. simiae (habana) TMC 5135

pg/ml

o

o

Figura 40. Induccién de TNF-a por parte del CF de diversas cepas de M. simiae. Células RAW 264.7, 24
h de incubaciéon a 37 °C. Los resultados se representan como la media + desviacién tipica de dos

experimentos independientes realizados por triplicado y se obtuvieron mediante ELISA.

Induccion de IL-1p, IL-6, IL-12p40 total y TNF-a por parte del ‘cord factor
de diversas micobacterias

Los distintos CF analizado$[ alvei CR-21", M. brumaeCR-270, M. simiae
(habang TMC 5135 yM. tuberculosisH37Rv] fueron capaces de inducir la secrecion
de IL-6 y TNF#a en la linea celular RAW 264.7, pero no la de fLfl la de IL-12p40
total. La relacion dosis-respuesta (48 h) y la @sidh en el tiempo (fug, 24 h — 72 h)

para IL-6 y TNFe se refleja en la Figura 41.
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Figura 41. Induccién de IL-6 y de TNF-a en células RAW 264.7 por parte de los CFs de M. alvei CR-21",
M. brumae CR-270", M. simiae (habana) TMC 5135 y M. tuberculosis H37Rv. a) Dosis-respuesta de IL-6
(48 h; 0, 1, 5y 20 pg. b) Evolucién en el tiempo de la induccién de IL-6 (1 pg; 24 h, 48 h'y 72 h). c) Dosis-
respuesta de TNF-a (48 h; 0, 1, 5y 20 pg. d) Evolucion en el tiempo de la induccion de TNF-a (1 ug; 24
h, 48 h y 72 h). Los resultados (pg/ ml) se representan como media + desviacion tipica de tres
experimentos independientes y se obtuvieron mediante citometria de flujo.

Para IL-6 se observo, en general, una clara relaadre la dosis y los niveles de
induccion (Figura 41 a), obteniéndose los valoress raltos paraV. tuberculosis
H37Rv, que difirieron significativamente (P < 0.08gl resto de micobacterias
estudiadas a las dosis dedy 20ug. M. brumaeCR-270 y M. simiae(haband TMC
5135 produjeron niveles similares a las distinasslensayadas y se diferenciaron (P <
0,05) deM. alveiCR-21 sélo a 2Qug (Figura 41 a). La induccién de TNFo mostrd,

en general, dosis dependencia en ninguna de j@s @studiadas, siendo los niveles
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muy similares entre si, aunque gid M. simiae (habang TMC 5135 se diferencio
significativamente del resto (P < 0.05) (Figura@)lEn el estudio de la evolucién
temporal de la respuesta, tanto IL-6 (Figura 4¢dmo TNFea (Figura 41 d) mostraron
un incremento o estabilizacién entre 24 h y 48 htg a una tendencia a un descenso de

los niveles a las 72 h, muy pronunciada en el dasbNF4.

La necesidad de la integridad de la molécula delp@fa ejercer su actividad
biolégica se reflej6 en el hecho de que los dissintipos estructurales de &cidos
micélicos por si solos fueron incapaces de indiacsintesis de IL-6 en células RAW
264.7.

a'-micolatos o-micolatos
M. simiae (habana) TMC B M. alvei CR-21T B M. brumae CR-270T
5135 B M. simiae (habana) TMC 5135 © M. tuberculosis H37Rv
— Control —Control
500 o f — T 500
400 400
E 300 _ 300
g £
200 2 200
100 100
0 0
1yg 5pg 20 ug 1lug S Mg 20 yg
metoxi-micolatos ceto-micolatos
M. alvei CR-21T M. simiae (habana) TMC 5135
M. tuberculosis H37Rv M. tuberculosis H37Rv
—Control —Control
500 == - . 500 == T
400 T 400 .
£ 300 _ 300
g £
200 2 200
100 100
0 0
1 g S Hg 20 ug 1ug S Hg 20 ug

Figura 42 . Induccién de TNF-a en células RAW 264.7 por parte de diversos tipos de acidos micélicos

libres (R-COOH), a dosis de 1 ug, 5 pgy 20 pg. La linea horizontal indica el valor del control.
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De forma andloga, la capacidad de induccion de @Ne vio marcadamente
afectada, tanto en su forma libre (Figura 42) canosu forma de ésteres metilicos
(Figuras 43), produciéndose, en general, una retpuguy homogénea, en linea con lo
obtenido para la molécula completa (Figuras 41).

