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Mycobacterium: generalidades 
 

Mycobacterium es el género tipo de la familia Mycobacteriaceae, integrada en el 

suborden Corynebacterineae, orden Actinomycetales, subclase Actynobacteridae, clase 

Actinobacteria (http://www.bacterio.cict.fr/classifphyla.html). Son bacilos 

Grampositivos, ácido-alcohol resistentes, aerobios, no esporulados, con una pared 

celular rica en lípidos y con una estructuración muy particular. Mycobacterium está 

filogenéticamente relacionado con diversas bacterias de alto contenido en G+C, entre 

las que destacan Corynebacterium, Nocardia, Rhodococcus y Gordonia. 

Mycobacterium contiene más de un centenar de especies 

(http://www.bacterio.cict.fr/m/mycobacterium.html), entre las que se encuentran los 

patógenos estrictos M. tuberculosis y M. leprae y otras que son consideradas saprófitas 

o patógenas oportunistas (Fakilnham, 1996).  

El tiempo de generación de las especies de Mycobacterium oscila entre 2 y 20 

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

1. Especies de crecimiento lento, que producen colonias visibles tras 7 días 

o más de cultivo; p.ej. M. tuberculosis. 

2. Especies de crecimiento rápido, con colonias visibles en menos de 7 días; 

p.ej. M. brumae.  

Algunas micobacterias sintetizan pigmentos carotenoides incluso en la oscuridad 

(escotocromógenas), otras por acción de la luz (fotocromógenas), y las hay que no son 

pigmentadas (no cromógenas), lo que facilita, junto a la velocidad de crecimiento, su  

clasificación práctica en microbiología clínica (Runyon y cols., 1974). La gran mayoría 

de las micobacterias tienen requerimientos nutricionales simples, aunque, por lo 

general, se cultivan en medios especiales, como Löwenstein-Jensen,  Middlebrook (7H9 

y 7H10), Dubos y otros (Bacon, 2008). De todas las micobacterias descritas hasta la 

fecha, M. leprae (causante de la lepra) es la única que no ha podido ser aislada en 

medios artificiales, aunque sí puede mantenerse in vivo en el armadillo de nueve bandas 

(Dasypus novemcinctus). 

Desde un punto de vista clínico, M. tuberculosis es, sin duda, la especie más 
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importante del género, al ser el agente etiológico de la tuberculosis, una enfermedad 

distribuida mundialmente y de la que se producen unos 8-9 millones de casos 

nuevos/año  y entre 1-2 millones de muertes/año. La Organización Mundial de la Salud 

(OMS) estima que un tercio de la población mundial está infectada con este 

microorganismo y que entre el 5 y el 15 % de las personas infectadas desarrollará la 

enfermedad a lo largo de su vida. La tuberculosis es, principalmente, una enfermedad 

pulmonar; no obstante, al igual que diversas micobacterias atípicas, M. tuberculosis 

puede producir infección urinaria, genital, osteo-articular, intestinal, de tejidos blandos, 

meníngea, pleural, ocular, infecciones diseminadas y linfadenitis (Casal, 1983). Esta 

situación se agrava por la aparición de cepas multi-resistentes (MDR) -que no 

responden al tratamiento con medicamentos de primera línea- y extremadamente 

resistentes (XDR) -cepas que no responden al tratamiento con medicamentos de primera 

y segunda línea (http://www.who.int/tb/country/en/). La falta de prevención y atención 

sanitaria puede ocasionar varias decenas de millones de casos en las próximas décadas 

(http://www.who.int/tb/country/en/); a este hecho hay que añadir la especial 

predisposición de personas inmunodeprimidas y, particularmente, la coinfección con 

VIH.  

Aunque, la situación de la lepra parece estar controlada en la actualidad 

(http://www.who.int/tb/country/en/), el espectro de enfermedades ocasionadas por 

Mycobacterium se ve ampliado a las denominadas micobacterias atípicas o no 

tuberculosas (M. kansasii, M. avium, M. marinun, M. ulcerans, etc.), las cuales están 

implicadas en diversos tipos de micobacteriosis (Falkinham, 1996).  

En general, la patogénesis de las enfermedades producidas por el género 

Mycobacterium no es bien conocida; no obstante, se sabe que la afinidad por el tejido a 

infectar está influenciada por el contenido lipídico de su envoltura celular (Neyrolles y 

Guilhot, 2011); por ejemplo, dimicocerosatos de ftiocerol en M. tuberculosis (Cox y 

cols., 1999), y glicolípidos fenólicos en M. leprae (Spencer y Brennan, 2011). En este 

contexto, uno de los componentes más estudiados es el ‘cord factor’ (CF) (dimicolato de 

trehalosa), que interviene en la formación de los granulomas, lesiones características de 

la tuberculosis (Hunter y cols., 2006 a y b), y en los eventos de tipo celular y metabólico 

implicados en su formación y evolución (Rusell, 2007). Por otra parte, diversas 
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proteínas, como el complejo ESAT-6/CFP-10 -cuya secreción está regulada por el 

sistema ESX-1 (Simeone y cols., 2009)-, juegan, así mismo, un importante papel en la 

virulencia de Mycobacterium, habiéndose implicado en la capacidad que tiene este 

microorganismo de escapar al citoplasma de los macrófagos tras la fagocitosis (Houben 

y cols., 2012). Estos datos ilustran el importante papel de la envoltura celular de las 

micobacterias en el inicio y desarrollo de la tuberculosis y micobacteriosis. 

Envoltura celular de Mycobacterium 

 La envoltura celular de las micobacterias está formada por la membrana 

plasmática y la pared. A pesar de ser bacterias Grampositivas, las micobacterias 

presentan componentes en la pared de naturaleza lipídica y polisacarídica que las hace 

peculiares, hecho que ocurre de forma similar, pero menos acusada, en los géneros que 

conforman el suborden Corynebacterineae. El esqueleto de la pared celular está 

compuesto por el peptidoglicano (PG), arabinogalactano (AG) y los ácidos micólicos 

(AM), que le otorga una estructuración particular a la envoltura celular (Figura 1). La 

micomembrana, la parte más externa de la envoltura celular, recuerda a la membrana 

externa de bacterias Gramnegativas, en cuanto a su estructuración, pero presenta 

grandes diferencias de composición. Diversos análisis (Hoffmann y cols., 2008; Zuber y 

cols. 2008) realizados mediante técnicas especiales de microscopía electrónica 

(CEMOVIS (‘Cryo-Electron Microscopy of Vi treous Sections’), demuestran la 

presencia de una membrana externa (o micomembrana) y de un espacio periplásmico, 

que alojaría al péptidoglicano y arabinogalactano (Figura 1). Los AM formarían, 

mayoritariamente, la parte más interna de la membrana externa, interaccionando 

hidrofóbicamente con otros lípidos que completarían la formación de esta estructura, 

que ya había sido postulada por David Minnikin (1982).  

Peptidoglicano 

El pepetidoglicano (PG) es una capa rígida que confiere resistencia a la presión 

osmótica interna y actúa de soporte para otras moléculas de la pared celular. Estudiado 

por primera vez en las micobacterias por Misaki y Yukawa (1966), el PG está 

compuesto -al igual que en otras bacterias- por unidades de N-acetil-glucosamina 

(NAG) y de N-acetilmurámico (NAM), aunque presenta gran cantidad de residuos de 
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N-glicolil murámico (Mahapatra y cols., 2005; Raymond y cols., 2005).  Los residuos 

de NAM están unidos a una cadena peptídica formada por alanina (Ala), glutámico 

(Glu) y ácido meso-diaminopimélico (DAP) (L-Ala-D-Glu-DPA-D-Ala). Los enlaces 

interpeptídicos más frecuentes se dan entre DAP y D-Ala, aunque pueden producirse 

entre DAP y DAP (Draper, 1982). 

 
Figura 1 . Envoltura celular de Mycobacterium (y otros miembros de Corynebacterineae). a) Imagen  

obtenida mediante criomicroscopía electrónica (CEMOVIS). b) Modelo de estructuración molelcular: MOM, 

membrana externa (incluye un porina en azul); L2, peptidoglicano; L1, componente(s) desconocido(s); 

CM, membrana plasmática (Niederweis y cols., 2010). 

La biosíntesis del PG es, en general, similar a la de otras bacterias (Figura 2), 

llevándose a cabo la oxidación del N-acetilmurámico a N-glicolilmurámico por medio 

de un enzima denominado NamH, aparentemente no esencial en M. tuberculosis (Kaur 

y cols., 2009). La topología exacta del PG en la pared de Mycobacterium está por 

dilucidar, existiendo modelos que consideran los enlaces glicosídicos, entre NAG-

NAM, paralelos al eje principal de la bacteria y otros que estiman que éstos son 

perpendiculares (Kaur y cols., 2009). 

Membrana externa o Micomembrana 

Membrana plasmática 

Peptidoglicano y 
arabinogalactano 

Porina b) 

Citoplasma 

Espacio periplásmico 

a) 

Espacio Periplásmico 
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Figura 2 . Biosíntesis del peptidoglicano, el arabinogalactano y el lipoarabinomanano (Berg y cols., 2007). 

Arabinogalactano  

El AG es un polisacárido formado por arabinosa y galactosa (ambas en forma 

furanosa -f-), ligado covalentemente al péptidoglicano -en concreto al 10-12% de las 

moléculas de ácido murámico (Lederer y cols., 1975)- a través de un enlace mediado 

por α-L-Rhap-(1→3)-α-D-GlcNAc-(1→P), conocido como unidad de unión (McNeil y 

cols., 1990). Este disacárido se une a un polímero lineal de galactosa (galactano), 

estructurado como [-(1→6)-D-Galƒβ-(1→5)-D-Galƒ-]15. El dominio arabinano es 

ramificado y está compuesto por unidades de α- y β-D-arabinosa. Las cadenas de 

arabinano (hasta 3) están unidas a residuos de galactosa situados en las posiciones 8, 10 

y 12 del galactano (Daffé y cols., 1990; Kaur y cols., 2009), cerca de su final reductor 

(Besra y cols., 1995). Cada cadena de arabinano está constituida por un total de 20-30 

residuos de arabinosa (Kaur y cols., 2009); primero adopta una forma lineal y después 

se ramifica, finalizando en un dominio de seis compontentes [β-D-Araƒ-(1→2)-α-D-

Araƒ]2-3,5-α-D-Araƒ(1→5)-α-D-Araƒ(1→5)-(Araf6), que esterifica a cuatro ácidos 

micólicos (ver ácidos micólicos) en aproximadamente 2/3 de los hidroxilos del C5 de 

las arabinosas terminales (Daffé y cols., 1990; McNeil y cols., 1991). 

La biosíntesis del AG comienza con la transferencia de NAG-1-P al decaprenil-
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fosfato (C50-P); seguidamente se produce la unión de la ramnosa (Rha) para formar la 

unidad de unión, produciéndose posteriormente la adición de Galf y Araf hasta llegar a 

C50-P-P-NAG-Rha-[Galf]∼30-[Araf]∼70 (Figura 2) (Kaur y cols., 2009). Una 

galactosiltransferasa (GlfT1) interviene en los primeros pasos de la síntesis del 

galactano, si bien es la GlfT2 la que cataliza la mayor parte de la síntesis de este 

polisacárido. GlfT2 presenta las dos actividades necesarias para alternar las uniones 

β(1→5) y β(1→6) durante la polimerización del galactano (Mikusova y cols., 2000; 

Kremer, 2001). La adición de los primeros residuos de Araf se lleva a cabo por la 

arabinosiltransferasa Afta (Alderwicky y cols., 2006; Kaur y cols., 2009), siguiendo el 

ciclo con EmbA y EmbB, responsables de la formación del motivo Araf6. En este 

proceso intervienen otras arabinosiltransferasas, que completan la estructura del 

arabinano (Kaur y cols., 2009). Finalmente, el AG se une al PG por la acción de una 

arabinogalactanoligasa y la unión de los ácidos micólicos es catalizada por varias 

micoloiltransferasas (Ag85) (Alderwick y cols., 2007; Takayama y cols., 2005) (Figura 

2). La mayor parte de los genes implicados en la biosíntesis del AG han demostrado ser 

esenciales en M. tuberculosis y otras micobacterias (Kaur y cols., 2009). 

Fosfatidilinositol manósidos y lipoarabinomanano  

La envoltura celular de Mycobacterium es rica en manosa (Man), especialmente 

por la presencia de fosfatidilinositol manósidos (PIMs) y lipoarabinomanano (LAM), 

junto a una forma de LAM sin arabinano denominada lipomanano (LM) (Figura 3). 

Estos compuestos se relacionan estructural y biosintéticamente entre sí, al anclarse a la 

membrana plasmática por un residuo de fosfatidil-myo-inositol, sustituido en C6 por 

una manosa (Kaur y cols., 2009). Los PIMs actúan como molécula de anclaje de LAM y 

LM a la membrana, y también participan en la inmunopatogénesis de la tuberculosis 

(Hunter y Brennan, 1990). 



Introducción 

9 
 

 
Figura 3 .  Biosíntesis del lipomanano y el lipoarabinomanano en Mycobacterium tuberculosis con algunas 

de las proteínas insertadas en la membrana plasmática que intervienen en la formación de ambos 

compuestos (Mishra y cols., 2011). 

Los PIMs pueden llegar a presentar hasta un máximo de 6 manosas, estos se 

nombran con un subíndice (v.g. PIM4 para la molécula con 4 manosas), siendo los 

mayoritarios PIM2 y PIM6 (Figura 4) en Mycobacterium (Gilleron y cols., 1999). El 

dominio de anclaje a la membrana está formado por una unidad de sn-glicerol-3-fosfo-

(1-D-myo-inositol), con una α-D-Manosap unida en el O-2 del myo-inositol (Figura 4); 

contiene de tres a cuatro sitios de acilación (Khoo y cols., 1995; Nigou y cols., 1999), 

ocupados, comúnmente, por palmítico y tuberculosteárico (Nigou y cols., 2003).  

El precursor biosintético principal de los PIMs es el fosfatidilinositol dimanosido 

(PIM2) que tiene una segunda manosa en la posición O-6 (α1→6) del myo-inositol 

(Ballou y cols., 1963; Ballou y Lee, 1964; Lee y Ballou, 1964, 1965). La adición de 

manosas para la formación de PIM3 y PIM4 es idéntica a la de PIM2 (α1→6), pero en 

PIM5 y PIM6 el enlace que se crea es (α1→2) (Lee y Ballou, 1964; Chatterjee y cols., 

1992a; Severn y cols., 1998).  

Citoplasma 

 Envoltura celular 
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Figura 4.  Estructura del PIM6. 

El LAM es, junto con el AG y el PG, uno de los principales polisacáridos que 

forman parte de la envoltura celular del género Mycobacterium, considerándose como 

uno de los factores de virulencia (Hunter y Brennan, 1990). El esqueleto polisacarídico 

del LAM está compuesto por dos homopolisacáridos: manano y arabinano (Figura 3). 

La ausencia de arabinano implica la existencia del lipomanano (LM) (Figura 3). Enlaces 

de α-D-manosa-(1-6)- (homomanano) forman lo que se podría denominar la “columna 

vertebral” de este polisacárido (Misaki y cols., 1977; Chatterjee y cols., 1991, 1992a, b), 

que se compone de 30 a 35 residuos de manopiranosas (Manp) (Figura 3) (Mishra y 

cols., 2011). Ocasionalmente, puede aparecer un residuo (α1→6) Manp sustituido en O–

2. La cantidad de este tipo de sustituciones es diferente según la especie; así, en los 

estudios realizados con M. tuberculosis y M. bovis BCG, se les otorgan un 70% de 

sustitución (Nigou y cols., 2000). El dominio arabinano está constituido por una cadena 

lineal de (α1→5)Araƒ -hasta un máximo de 70- con ramificaciones 3,5-α-D-Araƒ, que 

pueden formar cadenas lineales de tetra-Araƒ -[Araƒ-(β1→2)-Araƒ-(α1→5)-Araƒ-

(α1→5)-Araƒ-(α1→]- y cadenas ramificadas de hexa-Araƒ -[[Araƒ-(β 1→2)-Araƒ-(α1-

]2→3 y →5)-Araƒ-(α1→5)-Araƒ-(α1→]- (Chatterjee y cols., 1991; Chatterjee y cols., 

1993). En los extremos de la Araƒ del LAM pueden aparecer residuos de mono-, di- o 

tri- (α1→2)-D-Manp (Man-LAM) (Chatterjee y cols., 1992 b y 1993; Venisse y cols., 

1993), como es el caso de M. tuberculosis y otras micobacterias de crecimiento lento 
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(Chrtterjee y cols., 1992a; Khoo y cols., 1995 y 2001; Mishra y cols., 2011; Venisse y 

cols., 1993). En especies de crecimiento rápido (M. chelonae) no existe Manp distal 

(Ara-LAM), aunque en algunos casos (M. smegmatis) sí se ha detectado una unidad de 

fosfoinositol (PI-LAM) (Mishra y cols., 2011). Nigou y cols. (1997)  identificaron otras 

variaciones en la estructura del LAM, que se relacionan con la presencia de residuos de 

ácido succínico en la parte polisacarídica y a la diferenciación -de acuerdo con la forma 

de extracción- entre formas parietales y celulares. Las primeras contienen como ácido 

graso mayoritario un compuesto identificado como ácido-12-O-metilpropanoil-

esteárico, aparentemente vinculado con la capacidad de regular la supervivencia en el 

macrófago.  

