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1. Resumen 

Una de las infecciones más frecuentes en pacientes con SIDA es la causada 

por cepas del complejo Mycobacteflum avium-intracellulare, que agrupa a 

veintiocho variantes, En esta infección los bacilos sobreviven y se reproducen 

dentro de los macrófagos, donde se acumulan algunos de los componentes, sobre' 

todo de la pared celular. Las moléculas de la pared celular de las micobacterias 

desempeñan un papel muy importante en el reconocimiento por células del 

huésped y también en la modulación de la actividad de dichas células. Dentro de 

las moléculas de la pared celular, se encuentran los glicopeptidolipidos (GPL) 

polares y no polares. Los polares destacan por ser particularmente antigénicos y 

capaces de modificar la respuesta inmune de linfocitos. Existen estudios que 

sugieren que al igual que otros lipidos, los GPL polares podrlan afectar el 

funcionamiento de las células del sistema inmune produciendo alteraciones físicas 

de sus membranas y no mediante un reconocimiento específico. Considerando 

esta hipótesis, los GPL homólogos apolares podrían tener efeclos muy 

importantes sobre los linfocitos, puesto que producen alteracíones en membranas 

modelo y naturales; sin embargo, el estudio biológico de estos últimos no ha sido 

considerado debido a que son moléculas poco antigénicas. El objetivo de este 

trabajo fue determinar los efectos que los GPL apolares (compartidos por todas 

las variantes del complejo Mycobacterium avium-intracellulare) tienen sobre 

células T. Los GPL apolares fueron aislados de los extractos crudos de 

Mycobacterium smegmatis (especie que los comparte con el complejo 
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Mycobacterium avium-intrace/lulare) por cromatografia de adsorción en columna 

abierta y finalmente por cromatografía en capa fina preparativa y HPLC. Se 

realizaron ensayos de proliferación celular midiendo la incorporación de 'H­

timidina en células de bazo de ratón en presencia de distintas concentraciones de 

los GPL puros. Adicionalmente, se hicieron ensayos de viabilidad celular con azul 

de tripano y por citometria de flujo (exclusión de yoduro de propidio) para evaluar 

la toxicidad de los GPL. 

En tres experimentos distintos se observó que los GPL son capaces de inhibir 

la respuesta proliferativa a concanavalina A (Con A) de células de bazo de ratón, 

de forma dependiente de la dosis. Por otra parte, los ensayos de viabilidad celular 

mostraron que, a pesar de que se observaba un ligero efecto citotóxico, éste no 

era responsable de la inhibición de la incorporación de 'H-timidina. 

Estos resultados destacan la importancia del estudio de dichas moléculas 

hasta ahora poco consideradas, para entender el complejo mecanismo de la 

patogenia de las mico bacterias. 
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2. Introducción 

2.1 Problemática del complejo Mycobacterium avium-intracellulare 

Las infecciones causadas por micobacterias han afectado a la humanidad 

desde épocas muy antiguas. Las infecciones micobacterianas más conocidas son 

la tuberculosis y la lepra. No obstante, en años recientes otro grupo de 

mico bacterias pertenecientes al complejo Mycobacterium avium-intrace/lulare ha 

tomado importancia. Se ha observado que. poco tiempo después de la aparición 

del virus de inmunodeficiencia humana (VIH). este complejo ha desempeñado un 

papel muy 'Importante en la progresión y término del s¡ndrome de 

inmunodeficiencia adquirida (SIDA) como oportunista [1. 5, 6, 15, 21, 25, 29, 30, 

39, 53, 66-70]. Históricamente este complejo ha sido asociado con infecciones 

pulmonares no tuberculosas en pacientes inmunocomprometidos, como aquéllos 

sometidos a terapias inmunosupresoras, o con leucemia. Aunque el complejo 

Mycobacterium avium-intracellulare no había constituido un problema grave en 

salud pública. la epidemia del SIDA ha incrementado dramáticamente el número 

de casos de infección por este complejo. Por otra parte, ha habido también un 

incremento en infecciones por M. avium-intraceflulare en personas no infectadas 

con VIH. especialmente en la pOblación femenina de edad avanzada [16]. En las 

condiciones apropiadas, un patógeno oportunista como Mycobacterium avium­

intracellulare puede crear las condiciones necesarias para provocar altas tasas de 

mortalidad. En el caso de Mycobacterium avium-intracellulare esto ocurre 

normalmente cuando la población de linfocitos T CD4+ es reducída. 
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Es importante notar que Mycobacterium avium es el causante de las 

infecciones bacterianas diseminadas más frecuentes que se observan en etapas 

avanzadas del SIDA. En Estados Unidos, se ha observado que entre el 50-70 % 

de los pacientes en etapas avanzadas tienen infecciones debidas a este complejo 

[7J. En países en vías de desarrollo, la infección principal asociada al SIDA es la 

tuberculosis, sin embargo se ha señalado que este complejo puede afeelar del 12 

al 24% de los pacientes con SIDA en estos países [56]. No obstante, es posible 

que en estos países el diagnóstico de infecciones micobacterianas distintas de la 

causada por Mycobacterium tuberculosis sea particularmente deficiente. Por otra 

parte, también es factible que debido a la menor tasa de supervivencia de los 

enfermos con SIDA en etapas avanzadas de la infección. las infecciones por el 

complejo M. avium-intracelfulare se vean reducidas. 

Recientemente, se ha observado que los macrófagos infectados por el 

complejo Mycobacterium avium-intracelfulare exhiben niveles muy altos de 

replicación del VIH [44, 63J, lo cual sugiere que este complejo es capaz de 

incrementar indirectamente la replicación del VIH en los pacientes infectados. 

2_2 Lipidos mico bacterianos 

El género Mycobacterium es conocido por su alto contenido en lipidos, los 

cuales llegan a constituir hasta el 40 % del peso seco [24]. Existe una gran 

variedad de lípidos micobacterianos que han sido descritos en los últimos años 

[11J. Con el objeto de entender cómo los lípidos de Mycobacterium avium pueden 
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afectar la respuesta del huésped. es necesario revisar algunos aspectos de la 

estructura básica de la envoltura celular. 

2.2.1 Envoltura celular micobactenana 

Está conformada esencialmente por cuatro capas principales (fig. 1). La 

primera capa contiene la membrana plasmática (PM). Esta capa es similar a la 

encontrada en otras bacterias, formada por una bicapa de lipidos en donde se 

encuentran inmersas las proteínas de membrana. La segunda capa es la llamada 

zona densa en electrones (EO), debido a sus características de teñido al ser 

observada por microscopía electrónica de transmisión. En esta área se localizan 

los peptidoglicanos y arabinogalactanos que constituyen los componentes 

estructurales de la pared celular [51 J. Adyacente a esta capa se encuentra la zona 

llamada transparente de electrones (ET). Uno de los componentes principales en 

esta zona es el ácido micólico, compuesto graso muy característico del género. En 

las capas más externas se encuentra una amplia variedad de componentes que 

dependen de la especie de la cual se esté hablando. Estas áreas son 

comunmente llamadas L 1 Y L2 Y son las mas importantes en lo que respecta a las 

interacciones iniciales, pues se encuentran componentes capaces de inducir una 

determinada respuesta del huésped y proteger a la micobacteria de los efectos de 

los fagolisosomas. 
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2.2.2 Glicopeptidolípidos 

Precisamente en las capas externas L 1 Y L2, en el caso de Mycobactsrium 

avium y otras micobacterias, se encuentran los glicopeptidolípidos (GPL), cuya 

estructura básica consiste de una cadena acilada de hasta 30 carbonos y un 

tetrapéptido que contiene O-fenilalanina, O-allo-treonina, O-alanina y L-alaninol. 

[38, 45]. Los GPL difieren entre si en la naturaleza de los residuos glicosidicos 

unidos al extremo hidroxilo de la allo-treonina y del alanino!. Aquéllos que 

contienen varios residuos de oligasacáridos son los denominados GPL polares: 

éstos varian de especie a especie y son precisamente los que determinan las 

distintas serovariantes, ya que sus componentes glicosidicos son altamente 

antigénicos. También se encuentran otros GPL relacionados estructuralmente y 

que carecen de la extensión de oligosacáridos del dominio peptidico (sólo poseen 

2 residuos) y a ellos nos referiremos como GPL apolares. Son precisamente estos 

GPL apolares los que se encuentran presentes en todas las especies de 

micobacterias oportunistas que infectan a los humanos: además representan un 

mayor porcentaje de GPL que sus homólogos polares. No obstante, dado que no 

son altamente antigénicos como los GPL polares, no se les ha puesto demasiada 

atención. En especies como Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium lepras 

no se ha reportado la existencia de GPL. 
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plasmática (PM). la zona electrónica densa (ED) la zona electrónica transparente (ET) y las capas II y L2. 
En este mismo modelo también se observan proteínas de membrana (MP). peptidoglicanos (PG) 
arabinogalactanos (AG). lipoarabinomananos (LAM). lipop¿ptidos y glicopeptidolipidos (GPL). Modilicada 
de Barrow el al [4 l. 

