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El fracaso y el error 

Los fracasos y los errores que cometemos sin querer, son una forma de aprendizaje, 

con ellos se adquiere la experiencia para no volver a cometerlos. Se puede aprender más 

de un fracaso que de un éxito. Pero después de un fracaso hay que probar de nuevo, 

tratando de no repetir el mismo error y buscar la razón por la cual hemos fallado. Se debe 

probar poco a poco y correr pequeños riesgos para que sirvan de práctica y acostumbrarse 

a no tomar tan a pecho nuestras fallas . Y si al probar volvemos a fallar, debemos intentarlo 

de nuevo, porque si nunca nos arriesgamos a fallar, nos quedaremos estancados. 
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RESUMEN 

Los glicolípidos sulfatados (SG) y los glicosaminoglicanos (GAG) presentes en la 

superficie del ep itelio colónico y vaginal, así como en las células de la microglia, se unen a 

la glicoproteína de superficie gpl20 del VIH-I , lo que sugiere que estos glicoconjugados 

pueden desempeñar una fu nción en la infección por el VIH. El objetivo principal de este 

trabajo fue el de evaluar la capacidad de los SG y GAG extraídos de la leche humana, para 

inhibir la infección del VIH-I in vi/ro. 

Los SG y GAG se purificaron a partir de una mezcla de leches humanas y se 

caracterizaron por cromatografia líquida de alta resolución (HPLC) y por espectrometría de 

masas. Se probaron ocho diferentes preparaciones de SG y una de GAG en los ensayos de 

inhibición de la infección. Se utilizaron dos aislados virales adaptados al laboratorio: 

VIH-I ADA (macrofagotrópico) y VIH-lsF2 (Iin fotrópico) para los ensayos de inhibición con 

células mononucleares de sangre periférica (pBMC) y macrófagos derivados de monocitos 

de sangre periférica (MDM). 

Los ensayos de inhibición se realizaron preincubando diluciones seriadas de los 

glicoconjugados con cada uno de los virus, para posteriormente, infectar a la monocapa de 

MDM ya los PBMC. Después de cuatro días se determinó la cantidad del antígeno p24 de 

la cápside del VIH-I presente en los sobrenadantes de cultivos, mediante un ensayo 

ínmonoenzimátíco de ELlSA de captura del antígeno viral. Se definió como una 

inhibición significativa de la infectividad viral al valor en donde se redujo más del 80% la 

concentración del antígeno p24. Los GAG mostraron un efecto inhibitorio bajo (8-44%) 

en la infección de PBMC por el VIH-l. La tabla l muestra la cantidad mínima de 



glicolípidos sulfatados, expresados como volúmenes de la leche humana de la cual fueron 

extraidos, que inhibieron más del 80% la infección del VlH-l. 

Tabla 1. Cantidad mínima de los glicolípidos sulfatados que inbibieron más del 80% 

la infección del VIH-l (mI) 

Células blanco VllI-I ADA VllI-lsFl 

MDM 0.5 0.5 

PBMC 0.25 0.25 

Estos resultados muestran que los glicolípidos sulfatados extraídos de la leche 

humana, inhiben la infección de PBMC y MDM por aislados de laboratorio del VIH-I in 

vi/ro. 
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SUMMARY 

Sulfated glycolipids (SG) and glycosaminoglycans (GAG) present on the surface of 

colonic, vaginal epithelial, and neuroglial cell s bind to HIV gp 120, suggesting that these 

glycoconjugates may have a role in HIV infection. The major goal of our study was to test 

the ability ofSG and GAG from human milk to inhibit HIV-I infection in vitro. SG and 

GAG were purified from pooled human milk and characterized by high pressure liquid 

chromatography (HPLC) and mass spectrometry. Eight different preparations of SG and 

one of GAG were tested for inhibition of infection. Two laboratory iso lates, HIV-IADA 

(macrophage-tropic virus) and HIV-l sF2 (lymphotropic virus), were used for inhibition 

assays using peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and monocyte-derived 

macrophages (MDM). Inhibition assays were performed by preincubation of serial 

dilutions of glycoconjugates with each virus before infecting the monolayer of cu ltured 

MDM and PBMC. After 4 days, HIV p24 antigen was quantified by enzyme immunoassay 

(EIA) in culture supernatants. Significant inhibition of viral infectivity was defined as 

>80% reduction in p24 concentration. GAG showed a low inhibitory effect (8-44%) in 

HIV -1 infection of PBMC. Table l shows the minimal amounts of the most active SG 

fractions, expressed as volumes of human milk from which they were extracted, that 

inhibit >80% HIV -1 infection. 
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Table 1. Minimal amounts of sulfated glycolipids that inhibit > 80% HIV-l infection 

(mi). 