En la biosíntesis del homomanano del LAM, dos manosiltransferasas, 

denominadas MptA y MptB, se encargan de la formación de la cadena de manosa 

(α1→6) en el extremo distal y proximal, respectivamente. Las sustituciones (α1→2)-D-

Manp se cree que están formadas por la acción de la MptC (Figura 3) (Mishra y cols., 

2011). El dominio arabinano empieza a formarse una vez que el lipomanano se ha 

sintetizado; en este momento la cadena de residuos de manosa se prepara con la adición 

de algunas moléculas de Araƒ (Ara-LM), de forma similar a como ocurre en el AG 

(Alderwick y cols., 2006). El Ara-LM es extendido -entre 12-16 residuos de (α1→5)-

Araƒ- por EmbC (Figura 3) (Birch y cols., 2010; Alderwick y cols., 2011). La 

ramificación  (α1→3)Araƒ está catalizada por la AftC, enzima que también es capaz de 

introducir el mismo enlace en el AG (Birch y cols., 2008, 2010). La elongación de la 

cadena ramificada se produce por una (α1→5) arabinofuranosiltransferasa no 

identificada. El último enzima implicado en la biosíntesis del dominio arabinano es la 

AftB (Figura 3), que forma las estructuras tetra- y hexa-arabinofuranósido. El dominio 

terminal del LAM que se forma en algunas especies del género Mycobacterium, está 

determinado por una (α1→5) manopiranosiltransferasa (CapA) y la elongación de la 

cadena con enlaces (α1→2)Manp se debe a MptC (Kaur y cols., 2008). La síntesis del 

PG y del LAM parece estar coordinada, tal y como se recoge en la figura 2. 

 

 



12 
 

Ácidos micólicos 

Los ácidos micólicos (AM) son ácidos grasos de cadena larga, α-ramificados, β-

hidroxilados (Figura 5), específicos de gran parte de los miembros del suborden 

Corynebacterineae. Los AM fueron descubiertos por primera vez en Mycobacterium 

por Stodola y cols. (1938), aunque no logró determinarse su estructura hasta 12 años 

después (Asselineau y Lederer, 1950). Tienen un tamaño comprendido entre los 22 y 90 

átomos de carbono, dependiendo del género (Tabla 1). En R1, y ocasionalmente en R2 

(Figura 5), suelen presentar instauraciones; en el caso específico de Mycobacterium, 

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

 
Figura 5. Estructura general de los ácidos micólicos. 

Los AM de micobacterias (Figura 6) varían entre 60-90 C y se han separado en 

dos grupos principales:  

1. Sin funciones oxigenadas adicionales al grupo –OH (α- y α’-micolatos). 

2. Con funciones oxigenadas adicionales en R1 (ceto-, metoxi-, epoxi- y 

carboxi-micolatos).  

Los α-micolatos (o ácidos α-micólicos) tienen, dependiendo de las especies, entre 

60-90 C y presentan instauraciones (1 ó 2; cis y/o trans) en forma de dobles enlaces o 

ciclopropanos. La longitud de cadena de los α’-micolatos varía entre 60-68 C y estos 

compuestos se caracterizan por la presencia de un sólo doble enlace tipo cis. Los AM 

oxigenados se nombran de acuerdo con el grupo funcional; de este modo, encontramos 

metoxi-, ceto-, epoxi- y carboxi-micolatos (Daffé y cols., 1981; Etémadi, 1966; 

Minnikin y cols, 1982a; Minnikin y Goodfellow, 1980; Minnikin y Polgard, 1967). Los 

carboxi-micolatos aparecen en la célula esterificados a alcoholes secundarios (por 

ejemplo, 2-icosanol) como wax-éster-micolatos (Lanéelle y Lanéelle, 1970). Los AM 

oxigenados presentan una instauración, cis o trans, en forma de doble enlace o anillo 
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ciclopropano y derivan de un precursor común, identificado como ácido hidroxi-

micólico (Quémard y cols., 1997). Por otra parte, Ausina y cols. (1992) han descrito en 

M. alvei un compuesto con un grupo –OCH3 en la posición distal de R1, habiéndose 

identificado como (ω-1)-metoxi-micolato (Figura 6). A pesar de no poder describir su 

síntesis completa, su relación con los α-micolatos de la misma especie es clara, ya que 

sus tamaños son similares y presentan las mismas insaturaciones con la misma ratio 

conformacional trans/cis.  

Tabla 1.  Características generales de los ácidos micólicos de distintos géneros incluidos en 

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

Género 
Tamaño ácido 

micólico 

Tamaño cadena 

R2-COOH 

Funciones 

químicas de la 

cadena lateral R 2 

Funciones 

químicas en R 1 

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 

Mycobacterium 60-90 20-26 0 

Insaturación: 

doble enlace; 

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 

Segniliparus 60-100 22-24 0 
1-3 insaturaciones 

o cilopropanos 
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Figura 6. Estructura de distintos ácidos micólicos de Mycobacterium. a) α-micolato (M. alvei), b) α-

micolato con anillos cis-ciclopropanos (M. tuberculosis), c) α'-micolato (M. simiae (‘habana’) TMC 5135), d) 

(ω-1)-metoxi-micolato (M. alvei), e) metoxi-micolato (M. tuberculosis), f) ceto-micolato (M. tuberculosis) y 

g) epoxi-micolato (M. fortuitum). El número de carbonos entre las insaturaciones varía dependiendo de la 

especie. 

Los AM suponen hasta el 40% del peso seco de la pared celular de las 

micobacterias y se hallan, mayoritariamente, anclados a las arabinosas distales del AG, 

aunque también aparecen unidos a la trehalosa [formando mono- y di-micolatos de 

trehalosa (CF)] (Asselineau y Asselineau, 1978) y al glicerol (monomicolatos de 

glicerol). Recientemente, estos compuestos se han detectado esterificando residuos de 

serina en porinas de bajo peso molecular de corinebacterias (Huc y cols., 2010). Los 

AM ligados al AG forman una capa hidrofóbica que actúa de base para la formación de 

la membrana externa de Corynebacterineae (Hoffman y cols., 2008; Zuber y cols., 

2008) e intervienen en el mantenimiento de la fluidez de la envoltura celular de estos 

microorganismos (Minnikin, 1982). La disposición real de los AM de micobacterias en 

la pared es desconocida, aunque, de acuerdo con estudios biofísicos (Villeneuve y cols., 

2010) y estructurales (Brennan, 2003; Hoffman y cols., 2008; Zuber y cols., 2008) se 

maneja la hipótesis de que estén plegados en W (Bhamidi y cols., 2011) (Figura 7).  

a) 

b) 

c) 

d) 

e) 

f) 

g) 
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Figura 7. Representación en W de los Ácidos micólicos mayoritarios de M. tuberculosis: a) α-micolato, b) 

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

La importancia de la estructura fina de los AMs en la virulencia de M. 

tuberculosis ha sido demostrada por varios grupos de investigación. M. tuberculosis 

contiene α-, metoxi- y ceto-micolatos (Figura 7), en donde las instauraciones aparecen, 

sobre todo, como cis-ciclopropanos (Minnikin, 1982; Watanabe y cols., 2001), 

habiéndose relacionado la presencia de estos grupos funcionales con la supervivencia en 

macrófagos (Glickman y cols., 2000; Rao y cols., 2005), la actividad 

inmunomoduladora del CF y algunos aspectos de la inmunología de la tuberculosis 

(Dao y cols., 2008; Vander y cols., 2011). Por otra parte, la formación de estos 

compuestos se ve inhibida por la acción de la isoniazida (Banerjee y Bhattacharyya, 

2012; Bernadou y cols., 2001), lo que pone de manifiesto el gran potencial que 

supondría el conocer detalladamente la biosíntesis de estos compuestos.  

a) b) c) 
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Figura 8 . Esquema general de la síntesis y procesamiento de ácidos micólicos. FAS, ácido graso sintasa. 

Pks, poliketido sintasa. TMM, Monomicolato de trehalosa. TDM, Dimicolato de trehalosa. 

La biosíntesis de los AM y su transferencia a la envoltura celular es un proceso 

complejo (Figura 8) en el que intervienen dos ácido graso-sintasas (FAS-I y FAS-II), 

una polikétido-sintasa (Pks-13) y varias metil- y micolil- transferasas. FAS-I es un 

complejo multienzimático de procariotas y eucariotas implicado en síntesis de ácidos 

grasos de C12-C26 que, a la postre, formarán parte de los fosfolípidos de membrana o 

serán alargados por FAS-II -un sistema desagregado que aparece en plantas y bacterias- 

hasta un ácido C50-C60 (meromicolato o meroácido). En el meromicolato se introducen 

distintos grupos estructurales (instauraciones –dobles enlaces y/o ciclopropanos- y 

grupos oxigenados). Posteriormente, Pks-13 forma la molécula completa del ácido 

micólico mediante una condensación tipo Claisen entre un C50-C60 (FAS-II) y un C20-

C26 (FAS-I) (Takayama y cols., 2005). Los distintos AM (oxigenados y no oxigenados), 

se transfieren al AG y otros compuestos de la envoltura celular, mediante un proceso en 

donde intervienen, entre otras moléculas, diversas micoliltransferasas (Takayama y 

cols., 2005).  

La formación del AM por parte de FAS-I y FAS-II se produce por varios ciclos de 

reacciones, integradas por condensaciones, ceto reducciones, deshidrataciones y enoil 
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reducciones, en donde actúan, respectiva y secuencialmente, los enzimas β-cetoacil-

ACP sintetasa, β-cetoacil-ACP reductasa, β-hidroxiacil-ACP deshidrasa y enoil-ACP 

reductasa (De Souza, 2008) (Figura 9).  

El ciclo para la FAS-II (Figura 9) comienza a partir de una molécula de acil-CoA 

(proveniente de FAS-I) y otra de malonil-CoA, y, en concreto, tras la formación de acil-

ACP (acil-AcpM) (catalizada por FabH) y de malonil-ACP (malonil-AcpM) (catalizada 

por FabD). En la condensación de ambos sustratos interviene la propia FabH, sirviendo 

así de unión entre las actividades de FAS-I y de FAS-II. El resto de reacciones de 

formación de β-cetoacil-ACP derivados es función de KasA/KasB (Figura 9) (Bhatt y 

cols., 2007; Takayama y cols., 2005). Parece ser que KasA participa en los primeros 

pasos de la elongación de la cadena, mientras que KasB es requerida para la síntesis de 

meromicolatos de mayor número de carbonos, incluyendo los que dan origen a los AM 

oxigenados (Bhatt y cols., 2007). 

 
Figura 9.  Ruta de elongación de los ácidos grasos por FAS-II. La biosíntesis de los ácidos micólicos 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 formación del meromicolato se dan dos reducciones y 

una deshidratación (Figura 9). Las dehidrasas (HadAB y HadBC), que intervienen en la 
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conversión del hidroxiacil-ACP a trans-2-enoil-ACP, han sido los últimos enzimas 

caracterizados dentro de este ciclo (Sacco y cols., 2007), resultan esenciales en M. 

tuberculosis y, al igual que KasA y KasB, actuarían en la elongación inicial (HadAB) y 

final (HadBC) de los meromicolatos. HadAB sería la única dehidrasa de géneros como 

Nocardia y Rhodococcus (Sacco y cols., 2007); por otra parte, estas proteínas, y el resto 

de FAS-II, están ausentes en Corynebacerium, ya que este microorganismo sintetiza sus 

AM a través de una condensación directa entre dos ácidos grasos C8-C18 (Sacco y 

cols., 2007). El producto final de la acción de FAS-II en M. tuberculosis es un 

meromicolato con dos dobles enlaces y diferentes longitudes de cadena; aquellos que 

son más cortos dan lugar a α-meromicolatos y los de longitud mayor (aproximadamente 

+6C) a meromicolatos oxigenados (Takayama y cols., 2005). Las instauraciones 

provienen de las actividades de las dehidrasas y de algunas isomerasas, que reorganizan 

la cadena para colocar el doble enlace en su lugar (Takayama y cols., 2005). 

Posteriormente, estos precursores insaturados son procesados para la introducción de los 

dobles enlaces y/o ciclopropanos cis y/o trans que aparecen en los AM maduros (Figura 

10). En los α-meromicolatos, el cis-ciclopropano proximal (el más cercano al grupo –

COOH) es introducido por PcaA (Figura 10), mientras que el distal es función de 

MmaA2; en ambos casos, el donador del grupo –CH3 es la S-adenosil metionina 

(SAM). 

 
Figura 10.  Estructura fina de ácidos micólicos de M. tuberculosis y M. bovis BCG Russia. Se indica la 

posición de los anillos ciclopropano, las metil ramificaciones y los enzimas implicados en la formación de 

los distintos grupos funcionales (Barkan y cols., 2010). 

Metoxi 

Ceto 

α 
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Los meromicolatos oxigenados provienen de un precursor común, un hidroxi-

meromicolato, derivado de la acción de MmaA4 (Takayama y cols., 2005). Este enzima 

produce un intermedio cis-monoinsaturado que, por acción de MmaA3 y MmaA2, se 

transforma en un metoxi-meromicolato con un cis-ciclopropano. La reducción del grupo 

-OH y la acción de MmaA2 lleva a la formación de un ceto-meromicolato con un cis-

ciclopropano. La actividad de MmaA1 sobre el hidroxi-meromicolato introduce una 

instauración trans en la estructura; este enzima se asocia a la CmaA2, encargada de la 

ciclopropanación trans en los meromicolatos oxigenados (Takayama y cols., 2005). De 

acuerdo con investigaciones recientes (Barkan y cols., 2010), CmaA2 es redundante con 

Mma2 (Figura 10), por lo que puede intervenir también en la formación de cis-

ciclopropanos. Análisis llevados a cabo por el grupo de Cantaloube y cols. (2011) 

señalan que la acción conjunta entre dehidrasas y metiltransferasas es imprescindible 

para la elongación de los meromicolatos en la síntesis de AMs. 

Una vez que el meromicolato está totalmente formado, comienza el último paso 

para la síntesis del AM, en el que interviene Pks-13. Este enzima fue descubierto por 

primera vez por Portevin y cols. (2004) y realiza, en varios pasos, una condensación 

tipo Claisen entre un meromicolato y un ácido C20-C26 (Figura 11). Antes de la 

condensación, el meroacil-S-ACP formado por FAS-II se transforma a meroacil-AMP 

por acción de FadD32, una AMP ligasa (Trivedi y cols., 2004; Léger y cols., 2009). Por 

otra parte, los C20-26-S-CoAs formados en FAS-I se carboxilan por acción de AccD4 y 

AccD5, dando lugar a 2-carboxil-C20-26-S-CoAs (Takayama y cols., 2005). La 

condensación catalizada por Pks-13 se produce en 4 pasos, ilustrados en la figura 11 

(Portevin y cols., 2004; Takayama y cols., 2005; Trivedi y cols., 2004) y en donde se 

consideran un meroacil-AMP y del 2-carboxil-C26-S-CoA. Ambos compuestos se unen 

a Pks-13, concretamente a sus residuos panteteína (PPB), por enlaces tioésteres. A 

continuación, el α-meroacil se transfiere (acetiltransferasa, AT) a una cetoacil sintasa 

(KS), catalizado por el propio dominio AT (Takayama y cols., 2005; Trivedi y cols., 

2004), para ligarse después al 2-carboxil derivado, dando como resultado un 3-oxo-

αC78-micolato (Figura 11). La acción de una reductasa convierte el grupo 3-oxo en un 

alcohol secundario, quedando completamente formado el C78-α-micolato (Figura 11). 

El resto de AMs presentes en las distintas micobacterias se sintetizan de la misma 
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manera. 

 

Figura 11.  Mecanismo propuesto para la condensación tipo Claisen en la síntesis de α-micolatos por parte 

de la Pks-13 (M. tuberculosis) (FadD32 convierte el α-meroacil-S-ACP, derivado desde el sistema FAS-II, 

a α-meroacil-AMP. El hexacosanoil-S-CoA, producto de FAS-I, 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 reacción de condensación, y ambos se unen covalentemente a Pks-13 (reacción 1). El grupo 

meroacilo se transfiere desde PPB a la enzima de condensación (KS) (reacción 2). Las reacciones 3 y 4 

son las que producen la reducción del grupo 3-oxo a un alcohol secundario por acción de una reductasa 

no identificada, formando el α-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 función de algunos de estos 

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

Tal y como se indica en la figura 9, la regulación de la síntesis de AM en 

Mycobacterium y otros miembros de Corynebacterineae se realiza a través de la 

fosforilación/desfosforilación de los enzimas del sistema FAS-II y los relacionados con 

este complejo (Bhatt y cols., 2007; Khan y cols., 2010; Slama y cols., 2011; Veyron-

Churlet y cols., 2009); además, gran parte de los genes implicados en la formación de 

los AM son esenciales para el crecimiento de M. tuberculosis, de ahí que esta ruta de 
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biosíntesis se contemple como una excelente vía para el diseño de nuevas drogas 

antituberculosas. Otro punto de control de la síntesis de AM podría estar relacionado 

con el sistema de secreción ESX-1 y, más concretamente, con la ATPasa EccA1, quizás 

por medio de su interacción con KasA, KasB y Pks-13, de acuerdo con los resultados 

obtenidos en M. marinun (Joshi y cols., 2012). 

La transferencia de los AM sintetizados desde Pks-13 hacia los receptores de la 

envoltura celular (AG y CF, principalmente) se conoce sólo en parte y los modelos 

teóricos empleados derivan de la hipótesis expresada en la revisión de Takayama y cols. 

(2005). Se cree que los AM son transferidos a un manosil-P-poliprenol y de ahí a la 

trehalosa-6-fosfato para dar trehalosa-monomicolato (TMM), que sería transportado del 

citoplasma al espacio periplásmico a expensas de la hidrólisis de ATP. TMM interviene 

en la síntesis del CF (compuesto formado a partir de 2 moléculas de TMM) y es el 

donador de AM al AG. Una hipótesis adicional indica que TMM se formaría en el 

espacio periplásmico, mientras que los AM recién sintetizados se transferirían a esta 

zona de la célula para esterificarse a la trehalosa (Tropis y cols. 2005). No obstante, los 

resultados de estudios con inhibidores (Grzegorzewicz y cols., 2012; Tahlan y cols., 

2012) y mutantes (Varela y cols., 2012) de MmpL3 -una proteína transmembrana de la 

familia MmpL (Domenech y cols., 2005)- indicarían que TMM es sintetizado en el 

citoplasma. Por otro lado, se ha constatado que la trehalosa libre tras la transferencia de 

los AM es reciclada en Mycobacterium, transportándose al interior celular mediante un 

sistema ABC (LpqY-SugA-SugBSugC) (Kalscheuer y cols., 2010) (Figura 12). 