a'-micolatos a-micolatos
M. simiae (habana) TMC B M. alvei CR-21T B M. brumae CR-270T
5135 B M. simiae (habana) TMC 5135 ™ M. tuberculosis H37Rv
600 —Control 6EOControl
500 - T 500 =
400 400
E 300 _
\g £ 300
200 =)
= 200
100
100
0
1yg 5ug 20 g 0
1lug S Mg 20 ug
metoxi-micolatos ceto-micolatos
M. alvei CR-21T M. simiae (habana) TMC 5135
M. tuberculosis H37Rv M. tuberculosis H37Rv
600  —cControl 600 ' —control
500 0 N o 500 [0 a - T
400 400
E£300 E£300
E g
=200 200
100 100
0 0
1lug S Mg 20 yg 1 ug S Mg 20 ug

Figura 43. Induccién de TNF-a en células RAW 264.7 por parte de diversos tipos de acidos micélicos en
forma de ésteres metilicos (R-COOCH:z3), a dosis de 1 pug, 5 pg y 20 pg. La linea horizontal indica el valor
del control.
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Estudio de la actividad biolégica en la linea celat THP-1

Induccién de IL-1B, IL-6, 1L-12p40, IL-23 y TNF-a por parte del ‘cord

factor de diversas micobacterias

Los distintos CFs estudiados fueron capaces deim@usecrecion de ILf, IL-
6, IL-12p40, IL-23 y TNFe (Figura 44), relacionandose este resultado con la
interaccion directa (fagocitosis) de las célula®THcon las microbolas control (Figura
45 a) o impregnadas con CF (Figura 45 b). Los nesyniveles de induccion de I1I3-¥
TNF-o correspondieron a los CFs de las distintas midehas atipicas analizadas,
mientras que los niveles mas altos de IL-6, IL-12p4L-23 fueron producidos por el
CF deM. tuberculosifH37Rv (Figura 44).

M |L-6 MI|L-1beta = TNF-alfa ™ IL-12p40 MW |L-23
9000
8000
7000
6000
5000

EIN .L.LLL.LEL

OR SIM-T Hab 337 Hab 342 Hab TMC MTB

g/ml

o

Figura 44. Induccion de diversas citoquinas en células THP-1 (48 h, 37 °C) por parte del CF
(impreganado en microbolas) de distintas micobacterias. Los valores representan la media + desviacion
tipica de tres experimentos independientes. IL-1B, IL-6 y y TNF-a se determinaron mediante citometria de
flujo e IL-12p40 e IL-23 mediante ELISA. ALV) M. alvei CR-21", BRU) M. brumae CR-270", FOR) M.
fortuitum AC1, SIM-T) M. simiae ATCC 25275", Hab 337) M. simiae (habana) IPK-337, Hab 342) M.
simiae (habana) IPK-342, Hab TMC) M. simiae (habana) TMC 5135, MTB) M. tuberculosis H37Rv, CON)
Control.
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Figura 45. Microscopia electrénica de células THP-1 mostrando la fagocitosis de microbolas (flechas): a)
microbolas control, b) microbolas impregnadas con el CF de M. simiae (habana) TMC 5135.

El andlisis estadistico realizado arrojo diferem@a@nificativas entre diferentes
cepas; sin embargo, este resultado no se considEnéante, al comprobar que las
microbolas no se habian impregnado con cantidagiesatentes de CF (Figura 46).

Figura 46. CCF del CF extraido de las microbolas tras el proceso de impregnacion. 1) CF control, 2) M.
simiae (habana) TMC 5135, 3) M. simiae ATCC 25275, 4) M. simiae (habana) IPK-342, 5) M. simiae
(habana) IPK-337, 6) Medio de cultivo con microbolas sin impregnar de CF, 7) M. alvei CR-21", 8) M.
brumae CR-270", 9) M. fortuitum AC1 10) M. tuberculosis H37Rv y 11) Medio de cultivo.

Parecio, pues, mas conveniente expresar los réegltaomo produccién relativa
de las distintas citoquinas en cada una de lasdeplidas en el analisis, generandose
un patrén global (Figura 47) susceptible de unanmmmparacion.
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B -6 W |L-lbeta " TNF-alfa ™ IL-12p40 W |L-23
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Figura 47. Induccién de diversas citoquinas (produccion relativa: %) tras la estimulacion de células THP-1
por parte del CF de: ALV) M. alvei CR-217, BRU) M. brumae CR-270, FOR) M. fortuitum AC1, SIM-T) M.
simiae ATCC 25275", Hab 337) M. simiae (habana) IPK-337, Hab 342) M. simiae (habana) IPK-342, Hab
TMC) M. simiae (habana) TMC 5135, MTB) M. tuberculosis H37Rv. Los resultados se expresan como

media + desviacion tipica de tres experimentos independientes.

Asi, M. alvei CR-21", M. brumaeCR-270, M. fortuitum AC1, M. simiaeATCC
25275, M. simiae (haband IPK-337, M. simiae (haband IPK-342 y M. simiae
(habang TMC 5135 muestran un patron en donde la inducd@énlL-13 y TNF-a es
mayoritaria, separandose claramente del patroM.dauberculosisH37Rv, en donde
predominan IL-6 e IL-12p40 (Figura 48).