Los GPL son importantes debido a que están unidos de manera no 

covalente a la pared celular y se acumulan durante el crecimiento de 

Mycobacterium avium. En caso de que el crecimiento ocurra dentro de un 

macrófago, los GPL se acumulan en los fagolisosomas. 

2.2.3 Lipidos de micobacterias con actividades biológicas. 

Con fracciones lipídicas extraídas de Mycobacterium avium se ha 

observado inmunosupresión [4, 26, 57]. Las fracciones lipídicas totales son 
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capaces de interferir con la respuesta proliferativa de células mononucleares de 

sangre periférica a concanavalina A (Con A), derivado proteico purificado de 

tuberculina (PPD) y fitohemaglutinina [57]. En estos estudios se sugiere que los 

lipidos impiden la expresión de moléculas accesorias en la superficie de las 

células mononucleares. 

Sólo algunos componentes lipidicos de Mycobacterium avium han sido 

asociados con propiedades inmunomodulatorias. entre ellos los 

lipoarabinomananos, los GPL polares y un grupo poco caracterizado hasta el 

momento de glicolipidos [26]. Como se ha comentado, los arabinomananos y los 

GPL se localizan en la capa más externa de la envoltura celular; sin embargo, no 

hay estudios hasta el momento que describan el aislamiento y caracterización de 

lipoarabinomananos de Mycobacterium avium. Es probable que la localización de 

los arabinomananos en Mycobacterium avium sea similar a la de otras bacterias 

como Mycobacterium tuberculosis, en cuyo caso, el derivado no acilado 

arabinomanano, seria el compuesto expuesto en la superficie [46]. La localización 

de los otros glicolipidos descrita por el grupo de Hines [26] no ha sido definida. 

Se ha observado que lipoarabinomananos de Mycobacterium tuberculosis y 

Mycobacterium leprae poseen una variedad de actividades biológicas como la 

inhibición de la activación de macrófagos mediada por interferón-y, supresión de la 

proliferación de células T [31, 40, 41]. inhibición de la sintesis de mRNA de IL-2 y 

de IL-5 en la línea Jurkat de células T humanas [14] y un aumento de la 

producción de TNF-a en los macrófagos tratados con tioglicolatos [8]. 
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Con respecto a los GPL polares, el grupo de Barrow [28J señaló que dichos 

GPL son esencialmente compuestos no tóxicos que estimulan una respuesta 

inflamatoria no específica cuando son inyectados intraperitonealmente en ratones. 

Sin embargo, después de 3 semanas, las células mononucleares esplénicas 

muestran una disminución significativa en la respuesta proliferativa a Con A, 

fitohemaglutinina y lipopolisacárido. Por otra parte, al analizar esas mismas 

células tratadas con GPL por citometria de fiujo, se observó una disminución de 

células' con el marcador Thy-1. Esta reducción en las células T se debe a un 

decaimiento selectivo en la población de células Lyt-2+. Se propuso en este 

mismo trabajo que la inmunosupresión observada fue debida a una exposición 

prolongada a los GPL y se asumió que los responsables eran los metabol~os 

derivados de estos mismoe GPL [12J. 

Como con otros lipidos mico bacterianos encontrados en la parte extema de 

la envoltura celular, no hay evidencia directa de que los GPL sean degradables o 

no [4]. Sin embargo, mediante ensayos de marcaje radioactiva (en los residuos 

glicosidicos y en la fenilalanina), se ha podido determinar que los GPL son 

relativamente inertes a la degradación por macrófagos [27, 65]. De igual modo, en 

tejidos infectados por Mycobacterium leprae los glicolipidos fenólicos antigénicos 

son depositados en la superficie del organismo y se acumulan en los macrófagos 

en cantidades similares a los GPL de Mycobaclerium avium [31,40]. Tomando en 

cuenta la información anterior, se podria inferir que estos glicolipidos son 

resistentes a la degradación. Esto podria tener consecuencias importantes para la 
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bacteria, pues los glicolipidos fenólicos de Mycobacterium leprae son 

inmunosupresivos, pueden reducir las respuestas oxidativas de los monocitos e 

inhibir la proliferación de células mononucleares humanas en una forma no 

especifica. Similares efectos se han observado en glicolipidos de Mycobacterium 

bovis y Mycobacterium kansasii [48, 59], con respecto a la inhibición de la 

proliferación de células mononucleares humanas. 

Posteriormente, en otro estudio del grupo de Barrow [2] al utilizar fracciones 

lipidicas totales de Mycobacterium avium en células mononucleares de sangre 

periférica, dichas fracciones indujeron la producción de prostaglandina E2 (PGE 2) y 

TNF-a [2, 3]. Al purificar varias fracciones lipídicas por cromatografia en columna 

y probarlas con células mononucleares de sangre periférica, la fracción que 

mostró mayores propiedades inmunomodulatorias fue la fracción de los GPL [4]. 

Otros estudios de ese mismo grupo [47] muestran que la fracción de los GPL 

provoca la liberación de factores solubles de macrófagos murinos peritoneales 

que producen inmunosupresión en la respuesta linfoproliferativa de células 

esplénicas mononucleares. Un estudio similar sugiere que la inhibición era debida 

a IL-6 [5d]. Al continuar con estos estudios se ha mostrado que fracciones 

lipidicas totales y aquéllas con GPL son capaces de inducir las 3 citocinas 

inflamatorias principales (TNF-a, IL-6 e IL-l) y además PGE2 y TXB2 [4]. 

Por otra parte, se ha mostrado que GPL polares de Mycobacterium 

chelonae tienen actividades biológicas. Pilet y su grupo han reportado que GPL 

polares de Mycobacterium chelonae tienen actividad coadyuvante, al aplicarse 
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junto con una vacuna contra la influenza [23, 42]; pueden llegar a utilizarse como 

un factor hematopoyético [62] y pueden incrementar la resistencia de ratones 

contra la infección por Gandida albicans, aparentemente mediada por la 

capacidad de los GPL de producir hiperleucocitosis [33]. 

2.3 Patogénesis de la infección por M. avium-inlracellulare 

Las mico bacterias son parásitos intracelulares facultativos. La ruta primaria 

de infección por Mycobacterium avium no se encuentra aún bien definida, aunque 

la via respiratoria y la oral son candidatos evidentes. La mayoria de los enfermos 

por infección de Mycobacterium avium sin SIDA presenta enfermedad pulmonar, 

lo cual sugiere que este órgano es susceptible a la infección y que además es en 

este lugar donde se realiza el control primario de la infección [43]. Por otra parte, 

la ausencia de enfermedad pulmonar en pacientes con SIDA, no excluye a este 

órgano como una de las rutas primarias de llegada de la bacteria. 

El progreso al estado de enfermedad después de la colonización de 

Mycobacterium avium-intracellulare es diferente en pacientes con SIDA que en los 

pacientes sin esta enfermedad. En el caso de estos últimos, la respuesta inmune 

adquirida responde al patógeno y la acumulación de monocitos y linfocitos 

terminará en un granuloma donde la infección será contenida, como pasa con 

Mycobacterium tuberculosis. En pacientes con SIDA, la pérdida de dicha 

respuesta inmune provoca la ,,:'pida diseminación de la bacteria hacia otros 

órganos del sistema reticuloendotelial [32]. No sólo la susceptibilidad del 
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huésped, sino también la virulencia de la bacteria contribuirá al desarrollo de la 

enfermedad. La respuesta inmune celular es considerada el mediador principal 

del control a la infección por micobacterias. 

Después de la infección por vía gastrointestinal o respiratoria, las bacterias 

del complejo M. avium-intracellulare son fagocitadas por los macr6fagos mediante 

un receptor del complemento, probablemente unido a un GPL [16J. Una vez 

dentro del macr6fago las micobacterias residen en una vacuola (fagolisosoma) 

donde el pH se equilibra a 6.3-6.5 [54J; en la figura 2 se muestran micrografias de 

macr6fagos infectados con este complejo. 