Los enzimas más relevantes implicados en la transferencia de los AM al AG y en 

la síntesis del CF son las micoliltransferasas. En M. tuberculosis estos enzimas 

corresponden al denominado antígeno 85 (Ag85), un complejo formado por tres 

proteínas (Ag85A, Ag85B y Ag85C), que son liberadas tempranamente al medio de 

cultivo y que presentan la capacidad de unirse a la fibronectina (Belisle y cols., 1997). 

Si bien hay redundancia entre los distintos componentes del complejo, Ag85C parece 

ser el más activo como micoliltransferasa (Jackson y cols., 1999). Estos enzimas, con 

marcado carácter antigénico, se usan en la actualidad en el diseño de nuevas vacunas 

frente a la tuberculosis (Kaufmann, 2011).  
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Figura 12. Transferencia a la envoltura celular de los ácidos micólicos. 1) Unión de una cadena de ácido 

micótico con una trehalosa-6-P para producir el monomicolato de trehalosa. 2) Transporte del 

monomicolato de trehalosa a través de la membrana plasmática por MmpL3. 3) Transferencia de los 

ácidos micólicos al arabinogalactano por el Ag85. 4) Fusión de dos moléculas de monomicolato de 

trehalosa para formar el ‘cord factor’. 5) Reciclaje de la trehalosa por acción del sistema ABC LpqY-SugA-

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

Glicolípidos 

La diversidad de glicolípidos en Mycobacterium es relativamente amplia y 

compleja, aunque se pueden dividir en cuatro grandes grupos: glicolípidos basados en 

trehalosa, lipooligosacáridos, glicolípidos fenólicos y glicopeptidolípidos (Sempere y 

cols., 1993). Todos ellos son anfipáticos y extraíbles en mezclas de 

cloroformo/metanol/agua, por lo que se les considera componentes de la envoltura 

celular. Entre aquellos que presentan actividades biológicas más interesantes se citan los 
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basados en trehalosa (principalmente, sulfolípidos y CF), los glicolípidos fenólicos y los 

dimicocerosatos de ftiocerol (DIMs).  

Glicolípidos basados en trehalosa:  

Estos glicolípidos están constituidos por trehalosa (Figura 13) como único azúcar 

y se hallan esterificados por ácidos grasos lineales y ramificados (acil trehalosas, 

sulfolípidos y fleatos de trehalosa) o por AM (TTM y CF). El TMM y el CF aparecen en 

todas las micobacterias y gran parte de los miembros de Corynebacterineae, los 

sulfolípidos están restringidos a M. tuberculosis, mientras que las acil trehalosas se han 

descrito únicamente en M. tuberculosis (Besra y cols., 1992; Daffé y cols., 1988; 

Lemassu y cols., 1991) y M. fortuitum (Ariza y cols., 1994; Sempere y cols., 1993). La 

amplia distribución de la trehalosa en micobacterias y bacterias afines demuestra la 

especial relevancia de este azúcar que en estos microorganismos tiene tres rutas 

biosintéticas (de Smet y cols., 2000):  

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

intervención de OstA y OstB (trehalosa 6-fosfato sintasas). 

2. Glucanosn α (1,4) → Glucanosn-2 α (1,4)-Trehalosa → Glucanosn-2 α 

(1,4) + Trehalosa, por acción de TreY y TreZ (dos trehalosa sintasas). 

3. Maltosa → Trehalosa, en donde actúa TreS (trehalosa sintasa). 

La trehalosa (Figura 13) es un disacárido no reductor presente en bacterias, 

hongos, algas e insectos, cumpliendo una importante función como compuesto de 

reserva energética. Sin embargo, en micobacterias y géneros afines no parece tener este 

papel (Hunter y cols., 2006a). El primer aislamiento que se realizó de una trehalosa 

asociada a lípidos fue en 1933 (Asselineau y Asselineau, 1978), cuando un grupo de 

investigadores consiguió identificar este disacárido a partir de extractos lipídicos del 

bacilo tuberculoso que habían sido sometidos a saponificación. No fue hasta veinte años 

más tarde cuando se consiguió purificar el CF a partir de extractos de la envoltura 

celular de M. tuberculosis (Bloch, 1950).  



24 
 

 

Figura 13. Estructura de la trehalosa. 

Aciltrehalosas 

Las aciltrehalosas (Figura 14) fueron descritas por vez primera en M. fortuitum, 

identificándose como 6,6’di-O-palmitoil trehalosa (Vilkas y Rojas, 1964). En esta 

especie existen, además, variantes di- y tri-aciladas, que incluyen residuos insaturados 

en posición 2 (Ariza y cols., 1994; Sempere y cols., 1993) y que recuerdan a las 

presentes en M. tuberculosis (Besra y cols., 1992; Gautier y cols., 1992; Lemassu y 

cols., 1991), aunque en este caso los sustituyentes tienen una longitud de cadena de 

hasta 27 C (Besra y cols., 1992). Adicionalmente, en M. tuberculosis, se han descrito 

poliaciltrehalosas (Daffé y cols., 1988), contemplándose como factores de virulencia 

(Sut y cols., 1990).  

 

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

Sulfolípidos 

Los sulfolípidos (SLs) tienen la estructura general de una aciltrehalosa, aunque 

contienen un grupo -SO3
- en la posición 2’ (Figura 15). Su descubrimiento en M. 

tuberculosis se atribuye a Middlebrook y cols. (1959), aunque fueron Goren y Brennan 
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(1980) los que determinaron su estructura. Dependiendo del número de grupos acilo que 

presenten (3-4), las posiciones de sustitución y las cantidades de -OH derivados 

(hidroxi-ftioceranoil), los SLs se han separado en 5 tipos, siendo el más abundante el 

SL-1 (Figura 15) (Goren y cols., 1976).  

 

Figura 15.  Estructura del sulfolípido-1. 

En la biosíntesis de SL-1 interviene, en un primer paso, una sulfotransferasa (Stf0) 

encargada de añadir el grupo -SO3
- a una trehalosa (Mougous y cols., 2004), formando 

la trehalosa-2-sulfato (T2S). T2S actúa como precursora para que una aciltransferasa 

(PapA2) introduzca una cadena de palmitato o estearato en la posición 2. Una segunda 

aciltransferasa (PapA1) actúa sobre la acil-T2S añadiendo la primera cadena de ácido 

hidroxi-ftioceránico o el ácido ftioceránico (ácidos metil ramificados derivados de la 

actividad de pks2) (Sirakova y cols., 2001). La diacil-T2S es transportada por una 

proteína de membrana (MmpL8) hacia el espacio periplásmico, en donde se adicionan 

un ftioceranato y un hidroxi-ftioceranato para completar la síntesis de SL-1 (Layre y 

cols., 2011).  

Los SLs potencian los efectos del CF como inhibidor de la respiración 

mitocondrial, actuando también como sustancia antitumoral (Lederer, 1976), y tienen 

actividad antigénica (Papa y cols., 1989), siendo reconocidos por una subpoblación de 

linfocitos T al presentarse ligados a moléculas CDb1 (Gilleron y cols., 2004). Los SLs 

se han implicado en los procesos de maduración del fagosoma (Brodin y cols., 2010) y 
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en la patogénesis de la tuberculosis, al actuar como inhibidores de la formación del 

granuloma causado por moléculas como el CF (Okamoto y cols., 2006). Así mismo, 

parecen tener un papel en la inducción del ion superóxido por parte de neutrófilos y 

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

‘Cord factor’  

Identificado como 6-6'-dimicoloil-α-α'-D-trehalosa (Noll y cols., 1956) (Figura 

16), fue la primera sustancia tóxica identificada en M. tuberculosis en la década de los 

50 (Bloch, 1950). CF significa, literalmente, ‘factor cuerda’, debido a que su presencia 

en M. tuberculosis se relacionó con la forma de crecimiento en cordón que adopta este 

microorganismo, sobre todo en cultivos líquidos. Esta característica, considerada 

específica del bacilo tuberculoso durante muchos años, se da también en micobacterias 

atípicas (Julián y cols., 2010) (Figura 16). La presencia del CF en la envoltura celular de 

M. tuberculosis determina la morfología rugosa e irregular de las colonias y su ausencia 

produce colonias de menor tamaño, no rugosas, con poca o nula tendencia de 

propagación (Hunter y cols., 2005).  

El CF es uno de los lípidos más abundantes en M. tuberculosis y puede extraerse 

de manera no letal con éter de petróleo, lo que ha permitido demostrar su relación con 

distintos aspectos de la patogénesis de la tuberculosis (Hunter y cols., 2005, 2006a y 

2009). Es considerado, además, como uno de los principales antígenos de esta especie; 

participa en la formación de los granulomas, en el proceso de caseificación y protege a 

M. tuberculosis de la destrucción por parte de los macrófagos (Hunter y cols., 2006a, 

2006b y 2009), a la vez que presenta diversas funciones inmunomoduladores (Hunter y 

cols., 2006a, 2009).  

La actividad biológica del CF se ha atribuido a la conformación cristalina que 

adopta en interfases hidrofóbicas-hidrofílicas, que aparecen de manera fisiológica en el 

granuloma (Hunter y cols., 2009). Tal conformación esta compuesta por un plano de 

cabezas polares (trehalosa) y otro de cadenas de lípido apolares (AM), constituyendo la 

monocapa biológica más estable y rígida que se ha descrito hasta el momento. La 

elevada toxicidad que presenta el CF en esta forma hace que la DL50 para ratones 

inferior sea  de 50 µg (Hunter y cols., 2009).  
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Figura 16.  Estructura del CF de M. tuberculosis (ceto- y α-micolato en forma plegada en W). 

El CF es un componente importante de la envoltura celular de todas las 

micobacterias, tanto patógenas como no patógenas, por lo que su consideración como 

determinante de patogenicidad es relativa y, aparentemente, limitada a M. tuberculosis. 

Como se ha citado, el CF se sintetiza a partir de dos moléculas de TMM en una reacción 

catalizada por Ag85 (Ronning y cols., 2000), habiéndose comprobado que la inhibición 

de Ag85C impide la formación de este glicolípido, hecho que se acompaña con una 

acumulación de TMM (Warrier y cols., 2012).  

Fleatos de trehalosa  

Los fletaos de trehalosa están formados por grupos acilo poli-insaturados, de 33 a 

41 C, y fueron identificados inicialmente en M. phlei. (Asselineau y cols., 1969). 

Estudios posteriores demostraron su presencia en M. smegmatis (Asselineau y 

Asselineau, 1978). Los fleatos de trehalosa parecen derivar de una elongación del ácido 

palmítico, mediante adiciones del ácido 2-butenoico (Asselineau y Montrozier, 1976); 
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su síntesis se ha ligado a la  presencia un fago (Lapchine y Asseineau, 1981). 

Lipooligosacáridos 

La estructura de los lipooligosacáridos (LOS) se caracteriza por la presencia de un 

oligosacárido que contiene una α-D-trehalosa esterificada por varios ácidos grasos en la 

glucosa terminal. Se describieron por primera vez en M. smegmatis (Saadat y Ballou, 

1983); posteriormente, Hunter y cols. (1983) lo describieron en M. kansasii y en otras 

especies del género Mycobacterium. Fuera del ámbito estructural, la función de estos 

compuestos no es del todo conocida. En algunos casos se han descrito como antígenos y 

en otros no se ha podido demostrar esta actividad (Rombouts y cols., 2009). La 

existencia de los LOS se ha relacionado con la morfología de las colonias de algunas 

especies (Brenan, 1989), aunque este tipo de compuestos se han detectado tanto en 

cepas rugosas como lisas de M. tuberculosis (Lemassu y cols., 1992). Recientemente, su 

expresión  en la envoltura celular se ha ligado a la secreción de determinadas proteínas 

(Van der Woude, 2012). 

Glicolípidos fenólicos 

Los glicolípidos fenólicos (GLPs) (Figura 17) son también llamados 

dimicocerosatos de glicosil fenolftiocerol, al estar formados por una porción lipídica, 

compuesta por un dimicocerosil fenolftiocerol A -o un análogo del mismo-, y uno o 

varios azúcares, que se unen al fenolftiocerol. Representantes de esta clase de 

glicolípidos son los clásicos micósidos A, B y G encontrados en M. kansasii, M. bovis y 

M. marinum, respectivamente (Minnikin, 1982; Watanabe y cols.,  1997). Fueron los 

primeros glicolípidos específicos de especie, lábiles al tratamiento con álcalis, que se 

identificaron como inmunogénicos (Gilleron y cols., 1990). 
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Figura 17.  Estructura del triglicosil dimicocerosato de fenolftiocerol. 

El carácter antigénico de estos compuestos posibilitó que se usaran en el 

diagnóstico de la lepra (Brett y cols., 1983; Cho y cols., 1983; Gaylord y Brennan, 

1987; Young y Buchanan, 1983); además, en los siguientes años, se estudió su posible 

relación con la patogenia de esta enfermedad (Chan y cols., 1989; Neil y Klebanoff, 

1988; Mehra y cols., 1984), lo que permitió el descubrimiento de una amplia gama de 

glicolípidos fenólicos en M. leprae (Hunter y Brennan, 1983; Fujiwara y cols., 1984; 

Daffé y Laneelle, 1989). Por otra parte, estos compuestos provocan una disminución de 

la permeabilidad de membranas artificiales (Sut y cols., 1990).  

Los ftioceroles son β-dioles, hidroxi-, ceto- y metoxi- derivados, que se esterifican 

con ácidos polimetil ramificados, constituyendo los dimicocerosatos de ftiocerol y los 

diftioceranatos de ftiocerol. Estos compuestos son de gran importancia por su 

contribución a la hidrofobicidad de la membrana externa de M. tuberculosis y otras 

especies de crecimiento lento (Minnikin y cols., 1982). Los dimicocerosatos de ftiocerol 

(DIMs) son los lípidos libres (‘sensu stricto’) de mayor tamaño de la envoltura celular 

de M. tuberculosis (Figura 18) y fueron descubiertos por Andersen en 1940. Son muy 

apolares y presentan un gran número de metil-ramificaciones (Brennan, 2003; Minnikin 

y cols., 2005). Se aislaron a partir de diferentes muestras obtenidas de enfermos de 

tuberculosis (Goren y cols., 1980) y se les relacionó con la virulencia de M. 

tuberculosis, al demostrarse que la cepa H37Rv atenuaba su virulencia al perder la 

capacidad de sintetizar DIMs. Hoy se sabe que el tropismo tisular de M. tuberculosis 

está ligado a la presencia de estos compuestos en la envoltura celular (Cox y cols., 
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1999).  

 

Figura 18.  Estructura del dimicocerosato de ftiocerol. 

Glicopeptidolípidos 

Los glicopeptidolípidos (GPLs) (Figura 19) se identificaron en micobacteiras 

gracias los trabajos de Schaefer, Marks y Jenkins en las décadas de los 60 y los 70 

(citado en: Chatterjee y Khoo, 2001; Schorey y Sweet, 2008). Están formados por un 

tripéptido enlazado a un amino-alcohol, una estructura a la que se unen diversos 

azúcares y un ácido graso (3-hidroxil o 3-metoxi) de unos 30C. Este tipo de glicolípidos 

se encuentran principalmente en micobacterias no tuberculosas, patógenas y saprófitas, 

como son M. abscessus, M. avium, M. chelonae, M. intracellulare, M. peregrinum, M. 

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

 

Figura 19.  Estructura de los glicopeptidolípidos. R = -OH ó –OCH3. 
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Proteínas de la envoltura celular  

Las porinas se cuentan entre las proteínas mejor caracterizadas en la envoltura 

celular de micobacterias, destacando entre ellas la denominada MspA (Figura 20) de M. 

smegmatis (Faller y cols., 2004; Heinz y Niederwies., 2000; Niederweis y cols., 2010). 

Al igual que en bacterias Gramnegativas, las porinas son canales que permiten el acceso 

de sustancias hidrofílicas (Stahl y cols., 2001) al interior de la célula, incluidos 

determinados biocidas (Frenzel y cols., 2011). En M. tuberculosis también se ha 

detectado una proteína capaz de formar poros (OmpATb), aunque su función se 

relaciona con la adaptación de la bacteria al ambiente ácido del fagosoma (Molle y 

cols., 2006). Recientemente, se han identificado en C. glutamicum porinas de bajo peso 

molecular que están asociadas a AM: PorH y PorA (Huc y cols. 2010). Conjuntamente 

con sistemas de eflujo de proteínas (por ejemplo, LrfA), las porinas de micobacterias 

intervienen en la resistencia a diversos antibióticos (Rodrigues y cols., 2011).  

 

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

En la envoltura celular de Corynebacterineae también se encuentran otra serie de 

proteínas (Marchand y cols., 2012), entre las que sobresalen las mycoliltransferasas 

(Bou-Raad y cols., 2010), proteínas glicosiladas (Rpf2) (Hartmann y cols., 2004), 

lipoproteínas (Kovacs-Simon y cols., 2011) y la proteína Erp (Kocíncová y cols., 2004). 