Target cells HIV-I ADA HIV-lsFl 

MDM 0.5 0.5 

PBMC 0.25 0.25 

These results show that sulfated glycolipids from human milk inh ibit infection of 

PBMC and MDM by HIV-I laboratory isolates in vilro. 
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INTRODUCCIÓN 

A. Generalidades de la pandemia del VIHJSIDA 

En el principio del siglo 2 1, el Virus de Inmunodefi ciencia Humana tipo I (VIH-I ), 

que es el agente causa l del Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (S IDA), continúa 

siendo un gran problema de salud a ni vel mundial, especialmente en los países en vías de 

desarrollo. Desde el inicio de la pandemia, hace más de dos décadas, más de 60 millones 

de personas han sido infectadas con el VIH y más de 20 millones de personas han fallecido 

a causa del SIDA. De acuerdo con las cifras reportadas por el Programa Conj unto de las 

Naciones Unidas sobre el VIHlSIDA (ONUSIDA) y la Organizac ión Mundial de la Salud 

(OMS), hasta Diciembre del 2005, existen 40.3 millones de personas viviendo con e l VIH, 

de las cuales 38 millones son adultos mayores de 15 años y 2.3 millones son menores de 15 

años. Durante el 2005 se reportaron 4.9 millones de nuevas infecciones en el mundo y 3.1 

millones de defunciones a causa del SIDA. Alrededor del 90% de las personas in fectadas 

con el VIH viven en los países en vías de desarrollo, siendo la región de África 

subsahariana la de mayor prevalencia con 25.8 millones de personas infectadas, seguida de 

la región de Asia meridional y sudoriental con 7.4 millones de casos y de América Latina 

con 1.8 millones de casos reportados (1). 

Desde 1983, año en que se inició la epidemia en México, hasta el 15 de Noviembre 

del 2005, la Secretaría de Salud y el Centro Nac ional para la Prevención y el Control del 

V!H/SIDA (CENSIDA), han contabilizado en forma acumulada, 98,933 casos de SIDA, de 

los cuales el 83% son hombres y el 17% son mujeres. Tan sólo durante el 2005 se 

noti ficaron 4,965 casos de SIDA registrados. Considerando el subregistro y la notificación 
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tardía, se estima que existen alrededor de 180,000 personas adultas infectadas con el VIH 

en nuestro país (2). 

En el año 2000, el SIDA ocupó el lugar 17 como causa de muerte en México, con 

una tasa de 4.1 por cada 100,000 habitantes. La población más afectada por la epidemia ha 

sido la población de 25 a 34 años de edad, en donde el SIDA representó la cuarta causa de 

muerte entre los hombres y la séptima causa entre las mujeres (3). La prevalencia de 

VIHlSIDA en México es del 0.3% entre la población adulta; el 92.2% de los casos 

acumulados de SIDA se han originado por transmisión sexual (y se concentra 

fundamentalmente en hombres que tienen sexo con hombres), 5.3% por vía sanguínea, 

2.2% por vía perinatal y menos del 1% en la categoría combinada de usuarios de drogas 

intravenosas/hombres que tienen sexo con hombres. 

Considerando el número total de casos reportados, México se ubica en el tercer 

lugar en el continente americano, después de Estados Unidos y Brasil ; sin embargo, de 

acuerdo con la prevalencia del VIH en la población adulta (que es el indicador que utiliza 

ONUSIDA para comparaciones internacionales), México se ubica en el vigésimo tercer 

lugar en América y el Caribe, yen el si tio setenta y siete a nivel mundial. 

En esta tesis se trabajó con aislados del VIH-I, por lo que los antecedentes se 

enfocan sólo en este tipo del virus. 