Figura 48. Clasificacion (vecino mas proximo, SPSS 17.0) de las cepas estudiadas en funcion de la

produccion relativa de diversas citoquinas. Se incluyen los tres ensayos realizados por cepa.
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En un analisis estadistico global (ANOVAJ, tuberculosisH37Rv se diferencio
del resto de cepas en la induccidn relativa de (P86 0.004) e IL-12p40 (P < 0.0005);
en las demas citoquinas las diferencias no fuemonuhiformes como las citadas. Al
considerar unicamente las cepadilesimiag se constato que IPK-342 difirié del resto
en TNFa (P < 0.045), IL-B (P < 0.009), IL-12p40 (= 0.019) e IL-23 (< 0.003).
Afadiendo a este analidié. tuberculosidH37Rv, se mantuvieron las diferencias arriba
indicadas en el andlisis global, amplidndose éstlds13 (P < 0.0005). Del analisis
estadistico en donde se consideraron todas lasbatt®yias atipicas, s6lo hay que
resefiar diferencias puntuales entre algunas defss y la separacion de IPK-342 del
resto en cuanto a la produccion relativa de ILR3(0.0005).

Aunque las distintas cepas se agruparon en dosneatprincipales, al relacionar
la produccion relativa de las citoquinas con sustrotes respectivos (Figura 49), se
observé que tanto IL-6 como IL-23 eran las moléxglae mas veces se activaron sobre
el control, lo que podria indicar que el CF posald es capaz de inducir la secrecion de
ambos compuestos, no afectando demasiado la adieiélF+, al contrario de lo que

parecio suceder con ILB1IL-12p40 y TNFe.

H|L-6 W |L-1beta = TNF-alfa H|L-12p40 W |L-23

ljh:l:ljl]u:l l]

OR SIM-T  Hab 337 Hab342 Hab TMC MTB

45
40
35
30
25
2
1
1

g1 O 01 O

Veces sobre el control

o

Figura 49. Induccién (veces sobre el control) de diversas citoquinas en células THP-1 por parte del CF de
diversas micobacterias. ALV) M. alvei CR-21", BRU) M. brumae CR-270", FOR) M. fortuitum AC1, SIM-T)
M. simiae ATCC 25275', Hab 337) M. simiae (habana) IPK-337, Hab 342) M. simiae (habana) IPK-342,
Hab TMC) M. simiae (habana) TMC 5135, MTB) M. tuberculosis H37Rv.

Por otra parte, al comparar la produccion relatigdas citoquinas analizadas con la
estructura fina de los acidos micdlicos del Chngis concretamente, con la conformacion de
sus instauraciones (ciclopropanos e instauracipgesjonstatdé una relacion inversa entre el
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cocientetrans/cis (Tabla 7) y la induccién de IL-6, IL-12p40 e IL-ZBigura 50 a). Esa

misma relacion fue directa para 1I3-$ TNF-a (Figura 50 b).

a b
35 ®|L-6 A IL-12p40 »> IL-23 60 IL-1beta ¢ TNF-alfa

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,
Trans/Cis Trans/Cis

Figura 50. Relacién entre la produccion relativa (%) de diversos citoquinas y la conformacion (cociente trans/cis)

de las instauraciones (ciclopropanos o dobles enlaces) de los acidos micoélicos del CF.
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Discusion

El interés cientifico por el CF viene desde su desmiento por Bloch vy,
especificamente, desde su determinacién como sisstabxica enM. tuberculosis
(Bloch, 1950). En la actualidad, ese interés seehavado, no solo por las evidencias
de su participacion en la patogénesis de la tulmsisu(Hunter y cols., 2009), sino
también por su capacidad adyuvante, al asocianseciesto éxito a posibles vacunas
proteicas frente a la tuberculosis (Khader y co®)07; Lima y cols., 2001,
Werninghaus y cols., 2009), algunas de las cu@emnsuentran en fase experimental
(Kaufmann, 2011). Ademas, estudios recientes demamegue el CF es reconocido por
al menos dos receptores distintos de células pretmnas de antigenos, como son,
MARCO (receptor de estructura relacionada con Elgamo, presente en macréfagos)
(Bowdish y cols., 2009) y Mincle (receptor tipo tiea-C) (Ishikawa y cols., 2009;
Schoenen y cols., 2010). Por otra parte, diverg@erecias moleculares indican que la
capacidad inmunomoduladora del CFMletuberculosisesta ligada a sus componentes
lipidicos (a4cidos micdlicosa, metoxi, ceto) (Dao y cols., 2008; Rao y cols.020
2006), cuyas instauraciones aparecen, mayoritangn comocis-ciclopropanos
(Minnikin, 1982; Watanabe y cols., 2001).