Sin duda, quedan por definir muchos otros componentes proteicos de la envoltura 

celular de estos microorganismos (Marchand y cols., 2012). 
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Como se ha citado anteriormente, Mycobacterium incluye los agentes etiológicos 

de la tuberculosis (M. tuberculosis) y de la lepra (M. leprae), junto a otras especies 

saprófitas y patógenas oportunistas (Falkinham, 1996). Datos epidemiológicos sobre la 

tuberculosis señalan que su prevalencia es elevada en determinados países en vías de 

desarrollo (por ejemplo, > 300 casos/100.000 habitantes en países subsaharianos), en 

algunos de los cuales se agrava la situación por la coinfección con el VIH (Kaufmann, 

2011). En países industrializados las cifras son también preocupantes y, contrariamente 

a la idea generalizada de que existe un descenso de la enfermedad, las cifras parecen 

sugerir lo contrario, como es el caso de una gran ciudad industrializada como Londres 

(Kaufmann, 2011). La OMS marca el año 2050 como fecha para que la tasa de 

tuberculosis mundial se sitúe en 1/1.000.000, aunque estas cifras parecen, a día de hoy, 

difíciles de conseguir (Kaufmann, 2011). No obstante, sí se aspira a la disponibilidad de 

una vacuna más efectiva que la actual BCG, que se muestra eficaz sólo en la prevención 

de la enfermedad en la población infantil. El diseño de nuevas vacunas frente a la 

tuberculosis presenta diversas alternativas (Tabla 2), entre las que incluyen BCGs 

recombinantes, bacilos tuberculosos avirulentos (manipulados genéticamente) o 

combinaciones de proteínas antigénicas mayoritarias de M. tuberculosis (Kaufmann, 

2011). Una aproximación adicional es el uso de subunidades proteicas complementadas 

con adyuvantes lipídicos, tales como el CF de M. tuberculosis o análogos estructurales, 

que parecen dar mejor resultado que BCG sóla, al menos en la fase inicial de 

experimentación (Kaufmann, 2011). 

La composición y estructuración de la pared celular de Mycobacterium (Figura 

21) es muy particular y se admite su participación en la patogénesis de tuberculosis y 

micobacteriosis (Daffé y Draper, 1998). El armazón principal de la misma está 

integrado por el PG, al que se une covalentemente el AG, un polisacárido complejo 

cuyas arabinosas distales están esterificadas por AM (Brennan y Nikaido, 1995; Daffé y 

Draper, 1998) (Figura 21). Los AM son responsables de la baja permeabilidad de la 

envoltura celular de Mycobacterium y aparecen también esterificando la trehalosa en el 

CF. 
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Tabla 2. Vacunas experimentales frente a la tuberculosis (Raviglione y cols., 

2012). 

 

 

En la pared se integran lípidos adicionales y diversas proteínas, y la estructuración 

molecular considera una membrana externa en la que se incluyen porinas, en un modelo 

que recuerda al de bacterias Gramnegativas (Niederweis y cols., 2010). La 

conformación real de los AMs en la pared de micobacterias es desconocida, aunque 

recientemente se postula que adoptan una forma en W (Villeneuve y cols., 2007, 2010; 

Bhamidi y cols., 2011), lo que justificaría la anchura estimada de la envoltura celular 

(Zuber y cols., 2008). Aparte de estas consideraciones estructurales, los AMs 

intervienen en la patogénesis de la tuberculosis a través de mecanismos no del todo 

conocidos. Se sabe, sin embargo, que son reconocidos, al igual que otros componentes 

lipídicos de la envoltura celular, por una subpoblación de linfocitos T CD1 (Beckman y 

cols., 1994; de la Salle y cols., 2005) y, de acuerdo con estudios recientes, participan 

significativamente en la inmunología de la enfermedad (Montamat-Sicotte y cols., 

2011). 

Tipo de vacuna  Ejemplo  Fase clínica  

BCG recombinantes 

VMP 1002 

Aeras-485 (terapéutica) 

2a 

2b 

Proteicas 

(asociadas a adyuvantes) 
Ag85A ESAT6 CAFO1 1 

Extractos pared 

M. tuberculosis 
RUTI (terapéutica) 2a 

Vectores víricos AdAg85A 1 

M. tuberculosis avirulentos ∆PhoP∆fadD26, otras Preclínica 

Micobacterias atípicas 
M. vaccae, 

‘Mycobacterium indicus pranii’ 

Finalizada fase 3 

3 
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Figura 21.  Modelo de estructuración molecular de la envoltura celular de micobacterias. PIM: Fosfatidil 

inositol manósidos. LAM: Lipoarabinomanano. PG: Peptidoglicano. AG: Arabinogalactano. AM. Ácidos 

Micólicos. CF: ‘Cord factor’. 

 Además, los AM son capaces de inducir in vivo la secreción de IL-12p40 y otras 

citoquinas, a la vez que producen inflamación (Korf y cols., 2005), habiéndose atribuido 

esta característica a la combinación de los grupo metoxi y cis-ciclopropano (Figura 6 d) 

(Vander y cols., 2011). Se ha demostrado, así mismo, que M. tuberculosis puede 
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controlar la activación del sistema inmune a través de modificaciones en los AM del CF 

(Dao y cols., 2008; Rao y cols., 2005 y 2006). Este glicolípido presenta diversas 

actividades inmunomoduladoras y participa en la formación de los granulomas, en la 

caseificación y en la desregulación del metabolismo lipídico que ocurre en estos 

procesos (Hunter y cols., 2009; Kim y cols., 2010). El interés por su estudio se ha 

renovado en las últimas décadas, al demostrarse, mediante estudios moleculares en M. 

tuberculosis, que su actividad biológica está ligada a la estructura fina de los AM (Dao y 

cols., 2008; Rao y cols., 2005 y 2006). El CF es reconocido, por al menos, dos 

receptores superficiales de células presentadoras de antígenos: Mincle (lectina de tipo 

C) (Ishikawa y cols., 2009; Schoenen y cols., 2010) y MARCO (receptor con estructura 

colágena) (Bowdish y cols., 2009), postulándose la participación de CD14-TLR2 en 

este último caso. El CF es segregado, junto a otros lípidos de la envoltura celular, por 

macrófagos infectados por M. bovis BCG (Rhoades y cols., 2003), siendo, entre éstos, el 

más activo desde un punto de vista biológico (Geisel y cols., 2005); por otra parte, 

induce la secreción de diversas citoquinas, tanto in vitro como in vivo (Hayashi y cols., 

2009; Indrigo y cols., 2003; Lima y cols., 2001; Welsh y cols., 2008), y se ha empleado 

como adyuvante de vacunas proteicas en tuberculosis experimental, así como su 

análogo estructural, dibehenato de trehalosa (Khader y cols., 2007; Lima y cols., 2003; 

Werninghaus y cols., 2009). La capacidad de estimulación de TNF-α e interleuquina 12-

p40 (IL-12p40), citoquinas de gran importancia en la inmunología de la tuberculosis 

(Cooper y Khader, 2008), y la virulencia o avirulencia de M. tuberculosis se han 

relacionado con el CF. De este modo, los mutantes de M. tuberculosis con alteraciones 

en la síntesis de ácidos α-micólicos con cis-ciclopropanos (Figura 6 b) presentan una 

virulencia atenuada e inducen bajos niveles de TNF-α (Rao y cols., 2005); por otra 

parte, mutantes incapaces de sintetizar AM oxigenados (ceto, metoxi) (Figura 6 c y d) 

presentan un fenotipo avirulento y estimulan altos niveles de IL-12p40 y TNF-α (Dao y 

cols., 2008). Por el contrario, mutantes afectados en la formación de ceto- y metoxi-

micolatos con trans-ciclopropanos (Figura 6 a, d) son hipervirulentos e inducen 

elevadas cantidades TNF-α (Rao y cols., 2006). Por último, los estudios realizados con 

mutantes incapaces de sintetizar AM con ciclopropanos son avirulentos e 

hiperinflamatorios (inducen niveles elevados de TNF-α) (Barkan y cols., 2012).  
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Se sabe que TNF-α es esencial en la inmunología de la tuberculosis y que la IL-

12p40 favorece la respuesta Th1; sin embargo, los mecanismos que operan en la 

respuesta inmune frente a M. tuberculosis son complejos y las relaciones celulares que 

en ella operan están sujetas a balances temporales y espaciales de numerosas citoquinas 

y otras moléculas (Cooper, 2009; Dorhoi y cols., 2011), entre las que pueden 

considerarse, además de las citadas, IL-1β, IL-6 e IL-23.  

En esta tesis doctoral se pretende investigar la diferencia existente entre M. 

tuberculosis y micobacterias atípicas en el diseño molecular y actividad biológica del 

CF. La hipótesis que se maneja es que el diseño molecular del CF de micobacterias 

atípicas (no tuberculosas) es distinto al del CF de M. tuberculosis y que este hecho debe 

reflejarse en su actividad biológica, en concreto, en la capacidad de inducción de 

citoquinas de relevancia en tuberculosis y que los resultados pueden ser útiles en la 

consideración del poder adyuvante del CF de micobacterias no tuberculosas.  

Los objetivos del trabajo son: 

1. Realizar un análisis estructural detallado del ‘cord factor’ de diversas 

micobacterias no tuberculosas, y comparar sus estructuras entre sí y con las del 

‘cord factor’ de Mycobacterium tuberculosis H37Rv. 

2. Determinar y comparar los niveles de inducción de diversas citoquinas de 

relevancia en tuberculosis por parte del ‘cord factor’ de distintas micobacterias 

atípicas y Mycobacterium tuberculosis H37Rv, y relacionar los mismos con los 

detalles estructurales de esta molécula, como base para considerar en el futuro 

el uso como adyuvantes del ‘cord factor’ de micobacterias no tuberculosas. 
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Cepas estudiadas y condiciones de cultivo 

Se estudiaron las siguientes cepas: M. alvei CR-21T (=ATCC 51034), M. brumae 

CR-270T (=ATCC 51384), M. fortuitum AC1 (aislado clínico), M. simiae ATCC 

25275T, M. simiae (habana) TMC 5135, M. simiae (habana) IPK-337 y M. simiae 

(habana) IPK-342. El epíteto ‘habana’ no es taxonómicamente válido, pero se mantiene 

en esta tesis para indicar el origen geográfico (cubano) de estas cepas. M. simiae 

(habana) TMC 5135 se incluyó en la presente investigación por su carácter 

inmunogénico en tuberculosis y lepra experimentales (Mederos y cols., 2006); las 

restantes cepas de M. simiae se incluyeron con criterios comparativos, al igual que M. 

alvei CR-21T, M. brumae CR-270T y M. fortuitum AC1.  M. alvei (Ausina y cols., 1992) 

y M. brumae (Luquin y cols., 1993) son micobacterias no patógenas cuyo contenido en 

AM es específico: α- y (ω-1)-metoxi-micolatos en M. alvei (Ausina y cols., 1992; 

Luquin y cols., 1990) y α-micolatos en M. brumae (Luquin y cols., 1993). La estructura 

de los α-micolatos de ambas especies es muy similar, y está relacionada con la de los 

(ω-1)-metoxi-micolatos. La inclusión de M. fortuitum (α- y epoxi-micolatos) y del CF 

comercial (Sigma) de M. tuberculosis H37Rv (ver más adelante) cubre casi la totalidad 

de las variaciones posibles en los ácidos micólicos del CF.  

M. alvei CR-21T, M. brumae CR-270T (ambas cedidas por la Dra. Marina Luquin, 

Departamento de Genética y Microbiología, Universidad Autónoma de Barcelona) y M. 

fortuitum AC1 fueron cultivadas en infusión de cerebro y corazón, a 35 ºC, durante una 

semana (M. brumae CR-270T, M. fortuitum AC1) o tres semanas (M. alvei CR-21T). Las 

células se recogieron por filtración y se extrajeron directamente siguiendo el 

procedimiento abajo indicado. Las cuatro cepas de M. simiae fueron cedidas por el 

Instituto de Medicina Tropical Pedro Kourí (IPK), La Habana, Cuba, y se cultivaron en 

el IPK en medio UIT-L (Mederos y cols., 1992) a 35 ºC durante 3 semanas: tras recoger 

por filtración, los cultivos se lavaron en solución salina, se esterilizaron a 120 ºC 

durante 20 minutos y se secaron en atmósfera de P2O5 (Mederos y cols., 2007).  

Extracción, purificación y análisis estructural del ‘cord factor’  

Para la extracción y purificación del CF se emplearon disolventes de grado 

analítico o HPLC y la mayor parte de los procesos se realizaron en una cabina de 
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extracción de gases. Se utilizaron matraces y tubos de vidrio con tapón de rosca y sello 

de teflón, previamente lavados con agua ultrapura (milli-Q50, Millipore) y enjuagados –

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

Dos a tres gramos de células se extrajeron, sucesivamente, en cloroformo/metanol 

1:2, 1:1 y 2:1 (v/v) durante toda la noche a temperatura ambiente y con agitación (120 

rpm/min). Los extractos fueron combinados, evaporados a sequedad y fraccionados en 

cloroformo/metanol/agua (4:2:1, v/v). La fase clorofórmica fue recuperada, evaporada y 

disuelta en cloroformo, siendo analizada, para la demostración inicial del CF, mediante 

cromatografía de capa fina (CCF) analítica en placas de gel de sílice, empleando 

cloroformo/metanol (9:1, v/v) como solvente y ácido fosfomolíbdico (5% en etanol, 

p/v)/140 ºC como revelador. Posteriormente, la fase clorofórmica se precipitó en 

metanol (-30 ºC, durante toda la noche, tres veces) y la fracción insoluble en metanol se 

evaporó a sequedad en atmósfera de N2, se disolvió en 2-3 ml de cloroformo y se 

sometió a cromatografía en columna (CC), utilizando como solvente diferentes 

proporciones de metanol en cloroformo (0, 2, 5, 10, 30 y 50 %, v/v). La presencia del 

CF se detectó por CCF analítica (ver más arriba) en la fracción del 10 % de metanol en 

cloroformo. La purificación final del CF se realizó mediante CCF preparativa en placas 

del gel de sílice,  utilizando un triple desarrollo de las placas con acetona, seguido de un 

desarrollo con cloroformo/metanol 9:1 (v/v). Para descartar contaminación con 

lipopéptidos o lipoproteínas, el CF purificado fue examinado por CCF bidimensional 

analítica usando el sistema de solventes descrito por Dobson y cols. (1985) [1: 

cloroformo/metanol/agua (100:14:0.8, v/v); 2: cloroformo/acetona/metanol/agua 

(50:60:2.5:3, v/v)] y por Eckstein y cols. (2006) [1: cloroformo/metanol (96:4, v/v); 2: 

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

El análisis estructural del CF se llevó a cabo mediante RMN (1H-RMN, 1H-1H-

COSY, 13C-RMN y 1H-13C-HMQC) en un instrumento Brucker (600 MHz o 400 MHz) 

a 298 ºK, con las muestras disueltas (4-5 mg/ml) en deuterocloroformo/deuterometanol 

(5:1 v/v o 6:1 v/v). El CF de M. simiae (habana) TMC 5135 se examinó también en 

deuterocloroformo/deuterometanol, utilizando las proporciones 5:1, 10:1 y 30:1 (v/v), y 

en deuteropiridina, a fin de descartar variaciones en la isomería de sus centros quirales 

C2 y C3 (Figura 6). La proporción de los distintos ácidos micólicos y de las relaciones 
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entre las instauraciones (ciclopropanos o dobles enlaces) en los CF de las cepas 

estudiadas se estimó a partir de los espectros 1H-RMN, aplicando las fórmulas descritas 

por Watanabe y cols. (2001).   

El CF de M. tuberculosis H37Rv se adquirió en Sigma y su estructura fue 

confirmada por 1H-RMN y espectrometría de masas (ver más adelante). Adicionalmente 

su pureza fue confirmada  por CCF bidimensional como se ha descrito para el resto de 

CF. Este glicolípido comercial ha sido usado por varios autores (Indrigo y cols., 2003; 

Welsh y cols., 2008) en diversos ensayos biológicos, obteniéndose resultados similares 

a los CF de varias cepas de M. tuberculosis purificados en el laboratorio por otros 

autores (Dao y cols., 2008). 

La estructura de los AM del CF se confirmó mediante espectrometría de masas 

tras su liberación del CF (1 mg) por saponificación en KOH-metanol (15 %, p/v). La 

saponificación se realizó a 90 ºC durante la noche y los AM se extrajeron en hexano 

(tres veces), tras acidificación (pH 1-2) de la mezcla con SO4H2 (20 %, v/v). El extracto 

de AM se lavó varias veces en agua ultrapura hasta pH 5-6. Para la espectrometría de 

masas se empleó un espectrómetro MSDIonTrap-VL (Agilent), en donde las muestras -

tras inserción directa (0.6 ml/h)- se ionizan por ‘electrospray’ y se analizan en una 

trampa iónica (ESI-TRAP-MS). La aguja del ‘electrospray’ se situó en 3.5 Kv; como 

gas nebulizador se empleó N2, a una presión de 69 kPa y a una temperatura de 325 ºC. 

El voltaje aplicado fue de 80 V. Los AM se analizaron en el rango m/z 100-2000 

durante varios segundos, expresando los resultados como media de al menos 50 

espectros. Los análisis se efectuaron tanto en modo negativo como en modo positivo, 

identificándose los AM de acuerdo con el cálculo de sus masas monoisotópicas exactas 

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

En el caso específico de las cepas de M. simiae, la composición de AM del CF se 

comparó con la composición de AM de las células deslipidadas, a fin de confirmar si se 

trasladaba al CF la peculiar composición en α-micolatos previamente encontrada en M. 

simiae (habana) TMC 5135 (Mederos y cols., 2007). Los AM de células deslipidadas se 

extrajeron por saponificación y se estudiaron de manera similar a la descrita arriba. 
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Actividad biológica del ‘cord factor’  

Para el estudio de la actividad biológica del CF se empleó material libre de 

pirógenos y los extractos de los diferentes CFs [20 µl de una disolución de 1 mg/ml en 

2-propanol (Dao y cols., 2008)] se examinaron mediante el test de lisado de amebocitos 

de Limulus (LAL, Lonza Ibérica), siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. 

El test LAL determina las unidades de endotoxina (UE)/ml presentes en una muestra 

determinada. Para su realización, la muestra se mezcló con los componentes del LAL y 

con el sustrato a la dilución dada; tras completar la reacción, se determinó la 

absorbancia  (410 nm) del color amarillo desarrollado, estableciéndose la cantidad de 

endotoxina a partir de una curva estándar. El valor de absorbancia para el control (agua 

purificada sin LPS, incluida en el test) fue de 0.1 UE/ml. Los resultados obtenidos con 

las muestras de CF indicaron la ausencia de contaminación con endotoxina. 