,..." , 
~ 

, 
~: 

, 

• -.. 

Figura 2. Micrngrafi<ls de macrMagns de ratón pcritnncalcs infectados con Al. avium scruvariante 4. al dia 
ceru (A) y ul dlu 7 (B). I.as Illicnlll.lclcrins Iilcnm tenidils por el método tic Zichl-Nl.-clscn y vi~lm. al 
microscopio de tUL a 630X. En e y IJ se lllul."Slrun lulogratlas ubtenidas pur microscupla electr6nica de 
barrido, de macrófagos peritoneales murinos infectados por M. avium serovariante 4. En la ligura e la 
fotografia fue tomada a 400X. mientras que en O fue tomada a 4000X. (tomada de Barrow, el al (4)). 
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Los lisosomas se fusionan a los fagosomas para formar los 

compartimentos fagolisosomales, lo cual en condiciones normales es suficiente 

para destruir a algun organismo invasor. En el caso de Mycobacterium avium la 

degradación no ocurre debido a que la fusión no se lleva a cabo, o bien porque el 

organismo es protegido de la degradación lisosomal por su capa superficial 

protectora [19, 22], aunque los dos mecanismos pudieran llevarse a cabo al 

mismo tiempo. Durante la fagocitosis se induce la producción de TNF-a. Esta 

cHacina activadora de macrófagos, puede actuar de manera autocrina, 

preparando al macrófago para actividades anti-bacterianas. 

Durante el control de la infección también participan células de la 

respuesta inmune innata como las células NK, neutrófilos y células B de la zona 

marginal [13, 521. Mientras que las células de la respuesta innata pueden generar 

IFN-y, IL-12 Y TNF-a requeridos para el control de la infección, éstas no pueden 

mantener dicha producción en ausencia de la respuesta inmune adquirida [49]. 

Mediante ensayos con animales knock-out, se ha demostrado que el IFN-y es 

crucial para la respuesta inmune contra micobacterias. Conforme la infección 

progresa, Mycobacterium avium continuamente deposita lipidos de su superficie 

en los macrófagos. No es sorprendente que los GPL puedan persistir en los 

macrófagos del huésped, pues estos lipidos superficiales son relativamente 

inertes ;l la degradadón por enzimns ¡i5050males [65]. Aunque no ha sido 

determinado aun lo que sucede con esos lipidos durante todo el proceso 

infeccioso en humanos, es muy probable que empiecen a acumularse dentro de 
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varios sitios del sistema reticuloendotelial. Los sitios más comunes donde se 

localiza Mycobacterium avillm son los ganglios linfáticos, bazo e hígado; esto se 

vuelve una cuestión importante cuando se toma en cuenta que las infecciones 

diseminadas en pacientes con SIDA, pueden generar niveles en el suero tan altos 

como 10' CFU/ml y cargas de 10'-10" micobacterias por gramo de tejido. El grupo 

de Barrow [4) ha mostrado que de 10'-10" micobacterias pueden producir 

aproximadamente 0.18-18 mg de GPL, cantidad suficiente como para inducir 

efectos inmunomodulatorios. 

Lanéelle y Daffé [34) mencionan que no existe un modelo coherente para 

explicar la patogenia de las micobacterias, sin embargo, señalan que las 

interacciones entre los lípidos de las micobacterias y las membranas del huésped 

pueden ayudar a explicar la patogénesis. Esta hipótesis está relacionada con el 

hecho de que las mico bacterias liberan sustancias que pueden penetrar 

membranas [35), además de que otros estudios han demostrado que estos lípidos 

son capaces de alterar membranas [35, 36). El grupo de Lanéelle [60, 61] 

demostró que los GPL se pueden insertar en las monocapas de fosfolípidos. En la 

figura 3 se representa la acumulación postfagocitica de distintos lípidos tras la 

infección por Mycobacterium avium. 
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Figura 3. Representación de distintos lipidos de superficie que probablemente se acumularían como 
resultadu del l. ... ccimit..-nto de A'~~'{'oh"clI:r¡lIm avillm en los compartimentos fagolisosomales de los 

. macrófagos. En la figura se encuentran varios Iipidos representados cerca de la 1Ul."Jnbrana del la~olisosoma: 

GPL polares especlficos de cada serovariante (A], GPL apoJares (aGPL) y lipopéptidos lB). Modificada de 
Barrow el al [4]. 

Los IIpidos micobacterianos como los GPL interactúan con las membranas, 

dependiendo de los residuos de carbohidratos, e incrementan la permeabilidad 

[35, 36]. Componentes de GPL que contienen 1 6 3 residuos de carbohid ratos , 

son capaces de interactuar más con la membrana y de alterarla que aquéllos que 

poseen más residuos. 

Por ahora, los eventos postfagociticos en etapas crónicas de la 

enfermedad únicamente pueden ser hipotetizados. Debido a su capacidad de 

interactuar con membranas, es probable que los GPL y otros lipidos relacionados 

puedan interactuar con células inmunológicamente importantes en la vecindad de 
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los macrófagos que los habian incorporado inicialmente. Si Mycobacterium avium 

tiene la capacidad de alterar la respuesta del huésped por medio de la alteración 

de la red de citocinas, es muy plausible que esta alteración pueda desempeñar un 

papel importante en el progreso del SIDA. De esta manera, las infecciones 

iniciales con Mycobacterium avium podrían ser solo sUbclinicas, debido a que es 

un patógeno de lenta evolución y la cantidad de lipidos acumulada no seria 

suficiente para alterar la respuesta normal del huésped. El paciente podria 

controlar la infección conforme la población de células T CD4 decrece; sin 

embargo, conforme la bacteria continúa creciendo y depositando lipidos, es 

probable que la relación-huésped parásito se vea afectada. 
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3. Objetivos 

Aislar GPL apolares diglicosilados. compuestos que no han sido estudiados 

(sólo han sido estudiados los GPL polares) y que además son los posibles 

responsables de efectos inmunomodulatonos observados en fracciones lipidicas 

crudas. Una vez aislados dichos compuestos, se evaluará la actividad 

inmunomodulatoria de dichos glicopeptidolipidos y con esto su importancia en la 

patogenia de las micobacterias. al examinar su efecto en proliferación de linfocitos 

T de ratón. 

4. Hipótesis 

Los GPL apolares poseen efectos inmunodulatorios sobre linfocitos T y otras 

células del sistema inmune. 
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5. Material y métodos 

5.1 Micobacterias. Mycobacterium avium serovariante 2 y Mycobacterium 

intracellulare AlCC 13950 fueron compradas a la AlCC. Mycobacterium 

smegmatis mc'6 fue proporcionada amablemente por la Dra. Clara Espitia. Las 

micobacterias fueron crecidas en medio liquido de Sauton. 

5.2 Extracción y purificación de Iípidos. 

5.2.1. Extracción. Se inocularon 6 litros de medio Sauton con Mycobaclerium 

smegmalis cepa mc'6 y se incubaron 1 semana y media. Una vez que las 

mico bacterias habian crecido en forma abundante, la masa bacteriana se 

separó del medio por filtración. Los lipidos totales fueron extra Idos de las 

bacterias, de acuerdo con el método descrito por Dobson el al [1B}, mediante 

una extracción con metanol-cloroformo (2:1, v/v). Esta mezcla se dejó 3 dias 

para inactivar las bacterias y extraer los lipidos unidos de forma no covalente. 

Pasados los 3 dias, esta primera ex1racción se recuperó por filtración y las 

bacterias fueron sometidas a una segunda extracción en una mezcla metanol~ 

cloroformo (1 :2, v/v) durante 10 horas. La nueva mezcla metan al-cloroformo fue 

obtenida por filtración y adicionada a la anterior. Finalmente se hizo una 

partición en la que se disolvió el extracto total en una mezcla de cloroformo­

metanol-agua en proporciones 4:2:1 (v/v) y se recolectó la parte clorofórmica de 

la mezcla, en donde se localizan los lipidos de interés. Los lipidos fueron 

concentrados por evaporación. 
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5.2.2. Purificación. 