Los datos obtenidos en este trabajo revelan laeexi; de CF en todas las
cepas analizadas y muestran que las distintas iesp&e diferencian entre si por los
detalles especificos de la estructura fina de twdo& micdlicos. La identificacion
estructural se llevé a cabo mediante técnicas amambs de RMN y espectrometria de
masas Yy su patron estructural responde, sin andagii@l de una 6,6’-dB-micoloil
trehalosa, similar a la del. tuberculosis(Noll y cols., 1956) y otros miembros del
subordenCorynebacterineagNiescher y cols., 2006; Nishizawa y cols., 2009
obstante, los resultados iniciales obtenidos co@FldeM. simiaefueron un tanto
sorprendentes, debido al solapamiento de las sefb&H-5" y H-6b/H6'b en TMC
5135 y en IPK-220, contrariamente a lo encontratddECC 25275, IPK-337 e IPK-
342. Los andlisis sugieren, sin embargo, que esa@amiento se explica por un efecto
solvente y no por modificaciones en la configuracie los centros quirales de los
carbonos C2 y C3 de los acidos micolicos. Hastaaalhas acidos micolicos analizados
son CR, CR (Quémard y cols., 1997) y los datos obtenidos lefHERMN con
deuteropiridina confirman que los presentes enFed€ TMC 5135 poseen la misma
configuracion. Sin embargo, dado que el CF es afideel una mezcla natural de
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numerosos homologos estructurales (en donde destenacolatos impares y ceto-
micolatos de cadena larga) no es de descartar Quesiéle plegamiento en W
(Villeneuve y cols., 2007, 2010) de estos compwepteeda influir en los resultados de
la '"H-RMN.

La composicion lipidica del CF dd. simiaefue similar en todas las cepas de la
especie, caracterizandose por la presencia’(le- y ceto-micolatos, siendo posibles
seis combinaciones basicas de acidos micolicossen @gicolipido; sin embargo, y
debido a la variacién en la longitud de cadenastiesdipidos, son posibles numerosas
especies moleculares distintas, tal y como se bexitieen el CF de diferentes especies
de Mycobacterium(Fujita y cols., 2005). Como se ha citado, TMC % }Besentd una
combinacion especifica en sagmicolatos, en la que abundan los de serie impag (g
combina un anillocis-ciclopropano con otrdrans-ciclopropano), contrariamente al
resto de cepas d@. simiae en donde prevalece la serie par que contienarmtss cis-
ciclopropano. Los &cidos micolicos del CF y los ke pared celular (células
deslipidadas) fueron similares, aunque en estimagtse mantienen —de manera mas
acusada- la diferencias entre TMC 5135 y el restogpas d&l. simiae algo que ya se
observé en estudios previos de la estructura dédmos micolicos de esta especie
(Mederos y cols., 2007). Variaciones en la estradina de los micolatos dentro de una
misma especie delycobacteriumse han descrito también por otros autores (Minniki
1982; Watanabe et al.,, 2001, 2002), aunque su fisgtd biologico esta por
determinar. Es de destacar, asi mismo, que en tasl@agpas d&l. simiaela longitud
de cadena de los acidasmicolicos mayoritarios es similar a la de los esticolatos,
algo poco comun en micobacterias, dado que logfaitcolicos oxigenados suelen
presentar unos 4C-6C adicionales en su estrucitiranikin, 1982; Watanabe et al.,
2001). Esto induce a pensar que los precursorés glatesis de- y ceto-micolatos en
M. simiae serian idénticos, contrariamente a los que sueadetras micobacterias.
Ademas, debe existir alguna particularidad enzoaaén la cepa TMC 5135 que la
lleve a combinar, mayoritariamente, anillos cictgganoscis y trans en los a-
micolatos. Estas peculiaridades estructurales meflggan, sin embargo, en la actividad
bioldgica global del CF de TMC 5135, ya que, enegal) puede considerarse similar a
la del CF de otras micobacterias atipicas incluaaesste trabajo.
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Mycobacterium simiaes la Gnica micobacteria no tuberculosa analizpda
contiene ciclopropanos en sus acidos micélicogjue la aproxima #. tuberculosis
sin embargo, la conformacion global de estos gregtsicturales es diferente en ambas
especies. EM. alvei M. brumaey M. fortuitumlas instauraciones son, exclusivamente,
dobles enlacesis y trans destacando el hecho de que la longitud de caderas
acidos micolicos es inferior a la dé. simiae No obstanteM. alvei y M. fortuitum
tienen valores similaresM. simiaeen la relaciorirangcis de las instauraciones, pero
difieren deM. brumaeg lo que en conjunto puede justificar algunos derksultados
obtenidos en el andlisis de la actividad biol6giehCF, sobre todo los determinados en
la linea celular THP-1.