Líneas celulares utilizadas.  

Se emplearon las líneas celulares RAW 264.7 (ATCC) (macrófagos derivados de 

leucemia murina) y THP-1 (ECACC) (monocitos derivados de leucemia humana). Las 

células RAW 264.7 se cultivaron en DMEM y las THP-1 en RPMI, en ambos casos 

suplementados con suero bovino fetal (10 %), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina 

(100 µg/ml). Los cultivos se incubaron a 37 ºC en atmósfera húmeda (> 90 %) con CO2 

al 5 % durante tiempos apropiados (ver más adelante). De forma rutinaria, y antes de 

cualquier ensayo biológico, se determinó la ausencia de contaminación por 

micoplasmas. 

Análisis preliminar de la inducción de TNF-αααα en células RAW 264.7 por 

parte del ‘cord factor’ de Mycobacterium simiae 

Se siguió, con ciertas modificaciones, el método descrito por Rao y cols. (2006). 

El CF se resuspendió en 2-propanol (1 mg/ml) mediante sonicación y se distribuyó en el 

fondo de placas Nunc de 24 pocillos en cantidades de 0 -control-, 0.1, 1 y 10 µg. Tras la 

evaporación total del disolvente, se añadieron 106 células en 0.5 ml de medio DMEM 

suplementado con suero bovino fetal (10 %), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina 

(100 µg/ml). Tras incubación (37 ºC, atmósfera húmeda, 5 % de CO2) durante 24 h, se 
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recogieron los sobrenadantes y se mantuvieron a -70 ºC hasta su análisis. La cantidad de 

TNF-α producida se determinó mediante el kit BD OptEIA para TNF-α de ratón (BD 

Bioscience), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los resultados se expresaron 

como media ± desviación típica de dos experimentos independientes, que se efectuaron 

por duplicado. 

Análisis de la inducción de IL-1ββββ, IL-6, IL-12p40 total (IL-12/IL-23) y TNF- αααα 

en células RAW 264.7 por parte del ‘cord factor’ de diversas micobacterias 

Se estudió la capacidad de inducción de las citoquinas citadas por parte del CF de 

M. alvei CR-21T, M. brumae CR-270T, M. simiae (habana) TMC 5135 y M. 

tuberculosis H37Rv, siguiendo una metodología similar a la citada en el apartado 

anterior. Se realizó un análisis dosis-respuesta empleando 0 -control-, 1, 5 y 20 µg de 

CF, midiendo la concentración de las distintas citoquinas tras 48 h de incubación. Por 

otro lado, se comprobó la evolución de la respuesta en el tiempo a las 24, 48 y 72 h a 

una dosis de 1 µg de CF. En ambos ensayos se utilizaron 106 células en 1 ml de medio 

DMEM, suplementado con suero bovino fetal (10 %), penicilina (100 U/ml) y 

estreptomicina (100 µg/ml). Al cultivo se añadieron 100 U/ml de INF-γ, siguiendo las 

recomendaciones de Hayashi y cols. (2009). Tras incubación (37 ºC, atmósfera húmeda, 

5 % de CO2) durante los periodos de tiempo citados, se recogieron los sobrenadantes y 

se conservaron a -70 ºC hasta su análisis. Los niveles de IL-1β,  IL-6 y TNF-α se 

determinaron mediante citometría de flujo en un citómetro Beckman Coulter FC500, 

empleando el kit FlowCytomix multiplex (eBioscience). Los valores de IL-12p40 total 

se establecieron mediante el kit ELISA Ready-Set-Go (IL-12/IL-23) (eBioscience). En 

todos los casos se siguieron las recomendaciones del fabricante.  

Para descartar contaminación residual por parte de lipopéptidos, la inducción 

(dosis-respuesta) de IL-6 se realizó también tras tratamiento de los CF de M. alvei CR-

21T, M. brumae CR-270T y M. tuberculosis H37Rv con H2O2 (Zähringer y cols., 2008): 

0.1 mg de CF se mezclaron con H2O2 al 1 %, v/v; tras agitación durante 24 h a 37 ºC, el 

CF se extrajo en cloroformo-metanol (2:1, v/v) y se repurificó mediante cromatografía 

en columna. El ensayo biológico dosis-respuesta con IL-6 se repitió obteniéndose 

resultados similares a los reflejados en la Figura 41 a (Resultados). Diversos autores han 
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indicado que la contaminación por lipopéptidos es muy improbable con los métodos de 

purificación seguidos para lípidos de micobacterias (Fujita y cols., 2007; Montamat-

Sicotte y col., 2011). 

Análisis de la inducción de IL-6 y TNF-αααα en células RAW 264.7 por parte de 

diversos tipos estructurales de ácidos micólicos 

Como complemento al estudio anterior, e intentando averiguar si la molécula 

completa del CF es necesaria para la óptima inducción de diversas citoquinas, se 

procedió a la extracción y purificación de los AM presentes en las células deslipidadas 

de M. alvei CR-21T, M. brumae CR-270T y M. simiae (habana) TMC 5135. Los ácidos 

micólicos se extrajeron por metanólisis ácida y se purificaron por CC y CCF (Mederos 

y cols., 2007), confirmándose su estructura mediante 1H-RMN. La metanólisis ácida 

(Minnikin y cols., 1980) libera los AMs de la pared celular y los transforma a ésteres 

metílicos, por lo que una pequeña porción se saponificó en KOH-metanol (ver más 

arriba) para obtenerlos en su forma libre. Los AMs de M. tuberculosis (aislado clínico) 

se extrajeron y purificación previamente en el laboratorio siguiendo procedimientos 

similares. Los AMs se ensayaron en las dos formas: ésteres metílicos y libres, 

realizando un estudio dosis-respuesta a 0 –control-, 1, 5 y 20 µg, siguiendo, 

exactamente, las condiciones que las descritas para el CF y determinando los niveles de 

IL-6 y TNF-α mediante el kit ELISA Ready-Set-Go (eBioscience) para ambas 

citoquinas. 

Análisis de la inducción de IL-1ββββ, IL-6, IL-12p40, IL-23 y TNF- αααα en células 

THP-1 por parte del ‘cord factor’ de diversas micobacterias 

El estudio con la línea celular THP-1 (no adherente) se realizó siguiendo, con 

ligeras modificaciones, el método descrito por Indrigo y cols. (2003). Se utilizaron 

microbolas de poliestireno (Polyscience; diámetro medio de 1 µm) impregnadas con el 

CF para facilitar el contacto con las células.  

Las microbolas se lavaron tres veces con tampón carbonato (8mM)/bicarbonato 

(17 mM) (pH 9.6), se recogieron por centrifugación (2200 g, 15 minutos) y se 

sometieron a dos lavados adicionales con etanol (uno al 30 % y otro al 1 %). A las 
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microbolas se añadieron 100 µg de CF, disuelto en 2-propanol  y el volumen se llevó 

hasta 1 ml. Las microbolas fueron incubadas a 37 ºC durante toda la noche con una 

suave agitación orbital. Posteriormente, se lavaron con PBS (tres veces) y con medio 

RPMI más suplementos (tres veces). Como control se utilizaron bolas sometidas al 

mismo proceso sin CF añadido. Para comprobar que el CF se adhirió a las microbolas, 

una alícuota (100 µl) de la suspensión se extrajo con 2 ml de cloroformo (tres veces); el 

extracto se evaporó a sequedad y se disolvió en 100 µl de cloroformo, examinándose a 

continuación mediante CCF analítica, empleando cloroformo/metanol (9:1, v/v) como 

solvente. De forma análoga se examinó la ausencia de CF en las microbolas control. 

Todas las muestras se estudiaron en paralelo con un extracto clorofórmico del medio 

RPMI, conteniendo los suplementos anteriormente especificados. Adicionalmente, el 

proceso de fagocitosis de las microbolas por parte de las células THP-1 se comprobó 

mediante microscopía electrónica de transmisión, realizada en el Servicio de 

Microscopía del SAI de la Universidad de Murcia. Brevemente, las muestras se fijaron 

en glutaraldehido en tampón cacodilato y con OsO4, contrastándose con acetato de 

uranilo. Tras deshidratarse con etanol, se impreganaron en óxido de propileno/resina y 

los bloques se realizaron en silicona/resina. Los cortes se recogieron en rejilla de cobre 

y se trataron con acetato de uranilo y citrato de plomo, siendo visualizados en un 

microscopio Jeol JEM 1011 a 90 KeV.  

En los ensayos en empleó una relación microbolas/células THP-1 de 10:1, 

realizando la estimación de la cantidad de microbolas en una cámara de Neubauer. Se 

utilizaron placas de 24 pocillos (Nunc), adicionando a cada pocillo un total de 106 

células en 1 ml de RPMI suplementado como se ha indicado. Unos 30 minutos antes de 

la incorporación de las microbolas impregnadas con CF y las microbolas control, las 

células se trataron con INF-γ  (100 U/ml) (Hayashi y cols., 2009). Tras incubación 

durante 48 h (37 ºC, atmósfera húmeda y 5 % de CO2), los sobrenadantes se recogieron 

y se conservaron a -70 ºC hasta su análisis. Las concentraciones de IL-12p40 e IL23 se 

analizaron utilizando, respectivamente, el kit BDOptEIA IL-12p40 humana (BD 

Bioscience) y el kit platinum ELISA de IL-23 humana (p19/p40) (eBioscience), 

siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. Las cantidades de IL-1β, IL-6 y 

TNF-α se determinaron mediante el kit FlowCytomix simplex (IL-1β, IL-6 y TNF-α, 
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humanas) (eBioscience), utilizando un citómetro de flujo Beckman Coulter FC500 y 

siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Un resumen general de los distintos ensayos biológicos realizados en el desarrollo 

de la presente tesis aparece en la Tabla 3. 

Análisis estadístico 

En general, los análisis se realizaron por triplicado en experimentos 

independientes y los resultados se expresaron como media ± desviación típica. La 

significación estadística de la diferencia entre medias se situó en P < 0.05, estimándose 

mediante ANOVA (tres o más comparaciones) o t de Student (dos comparaciones). Por 

lo general, en el ANOVA se aplicó el ‘post-hoc’ de Bonferroni, empleando, en 

ocasiones, una transformación logarítmica (ln) de los resultados, a fin de obtener 

varianzas iguales. En los experimentos con las células THP-1, la comparación de los 

distintos patrones globales se realizó mediante un análisis de grupos, empleando la 

prueba del vecino más cercano. A lo largo del trabajo se utilizaron las versiones 15.0 y 

17.0 del paquete estadístico SPSS (Statistical Program for the Social Sciences). 
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Tabla 3.  Esquema del diseño experimental de los ensayos biológicos realizados. 

Línea 

celular 
Compuesto  

Cantidad del  

compuesto  

(µg) 

Cultivo 

(h) 
Origen del CF Inf- γ 

Citoquinas 

analizadas 

RAW 

264.7 
CF 

0 

0,1 

1 

10 

24 

M. simiae ATCC 25275T 

M. simiae (habana) TMC5135 

M. simiae (habana) 342 

No TNF-α 

RAW 

264.7 
CF 

0 

1 

24 

48 

72 

M. tuberculosis H37Rv* 

M. simiae (habana) TMC5135 

M. alvei 

M. brumae 

Si 

TNF-α 

IL-1β  

IL-6 

IL-23 

IL-12 

 

5 

20 
48 Si 

RAW 

264.7 
AM 

0 

1 

5 

20 

48 

M. tuberculosis H37Rv* 

M. simiae (habana) TMC5135 

M. alvei 

M. brumae 

Si 
TNF-α 

IL-6 

THP-1 CF 
≈ 10 

(teórico) 
48 

M. tuberculosis H37Rv* 

M. simiae ATCC 25275T 

M. simiae (habana) TMC 5135 

M. simiae (habana) IPK-337 

M. simiae (habana) IPK-342 

M. alvei CR-21T 

M. brumae CR-270T  

M. fortuitum 

Si 

TNF-α 

IL-1β 

IL-6 

IL-23 

IL-12p40 

 

CF: “cord factor”; AM: ácidos micólicos. 

*:CF comercial (Sigma) 
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Todas las cepas estudiadas contenían CF en los extractos lipídicos obtenidos 

(Figura 22 a). El CF apareció en la fracción del 10% (v/v) de metanol en cloroformo, 

tras cromatografía en columna (Figura 22 b), obteniéndose puro tras CCF preparativa 

(Figuras 22 c), tal y como se verificó por CCF bidimensional (Figura 22 d). 

 

 
Figura 22 . Detección y purificación del CF mediante cromatografía. a) Extracto de lípidos totales de, 1) M. 

simiae (habana) TMC 5135, 2) M. simiae (habana) IPK-342, 3) M. simiae (habana) IPK-337, 4) M. simiae 

ATCC 25275T, 5) M. tuberculosis H37Rv, 6) CF control. b) CCF de los diferentes fracciones lipídicas 

obtenidas por CC M. simiae (habana) TMC 5135, 1) fracción clorofórmica, 2) y 3) fracción 2 % de metanol 

en cloroformo, 4) y 5) fracción 5 % de metanol en cloroformo, 6) y 7) fracción 10 % de metanol en 

cloroformo, 8) fracción 30 de metanol en cloroformo y 9) fracción 50 % de metanol en cloroformo. c) CCF 

del CF purificado: 1) CF control, 2) M. simiae (habana) TMC 5135, 3) M. alvei CR-21T, 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/v/v), 2) 

cloroformo/acetono/metanol/agua (50:60:2.4:3, v/v/v). 



Estructura fina del ‘cord factor’ 

58 
 

Análisis estructural del ‘cord factor’  

La identidad del CF se determinó mediante la combinación de diversas técnicas de 

RMN (ver Material y Métodos), que permitieron la asignación correcta de los distintos 

protones y carbonos de la molécula, coincidiendo los distintos desplazamientos 

químicos obtenidos (Tabla 4) con los espectros publicados en la bibliografía  (Niescher 

y cols., 2006 y Nishizawa y cols., 2007). 

Tabla 4.  Análisis mediante 1H-RMN y 13C-RMN del CF de distintas micobacterias.  

Ácidos micólicos  1H (ppm)  13C (ppm)  

-CH3 terminal 

-CH3 ramificado 

-CH2- 

-CH=CH- trans 

-CH=CH- cis 

-COO0 

-C3H 

-C2H 

-OCH3* 

-CH-OCH3* (ω-1)-metoxi) 

CH3-CH-OCH3* (ω-1)-metoxi) 

     CH2 

-CH    CH- cis**‡ 

     CH2 

-CH    CH- trans**‡ 

CH3-CH-CO**‡, CH-CO-**‡, -CO**‡ 

H3C-O-CH- ‡ 

      O 

-CH     CH-  # 

0.81 

0.87 

1.20 

5.16,5.29 

5.27 

- 

3.60 

2.35 

3.25 

Superpuesto a metanol 

1.06 

 

-0.40, 0.49, 0.58 

 

0.04-0.07 

0.98, 2.45 

2.92 

 

2.37, 2.69 

13.72 

20.62 

22 – 30 

128.17, 136.21 

129.62 

175.24 

72.34 

52.26 

55.48 

76.98 

36.46 

 

10.72, 15.64 

 

10.32 – 25.19 

175.35 

No hecho 

 

53, 60 

Trehalosa  1H (ppm)  13C (ppm)  

C1H1/C1’H1’ 

C2H2/C2’H2’ 

C3H3/C3’H3’ 

C4H4/C4’H4’ 

C5H5/C5’H5’ 

C6aH6a/C6a’H6a’ 

C6bH6b/C6b’H6b’ 

4.96 - 4.98 

3.42 - 3.44 

3.68 - 3.71 

3.18 – 3.20 

4.08 - 4.20 

4.52 - 4.63 

3.92 – 4.01 

94.46 

70.88 

72.48 

71.14 

69.69 

63.85 

63.85 

     Aplicable a: *M. alvei, ** M. simiae, ‡M. tuberculosis, #M. fortuitum 
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Mycobacterium simiae  

El CF de M. simiae ATCC 25275T fue identificado sin ambigüedad como una 

6,6’-dimicoloil trehalosa por 1H-RMN (Figura 23), 1H-1H-COSY-RMN (Figuras 24 y 

25), 13C-RMN (Figura 26) y 1H-13C-HMBC (no mostrado).  

 
Figura 23 . Espectro 1H-RMN del CF de M. simiae  ATCC 25275T. Se indican las señales debidas a los 

distintos protones de la trehalosa y de los ácidos micólicos. 

Los protones anoméricos de la trehalosa (H1/H1’) (Figura 23) se localizaron a 

4.98ppm, siendo J1,2 = 3.9 Hz, demostrando así una configuración α/α’ en este 

disacárido (Lin y cols., 2007). Dos de los protones en posición 6 (H6a/H6’a) 

aparecieron a 4.50 ppm y los otros dos (H6b/H6’b) a 4.08 ppm, indicando que los 

grupos hidroxilos en C6/C6’ estaban esterificados (Lin y cols., 2007). Los espectros 1H-

RMN del CF de las cepas IPK-337 e IPK-342 fueron similares a los de ATCC 25275T 

(no mostrados). Sin embargo, en TMC 5135 (Figura 27) e IPK-220 (no mostrado) se 

observó un solapamiento de las señales de los protones H5/H5’ con las señales de los 

protones H6a/H6’a, que fue confirmado mediante 1H-1H-COSY (no mostrado). Para 

estudiar esta aparente anomalía, el CF de TMC 5135 fue reanalizado utilizando 

diferentes relaciones (v/v) de deuterocloroformo/deuterometanol (30:1, 10:1 y 5:1).
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Figura 24.  1H-1H-COSY del CF de M. simiae ATCC 25275T. 