5.2.2.1. Cromatografía de adsorción en columna abierta. Una vez obtenidos los 

lipidos se procedió a purificarlos, mediante cromatografía de adsorción en 

columna, utilizando florisil como matriz. La mezcla de solventes que se utilizó 

como eluyente fue cloroformo-metanol-agua (100-0-0, 97.5-2.5-0, 95-5-0, 92.5-

7.5-0,90-10-0,85-15-0,80-20-0,75-25-0,70-30-0, 60-40-0, 60-25-4, 60-35-8 v/v), 

se eluyó tres veces con cada mezcla de solventes y se recuperaron 36 

fracciones, las cuales fueron analizadas por cromatografia en capa fina analítica y 

aquellas fracciones con los GPL de interés fueron seleccionadas para su posterior 

purificación. 

5.2.2.2 Cromatografía liquida de alta resolución (HPLC). Las fracciones 

seleccionadas anteriormente fueron sometidas a cromatografla liquida de alta 

resolución con el objeto de purificar más eficientemente los GPL obtenidos por la 

cromatografia anterior. En particular se utilizó la fracción eluida con clorofonmo­

metanol-agua 97.5-2.5-0 (v/v) con las condiciones siguientes: gradiente lineal de 

metanol en cloroformo a 10= 0% -> t20.= 10%, flujo 1 ml/min. Se realizaron otras 

purificaciones donde se cambió el flujo hasta 2 ml/min y finalmente se aumentó el 

porcentaje final de metanol (20%) al mismo tiempo. La detección se realizó a 254 

nm. 
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5.2.2.3 Purificación por cromatografía en capa fina preparativa. En placas de 

sílica-gel preparativas (Merck) fueron depositadas las fracciones enriquecidas con 

los GPL, que se obtuvieron en la cromatografia por adsorción sobre florisil. Se 

eluyó con una mezcla de solventes cloroformo-metanol-agua (90:10:1, v/v) y los 

lípidos fueron revelados con 5% de rodamina en acetona. Una vez marcadas las 

bandas con los GPL, éstas se rasparon y se les añadió la misma mezcla de 

solventes cloroformo-metanol-agua para extraer los GPL del gel. Posteriormente 

esta mezcla de sílica y solvente fue filtrada. Se recuperó el solvente y se pasó a 

través de una columna de florisil para eliminar la rodamina y los fragmentos de 

sílica. Las fracciones fueron recuperadas en tubos de ensayo, concentradas y 

posteriormente analizadas por cromatografia en capa fina. 

5.3. Análisis químicos de los glícopeptídolípidos, 

5.3.1 Análisis por cromatografía en capa fina de los lípidos purificados. Todas las 

fracciones obtenidas por cromatografia en columna, HPLC y cromatografía 

preparativa fueron analizadas en placas de cromatografia en capa fina de silica­

gel [9, 10]. Las mezclas utilizadas para dichos análisis fueron cloroformo-metanol­

agua 100-0-0,97.5-2.5-0,95-5-0,92.5-7.5-0,90-10-0, 85-15-0, 80-20-0, 75-25-0, 

70-30-0, 60-40-0, 60-25-4, 60-35-8 (v/v). Todas estas placas fueron reveladas 

con antrona al 0.2 % en H,SO, concentrado, calentando a 110 oc por 5 minutos. 
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5.3.2 Análisis de azúcares. Se hidrolizó una muestra de 1 mg de GPL con 1 mi de 

ácido trifluoroacético 1M, incubando en baño seco durante dos horas a 120 ·C. 

Una vez evaporado el ácido, se realizó una partición con una mezcla agua-éter 

1:1 (v/v) y se recuperó la fase acuosa. Finalmente, la fase acuosa fue corrida en 

una placa de cromatografia en capa fina, con una mezcla cloroformo-metanol 

70:30 (v/v) y revelada con antrona al 0.2 % en H,SO., calentando a 110 ·C por 5 

minutos. Se utilizaron como estándares azúcares conocidos obtenidos de GPL de 

Mycobacterium peregrinum. 

5.3.3 Desacilación alcalina. Una muestra con 0.5 mg de GPL fue disuelta en una 

mezcla cloroformo-metanol 2:1 (v/v). Se le adicionó un volumen igual de NaOH 

0.2 N disuelta en metanol y la mezcla fue incubada durante 30 minutos a 37 ·C. 

Se neutralizó con ácido acético concentrado y se secó con nitrógeno, Se 

resuspendió en 5 mi de una mezcla cloroformo-metanol-agua 4:2:1 (v/v), se 

recuperó la fase clorofórmica (inferior) y se lavó 2 veces con una mezcla metanol­

agua 1: 1 (v/v). Se concentró por evaporación y se guardó en congelación. 

5.3.4 Análisis por espectrometria de masas (mediante bombardeo rápido de 

átomos [FABMS]). Las muestras se disolvieron en una mezcla cloroformo-metanol 

(1 :1, v/v). Sobre el aplicador se mezcló lJlI de la solución con la muestra, lJlI de 

alcohol mela-nitrobencilico (MNBA) y 1 JlI de solución de Nal al 10% en agua. El 
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análisis se llevó a cabo en modo positivo en un espectrómetro de masas (Jeol 

JMS-SXI2A) del Instituto de Quimica, en el laboratorio dellng. Luis Velasco. 

5.4. Ensayos de proliferación celular. 

Los GPL fueron disueltos en etanol-hexano (1: 1, v/v) para poder ser 

depositados en las cajas de 96 pozos utilizadas para los ensayos de proliferación. 

El depósito de distintas concentraciones de GPL en las cajas se realizó un dia 

antes del ensayo de proliferación. Las cajas con las soluciones de GPL se dejaron 

evaporando durante toda la noche, en condiciones estériles. 

Cuatro o dos (en el caso del último ensayo) ratones hembras de la cepa 

BALB/c (4-6 semanas de edad), fueron sacrificados e inmediatamente se procedió 

a extraertes el bazo. Los bazos fueron transfundidos con una jeringa con medio 

RPMI (Gibco) adicionado con HEPES y Na,HC03. Una vez recuperadas en cajas 

de Petri, las células fueron transferidas a un tubo de centrifuga de 15 mi (Falcon), 

se dejaron sedimentar los residuos de los bazos durante 5 minutos y se transfirió 

el medio con las células a otro tubo Falcon de 15 mI. Las células se recuperaron 

por centrifugación durante 5 minutos a 1500 rpm. Se aspiró el sobrenadante y las 

células se resuspendieron en 1 mi de la solución de lisis para eritrocitos 

(compuesta de NH,CI [38 mM], KHC03 [2 mM], EOTA.2Na [24 M]), la cual se 

dejó actuar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las 

células fueron lavadas 3 veces por centrifugación a 1500 rpm durante 5 minutos 

con 10 mi de PBS o de medio RPMI. Después de la última centrifugación las 

células fueron resuspendidas a una concentración de 10· células/mi en medio 

24 

• 



• • 
RPMI suplementado con 10 % de suero fetal bovino (v/v). piruvato de sodio (1 

mM). aminoácidos no esenciales (0.01 mM). penicilina (100 U/mi). estreptomicina 

(100 g/mi) y p-mercaptoetanol (0.05 mM). Para cada experimento se hizo un 

conteo de viabilidad mediante la exclusión de azul de tripano. Si y s610 si la 

viabilidad era estrictamente mayor del 95 % se llevó a cabo el experimento. 

Posteriormente. se depositaron aproximadamente 105 células por pozo (en un 

volumen de 100 l. volumen final de 200 l/pozo). Adicionalmente. se les añadió 

otros 100 I de medio suplementado o de una concentración determinada de Con 

A. Se dejó incubando a 37 oC y 5% de CO, por 3 dias. La 3H-timidina fue 

adicionada 48 horas después de haber iniciado el ensayo. Las células fueron 

cosechadas 18 horas después de haber añadido la timidina en papel filtro 

(Wallac) y la radioactividad incorporada fue medida por espectroscopia de 

centelleo en un contador Beta-plate (Wallac). Todos los ensayos fueron hechos 

por triplicado. Los resultados se expresan como cuentas por minuto de 3H 

incorporado. 