Los distintos CFs ensayados fueron capaces de ustiia secrecion de las
citoquinas estudiadas en las lineas celulares RBMW7AIL-13 y TNF-a) y THP-1 (IL-
1B, IL-6, 1L-12p40, IL-23 y TNFea), distinguiéndose en esta Ultima dos patrones bien
claros, uno correspondiente a micobacterias afffman niveles mayoritarios de 1131
y TNF-0) y otro aM. tuberculosisH37Rv (con niveles mayoritarios de IL-6 e IL-
12p40). Este hallazgo podria atribuirse a las elifeias globales que se observan en la
estructura fina de los acidos micadlicos Me tuberculosisy del resto de las especies
consideradas. No obstante, cada uno de los CFRdiadbg constituye un conjunto de
moléculas homologas, por o que no puede desocartars algunos grupos funcionales
actuen como inhibidores o activadores de la estioidih de una u otra citoquina, y que
lo que observamos sea, en realidad, un resultamogalio de los efectos particulares de
las distintas combinaciones de los acidos micokroka molécula. Asi, por ejemplo, las
distintas cepas del. simiaemuestran la misma capacidad de estimulacion d&-dN
en células RAW 264.7, a la vez que TMC 5135 eslaimiM. alvei M. brumaey M.
tuberculosisH37Rv en los analisis de dosis-respuesta de gstpima, aun cuando sus
acidos micolicos sean claramente diferentes. Ror latio, M. simiae TMC 5135 es
capaz de estimular IL-6 en la misma medida Budrumaeen la linea celular RAW
264.7; en este contexto, ambas superdh. alvei pero estan significativamente por
debajo deMl. tuberculosidH37Rv.

La influencia de determinados grupos funcionalemsl@cidos micolicos del CF

sobre la capacidad de induccion de diversas cibaguén macrofagos, ha sido estudiada
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en M. tuberculosismediante técnicas de biologia molecular. Asi, mteta enpcaA
(carentes delcis-ciclopropano proximal em-micolatos) se ven alterados en la
capacidad de estimulacion de IL-6 y, sobre todo]NE-o (Rao y cols., 2005); estos
datos sugieren que la presencia de dobles enlagesnales en losi-micolatos afecta
negativamente a los niveles de secrecion de anitoagiinas. Por otra parte, estudios
con mutantes ermmaA4 [gen implicado en la biosintesis de &acidos miodlic
oxigenados (Takayama et al., 2005)] indican que-cgtmetoxi-micolatos actuarian
como inhibidores de TNE-e IL-12p40 (Dao y cols., 2008). La influencia sobiNF-a

es incluso mas refinada, ya que los niveles deckido de esta citoquina aumentan en
mutantescmaA2 (Rao y cols., 2006), un gen responsable de ladoign detrans
ciclopropanos en &acidos micdlicos oxigenados (Tak®y y cols., 2005). Se ha
publicado, ademas, que el CF de micobacterias ttm@aas presenta la capacidad de
inducir granulomas (Fujita y cols., 2007); en gahersta actividad seria dependiente de
TNF-a (Takimoto y cols., 2006; Welsh y cols., 2008) yaeis conectada con la
longitud de cadena de los acidmsnicdlicos (Fujita y cols., 2007), compuestos que
también influirian en la toxicidad de la moléclRar otra parte, el contenido en metoxi-
micolatos del CF de diversas cepas Me bovis BCG influye en la capacidad de
estimulacion de TNFer y varias interleuquinas (Hayashi y cols., 2009).presencia de
ciclopropanos y funciones oxigenadas en los acidm®licos parece tener un gran
impacto en su actividad biologica (Glickman y co000; Rao y cols., 2005, 2006;
Bhatt y cols., 2007; Dao y cols., 2008; Dubnau k.¢®000), habiéndose demostrado
que mutantes dMl. tuberculosiscarentes de ciclopropanos son hiperinflamatorios e

ratones (Barkan y cols., 2012) y producen nivelegaglos de TNFr y, en parte, IL-f.

Los acidos micdlicos ‘per se’ son capaces de esdinta produccién de TNEs
IL-6 e IL-12 (Korf y cols., 2005), provocando inftecion (Vander y cols., 2011),
siendo los metoxi-micolatos cams-ciclopropanos los mas potentes. Los ceto-micolatos
se consideran anti-inflamatorios y laamicolatos se califican como inertes (Vander y
cols., 2011). Sin embargo, nuestros resultados tnamegque el CF d&1. brumae(con
s6lo a-micolatos) es capaz de estimular la secreciorodastlas citoquinas estudiadas
y, por otra parte, los mutantesnaA4de M. tuberculosignducen altos niveles de TNF-

a e IL-12p40 (Dao y cols., 2008), por lo que la epse falta de actividad de los
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micolatos podria circunscribirse a su incapacidadirdiucir la transformacion de
macrofagos a macréfagos espumosos en el granuldord  cols., 2005; Peyron y
cols., 2008). Se sabe, asi mismo, que los acideslicos deMycobacteriumson
reconocidos por un subgrupo de linfocitos T cuasalo presentados en el contexto de
moléculas CD1 (Beckman y cols., 1994), contribugedd manera significativa a la
inmunologia de la tuberculosis (Montamat-Sicottehs., 2011).