HC=CH/C

C3H/CH2- 

C3H/C2H- 

Protones 
de la  
trehalosa 

ciclopropano

Otras conexiones de 
la porción liípidica 
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Figura 25. Detalle ampliado del espectro 1H-1H-COSY del CF de M. simiae ATCC 25275T mostrando la 

correlación entre los distintos protones de la trehalosa.  
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Figura 26.  Espectro 13C-RMN de M. simiae (habana) TMC 5135. Se indican las señales debidas a los 

distintos carbonos de la trehalosa y de los ácidos micólicos. 

 
Figura 27 . Espectro 1H-RMN del CF de M. simiae (habana) TMC 5135. Se indican las señales debidas a 

los distintos protones de la trehalosa y de los ácidos micólicos. Nótese el solapamiento de H5/H5’ con 

H6b/H6’b. 

Los resultados reflejados en la Figura 28, indican que el solapamiento observado 

se debe a un efecto disolvente, puesto que al bajar la proporción de deuterometanol se 

produce un desdoblamiento de las señales H5/H5’y H6a/H6’a. No obstante, para 

descartar cambios en la configuración de los carbonos C2/C3, el espectro del CF de 

TMC 5135 se estudió también en piridina deuterada (no mostrado), confirmándose el 

efecto disolvente indicado (Nishizawa y cols., 2007). Por otra parte, los espectros 13C-

RMN de las cepas ATCC 25275T y TMC 5135 fueron similares (Figura 26), no 

encontrándose ninguna alteración en los carbonos anoméricos (C1). 
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Figura 28 . Desplazamientos químicos de los protones de la trehalosa y de los protones de los dobles 

enlaces cis dependiendo de la relación deuterocloroformo:deuterometanol. 

La evaluación directa de los espectros 1H-RMN (Figuras 23 y 27) permitió la 

identificación de los sustituyentes lipídicos del CF como: a) α’-micolil [señal a 5.27 

ppm, debida a un doble enlace cis -CH=CH- (Figura 6 c)], b) α-micolil [señales a -0.40, 

0.49 y 0.58 ppm: anillos cis-ciclopropano (Figura 6 b) y c) ceto-micolil [señales a 0.98 

y 2.45 ppm, debidas, respectivamente a los grupos metilo y metino adyacentes al -C=O 

(Figura 6 f)] (Mederos y cols., 2007; Watanabe y cols., 1999). Otras señales detectadas 

en los diferentes espectros fueron las relacionadas con anillos trans-ciclopropanos 

(0.04-0.07 ppm) (en los sustituyentes α- y ceto-micolil, Figuras 23 y 27), las de los 

grupos metileno -CH2- (1.20 ppm), las de los -CH3 distales (0.81 ppm), las de los trans-

dobles enlaces (5.17-5.23 ppm) y las de ramificaciones -CH3 (0.87 ppm) (Figuras 6 a, d, 

23 y 27) (Mederos y cols., 2007; Watanabe y cols., 1999). 

La composición general de ácidos micólicos del CF de las cepas de M. simae 

analizadas se estimó mediante 1H-RMN y se muestra en la Tabla 5. Los datos sugieren 

una alta proporción de ceto-micolatos en TMC-5135 y ATCC 25275T, cepas que, a su 

vez, presentaron la mayor relación trans/cis en los grupos ciclopropanos (Tabla 5). Los 

α’-micolatos fueron especialmente abundantes en ATCC 25275T, IPK-337 e IPK-342. 

Por otro lado, la cantidad de trans-insaturaciones en alfa- y ceto-micolatos fue 

particularmente alta en ATCC 25275T (Tabla 5).  
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Tabla 5.  Composición general de ácidos micólicos del CF de diversas cepas de M. simiae,  estimada a 

partir de los espectros 1 H-RMN. 

Cepa α/α'/ceto 
Ciclopropano  

trans/cis 

insaturaciones  

trans/cis 

ATCC 25275T 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 negativo) (Figura 29) de los ácidos 

micólicos liberados del CF de las distintas cepas de M. simiae confirmaron las 

evidencias obtenidas mediante 1H-RMN, identificándose éstos como α’- (C64-C68), α- 

(C89-C91) y ceto- (C85-C91) micolatos. Datos previos sobre ácidos micólicos de M. 

simiae (Mederos y cols., 2007) y de otras micobacterias (Minnikin, 1982; Watanabe y 

cols., 2001) indican que la serie impar de α-micolatos contiene un trans-ciclopropano 

más un cis-ciclopropano en su estructura, mientras que la serie par presenta dos cis-

ciclopropanos (Figura 6 b). La serie impar de los ceto-micolatos contiene un trans-

ciclopropano. Hay que indicar, no obstante, que las series pares de α- y ceto-micolatos 

pueden contener un trans-doble enlace en vez de un trans-ciclopropano, aunque su 

proporción relativa debe ser mucho menor a juzgar por las señales de dobles enlaces 

trans en los espectros (Figuras 23 y 27) (Mederos y cols., 2007; Watanabe y cols., 

2001). Teniendo en cuenta las intensidades de los diferentes iones (M-H)-1/z (Tabla 5), 

la serie mayoritaria entre los α’-micolatos fue C66:1, mientras que entre los ceto-

micolatos el C87 alcanzó las mayores proporciones (Tabla 6) en todas las cepas 

analizadas. Sin embargo, se detectaron diferencias entre los α-micolatos, ya que en 

TMC 5135 predominaron las series C87 y C89 y en las demás cepas estudiadas los 

niveles en las series de cadena par e impar fueron más equilibrados (Tabla 6). Los 

patrones generales de ácidos micólicos en la pared celular (células deslipidadas) 

resultaron similares a los del CF (Tabla 6). Sin embargo, es de destacar que TMC 5135 

mantiene la misma composición de α-micolatos impares y pares en el CF y en la pared 

(Tabla 6), contrariamente a ATCC 25275T, IPK-337 e IPK-342, en donde el contenido 

de la serie impar fue más alto en el CF que en las células deslipidadas (Tabla 6).   
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Figura 29 . Espectro de masas (ESI-TRAP, modo negativo) de los ácidos micólicos, (M-H)-1/z, del CF de 

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

el número de C de cada uno de ellos. 
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Tabla 6.  Composición de ácidos micólicos del ‘cord factor’ y células deslipidadas de diversas cepas de Mycobacterium simiae, deducida de la intensidad de los diferentes 

iones (M-H)-1/z obtenidos mediante ESI-TRAP-MS. La masa exacta de los iones (M-H)-1/z se da con un error máximo de 800 ppm. 

Ácidos micólicos 

(M-H)-1 

Cepa 

M. simiae (habana) TMC 5135 M. simiae ATCC 35375T M. simiae (habana) IPK-220 M. simiae (habana) IPK-337 M. simiae (habana) IPK-342 

‘Cord factor’ 
Células 

deslipidadas 
‘Cord factor’ 

Células 

deslipidadas 
‘Cord factor’ 

Células 

deslipidadas 
‘Cord factor’ 

Células 

deslipidadas 
‘Cord factor’ 

Células 

deslpidadas 

α’ 

C64 (941·9) 13·8 ± 1·7 20·3 ± 4·7 7·8 11·7 15·8 7·8 13·6 3·9 12·7 18·2 

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 

α 

C80 (1165·0) 2·0 ± 0·2 1·8 ± 1·1 1·0 1·6 2·9 2·1 2·2 3·5 1·7 4·2 

C82 (1193·0) 6·4 ± 1·8 8·1 ± 3·2 5·1 10·1 7·6 10·7 9·8 13·2 10·8 11·5 

C84 (1211·0) 13·4 ± 2·2 16·1 ± 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 

C88 (1277·0) 7·1 ± 0·1 5·3 ± 0·4 11·3 7·4 4·7 6·2 6·2 2·9 5·4 4·7 

C90 (1305·0) 2·3 ± 0·9 1·6 ± 1·0 4·1 0·7 0·9 1·4 0·8 1·3 2·7 1·0 

C83 (1207·0) 2·5 ± 0·4 3·2 ± 0·7 1·0 1·6 3·8 2·8 3·1 3·2 2·7 4·2 

C85 (1235·0) 10·5 ± 1·3 11·7 ± 1·6 5·8 7·8 13·8 9·7 11·5 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 13·1 ± 5·4 16·1 7·4 7·9 7·9 9·5 6·4 16·1 6·3 

C91 (1319·1) 4·8 ± 2·4 1·8 ± 0·8 6·8 1·2 1·1 1·3 1·1 1·3 6·7 1·0 

ceto 

C85 (1251·0) 23·6 ± 0·8 24·6 ± 4·6 0·0 27·7 32·3 28·1 26·2 29·6 25·0 33·5 

C87 (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 42·2 24·1 21·4 21·4 27·9 23·2 28·9 13·4 

C91 (1335·1) 2·8 ± 0·1 1·8 ± 0·5 6·7 1·6 1·7 2·1 3·7 1·9 3·1 1·2 

Suma de la serie impar α 57·4 55·3 46·5 33·6 45·7 37·2 45·6 37·2 48·4 37·1 
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Mycobacterium alvei CR-21T 

El CF de M. alvei CR-21T combina tanto α- como (ω-1)-metoxi-micolatos (Figura 

30) en su porción lipídica, coincidiendo con la composición de la envoltura celular 

descrita por Luquin y cols. (1990). Las señales específicas para los sustituyentes (ω-1)-

metoxi se detectan a 1,06 ppm (-CH3 adyacente a -CH-OCH3) y a 3,25 ppm (-OCH3) en 

el espectro 1H-RMN (Figura 30), correspondiendo a 36,46 ppm y 55,48 ppm, 

respectivamente, en el espectro 13C-RMN (Tabla 4). Las señales comunes para todos los 

sustituyentes lipídicos del CF son similares a las descritas para M. simiae (Tabla 4), e 

incluyen -CH3 terminales, -CH2-, -COO, C3 y C2, así como las trans- y cis-

insaturaciones (Figura 30, Tabla 4). 

 
Figura 30 . Espectro RMN del CF de M. alvei CR-21T. Se indican las señales debidas a los distintos 

protones de la trehalosa y de los ácidos micólicos. 



Estructura fina del ‘cord factor’ 

68 
 

 
Figura 31 . Espectro de masas (ESI-TRAP) de los ácidos micólicos, (M+Na)+, del CF de M. alvei  CR-21T. 

Los distintos tipos estructurales se identifican con colores diferentes y se indica el número de C de cada 

uno de ellos. 

De acuerdo con el análisis realizado mediante espectrometría de masas (Figura 

31), los α-micolatos de M. alvei CR-21T variaron entre C72 y C81, con C77 y C79 

como mayoritarios. La serie par contiene dos dobles enlaces en conformación trans y la 

impar presenta un doble enlace cis y otro trans (Luquin, 1990) (Figura 6 a). Los (ω-1)-

metoxi-micolatos variaron del C71 a C82, siendo los más abundantes C78 y C76 

(Figura 31); en este caso, la serie par presenta una estructura similar a los de la serie 

impar de α-micolatos, y lo mismo ocurre con la serie impar de ambos tipos. Por otra 

parte, hay que señalar que son posibles (aunque en pequeña abundancia) las 

combinación de dobles enlaces cis + cis, tanto en α- como en (ω-1)-metoxi-micolatos. 
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La relación entre los dobles enlaces trans/cis es 0.8, mientras la abundancia relativa 

α/(ω-1)-metoxi es 1/0.7. 

M. brumae CR-270T 

Los análisis mediante RMN (Figura 32, tabla 4) y ESI-TRAP-MS (Figura 33, 

Tabla 4) del CF de M. brumae CR-270T indicaron que este compuesto contiene, 

exclusivamente, α-micolatos. Los resultados obtenidos mostraron que los AM varían 

entre C70 y C79, con C76 y C75 como mayoritarios (Figura 33). Al igual que M. alvei 

CR-21T, la serie par contiene dos dobles enlaces en conformación trans, mientras que 

las impares  presentan un doble enlace cis y otro trans (Luquin y cols., 1993). La ratio 

trans/cis de los dobles enlaces de esta especie es de 3.3, por lo que no es probable que 

exista una cantidad significativa de AMs con las dos instauraciones en conformación 

cis. 

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

protones de la trehalosa y de los ácidos micólicos. 
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 Figura 33 . Espectro de masas (ESI-TRAP) de los ácidos micólicos, (M+Na)+, del CF de M. brumae CR-

270T. 

M. fortuitum AC1 

El CF de M. fortuitun (Figura 34) presentó α- (Figura 6 a) y epoxi-micolatos 

(Figura 6 g) (-CH-CO-CH-, 2.37 ppm y 2.69 ppm, respectivamente). El análisis 

mediante ESI-TRAP-MS indicó una longitud de cadena entre C73-C82 (Figura 35), 

predominando C77 y C79 entre los α-micolatos y C79 entre los epoxi-micolatos. La 

relación entre ambos tipos estructurales (α/epoxi) fue 1/0,7 y la de las insaturaciones 

trans/cis 0,87.  
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Figura 34 . Espectro RMN del CF de M. fortuitum AC1. Se indican las señales debidas a los distintos 

protones de la trehalosa y de los ácidos micólicos. 

 

Figura 35 . Espectro de masas (ESI-TRAP) de los ácidos micólicos, (M+Na)+, del CF de M. fortuitum AC1. 

Los distintos tipos estructurales se identifican con colores diferentes y se indica el número de C de cada 

uno de ellos. 
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M. tuberculosis H37Rv 

La identidad del CF de M. tuberculosis fue confirmada por 1H-RMN y ESI-

TRAP-MS (Figuras 36 y 37). Detalles del espectro 1H-RMN (Figura 36) indican la 

presencia de sustituyentes α- (Figura 6 b), ceto- (Figura 6 f) (CH3-CH-CO-, 0.98 y 2.45 

ppm, respectivamente (figura 36) y metoxi-micolil (Figura 6 e) (-CH-OCH3, 2.92 ppm; 

-OCH3, 3.27 ppm) (figura 36). La ratio α/ceto/metoxi fue de 1/0.4/0.5 y la mayoría de 

los anillos ciclopropano presentaron conformación cis (relación trans/cis = 0.15). Sólo 

una pequeña cantidad (2 %) de ácidos micólicos contenía dobles enlaces cis + trans. 

Los α-micolatos variaron de C76-C82, los ceto-micolatos entre C82-C90 y los metoxi-

micolatos entre C85-C89 (Figura 37). 

 
Figura 36 . Espectro RMN del CF de M. tuberculosis H37Rv. Se indican las señales debidas a los distintos 

protones de la trehalosa y de los ácidos micólicos. 
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Figura 37 . Espectro MS (ESI-TRAP, modo negativo) de los ácidos micólicos, (M-H)-1, del CF de M. 

tuberculosis H37Rv. Los distintos tipos estructurales se identifican con colores diferentes y se indica el 

número de C de cada uno de ellos. 

Un resumen de las características generales de la estructura fina de los ácidos 

micólicos presentes en los distintos CFs analizados aparece en la Tabla 7. 

Adicionalmente, en las Figuras 38 y 39 se muestran algunos de los homólogos 

estructurales del CF de M. simiae (habana) TMC 5135 (Figura 38 a), M. alvei CR-21T 

(Figura 38 b), M. brumae CR-280T (Figura 39 a), M. fortuitum AC1 (Figura 39 b). En la 

Figura 16 puede consultarse una de las posibles combinaciones estructurales del CF de 

M. tuberculosis H37Rv.   
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Tabla 7.  Composición y detalles estructurales generales de los ácidos micólicos del CF de diversas 

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

Cepa 
trans / 

cis 
Ácido micólico 

Tamaño (nº de 

carbonos) 

Compuesto 

mayoritario 

M. simiae 

ATCC 25275T 
0,73 

α C80 – C91 C84 

α' C64 – C68 C66 

ceto C85 – C91 C87 

M. simiae 

(habana) TMC 

5135 

0,72 

α C80 – C91 C87 

α' C64 – C68 C66 

ceto C85 – C91 C87 

M. simiae 

(habana) IPK-342 
0,60 

α C80 – C91 C84 

α' C64 – C68 C66 

ceto C85 – C91 C87 

M. simiae 

(habana) IPK-337 
0,66 

α C80 – C91 C84 

α' C64 – C68 C66 

ceto C85 – C91 C87 

M. simiae 

(habana) IPK-220 
0,62 

α C80 – C91 C84 

α' C64 – C68 C66 

ceto C85 – C91 C87 

M. alvei CR-21T 0,8 
α C72 – C81 C79 

(ω-1)-metoxi C71 – C82 C78 

M. brumae  

CR-270 T 
3,3 α C77 – C79 C77 

M. fortuitum AC1 0,87 
α C73 – C81 C77/C79 

epoxi C76 – C82 C79 

M. tuberculosis 

H37Rv 
0,15 

α C76 – C84 C80 

metoxi C85 – C89 C87 

ceto C82 – C90 C86 
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Figura 38. Estructura del ‘cord factor’ de: a) M. simiae (habana) TMC 5135 (ceto y α’-micolatos). b) M. 

alvei CR-21T (ω-1 metoxi- y α-micolatos). Son posibles otras combinaciones en ambas especies. 

    

Figura 39. Estructura del ‘cord factor’ de: a) M. brumae CR-270T (α-micolatos). b) M. fortuitum AC1 

(epoxi- y α-micolatos) (en esta especie son posibles otras combinaciones). 

a b 

a b 
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Células RAW 264.7 

Estudio preliminar de la inducción de TNF-α por parte del ‘cord factor’ de 

M. simiae   

La capacidad de inducción de TNF-α por parte del CF de distintas cepas de M. 

simiae (ATCC 25275T, habana IPK-342 y habana TMC 5135) se estudió de manera 

preliminar (sin estimulación previa por INF-γ) a las dosis de 0 µg (control), 0.1 µg, 1 µg  

y 10µg (Figura 40). Las tres moléculas ensayadas fueron capaces de estimular la 

secreción de TNF-α, dándose diferencias estadísticamente significativas entre ellas (P < 

0.05, ANOVA) a 0.1 µg y a 1 µg, pero no a 10 µg. Sin embargo, se consideró que este 

resultado era meramente fortuito, puesto que no pudo relacionarse con las diferencias en 

la estructura fina de los distintos CFs.  
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Figura 40.  Inducción de TNF-α por parte del CF de diversas cepas de M. simiae. Células RAW 264.7, 24 

h de incubación a 37 ºC. Los resultados se representan como la media ± desviación típica de dos 

experimentos independientes realizados por triplicado y se obtuvieron mediante ELISA. 