5.5. Determinación de la viabilidad celular. 

5.5.1. Exclusión de azul de tripano. Este método se utilizó para determinar el 

porcentaje de células viables a emplear para el ensayo de proliferación. y también 

se utilizó para medir el porcentaje de células viables en presencia de GPL a las 

24. 48 Y 72 horas. Se tomaba una cantidad de células de cada pozo (entre 20 y 50 

1). Y se mezclaba con azul de tripa no. para contarlas directamente en el 

microscopio (vivas y muertas) y se tomaban los promedios correspondientes. 
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5.5.2. Determinación por citometria de flujo. Las células se prepararon de la 

manera siguiente: dentro de un tubo de centrifuga de 15 mi (Falcon) se reunió el 

contenido de tres pozos equivalentes (placa de 96 pozos) y se les añadieron 4 mi 

de PBS. Las células se recuperaron por centrifugación a 1500 rpm durante 6 

minutos. Se aspiró el sobrenadante y las células se resuspendieron en 500 I de 

PBS y se transfirieron ~ tubos para leer en el FACScan (Becton Dickinson, San 

Jase, CA, USA). En este ensayo se cuantificó la exclusión de yoduro de propidio 

(50 g Iml) de acuerdo con Ronot el al [50]. Las muestras fueron leídas en el 

canal de FL2, primero sin yoduro de propidio, a fin de establecer el limite de 

fluorescencia intrínseca. Se les añadieron 10 I de la solución de yoduro de 

propídio y se volvieron a leer de inmediato. 
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6. Resultados y discusión. 

6.1 Purificación de los glicopeptidolípidos. 

6.1.1 Purificación por cromatografía de adsorción en columna. 

Antes de empezar con la purificación de los GPL se hicieron algunas 

pruebas con extractos. Es conocido que los GPL apolares son compartidos por 

todas las cepas del complejo M. avium que infectan a humanos [4J, pero también 

por la especie M. smegmalis. Con el objeto de comparar los GPL apolares 

presentes en M. smegmalis con aquéllos presentes, tanto en M. avium como en 

M. inlracellulare. se hizo una placa de cromatografía en capa fina donde se 

observan distintos extractos Iipldicos de M. smegmalis mc'6, M. avium 

serovariante 2 y M. inlracellulare AlCC 13950 (fig. 4). Como se puede observar, 

los GPL presentan su característico color azul claro. En esta placa puede verse 

claramente, a pesar de un pigmento violeta superpuesto (pigmento lipídico 

caracteristico del género Mycobaclerium), cómo los GPL apolares (indicados con 

flechas) de esta cepa mutante de M. smegmatis tienen el mismo Rf que los GPL 

presentes en M. avium y en M. inlracellulare. Asimismo, en esta figura puede 

apreciarse que la cantídad de GPL apelares presentes en M. smegmalis es mayor 

que la que se encuentra en M. avium o M. inlracellulare. Por otra parte, la 

obtención de lipidos de M. smegmalis ofrece las ventajas de trabajar con una 

cepa de mico bacteria que presenta un bajo nivel de riesgo biológico y una 

velocidad de crecimiento mucho mayor (1 semana aproximadamente, comparado 
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con el de M. avium y M. intracellulare, de 3 a 4 semanas). Por tales motivos, se 

decidió que M. smegmatis seria la fuente para obtener GPL apolares. 

La cromatografía en columna de adsorción se realizó con los extractos 

lipidicos de M. smegmatis, pero al mismo tiempo también se cultivaron M. avium y 

M. intracellulare para obtener extractos lipidicos y posteriormente intentar aislar 

también los GPL apolares, objetivo que se descartó en este trabajo. Por otra 

parte, se realizó un tratamiento quimico para desacilar los extractos de todas 

estas bacterias y observar la presencia de grupos acetilo en los GPL. Debido a 

que en el complejo M. avium-intracellulare la mayor parte de los GPL contienen 

acetilos en forma natural (aquéllos que muestran un Rf mayor, señalados en la fi9. 

4), se decidió trabajar con los GPL intactos con el objeto de evitar resultados 

provocados por una alteración quimica en la molécula nativa. 
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Figura 4. Placa de cromatografia en capa fina (sílica·gel) de los extractos lipidicos totales de las 
cepas M av;um, M. intracdlularc y M smcgmalis. Carriles 1, 4 Y 7; GPL estándares. Carriles 2 y 3: 
extractos lipldicos de M. .~megm"I;.\' cepa mc2ó intactos y desacilados. respectivamente. Carriles 5 y 6: 
extractos lipidicos de Al ifllracelluJare ATCC 13950, intaclos y desacilados, respectivamente. Carriles 8 y 
9: extractos lipídicos de M. avium serovariante 2 intactos y desacilados, respectivamente. Placa revelada con 
anlrona y corrida en la mezcla cloroformo-mClanur-agua <)0: 10: 1 (v/v), 

Una vez recuperadas las fracciones obtenidas por la cromatografia de 

adsorción en columna, se realizaron análisis por cromatografía en capa fina (fig. 

5). En ellos se observó que los GPL más apolares de interés se encontraban en 

las primeras fracciones (carriles 2 al 5), pues tenían el Rf esperado (fig. 5). Sin 

embargo, en la figura se observa que las bandas poseen una longitud de 3-4 cm, 

lo cual es indicativo de que los GPL no se encuentran en suficiente pureza 

(constituyen una mezcla), por lo que fue necesario utilizar otras metodologias 

como la cromatografia en capa fina preparativa y la cromatografia liquida de alta 

resolución (HPLC). 
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Figura 5. Placa de cromatografia en capa fina (sílica-geJ) de las primeras fracciones obtenidas de la 
cromatografia de adsorción del extracto de M. smegmatis. En el carril 1 se encuentran las fracciones que 
corresponden al primer eluyente (c1orofonno 100 %); en los carriles 2 al4 las fracciones que fueron eluidas 
con la mezcla cloroformo-melanol 97.5:2.5 (\'/v); en los carriles 5 al 7 se encuentran las fracciones 7, 8 Y 9 
que corresponden a la mezcla cloroformo-melano] 95:5 (v/v). Placa corrida en la mezcla de solvemes 
cloroformo-mclanol 1)5:5 (v/v) y revelada con ¡mirona. 

6.1.2 Cromatografia liquida de alta resolución. 

Uno de los objetivos al llegar a este punto era el establecer condiciones 

óptimas para la separación de los GPL por HPLC. Sin embargo, al realizar 

modificaciones en el gradiente de solventes, no hubo cambios en el patrón de 

separación de las fracciones analizadas. Dicho patrón se muestra en la figura 6. 

Cabe mencionar, sin embargo, que este método proporcionó una mezcla pura 

constituida por dos GPL apolares homólogos (fig. 7). 
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Durante los análisis por cromatografía en capa fina, se observaron 

fracciones que contenían ; GPL de interés (fig. 7); en particular, en los carriles 7 
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al 9 se encuentra una mezcla de los dos GPL más apolares presentes en M. 

smegmatis, mientras que en los carriles 6 y 10 se encuentran dichos GPL 

separados, la cantidad de producto obtenida en todos los casos fue muy pequeña, 

lo cual constituyó una desventaja. La mezcla obtenida en los carriles 7 al 9, 

constituida por dos GPL, se encontraba libre de otros lipidos que comúnmente 

coeluyen en la columna de adsorción (mismos que fueron eliminados durante la 

cromatografía liquida de alta resolución). 

Se decidió trabajar con la mezcla de dos GPL puros (carriles 7 al 9, fig. 7), 

ya quo roprosuntan ulla Illulclil do moléculas oncontmdu 011 todüs las CtJ~ilS dul 

complejo M. avium, es decir, GPL apolares con ligeras variantes en la longitud de 

ácidos grasos o por una posición Q-metilada en sus azúcares. De esta manera, se 

reunieron todas las fracciones que de acuerdo con los análisis por cromatografía 

en capa fina contenían los 2 GPL homólogos. Se obtuvieron alrededor de 4 

miligramos de dichos GPL, los cuales fueron mantenidos en congelación bajo 

atmósfera inerte y que fueron utilizados posteriormente para los análisis por 

espectrometría de masas. 
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Figura 7. Placa de cromatografia en capa fina (silica-gel) de las fracciones obtenidas en una corrida 
con HPLe. Carril S: sexta fracción obtenida de la columna de M. smegmatjs (estándar), Carriles 1 al 10: 
distintas fracciones obtenidas del HPLC y que corresponden a los números de los picos de) cromatograma en 
la figura anterior. Placa conida en una mezcla de solventes c1oroformo-metanol 85:15 (v/v) y revelada con 
anlrona. 