Los acidos micdlicos de la envoltura celular interanan con el sistema inmune
de forma variada y compleja a través de mecanisnwsien conocidos en la
actualidad, aunque se ha demostrado que en etoaseeto del CF intervienen tanto la
parte polar (trehalosa) como la lipidica (Bowdisboys., 2009; Ishikawa y cols., 2009;
Ozeki y cols., 2006; Werninghaus y cols., 2009)mBase ha citado, diversos grupos
funcionales influyen de manera diferente en lavagticion de distintas citoquinas, por
lo que las peculiaridades estructurales de losoaamicolicos son importantes en los
mecanismos de reconocimiento de este glicolipidojacestructura completa es
necesaria para una Optima actividad biologica,yt@lomo se ha mostrado en este
trabajo, tanto para IL-6 como para TMF-Los resultados obtenidos con las células
THP-1 inducen a pensar que lo que realmente patkfarminar la capacidad de
induccion de una determinada citoquina es la r@hatiangcis en la conformacion
estructural de las insaturaciones de los &cidosdlimis del CF. El que esas
insaturaciones tengan una conformacion u otra yeflsignificativamente en el
plegamiento en W de los &cidos micdlicos (Villereuy cols., 2007, 2010) v,
probablemente, en la interaccion de esta molécata sus receptores en células
presentadoras de antigenos. En macréfagos y cdleladriticas, el receptor Mincle
parece esencial (Ishikawa y cols., 2009; Schoenmoisy, 2010), aunque la ausencia de
este receptor en ratones manipulados genéticamenispide establecer una respuesta
inmune frente 8. tuberculosigHeitmann y cols., 2012). El receptor MARCO tanmbié
interviene en macréfagos (Bowdish y cols., 2009h que parece presentando el CF a
CD-14/TLR2, por lo que la participacion de estastginas justificaria la importancia de
los acidos micolicos en el reconocimiento del digido y en la fina regulacion que

debe tener este proceso.
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Las distintas citoquinas estudiadas juegan un itapta papel en la inmunologia
de la tuberculosis. En general, 1L-12p40 favorexeelspuesta Thl y la resistencia a
infeccion (Cooper y Khader, 2008), pero el papelldé es controvertido, ya que en
algunas ocasiones se ha calificado de patologmaayudar a mantener el granuloma
(Welsh y cols., 2008), y en otras se ha consideremono beneficiosa (Méndez-
Samperio, 2010), en parte por su influencia sobredlulas Th-17, un grupo de
linfocitos que segregan IL-17, una interleucina am@nte en la organizacion del
granuloma (Torrado y Cooper, 2010). THFentre otras funciones, es critico para el
inicio de la formacion del granuloma y la activacae los macrofagos (Russell, 2007),
siendo criticos sus niveles: la nula secrecion sta eitoquina genera granulomas
desestructurados y afecta a la co-localizacionndecitos y macrofagos (Flynn y cols.,
1995, Bean y cols., 1999), mientras que la hipees&in causa inflamacion destructiva
(Bekker y cols., 2000). IL{l participaria tanto en la respuesta innata comdaen
adaptativa (Korbel y cols., 2008), aunque para radguautores su funcién en la
respuesta frente a la tuberculosis no esta bienidaf(Guller y cols., 2011; Shiratsuchi
y cols., 1991), si bien podria influir en la indidet de 1L-12p40. Por otra parte, IL-23
regula la produccion de IL-17 y promueve la aparicide células de memoria en el
momento inicial de la infeccion (Khader y cols.,02)) pero puede tener efectos
nocivos cuando la enfermedad ya esta establecida (Ccols., 2010). Hay que tener en
cuenta, sin embargo, que los mecanismos que iateawien la respuesta inmune frente
a M. tuberculosisson mucho mas complejos y no conocidos en profiad{Torrado y
Cooper, 2011), y que las relaciones celulares quelles operan deben estar sujetas a
balances temporales y espaciales de numerosasuin@sqy de otras moléculas

inmunomoduladoras (Cooper, 2009; Dorhoi y cols1,120

Una aproximacion inicial al analisis de la actiddhioldégica del CF deM.
simiae(habang TMC 5135 se realiz6 estudiando la capacidad dedcion de TNFg,
en un intento por explicar parte de la inmunogeéaidiatribuida a esta cepa (Mederos y
cols., 2006) en tuberculosis (Gupta y cols., 197%pra (Singh y cols., 1989, 1997)
experimentales. Los resultados obtenidos no pemmiggn embargo, dar ningun
significado especial al CF de este microorganisado, a pesar de las peculiaridades de

Su estructura, ya que otras cepas de la espeaieendiveles similares de TNE-
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Ademas, como se ha citado mas arriba, en el estlabs-respuesta (RAW 264.7),
TMC 5135 mostré el mismo comportamiento que otrabacterias atipicas, aunque
si se observaron algunas diferencias en relacidbacestimulacion de IL-6. El abanico
de induccién de citoquinas se amplia a [,-IL-12p40 e IL-23 cuando se usan células
THP-1, por lo podria afirmarse que el CF si podeaer un papel global en la
inmunogenicidad de TMC 5135. Diversos antigenosepros de TMC 5135 tendrian
también esta propiedad, al ser capaces de indu@ir IL-12 e INFy en macrofagos de
ratones (Divya Jyothi y cols., 2000).