Inducción de IL-1β, IL-6, IL-12p40 total y TNF-α por parte del ‘cord factor’ 

de diversas micobacterias  

Los distintos CF analizados [M. alvei CR-21T, M. brumae CR-270T, M. simiae 

(habana) TMC 5135 y M. tuberculosis H37Rv] fueron capaces de inducir la secreción 

de IL-6 y TNF-α en la línea celular RAW 264.7, pero no la de IL-1β ni la de IL-12p40 

total. La relación dosis-respuesta (48 h) y la evolución en el tiempo (1 µg, 24 h – 72 h) 

para IL-6 y TNF-α se refleja en la Figura 41. 
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Figura 41.  Inducción de IL-6 y de TNF-α en células RAW 264.7 por parte de los CFs de M. alvei CR-21T, 

M. brumae CR-270T, M. simiae (habana) TMC 5135 y M. tuberculosis H37Rv. a) Dosis-respuesta de IL-6 

(48 h; 0, 1, 5 y 20 µg. b) Evolución en el tiempo de la inducción de IL-6 (1 µg; 24 h, 48 h y 72 h). c) Dosis-

respuesta de TNF-α  (48 h; 0, 1, 5 y 20 µg. d) Evolución en el tiempo de la inducción de TNF-α (1 µg; 24 

h, 48 h y 72 h). Los resultados  (pg/ ml) se representan como media ± desviación típica de tres 

experimentos independientes y se obtuvieron mediante citometría de flujo. 

Para IL-6 se observó, en general, una clara relación entre la dosis y los niveles de 

inducción (Figura 41 a), obteniéndose los valores más altos para M. tuberculosis 

H37Rv, que difirieron significativamente (P < 0.05) del resto de micobacterias 

estudiadas a las dosis de 5 µg y 20 µg. M. brumae CR-270T y M. simiae (habana) TMC 

5135 produjeron niveles similares a las distintas dosis ensayadas y se diferenciaron (P < 

0,05) de M. alvei CR-21T sólo a 20 µg (Figura 41 a). La inducción de TNF-α no mostró, 

en general,  dosis dependencia en ninguna de las cepas estudiadas, siendo los niveles 

a b 

d c 
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muy similares entre sí, aunque a 1 µg M. simiae (habana) TMC 5135 se diferenció 

significativamente del resto (P < 0.05) (Figura 41 c). En el estudio de la evolución 

temporal de la respuesta, tanto IL-6 (Figura 41 b) como TNF-α (Figura 41 d) mostraron 

un incremento o estabilización entre 24 h y 48 h, junto a una tendencia a un descenso de 

los niveles a las 72 h, muy pronunciada en el caso de TNF-α.  

La necesidad de la integridad de la molécula del CF para ejercer su actividad 

biológica se reflejó en el hecho de que los distintos tipos estructurales de ácidos 

micólicos por sí solos fueron incapaces de inducir la síntesis de IL-6 en células RAW 

264.7.  
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Figura 42 . Inducción de TNF-α en células RAW 264.7 por parte de diversos tipos de ácidos micólicos 

libres (R-COOH), a dosis de 1 µg,  5 µg y 20 µg. La línea horizontal indica el valor del control. 
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De forma análoga, la capacidad de inducción de TNF-α se vio marcadamente 

afectada, tanto en su forma libre (Figura 42) como en su forma de ésteres metílicos 

(Figuras 43), produciéndose, en general, una respuesta muy homogénea, en línea con lo 

obtenido para la molécula completa  (Figuras 41). 
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Figura 43.  Inducción de TNF-α en células RAW 264.7 por parte de diversos tipos de ácidos micólicos en 

forma de ésteres metílicos (R-COOCH3), a dosis de 1 µg,  5 µg y 20 µg. La línea horizontal indica el valor 

del control. 
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Estudio de la actividad biológica en la línea celular THP-1 

Inducción de IL-1β, IL-6, IL-12p40, IL-23 y TNF-α por parte del ‘cord 

factor’ de diversas micobacterias 

Los distintos CFs estudiados fueron capaces de inducir la secreción de IL-1β, IL-

6, IL-12p40, IL-23 y TNF-α (Figura 44), relacionándose este resultado con la 

interacción directa (fagocitosis) de las células THP-1 con las microbolas control (Figura 

45 a) o impregnadas con CF (Figura 45 b). Los mayores niveles de inducción de IL-1β y 

TNF-α correspondieron a los CFs de las distintas micobacterias atípicas analizadas, 

mientras que los niveles más altos de IL-6, IL-12p40 e IL-23 fueron producidos por el 

CF de M. tuberculosis H37Rv (Figura 44).  
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Figura 44.  Inducción de diversas citoquinas en células THP-1 (48 h, 37 ºC) por parte del CF 

(impreganado en microbolas) de distintas micobacterias. Los valores representan la media ± desviación 

típica de tres experimentos independientes. IL-1β, IL-6 y y TNF-α se determinaron mediante citometría de 

flujo e IL-12p40 e IL-23 mediante ELISA. ALV) M. alvei CR-21T, BRU) M. brumae CR-270T, FOR) M. 

fortuitum AC1, SIM-T) M. simiae ATCC 25275T, 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. Microscopía electrónica 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 análisis estadístico realizado arrojó diferencias significativas entre diferentes 

cepas; sin embargo, este resultado no se consideró relevante, al comprobar que las 

microbolas no se habían impregnado con cantidades equivalentes de CF (Figura 46). 

 

Figura 46.  CCF del CF extraido de las microbolas tras el proceso de impregnación. 1) CF control, 2) M. 

simiae (habana) TMC 5135, 3) M. simiae ATCC 25275T, 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-21T, 8) M. 

brumae CR-270T, 9) M. fortuitum AC1 10) M. tuberculosis H37Rv y 11) Medio de cultivo. 

Pareció, pues, más conveniente expresar los resultados como producción relativa 

de las distintas citoquinas en cada una de las cepas incluidas en el análisis, generándose 

un patrón global (Figura 47) susceptible de una mejor comparación. 
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Figura 47.  Inducción de diversas citoquinas (producción relativa: %) tras la estimulación de células THP-1 

por parte del CF de: ALV) M. alvei CR-21T, BRU) M. brumae CR-270T, FOR) M. fortuitum AC1, SIM-T) M. 

simiae ATCC 25275T, 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 ± desviación típica de tres experimentos independientes. 

Así, M. alvei CR-21T, M. brumae CR-270T, M. fortuitum AC1, M. simiae ATCC 

25275T, M. simiae (habana) IPK-337, M. simiae (habana) IPK-342 y M. simiae 

(habana) TMC 5135 muestran un patrón en donde la inducción de IL-1β y TNF-α es 

mayoritaria, separándose claramente del patrón de M. tuberculosis H37Rv, en donde 

predominan IL-6 e IL-12p40 (Figura 48). 

M. tuberculosis H37Rv

Micobacterias atípicas

 

Figura 48.  Clasificación (vecino más próximo, SPSS 17.0) de las cepas estudiadas en función de la 

producción relativa de diversas citoquinas. Se incluyen los tres ensayos realizados por cepa.  
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En un análisis estadístico global (ANOVA), M. tuberculosis H37Rv se diferenció 

del resto de cepas en la inducción relativa de IL-6 (P ≤ 0.004) e IL-12p40 (P < 0.0005); 

en las demás citoquinas las diferencias no fueron tan uniformes como las citadas. Al 

considerar únicamente las cepas de M. simiae, se constató que IPK-342 difirió del resto 

en TNF-α (P ≤ 0.045), IL-1β (P ≤ 0.009), IL-12p40 (P ≤ 0.019) e IL-23 (P ≤ 0.003). 

Añadiendo a este análisis M. tuberculosis H37Rv, se mantuvieron las diferencias arriba 

indicadas en el análisis global, ampliándose éstas a IL-1β (P < 0.0005). Del análisis 

estadístico en donde se consideraron todas las micobacterias atípicas, sólo hay que 

reseñar diferencias puntuales entre algunas de las cepas y la separación de IPK-342 del 

resto en cuanto a la producción relativa de IL-23 (P < 0.0005). 

Aunque las distintas cepas se agruparon en dos patrones principales, al relacionar 

la producción relativa de las citoquinas con sus controles respectivos (Figura 49), se 

observó que tanto IL-6 como IL-23 eran las moléculas que más veces se activaron sobre 

el control, lo que podría indicar que el CF por sí solo es capaz de inducir la secreción de 

ambos compuestos, no afectando demasiado la adición de INF-γ, al contrario de lo que 

pareció suceder con IL-1β, IL-12p40 y TNF-α.    
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Figura 49.  Inducción (veces sobre el control) de diversas citoquinas en células THP-1 por parte del CF de 

diversas micobacterias. ALV) M. alvei CR-21T, BRU) M. brumae CR-270T, FOR) M. fortuitum AC1, SIM-T) 

M. simiae ATCC 25275T, 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 producción relativa de las citoquinas analizadas con la 

estructura fina de los ácidos micólicos del CF, y, más concretamente, con la conformación de 

sus instauraciones (ciclopropanos e instauraciones), se constató una relación inversa entre el 
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cociente trans/cis (Tabla 7) y la inducción de IL-6, IL-12p40 e IL-23 (Figura 50 a). Esa 

misma relación fue directa para IL-1β y TNF-α (Figura 50 b). 
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Figura 50.  Relación entre la producción relativa (%) de diversos citoquinas y la conformación (cociente trans/cis) 

de las instauraciones (ciclopropanos o dobles enlaces) de los ácidos micólicos del CF. 
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El interés científico por el CF viene desde su descubrimiento por Bloch y, 

específicamente, desde su determinación como sustancia tóxica en M. tuberculosis 

(Bloch, 1950). En la actualidad, ese interés se ha renovado, no sólo por las evidencias 

de su participación en la patogénesis de la tuberculosis (Hunter y cols., 2009), sino 

también por su capacidad adyuvante, al asociarse con cierto éxito a posibles vacunas 

proteicas frente a la tuberculosis (Khader y cols., 2007; Lima y cols., 2001; 

Werninghaus y cols., 2009), algunas de las cuales se encuentran en fase experimental 

(Kaufmann, 2011). Además, estudios recientes demuestran que el CF es reconocido por 

al menos dos receptores distintos de células presentadoras de antígenos, como son, 

MARCO (receptor de estructura relacionada con el colágeno, presente en macrófagos) 

(Bowdish y cols., 2009) y Mincle (receptor tipo lectina-C) (Ishikawa y cols., 2009; 

Schoenen y cols., 2010). Por otra parte, diversas evidencias moleculares  indican que la 

capacidad inmunomoduladora del CF de M. tuberculosis está ligada a sus componentes 

lipídicos (ácidos micólicos: α, metoxi, ceto) (Dao y cols., 2008; Rao y cols., 2005, 

2006), cuyas instauraciones aparecen,  mayoritariamente, como cis-ciclopropanos 

(Minnikin, 1982; Watanabe y cols., 2001).  

Los datos obtenidos en este trabajo revelan la existencia de CF en todas las 

cepas analizadas y muestran que las distintas especies se diferencian entre sí por los 

detalles específicos de la estructura fina de los ácidos micólicos. La identificación 

estructural se llevó a cabo mediante técnicas combinadas de RMN y espectrometría de 

masas y su patrón estructural responde, sin ambigüedad, al de una 6,6’-di-O-micoloil 

trehalosa, similar a la de M. tuberculosis (Noll y cols., 1956) y otros miembros del 

suborden Corynebacterineae (Niescher y cols., 2006; Nishizawa y cols., 2007). No 

obstante, los resultados iniciales obtenidos con el CF de M. simiae fueron un tanto 

sorprendentes, debido al solapamiento de las señales H-5/H-5’ y H-6b/H6’b en TMC 

5135 y en IPK-220, contrariamente a lo encontrado en ATCC 25275T, IPK-337 e IPK-

342. Los análisis sugieren, sin embargo, que este solapamiento se explica por un efecto 

solvente y no por modificaciones en la configuración de los centros quirales de los 

carbonos C2 y C3 de los ácidos micólicos. Hasta ahora, los ácidos micólicos analizados 

son C2R, C3R (Quémard y cols., 1997) y los datos obtenidos en el 1H-RMN con 

deuteropiridina confirman que los presentes en el CF de TMC 5135 poseen la misma 

configuración. Sin embargo, dado que el CF es en realidad una mezcla natural de 
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numerosos homólogos estructurales (en donde destacan α-micolatos impares y ceto-

micolatos de cadena larga) no es de descartar que el posible plegamiento en W 

(Villeneuve y cols., 2007, 2010) de estos compuestos pueda influir en los resultados de 

la 1H-RMN.  

La composición lipídica del CF de M. simiae fue similar en todas las cepas de la 

especie, caracterizándose por la presencia de α’-, α- y ceto-micolatos, siendo posibles 

seis combinaciones básicas de ácidos micólicos en este glicolípido; sin embargo, y 

debido a la variación en la longitud de cadena de estos lípidos, son posibles numerosas 

especies moleculares distintas, tal y como se ha descrito en el CF de diferentes especies 

de Mycobacterium (Fujita y cols., 2005). Como se ha citado, TMC 5135 presentó una 

combinación específica en sus α-micolatos, en la que abundan los de serie impar (que 

combina un anillo cis-ciclopropano con otro trans-ciclopropano), contrariamente al 

resto de cepas de M. simiae, en donde prevalece la serie par que contiene dos anillos cis-

ciclopropano. Los ácidos micólicos del CF y los de la pared celular (células 

deslipidadas) fueron similares, aunque en estos últimos se mantienen –de manera más 

acusada- la diferencias entre TMC 5135 y el resto de cepas de M. simiae, algo que ya se 

observó en estudios previos de la estructura de los ácidos micólicos de esta especie 

(Mederos y cols., 2007). Variaciones en la estructura fina de los micolatos dentro de una 

misma especie de Mycobacterium se han descrito también por otros autores (Minnikin, 

1982; Watanabe et al., 2001, 2002), aunque su significado biológico está por 

determinar. Es de destacar, así mismo, que en todas las cepas de M. simiae la longitud 

de cadena de los ácidos α-micólicos mayoritarios es similar a la de los ceto-micolatos, 

algo poco común en micobacterias, dado que los ácidos micólicos oxigenados suelen 

presentar unos 4C-6C adicionales en su estructura (Minnikin, 1982; Watanabe et al., 

2001). Esto induce a pensar que los precursores de la síntesis de α- y ceto-micolatos en 

M. simiae serían idénticos, contrariamente a los que sucede en otras micobacterias. 

Además, debe existir alguna particularidad enzimática en la cepa TMC 5135 que la 

lleve a combinar, mayoritariamente, anillos ciclopropanos cis y trans en los α-

micolatos. Estas peculiaridades estructurales no se reflejan, sin embargo, en la actividad 

biológica global del CF de TMC 5135, ya que, en general, puede considerarse similar a 

la del CF de otras micobacterias atípicas incluidas en este trabajo. 
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Mycobacterium simiae es la única micobacteria no tuberculosa analizada que 

contiene ciclopropanos en sus ácidos micólicos, lo que la aproxima a M. tuberculosis; 

sin embargo, la conformación global de estos grupos estructurales es diferente en ambas 

especies. En M. alvei, M. brumae y M. fortuitum las instauraciones son, exclusivamente, 

dobles enlaces cis y trans, destacando el hecho de que la longitud de cadena de los 

ácidos micólicos es inferior a la de M. simiae. No obstante, M. alvei y M. fortuitum 

tienen valores similares a M. simiae en la relación trans/cis de las instauraciones, pero 

difieren de M. brumae, lo que en conjunto puede justificar algunos de los resultados 

obtenidos en el análisis de la actividad biológica del CF, sobre todo los determinados en 

la línea celular THP-1.  

Los distintos CFs ensayados fueron capaces de estimular la secreción de las 

citoquinas estudiadas en las líneas celulares RAW 264.7 (IL-1β y TNF-α) y THP-1 (IL-

1β, IL-6, IL-12p40, IL-23 y TNF-α), distinguiéndose en esta última dos patrones bien 

claros, uno correspondiente a micobacterias atípicas (con niveles mayoritarios de IL-1β 

y TNF-α) y otro a M. tuberculosis H37Rv (con niveles mayoritarios de IL-6 e IL-

12p40). Este hallazgo podría atribuirse a las diferencias globales que se observan en la 

estructura fina de los ácidos micólicos de M. tuberculosis y del resto de las especies 

consideradas. No obstante, cada uno de los CFs estudiados constituye un conjunto de 

moléculas homólogas, por lo que no puede descartarse que algunos grupos funcionales 

actúen como inhibidores o activadores de la estimulación de una u otra citoquina, y que 

lo que observamos sea, en realidad, un resultado promedio de los efectos particulares de 

las distintas combinaciones de los ácidos micólicos en la molécula. Así, por ejemplo, las 

distintas cepas de M. simiae muestran la misma capacidad de estimulación del TNF-α 

en células RAW 264.7, a la vez que TMC 5135 es similar a M. alvei, M. brumae y M. 

tuberculosis H37Rv en los análisis de dosis-respuesta de esta citoquina, aún cuando sus 

ácidos micólicos sean claramente diferentes. Por otro lado, M. simiae TMC 5135 es 

capaz de estimular IL-6 en la misma medida que M. brumae en la línea celular RAW 

264.7; en este contexto, ambas superan a M. alvei, pero están significativamente por 

debajo de M. tuberculosis H37Rv.  