6.1.3 Purificación por cromatografia en capa fina preparativa. 

Con el objeto de obtener una cantidad mayor de producto puro en un 

tiempo menor, se recurrió a un método alternativo: la cromatografía en capa fina 
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preparativa. Utilizando las fracciones obtenidas por la columna de adsorción se 

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

Figura 8. GPL obtenidos por cromalografia en capa fina preparativa. Carril 1: estándar de GPL 
purificado por HPLC.Carriles 2, 3 Y 4: distintas bandas obtenidas durante la purificación, en el orden en que 
fueron separadas. Placa revelada con anttona y corrida en una mezcla de solventeS clorofonno-metanol-agua 
90:10:1 (VI\'). 

Como puede apreciarse en esta figura. en el carril 2 se encuentra una 

mezcla de los GPL homólogos más apolares. en el carril 3 y 4 se encuentran 

mezclas con GPL homólogos que son menos apolares. Se recolectaron y 

tomaron los GPL que se encontraban en los carriles 3 y 4 (figura 8). para los 

ensayos de proliferación celular. Se descartó la fracción con el GPL más apolar 

debido a que en la figura 4 se observó que éste no se encuentra presente ni en M. 
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aV1I111I ni en M. inlracellulare (GPL señalado como el más apolar). La pureza 

obtenida en estos ensayos fue de muy buena calidad, comparable a la obtenida 

por HPLC, además de que la cantidad que se obtuvo fue mayor (alrededor de 10 

mg de producto). Una vez hechos estos análisis, el producto fue conservado en 

congelación. 

6.1 A Análisis de los GPL por espectrometria de masas. 

La producción de iones moleculares por bombardeo rápido de átomos 

(FAB) en el caso de GPL ha sido reportada como dificil. No obstante se ha 

mejorado el análisis de dichos GPL mediante el uso de alcohol meta-nitrobencllico 

y cloruro de sodio como matriz [37]. 

El GPL purificado exhibió tres señales correspondientes a los cationes de 

1215, 1255 Y 1257 miz (fig. 9). Cada ión corresponde a un aducto 

pseudomolecular (M + Na)' y difieren entre si en la cadena lipldica, o por una 

posición Q-metilada en el azúcar terminal. Dichos iones son homólogos a los 

reportados al ionizar por impacto electrónico el micósido Capolar de otra cepa de 

Mycobaclerium smegmatis [17]. los cuales se encuentran a 1241, 1269, 1283 miz 

(M + Na)'. Por otro lado, el proceso de desacilación alcalina suave provocó un 

cambio en los iones moleculares cationizados de 84 unidades de masa atómica 

por debajo del producto intacto. Esta pérdida corresponde a la sustitución de dos 

grupos acetilo por 2 átomos de hidrógeno, por lo que se infiere la presencia de 2 

grupos acetilo en el compuesto intacto. 
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Mediante anátisis quimicos de GPL hidrotizados se observó la presencia de 

azúcares característicos de estos compuestos. En concordancia con el espectro 

obtenido. los azúcares fueron identificados como una 6-desoxihexosa (6-

desoxitalosa) y una desoxihexosa metilada (di-Q-metilramnosa). Dichos azúcares 

corresponden precisamente a los reportados previamente en el C-micósido apolar 

de Mycobacterium smegmatis [17J. Los GPL aqui estudiados no poseen grupos 

amino o carboxilo libres. 
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Figura 9. Espectro obtenido por FAS de los GPL apolares de Mycobacterium smegmutls. Se! 
encuentra gratieado el cociente masa/carga (miz) contra la intensidad relativa de cada ion. El segmenlO que 
muestra los aduetos pseudomoleculares (M + Na)+ del producto purificado se encuentra amplificado en el 
recuadro. (A) Muestra el espectro del compuesto Intacto. mientras que (B) muestra el espectro del compuesto 
desaciJado. 
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A partir de los datos obtenidos se puede concluir que el producto purificado 

es un glicollpido estable a tratamientos alcalinos suaves, que contiene dos grupos 

acetilos sobre uno de sus azúcares y con masa molecular de 1234 ó 1232, todo 

esto es consistente con un glicopeptidolipido apolar, cuya estructura se 

esquematiza en la figura 10. 

Phe Thr Ala Ala-ol 

f6H5 
FCHJ )"'2 I"J 1"'3 

CH3---{C24/{481-- CH----CO---NH-Clt--CO---N iH-CO ---NH--CH--CO---NH- fH 
CHJ---CH fH2 

I O 

I I 
CHr¡~ CHt:r-{ 

¡--Rb ~R ICHJO OCHJ 
OR CHjO 

R= IH, 2(-CO- OCH3) 

Figura 10. Estructura deducida mediante el análisis del GPl purificado. la estructura esquematizada 
corresponde al ion oblenido a 1257 miz (M+Na)+. 

6.2 Ensayos de proliferación celular. 

Ensayos de proliferación celular mediante incorporación de JH-timidina. 

Los ensayos de proliferación celular se llevaron a cabo con el propósito de 

determinar los posibles efectos de los GPL sobre los linfocitos T. En estos 

ensayos las células de bazo de ratón fueron cultivadas junto con distintas 

concentraciones de un mitógeno (Con A) y con distintas concentraciones de GPL 

(incluyendo, desde luego, controles). A las células cultivadas se les adicionó 'H-

timidina a las 48 horas, con el propósito de cuantificar síntesis de ADN, para 
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posteriormente ser cosechadas, a las 72 horas. Al ser medida la radioactividad es 

posible conocer si la respuesta al mitógeno es modificada por los GPL 

(comparando con los controles) y no sólo eso, sino también si la respuesta se 

modifica de manera dependiente de la dosis. 

En un experimento preliminar se establecieron las condiciones óptimas para 

los ensayos de proliferación celular (concentración de mitógeno, de GPL, etc). Al 

realizar el ensayo de proliferación en las condiciones óptimas, se observa que sin 

GPL (fig. 11) las cuentas por minuto se incrementan de manera dependiente de la 

concentración de Con A, lo cual indica que no hay problemas en el sistema. Al 

agregar GPI se inhibe la proliferación de las células de una manera dosis­

dependiente. Por otra parte se observa que, a 50 I'g de GPUml la inhibición es 

más acentuada (71% de inhibición aproximadamente) en todas las 

concentraciones de Con A. En concentraciones de GPL mayores a ésta, podemos 

señalar que la inhibición es mucho más gradual. A concentraciones bajas de 

mitógeno, donde la estimulación es más pobre (0.625 y 1.25 ¡Ig de Con A/ml) se 

observa que los GPL rápidamenle provocan la caida de las cpm hasta alcanzar 

prácticamente el cero. Para este experimento, se utilizaron dos conjuntos de 

células, cada uno con los bazos de dos ratones. En ambos conjuntos se 

obtuvieron los mismos resultados. Otro dato importante es que, se observa que en 

la concentración más alta de GPL (250 ~g de GPUml) el número de cuentas por 

minuto para todas las concentraciones de Con A es prácticamente cero, lo cual 

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

celular (observar más adelante). 

-o-Control 

-.-0.625119 Con Nml 

-.-1.25119 Con Nml 
160000 -.-2.5119 Con Nml 
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Figura 11. Gráficas dosis-respuesta a GPL en el segundo c..-nsayo de proliferación celular (incorporación 
de lH-timidina). Se utilizaron 4 ratones y los bazos se reunieron en 2 conjuntos. Por otra parte se usaron 6 
concentraciones de antlgeno: controlO (sin antígeno ni solvente), control I (únicamente solvente), 25, 50, 
100 Y 250 ~glml. Las células fueron cosechadas a las 72 horas. Se encuentra graficada la media aritmética y 
las barras sobre los puntos representan la desviación estándar (resultados obtenidos por triplicado). 

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

observar reproducibilidad del efecto observado en el experimento anterior. En 
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primera instancia se observó que el efecto inhibitorio es reproducible y que dicho 

efecto sobre la incorporación de 'H-timidina es dependiente de la dosis (fig. 12). 

Al analizar detalladamente los datos, se observaron algunas diferencias en los 

dos últimos experimentos, con respecto al primero. Por una parte la respuesta de 

las células del bazo a la Con A fue distinta: en el primer experimento a cero GPL 

con 1.25 ~g de GPUml se tuvieron alrededor de 40000 cpm, mientras que en 

estos dos últimos experimentos, las cpm llegaron a 110000 aproximadamente con 

la misma concentración de milógeno; a 0.625 I'g de GPLlml en el primer 

experimento se tuvieron 10000 cpm, mientras que en los dos últimos 

experimentos hubo 60000 cpm. Por otra parte, hay una calda drástica en las 

cuentas por minuto desde la primera concentración de GPL, 25 ~g/ml, donde se 

observa el mayor porcentaje de inhibición (93%) mientras que en el experimento 

anterior el efecto era más gradual (la máxima inhibición fue a 50 ~g de GPUml). 