La induccion de TNFe por parte de los distintos CFs ensayados puede
considerarse muy estable, teniendo en cuenta ls diel estudio dosis-respuesta
(RAW 264.7), aunque este resultado no debe intemze como una falta de relacion
entre la estructura fina de los acidos micdlicda gstimulacion de esta citoquina (ver
mas arriba). Los datos indicarian, mas bien, qle dosis de lug se alcanzan los
niveles maximos de activacion y que, posiblemembelrian encontrarse diferencias a
dosis menos elevadadas. Por otra parte, cuando@ean células THP-1, aparecen los
dos patrones diferenciados ya comentados, corrdepalo los niveles mas altos a los
CFs de micobacterias atipicas. La ruta de activad@TNFe en macrofagos pasa por
NF-xB (Sato y cols., 1998), al igual que la de otrésqeiinas, y seria la interaccion del
CF con su receptor celular la que marcaria, a $rdectoda una cascada de sefales, el
resultado cuantitativo de la estimulacién. Ha deefi@rse, en este punto, que MARCO
no esta presente en RAW 264.7, por lo que partasieliferencias encontradas con
THP-1 pudieran deberse a este hecho.fleq, junto a TNFe, la citoquina inducida en
mayores niveles por los CFs de micobacterias aspen THP-1. La ausencia de
estimulacion de IL-13 en RAW 264.7 se debe atribuir al propio CF, puesie
diversos polisacaridos son capaces de inducirlaega linea celular (Adams y
Czuprynski, 1994). Recientemente se ha publicadolgtl f se estimula a través de
Nlcr3 (Schweneker y cols., 2012), tras interacaiosladibehenato de trehalosa (un
analogo sintético del CF) con el receptor Minclé&r8Iforma parte de un complejo de
proteinas citoplasmaticas (inflamasomas) implicastasa maduracién y secrecién de
IL-1pB e IL-18 (Franchi y cols., 2012). Las diferenciasesgtimulacion de IL{lentreM.
tuberculosisH37Rv y micobacterias atipicas podrian fundameataen parte, en la

interaccion con Nlcr3, aunque, en general, en getosesos también parece intervenir
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NF-kB tras ser activado por otros posibles receptdfemnthi y cols., 2012). Hay que
tener en cuenta, ademas, que la induccién de detatas citoquinas puede influir
sobre otras, como es el caso de Td\#e IL-1p sobre IL-6 (Kishimoto, 2005).

IL-6 es una las citoquinas mayoritariamente estagias pormM. tuberculosisen
THP-1. Por otra parte, el CF de esta cepa presahtgual queM. alvei M. brumaey
M. simiae(habang TMC 5135- una clara relacién dosis-respuesta AW R64.7. En
este uUltimo estudio, pareceria que la presenciandgrupo metoxi en el extremo de la
cadenal¥l. alve) tuviera un efecto inhibidor sobre la estimulaaianIL-6, algo que, sin
embargo, no se observa en THP-1. También es sogmanqueéVl. brumaey M. simiae
(habang TMC 5135 muestren la misma tendencia en la indaatge IL-6; no obstante,
habria que considerar lo que se apunté mas awlira &l efecto neto de induccion que
tendrian algunos grupos funcionales presentes en doidos micolicos v,
especificamente, losransciclopropanos (abundantes eé. simiag. En algunos
estudios, IL-6 aparece como inhibidora de la actérade macrofagos (Wallis y cols.,
1994), de la fusion fagosoma-lisosoma y de la feraradel autofagosoma (Dutta y
cols., 2012), efectos todos ellos inducidos por-iiNfe que favoreceria el desarrollo de
M. tuberculosis y vendria a destacar el hecho de que IL-6 seavaaeti
significativamente por el CF de H37Rv. Sin emba&jagh y cols. (2011) apuntan que
IL-6 (junto a IL-1 y TNFe) es necesaria para provocar una respuesta durddera
células Thl, a la vez que induce la aparicion diditos T de memoria, tanto CD4
como CD8. En el patrén de estimulacion de citoquiea células THP-1 por parte del
CF deM. tuberculosisH37Rv también destaca IL-12p40, un hallazgo quepar@ce
encajar con los resultados publicados por Dao y. ¢@D08) en el mutantemaA4de
M. tuberculosisSin embargo, hay que resefar que tanto Dao y(@tl68) como Rao y
cols. (2005, 2006) no dan datos de la estructma del CF por lo que solo se pueden
hacer conjeturas teoricas sobre la composiciéragecépas analizadas. En teoria, el
mutante mmaA4 —que carece de funciones oxigenadas- tendria shamlicolicos
insaturados, con dobles enlaces y ciclopropanegpancipalmente- configuracioais,
una combinacion que es capaz de estimular alt@deside TNFe (Dao y cols., 2008).
Curiosamente, la ausencia de ciclopropanos encidesamicolicos de la pared celular
también se traduce en una capacidad elevada deciddude TNFe e IL-18 (Barkan y