La influencia de determinados grupos funcionales de los ácidos micólicos del CF 

sobre la capacidad de inducción de diversas citoquinas en macrófagos, ha sido estudiada 
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en M. tuberculosis mediante técnicas de biología molecular. Así, mutantes en pcaA 

(carentes del cis-ciclopropano proximal en α-micolatos) se ven alterados en la 

capacidad de estimulación de IL-6 y, sobre todo, de TNF-α (Rao y cols., 2005); estos 

datos sugieren que la presencia de dobles enlaces proximales en los α-micolatos afecta 

negativamente a los niveles de secreción de ambas citoquinas. Por otra parte, estudios 

con mutantes en mmaA4 [gen implicado en la biosíntesis de ácidos micólicos 

oxigenados (Takayama et al., 2005)] indican que ceto- y metoxi-micolatos actuarían 

como inhibidores de TNF-α e IL-12p40 (Dao y cols., 2008). La influencia sobre TNF-α 

es incluso más refinada, ya que los niveles de inducción de esta citoquina aumentan en 

mutantes cmaA2 (Rao y cols., 2006), un gen responsable de la formación de trans-

ciclopropanos en ácidos micólicos oxigenados (Takayama y cols., 2005). Se ha 

publicado, además, que el CF de micobacterias no patógenas presenta la capacidad de 

inducir granulomas (Fujita y cols., 2007); en general, esta actividad sería dependiente de 

TNF-α (Takimoto y cols., 2006; Welsh y cols., 2008) y estaría conectada con la 

longitud de cadena de los ácidos α-micólicos (Fujita y cols., 2007), compuestos que 

también influirían en la toxicidad de la molécula. Por otra parte, el contenido en metoxi-

micolatos del CF de diversas cepas de M. bovis BCG influye en la capacidad de 

estimulación de TNF-α y varias interleuquinas (Hayashi y cols., 2009). La presencia de 

ciclopropanos y funciones oxigenadas en los ácidos micólicos parece tener un gran 

impacto en su actividad biológica (Glickman y cols., 2000; Rao y cols., 2005, 2006; 

Bhatt y cols., 2007; Dao y cols., 2008; Dubnau y cols., 2000), habiéndose demostrado 

que mutantes de M. tuberculosis carentes de ciclopropanos son hiperinflamatorios en 

ratones (Barkan y cols., 2012) y producen niveles elevados de TNF-α y, en parte, IL-1β.  

Los ácidos micólicos ‘per se’ son capaces de estimular la producción de TNF-α, 

IL-6 e IL-12 (Korf y cols., 2005), provocando inflamación (Vander y cols., 2011), 

siendo los metoxi-micolatos con cis-ciclopropanos los más potentes. Los ceto-micolatos 

se consideran anti-inflamatorios y los α-micolatos se califican como inertes (Vander y 

cols., 2011). Sin embargo, nuestros resultados muestran que el CF de M. brumae (con 

sólo α-micolatos) es capaz de estimular la secreción de todas las citoquinas estudiadas 

y, por otra parte, los mutantes mmaA4 de M. tuberculosis inducen altos niveles de TNF-

α e IL-12p40 (Dao y cols., 2008), por lo que la aparente falta de actividad de los α-
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micolatos podría circunscribirse a su incapacidad de inducir la transformación de 

macrófagos a macrófagos espumosos en el granuloma (Korf y cols., 2005; Peyron y 

cols., 2008). Se sabe, así mismo, que los ácidos micólicos de Mycobacterium son 

reconocidos por un subgrupo de linfocitos T cuando son presentados en el contexto de 

moléculas CD1 (Beckman y cols., 1994), contribuyendo de manera significativa a la 

inmunología de la tuberculosis (Montamat-Sicotte y cols., 2011).  

Los ácidos micólicos de la envoltura celular interaccionan con el sistema inmune 

de forma variada y compleja a través de mecanismos no bien conocidos en la 

actualidad, aunque se ha demostrado que en el caso concreto del CF intervienen tanto la 

parte polar (trehalosa) como la lipídica (Bowdish y cols., 2009; Ishikawa y cols., 2009; 

Ozeki y cols., 2006; Werninghaus y cols., 2009). Como se ha citado, diversos grupos 

funcionales influyen de manera diferente en la estimulación de distintas citoquinas, por 

lo que las peculiaridades estructurales de los ácidos micólicos son importantes en los 

mecanismos de reconocimiento de este glicolípido, cuya estructura completa es 

necesaria para una óptima actividad biológica, tal y como se ha mostrado en este 

trabajo, tanto para IL-6 como para TNF-α. Los resultados obtenidos con las células 

THP-1 inducen a pensar que lo que realmente podría determinar la capacidad de 

inducción de una determinada citoquina es la relación trans/cis en la conformación 

estructural de las insaturaciones de los ácidos micólicos del CF. El que esas 

insaturaciones tengan una conformación u otra influye significativamente en el 

plegamiento en W de los ácidos micólicos (Villeneuve y cols., 2007, 2010) y, 

probablemente, en la interacción de esta molécula con sus receptores en células 

presentadoras de antígenos. En macrófagos y células dendríticas, el receptor Mincle 

parece esencial (Ishikawa y cols., 2009; Schoenen y cols., 2010), aunque la ausencia de 

este receptor en ratones manipulados genéticamente no impide establecer una respuesta 

inmune frente a M. tuberculosis (Heitmann y cols., 2012). El receptor MARCO también 

interviene en macrófagos (Bowdish y cols., 2009), a lo que parece presentando el CF a 

CD-14/TLR2, por lo que la participación de estas proteínas justificaría la importancia de 

los ácidos micólicos en el reconocimiento del glicolípido y en la fina regulación que 

debe tener este proceso.  
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Las distintas citoquinas estudiadas juegan un importante papel en la inmunología 

de la tuberculosis. En general, IL-12p40 favorece la respuesta Th1 y la resistencia a 

infección (Cooper y Khader, 2008), pero el papel de IL-6 es controvertido, ya que en 

algunas ocasiones se ha calificado de patológica, por ayudar a mantener el granuloma 

(Welsh y cols., 2008), y en otras se ha considerado como beneficiosa (Méndez-

Samperio, 2010), en parte por su influencia sobre la células Th-17, un grupo de 

linfocitos que segregan IL-17, una interleucina importante en la organización del 

granuloma (Torrado y Cooper, 2010). TNF-α, entre otras funciones, es crítico para el 

inicio de la formación del granuloma y la activación de los macrófagos (Russell, 2007), 

siendo críticos sus niveles: la nula secreción de esta citoquina genera granulomas 

desestructurados y afecta a la co-localización de linfocitos y macrófagos (Flynn y cols., 

1995, Bean y cols., 1999), mientras que la hipersecreción causa inflamación destructiva 

(Bekker y cols., 2000). IL-1β participaría tanto en la respuesta innata como en la 

adaptativa (Korbel y cols., 2008), aunque para algunos autores su función en la 

respuesta frente a la tuberculosis no está bien definida (Guller y cols., 2011; Shiratsuchi 

y cols., 1991), si bien podría influir en la inducción de IL-12p40. Por otra parte, IL-23 

regula la producción de IL-17 y promueve la aparición de células de memoria en el 

momento inicial de la infección (Khader y cols., 2007), pero puede tener efectos 

nocivos cuando la enfermedad ya está establecida (Cruz y cols., 2010). Hay que tener en 

cuenta, sin embargo, que los mecanismos que intervienen en la respuesta inmune frente 

a M. tuberculosis son mucho más complejos y no conocidos en profundidad (Torrado y 

Cooper, 2011), y que las relaciones celulares que en ellos operan deben estar sujetas a 

balances temporales y espaciales de numerosas citoquinas y de otras moléculas 

inmunomoduladoras (Cooper, 2009; Dorhoi y cols., 2011). 

Una aproximación inicial al análisis de la actividad biológica del CF de M. 

simiae (habana) TMC 5135 se realizó estudiando la capacidad de inducción de TNF-α, 

en un intento por explicar parte de la inmunogenicidad atribuida a esta cepa (Mederos y 

cols., 2006) en tuberculosis (Gupta y cols., 1979) y lepra (Singh y cols., 1989, 1997) 

experimentales. Los resultados obtenidos no permiten, sin embargo, dar ningún 

significado especial al CF de este microorganismo, aún a pesar de las peculiaridades de 

su estructura, ya que otras cepas de la especie inducen niveles similares de TNF-α. 
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Además, como se ha citado más arriba, en el estudio dosis-respuesta (RAW 264.7), 

TMC 5135 mostró el mismo comportamiento que otras micobacterias atípicas, aunque 

sí se observaron algunas diferencias en relación con la estimulación de IL-6. El abanico 

de inducción de citoquinas se amplia a IL-1β, IL-12p40 e IL-23 cuando se usan células 

THP-1, por lo podría afirmarse que el CF sí podría tener un papel global en la 

inmunogenicidad de TMC 5135. Diversos antígenos proteicos de TMC 5135 tendrían 

también esta propiedad, al ser capaces de inducir IL-2, IL-12 e INF-γ en macrófagos de 

ratones (Divya Jyothi y cols., 2000).  

La inducción de TNF-α por parte de los distintos CFs ensayados puede 

considerarse muy estable, teniendo en cuenta los datos del estudio dosis-respuesta 

(RAW 264.7), aunque este resultado no debe interpretarse como una falta de relación 

entre la estructura fina de los ácidos micólicos y la estimulación de esta citoquina (ver 

más arriba). Los datos indicarían, más bien, que a la dosis de 1 µg se alcanzan los 

niveles máximos de activación y que, posiblemente, podrían encontrarse diferencias a 

dosis menos elevadadas. Por otra parte, cuando se emplean células THP-1, aparecen los 

dos patrones diferenciados ya comentados, correspondiendo los niveles más altos a los 

CFs de micobacterias atípicas. La ruta de activación de TNF-α en macrófagos pasa por 

NF-κB (Sato y cols., 1998), al igual que la de otras citoquinas, y sería la interacción del 

CF con su receptor celular la que marcaría, a través de toda una cascada de señales, el 

resultado cuantitativo de la estimulación. Ha de reseñarse, en este punto, que MARCO 

no está presente en RAW 264.7, por lo que parte de las diferencias encontradas con 

THP-1 pudieran deberse a este hecho. IL-1β es, junto a TNF-α, la citoquina inducida en 

mayores niveles por los CFs de micobacterias atípicas en THP-1. La ausencia de 

estimulación de IL-1 β en RAW 264.7 se debe atribuir al propio CF, puesto que 

diversos polisacáridos son capaces de inducirla en esta línea celular (Adams y 

Czuprynski, 1994). Recientemente se ha publicado que IL-1 β se estimula a través de 

Nlcr3 (Schweneker y cols., 2012), tras interaccionar el dibehenato de trehalosa (un 

análogo sintético del CF) con el receptor Mincle. Nlcr3 forma parte de un complejo de 

proteínas citoplasmáticas (inflamasomas) implicadas en la maduración y secreción de 

IL-1β e IL-18 (Franchi y cols., 2012). Las diferencias de estimulación de IL-1β entre M. 

tuberculosis H37Rv y micobacterias atípicas podrían fundamentarse, en parte, en la 

interacción con Nlcr3, aunque, en general, en estos procesos también parece intervenir 
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NF-κB tras ser activado por otros posibles receptores (Franchi y cols., 2012). Hay que 

tener en cuenta, además, que la inducción de determinadas citoquinas puede influir 

sobre otras, como es el caso de TNF-α y/o IL-1β sobre IL-6 (Kishimoto, 2005).  

IL-6 es una las citoquinas mayoritariamente estimuladas por M. tuberculosis en 

THP-1. Por otra parte, el CF de esta cepa presenta -al igual que M. alvei, M. brumae y 

M. simiae (habana) TMC 5135- una clara relación dosis-respuesta en RAW 264.7. En 

este último estudio, parecería que la presencia de un grupo metoxi en el extremo de la 

cadena (M. alvei) tuviera un efecto inhibidor sobre la estimulación de IL-6, algo que, sin 

embargo, no se observa en THP-1. También es sorprendente que M. brumae y M. simiae 

(habana) TMC 5135 muestren la misma tendencia en la inducción de IL-6; no obstante, 

habría que considerar lo que se apuntó más arriba sobre el efecto neto de inducción que 

tendrían algunos grupos funcionales presentes en los ácidos micólicos y, 

específicamente, los trans-ciclopropanos (abundantes en M. simiae). En algunos 

estudios, IL-6 aparece como inhibidora de la activación de macrófagos (Wallis y cols., 

1994), de la fusión fagosoma-lisosoma y de la formación del autofagosoma (Dutta y 

cols., 2012), efectos todos ellos inducidos por INF-γ, lo que favorecería el desarrollo de 

M. tuberculosis y vendría a destacar el hecho de que IL-6 sea activada 

significativamente por el CF de H37Rv. Sin embargo, Singh y cols. (2011) apuntan que 

IL-6 (junto a IL-1 y TNF-α) es necesaria para provocar una respuesta duradera de 

células Th1, a la vez que induce la aparición de linfocitos T de memoria, tanto CD4 

como CD8. En el patrón de estimulación de citoquinas en células THP-1 por parte del 

CF de M. tuberculosis H37Rv también destaca IL-12p40, un hallazgo que no parece 

encajar con los resultados publicados por Dao y cols. (2008) en el mutante mmaA4 de 

M. tuberculosis. Sin embargo, hay que reseñar que tanto Dao y cols. (2008) como Rao y 

cols. (2005, 2006) no dan datos de la estructura fina del CF por lo que sólo se pueden 

hacer conjeturas teóricas sobre la composición de las cepas analizadas. En teoría, el 

mutante mmaA4 –que carece de funciones oxigenadas- tendría ácidos micólicos 

insaturados, con dobles enlaces y ciclopropanos en –principalmente- configuración cis, 

una combinación que es capaz de estimular altos niveles de TNF-α (Dao y cols., 2008). 

Curiosamente, la ausencia de ciclopropanos en los ácidos micólicos de la pared celular 

también se traduce en una capacidad elevada de inducción de TNF-α e IL-1β (Barkan y 

cols., 2012), pero la ausencia conjunta de ciclopropanos y de funciones oxigenadas lleva 
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a una disminución de la secreción de esta citoquina (Barkan y cols., 2012). IL-12p40 es 

una citoquina esencial para la migración de células dendríticas tras la infección por M. 

tuberculosis (Henry y cols., 2008), por lo podríamos especular que la baja producción 

de las micobacterias atípicas, se correspondería con su menor patogenia, ya que los 

macrófagos podrían ser capaces de eliminar estos microorganismos sin necesidad del 

apoyo de las células dendríticas. IL-12p40 es una molécula efectora que aparece en 

distintas formas en el sistema inmune, tales como IL-12p70, IL-12p80 e IL-23 

(Méndez-Samperio, 2010). Esta última es un dímero con una subunidad adicional de 19 

kDa, por lo que resulta lógico que los resultados obtenidos sean paralelos para las dos 

interleucinas. En un estudio reciente de Khader y cols. (2011) se demuestra que IL-23 es 

indispensable para el control a largo plazo de la infección producida por M. 

tuberculosis; no obstante, altos niveles de IL-23 también se han relacionado con un 

incremento en las consecuencias patológicas de la tuberculosis (Cruz y cols., 2010). 

El CF controla, en parte, la virulencia de M. tuberculosis a través de sus ácidos 

micólicos oxigenados (Dao y cols., 2008), los trans-ciclopropanos en ceto- y metoxi-

micolatos (Rao y cols., 2006) y los cis-ciclopropanos de los ácidos α-micólicos (Rao y 

cols., 2005). Las micobacterias atípicas estudiadas carecen, en general, de los rasgos 

estructurales de los ácidos micólicos del CF de M. tuberculosis y su patrón de inducción 

de citoquinas es distinto al de la cepa H37Rv de esta especie. No obstante, es difícil 

extrapolar este hallazgo al caso específico de la inmunología de la tuberculosis, aunque 

los resultados obtenidos sí podrían ser de interés en la consideración del poder 

adyuvante del CF de micobacterias atípicas, y es aquí donde pueden abrirse perspectivas 

futuras para nuevas investigaciones.  
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1. Las distintas especies estudiadas contienen cord factor, diferenciándose 

entre sí y del cord factor de M. tuberculosis H37Rv en la estructura fina de sus 

ácidos micólicos. La cepa TMC 5135 de M. simiae –catalogada como 

inmunogénica en tuberculosis y lepra experimentales- se distingue, además, 

del resto de cepas de la especie citada por su elevado contenido en ácidos α-

micólicos de cadena impar. 

2. Todos los cord factors analizados fueron capaces de estimular la 

secreción de IL-6 y TNF-α en la línea celular RAW 264.7, requiriéndose la 

estructura completa de este glicolípido para una inducción óptima de ambas 

citoquinas. El cord factor de M. tuberculosis H37Rv difiere del cord factor de 

diversas micobacteiras atípicas en la capacidad de inducción de IL-6. 

3. Todos los cord factors analizados fueron capaces de estimular la 

secreción de IL-1β, IL-6, IL-12p40, IL-23 y TNF-α en la línea celular THP-1, 

diferenciándose claramente el perfil correspondiente a micobacterias atípicas 

del perfil de M. tuberculosis H37Rv. No se obtuvieron diferencias 

significativas entre M. simiae TMC 5135 y el resto de cepas de esta especie 

incluidas en el presente estudio, aún a pesar de las peculiaridades estructurales 

detectadas en su cord factor. 

4. Los perfiles de inducción de las citoquinas estudiadas se relacionan, en 

cierta medida, con la estructura fina de los ácidos micólicos del cord factor y, 

en concreto, con la configuración de las instauraciones. Así, los cord factors de 

micobacterias atípicas (cociente trans/cis ≥ 0.5) estimulan, especialmente, IL-

1β y TNF-α, mientras que el cord factor de M. tuberculosis H37Rv (cociente 

trans/cis ≤ 0.5) induce, preferentemente, IL-6, IL-12p40 e IL-23. Este 

resultado sugiere que el cord factor de micobacteiras atípicas puede tener valor 

como adyuvante. 
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