Una de las probables causas de estas diferencias puede ser la Con A usada en 

este último experimento (distinto lote) o bien, algún problema que haya tenido que 

ver directamente con los ratones (distintas respuestas de los bazos). No obstante 

estas diferencias. el efecto inhibitorio sigue siendo observado. De nueva cuenta. 

se observa que a 5 ~g/ml de Con A el efecto no es revertido, lo cual sugiere que 

el efecto no se debe a un bloqueo sobre la Con A, porque si lo fuera esperariamos 

observar un fenómeno de saturación y a concentraciones altas de Con A el efecto 

podria ser revertido. 
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Figura 12. Gráfica dosis-respuesta a GPL en el tercer ensayo de proliferación celular (incorporación 
de lH-timidina). Experimento hecho con los bazos de 2 ratones, reunidos en un conjunto. Se utilizaron 6 
concentraciones de antlgeno: controlO, control l. 25. 50. 7S y 100 ~glml. Las células fueron cosechadas a 
las 72 horas. Las barras sobre los puntos indican la desviación estándar sobre la media aritmética graficada. 

6.3 Ensayos de viabilidad celular. 

Enseguida, con el fin de descartar la citotoxicidad de los GPL como la 

probable causa del efecto observado, se realizaron los ensayos de viabilidad 

celular. 
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6.3.1. Exclusión de azul de tripano. 

Los métodos de exclusión de colorantes son utilizados para cuantificar la 

muerte celular, como una medida de la pérdida de la integridad de la membrana. 

En este método, se toma una cantidad de las células de los pozos donde fueron 

sembradas (20-50 ¡ll), se les añade 10 % de azul de tripano (v/v) y se procede a 

contar directamente en el microscopio las células vivas y las muertas. El azul de 

tripano sólo se incorporará en aquellas células que tengan dañada su membrana 

celular y que por lo tanto estén muertas. Con el conteo se detenminan los 

promedios y los porcentajes de células vivas contra células muertas. Este ensayo 

se realizó junto con el segundo ensayo de proliferación celular. 

Los ensayos de viabilidad celular mediante exclusión de azul de tripano no 

tuvieron resultados confiables. El número de células que se contaban por pozo 

era muy pequeño (alrededor 20-30), lo cual no era representativo del total de la 

población celular originalmente depositado (200 mil células), además de que 

resultaba bastante dificil diferenciar células luertas de restos celulares. Los 

resultados representativos de viabilidad se muestran en la figura 13. Sólo son 

mostradas algunas gráficas correspondientes a células estimuladas con Con A y a 

células no estimuladas. Se obseron cambios en la viabilidad que no tienen que 

ver ni con la Con A ni con la concentración de GPL depositada. Como ejemplo de 

ello son las gráficas a las 72 horas de cultivo, tanto de células estimuladas como 

de células no estimuladas (72 horas, células estimuladas en fig. 13). Se muestra 

que sin GPL las células mueren y sin embargo, a distintas concentraciones de 
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GPL una parte de las células están vivas. Por otra parte se observó una viabilidad 

muy pobre en general en todas las gráficas (datos no mostrados), consecuencia 

probable, de errores de manipulación al emplear el método. 

Estos resultados no aclararon si el efecto observado en la incorporación de 

'H-timidina era debido a un efecto tóxico sobre las células, O si éstas eran 

incapaces de proliferar por la presencia del GPL. De modo que fue necesario 

repetir los ensayos de viabilidad celular en paralelo con otro ensayo de 

proliferación celular y además, fue necesario cambiar de metodologla, por todos 

los inconvenientes que se presentaron al trabajar con azul de tripano. 
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Figura 13. Curvas de viabilidad celular por azul de tripano, a las 24, 48 Y 72 horas. En las gráficas a 
las 72 horas está también graficada la proliferación celular (incorporación de 3H~timidina). S610 se presentan 
curvas de un conjunto de bazos. 

6.3.2 Ensayo de viabilidad por citometría de flujo. 

Se analizaron varios protocolos y finalmente se optó por la citometría de flujo, 

mediante el análisis de exclusión de yoduro de propidio (PI). Una de las grandes 

ventajas que posee este método es el número de células que cuenta (10000) Y la 

certeza para diferenciar las células vivas de las muertas. Por otra parte la 
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citometría de flujo, mediante sus métodos basados en la dispersión de luz, tiene 

ventajas sobre otras metodologías que se basan en la absorción de luz o en la 

transmitancia, ya que en éstas últimas es común que las células no absorban más 

que una pequeña fracción de la luz que pasa a través de ellas. La citometrla de 

flujo proporciona, además de una gran cantidad de datos generados por las 

metodologías de tinción y fluorescencia, información acerca de las caracteristicas 

estructurales de las células medianle los fenómenos de dispersión de luz 

detectados por el citofluorómetro (FACScan). El proceso de dispersión de luz es la 

respuesta en conjunto a la luz incidente y está constituida por tres componentes: 

reflexión, refracción y difracción. La medida de la dispersión de luz hacia delante 

(FSC), es utilizada para obtener una indicación del tamaño de las células. Por otra 

parte, la medida de la dispersión de la luz en forma angular o de lado (SSC) 

proporciona datos acerca de las caracterlsticas subestructurales celulares. 

La viabilidad celular en este estudio fue evaluada mediante la exclusión de 

yoduro de propidio, compuesto que al ser excitado por un haz de luz a 550 nm, 

emite luz a 610 nm, en el rango de FL2 (580-620 nm). Dicho compuesto se une a 

ácidos nucleicos de doble cadena debido a su doble carga positiva, de modo que 

aquellas células cuya membrana ha sido dañada, incorporarán en su ADN este 

colorante. Las condiciones óptimas fueron establecidas en un ensayo previo 

(datos no mostrados). 
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Para el análisis de las lecturas, se realizaron gráficas de densidad celular, 

donde se grafica a FL2 contra FSC, de manera que puede observarse a un 

mismo tiempo qué tamaño tienen las células que están vivas y qué tamaño tienen 

las que están muertas. Cuantitativamente se hicieron histogramas donde está 

graficada la fluorescencia 2 (FL2) contra el númerO de eventos y mediante un 

control (sin yoduro de propidio) se estableció un margen de fluorescencia en el 

cual el 99.99 % de las células no están teñidas, con el fin de diferenciar vivas y 

muertas. En la figura 14 se muestra un ejemplo del patrón observado en las 

distintas poblaciones celulares estimuladas con Con A. 
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Figura 14. Graficas de densidad celular correspondientes a células estimuladas con 2.5 ¡..¡g de Con A 
Iml. a las 48 horas del experimento y marcadas con yoduro de propidio. El panel superior Izquierdo 
corresponde a células sin GPL, el superior derecho corresponde a células expuestas a 25 j.1g de GPL Iml, el 
panel inferior izquierdo corresponde a células expuestas a 50 ¡..¡g de GPUrnl y el panel inferior derecho 
corresponde a células expuestas a 100 ).1g de GPLlmI. Las letras corresponden a distintas poblaciones 
celulares observadas: (A) células vivas con un mayor tamaño que el resto de la población. blastos. (B) células 
muertas de tamaño mayor, blastos. (e) células vivas de tamaño menor que (A) y (B). (D) células muertas de 
menor tamaño que (A) y (B). Asimismo, se indica el porcentaje del total en cada población. 
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Al adicionar el yoduro del propidio, las células muertas son las que se 

desplazan en la escala de fluorescencia (FL2) por arriba del margen establecido 

como control. Con base en esto, se cuantificaron los porcentajes de células 

muertas y vivas, mediante histogramas basados en el margen establecido (datos 

no mostrados). Las gráficas de densidad celular mostraron datos muy 

importantes: al añadir el GPL, la región de células vivas y de mayor tamaño ([A] 

en la figura 14) disminuye considerablemente hasta casi desaparecer y por otra 

parte, 'Ia región [C) correspondiente a células vivas pero de menor tamaño 

aumenta considerablemente (fig. 14). 