cols., 2012), pero la ausencia conjunta de ciclogmos y de funciones oxigenadas lleva
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a una disminucion de la secrecion de esta citoqidagkan y cols., 2012). IL-12p40 es
una citoquina esencial para la migracion de céldéaslriticas tras la infeccion pbt.
tuberculosis(Henry y cols., 2008), por lo podriamos especulsr la baja produccion
de las micobacterias atipicas, se corresponderiasgcomenor patogenia, ya que los
macréfagos podrian ser capaces de eliminar esto®anganismos sin necesidad del
apoyo de las células dendriticas. IL-12p40 es unBcula efectora que aparece en
distintas formas en el sistema inmune, tales coind2p70, IL-12p80 e IL-23
(Méndez-Samperio, 2010). Esta ultima es un dimenouna subunidad adicional de 19
kDa, por lo que resulta l6gico que los resultadotemidos sean paralelos para las dos
interleucinas. En un estudio reciente de Khadeny. €2011) se demuestra que IL-23 es
indispensable para el control a largo plazo de neccion producida porM.
tuberculosis no obstante, altos niveles de IL-23 también se fedacionado con un

incremento en las consecuencias patolégicas dbéaidulosis (Cruz y cols., 2010).

El CF controla, en parte, la virulencia Me tuberculosisa través de sus acidos
micolicos oxigenados (Dao y cols., 2008), teans-ciclopropanos en ceto- y metoxi-
micolatos (Rao y cols., 2006) y logs-ciclopropanos de los acidasmicolicos (Rao y
cols., 2005). Las micobacterias atipicas estudiadascen, en general, de los rasgos
estructurales de los acidos micolicos del CMdéuberculosisy su patron de induccion
de citoquinas es distinto al de la cepa H37Rv d& especie. No obstante, es dificil
extrapolar este hallazgo al caso especifico denfunologia de la tuberculosis, aunque
los resultados obtenidos si podrian ser de interéda consideracion del poder
adyuvante del CF de micobacterias atipicas, y esdande pueden abrirse perspectivas

futuras para nuevas investigaciones.
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Conclusiones

1. Las distintas especies estudiadas contienen cotdr faliferenciandose
entre si y del cord factor dé. tuberculosisH37Rv en la estructura fina de sus
acidos micdlicos. La cepa TMC 5135 dé. simiae —catalogada como
inmunogénica en tuberculosis y lepra experimentadesdistingue, ademas,
del resto de cepas de la especie citada por sadelesontenido en acides

micolicos de cadena impar.

2. Todos los cord factors analizados fueron capacesestenular la
secrecion de IL-6 y TN en la linea celular RAW 264.7, requiriéndose la
estructura completa de este glicolipido para udadoién 6ptima de ambas
citoquinas. El cord factor dd. tuberculosidH37Rv difiere del cord factor de

diversas micobacteiras atipicas en la capacidadddecion de IL-6.

3. Todos los cord factors analizados fueron capacesestenular la
secrecion de ILf3, IL-6, IL-12p40, IL-23 y TNFea en la linea celular THP-1,
diferenciandose claramente el perfil correspondienmicobacterias atipicas
del perfil de M. tuberculosis H37Rv. No se obtuvieron diferencias
significativas entréeVl. simiaeTMC 5135 y el resto de cepas de esta especie
incluidas en el presente estudio, aun a pesarsdeeleuliaridades estructurales

detectadas en su cord factor.

4. Los perfiles de induccién de las citoquinas estlaBase relacionan, en
cierta medida, con la estructura fina de los acidalicos del cord factor vy,
en concreto, con la configuracion de las instaores. Asi, los cord factors de
micobacterias atipicas (cocientangcis = 0.5) estimulan, especialmente, IL-
13 y TNF-a, mientras que el cord factor 8 tuberculosisH37Rv (cociente
trangcis < 0.5) induce, preferentemente, IL-6, IL-12p40 e 2R.- Este
resultado sugiere que el cord factor de micobadeitipicas puede tener valor

como adyuvante.
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