Pudo apreciarse cómo las células que han sido estimuladas (células 

grandes, blastos) disminuyen su número en presencia de GPL. Además, este 

efecto aumenta conforme se incrementa la concentración de GPL. En cambio, en 

células no estimuladas se observó que el cambio más importante radicó en que un 

porcentaje de células empieza a morir conforme aumenta la concentración de 

GPL. Cualitativamente estos datos son muy importantes, pues muestran una 

inhibición de la proliferación celular especifico sobre los linfocitos T, dado que la 

Con A es un activador de linfocitos T. Aunado a esto, las células fueron 

observadas al microscopio poco antes de cosecharlas (a las 72 horas). En los 

pozos donde no fue depositado GPL se observa un incremento en el número de 

blastos conforme aumenta la concentración del mitógeno. En contraste, en los 

pozos donde se depositaron las concentraciones más altas de antigeno, se 
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observaron grumos y cúmulos de células, sin embargo no se observaron blastos 

(datos no mostrados). 

Por otro lado, estos ensayos de viabilidad celular mostraron que, a pesar 

de producirse ligeros cambios en la viabilidad, esto no era dependiente de la 

concentración de GPL. En la figura 15 se muestran curvas representativas de la 

viabilidad observada en células no estimuladas y en células estimuladas en 

presencia de diferentes concentraciones de GPL. 

( chdns nu t.'Sti .. adJ.llls 

F ...... I -
'~ 

'-..::: 

f -- -! I -- -1 > 

~ ~ ~ • f -¡ 
1 -

• • • • • ~ • • • • • ~ 
R~deem.49'n1)g;I ~dem..(¡.dlTl) Ccn:en!ra:Xn de G'l (~) 

24 horns 48 horns 72 horns 

Célula¡ estimdadas con 25 /Jg cmamawIina AlmI 

'---..--. ~-- --
I E""'""I ,-

f---I f ::[ 
I ~ uo ~ 
~ ~ -! 1 f -

• • • • , . • • • • • • • • • • 
CcnlIriInIcXn dIIG'llJq'm) ea-.anraxn da Gf\. (¡.Qm) ~dltGR..(~1 

24 horns 48 horns 72 horns 

Figura 15. Curvas de viabilidad celular obtenidas por citometrla de flujo correspondientes a células 
no estimuladas y a células estimuladas con 2.5 ~glmJ de Con A. Un experimento en condiciones 
equivalentes fue realizado a fin de medir la proliferación celular a las 72 horas de cultivo. Las barras sobre 
Jos puntos muestran la desviación estándar sobre la media aritmética graficada. 
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Las gráficas de viabilidad por citometria de flujo revelan un aspecto 

importante: la viabilidad disminuye ligeramente al añadir GPL, pero al seguir 

añadiéndolo se mantiene constante. Los resultados obtenidos globalmente se 

muestran en la tabla 1. en donde se observa que, pese a ligeras oscilaciones, la 

viabilidad varia muy poco durante los 3 dias y también se mantiene prácticamente 

constante al añadir el antígeno, aunque si disminuye ligeramente al añadir la 

primera concentración de antígeno. 

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

Viabilidad celular cuantificada por citometría de flujo 

GPL 24 horas 48 horas 72 horas 
(J..Lgfmr) 

o 0.625 1.25 2.5 o 0.625 1.25 2.5 o 0.625 1.25 2.5 
25 99 92 101 89 94 90 86 104 92 76 90 79 
50 86 90 82 86 94 97 89 93 115 72 78 82 
75 76 86 80 87 92 91 91 90 100 89 93 81 
100 65 88 80 86 92 94 95 94 98 83 85 77 

Resultados obtenidos por citometría de nujo (exclusión de yoduro de propidio). Se muestran los 
resultados para O. 0625. 1.25 Y 2.5 I-Ig Con A/ml. los resullados son expresados como el porcentaje de 
'ilabliLdad celular de cada muestr;.¡ con respecto a la viabilidad observada en el experimento control 
(presencia dc solvente). 

Otro dato muy importante es que la mortalidad de las células en presencia 

del GPL en ningún momento llega a ser mayor del 28% (células estimuladas). 

Estos datos sugieren que el efecto observado está más relacionado con una 

inhibición de la transformación de blastos que con un efecto citotóxico. 

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

interacción entre la Con A (Iectina) y los residuos glicosidicos de los GPL, puesto 

51 

• 



• • 
que estos residuos poseen grupos metilo y no forman parte de las estructuras 

reconocida por este mitógeno, a diferencia de otro tipo de compuestos 

(gangliósidos) que si son capaces de unirse a Con A [64]. 

Como se ha discutido previamente [34, 4], parece que una explicación 

plausible de la patogenicidad de Mycobacterium avium, podría depender al menos 

en parte del papel que desempeñan los distintos lípidos en la inmunomodulación 

celular. Este estudio forma parte del proceso de entender la compleja naturaleza 

de los lipidos del complejo Mycobacterium avium-intracellulare. Por otro lado, 

Barrow señaló que probablemente la parte más activa como inmunomodulador de 

los GPL sea la lipídica, por los estudios que ha realizado con P-lipido, compuesto 

que se obtiene al hidrolizar parcialmente los GPL [55]. Por otra parte, señala que 

el efecto supresor puede deberse en parte a la liberación de factores inhibitorios 

por parte de los monocitos, pues se ha visto que el p-lipido es capaz de alterar su 

membrana. Otros grupos han señalado que los GPL son capaces de alterar la 

permeabilidad de membranas modelo, lo cual podría ser un posible mecanismo de 

inmunomodulación [36, 60]. 

Dado que ,n este trabajo se utilizó únicamente Con A, podemos decir que 

el efeclo supresor a la respuesta blastogénica es principalmente sobre células T. 

La activación de células T requiere que los receptores de dichas células se unan a 

moléculas del MHC 11 (HLA-DR en humanos) junto con antígeno, aunque es 

probable que en este caso la activación no dependa de moléculas del MHC; 

además se ha reportado como necesaria la presencia de IL-1 como parte de 
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proceso de activación [57]. Por otra parte, se requieren interacciones de los 

linfocitos T con moléculas accesorias de los macrófagos activados, además de las 

interacciones MHC-antígeno-receptor, por lo que el efecto podria ser originado en 

estas células accesorias. 

Todos estos datos nos llevan a pensar que el efecto citotóxico observado 

no es totalmente responsable de la disminución en la incorporación de 'H-timidina 

inducida por Con A, sino que existe un proceso inhibitorio de la proliferación 

celular debido a los GPL, el cual es dependiente de la dosis. Este trabajo se 

enfocó al estudio de los GPL apolares debido a que los IIpidos parecen ser, en 

gran parte, responsables de la inmunosupresión observada con bacterias del 

complejo Mycobacterium avium-intracelfu/are [20, 58] Y se trata de moléculas 

presentes en gran abundancia en todas las cepas del grupo (los GPL apolares). 
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7. Conclusiones y perspectivas 

i) Al exponer células de bazo de ratón in vitro con GPL apolares de 

Mycobacterium smegmatis en concentraciones que no alteran 

significativamente la viabilidad celular, la respuesta proliferativa a Con A fue 

disminuida en una manera dependiente de la dosis. 

ii) Los ensayos de viabilidad celular por citometría de flujo revelaron que a 

pesar de un ligero efecto citóxico del GPL, la viabilidad se mantiene 

constante en los 3 dlas del ensayo de proliferación y no es dependiente de 

la dosis. 

¡ii) Estos resultadus confirman que la hipótesis planteada os correcta, 0510 US, 

que los GPL apolares poseen efectos inmunodulatorios sobre la 

blastogénesis de linfocitos T. 

iv) Los GPL apolares son también compartidos por todas las cepas del 

complejo Mycobacterium avium-intracellulare que infectan a humanos. 

Considerando que estos homólogos diglicosilados se encuentran en mayor 

abundancia que los GPL polares multiglicosilados, podemos sugerir que las 

variantes aquí estudiadas contribuyen en mayor medida a la patogenia de 

las cepas de este complejo. Cabe señalar que éstos son los primeros 
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compuestos que se encuentran en una amplia distribución en este 

complejo, que muestran efectos inmunomoduladores. 

v) Dentro de las perspectivas de este proyecto, se encuentran el entender el 

proceso de inhibición a la respuesta blastogénica inducida por Con A, asl 

como analizar el perfil de secreción de citocinas que inducen estos GPL. 

De acuerdo con trabajos previos de Barrow [2, 3, 4J, las fracciones crudas, 

donde se encuentran los GPL apolares utilizados en este trabajo, induclan 

la secreción de TNF-a, y PGE" por lo que es muy probable que los 

compuestos aqui estudiados sean la parte activa de dichas fracciones. 
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