B. Estructura y organización genómica del VIH-I 

El VIH-I es un retrovirus que pertenece a la familia Retroviridae, grupo de virus 

encapsulados que poseen la enzima transcriptasa reversa, que permite que el virus sintetice 

una copia de ADN de su genoma ARN. El VIH también pertenece al género de los 
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Lentivirus, que se caracterizan por tener períodos largos de incubación y causar 

inmunodeficiencia y encefalopatía (4). 

Las partículas virales maduras miden entre 100 y 130 nm, son de forma esférica y 

están formadas por una doble membrana lipídica de origen celular denominada envoltura 

(EN V), que contiene 2 proteínas virales asociadas por enlaces no covalentes: una 

glicoproteína de superficie (SU) (gp 120) Y una transmembranal (TM) (gp41). Las proteínas 

de la envoltura se asocian en forma de trímeros, para formar alrededor de 72 

protuberancias ancladas en la superficie. Después de la envoltura y hacia el interior del 

virión, se encuentra la matriz viral (MA) constituída por la proteína p 17, Y dentro de la 

matriz se encuentra la cápside (CA) de forma cónica, y que está formada por la proteína 

p24. La cápside contiene 2 cadenas sencillas de ARN, a las que se asocian las proteínas de 

la nucleocápside (NC) (p7). La transcriptasa reversa (RT) (p66, pSI), la proteasa (PR) 

(p I O) Y la integrasa (IN) (p32) son las 3 enzimas que utiliza el virus para su replicación y 

se encuentran en la cápside. Las partículas virales también contienen a las proteínas 

accesorias: Nef, Vip y Vpr que actúan como adaptadores multifuncionales capaces de 

reclutar y modular a los procesos básicos de la célula huésped para optimizar la replicación 

viral. Existen otras proteinas accesorias Tal, Rev y Vpu que funcionan en la célula 

huésped (5) (Figura 1). 

La envoltura también contiene algunas proteínas de la membrana celular, derivadas 

de la célula huésped como son: antígenos del complejo mayor de histocompatibilidad de 

clase I y 11 , moléculas de adhesión y actina (6). 
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Figura 1. Estructura del VIH-1. A. Imagen de microscopia electrónica del VIH-l. B. Dibujo que 

representa la estructura morfológica del VIH-I, (7) 

El genoma viral está compuesto por dos cadenas sencillas de ARN de polaridad 

positiva y contiene nueve genes constituídos por 9,749 nucleótidos. La organización 

genómica del VIH- I difiere de otros retrovirus en que además de los genes estructurales 

gag, poI Y env, presenta múltiples genes accesorios con funciones regulatorias: lal 

(transactivador de la transcripción), rev (regulador de la expresión de la proteína del 

virión), nef (factor regulador negativo, aunque es un término mal empleado ya que 

realmente tiene un efecto de promotor), vif(factor de infectividad del virus), vpr (proteína 

viral R) Y vpu (proteína viral U). Los genes gag codifican para las proteínas estructurales 

internas y proteínas de la cápside y son: p7, pI 7 Y p24; los genes poI codifican para las tres 

enzimas necesarias para la replicación viral: transcriptasa reversa (pSI y p66), proteasa 

(p I O) y la integrasa (p32) y los genes env, que codifican para las glicoproteínas de la 

envoltura viral: gpl20 y gp41 (7) (Figura 2). 
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Figura Z. Organización genómica del VIH-I (7). 

C. Variabilidad genética del VIH-l 

El VIH es un virus muy variable, es decir, que tiene la capacidad de mutar muy 

fácilmente. Esto significa que pueden existir muchas cepas diferentes del virus en el 

organismo de un mismo individuo infectado. Con base en las similitudes genéticas, las 

numerosas cepas del virus se clasifican en tipos, grupos y subtipos. 

Desde 1983 año en que se aisló al VIH, se han identificado dos tipos del virus: el 

VIH tipo I (VIH- 1) que se encuentra distribuido en la mayor parte del mundo, 

principalmente en Europa, América y África Central, y el VIH tipo 2 (VIH-2), que se 

encuentra localizado en África occidental (8,9). 

Las cepas del VIH-l se dividen actualmente en 3 grupos: el grupo M (major), el O 

(oullier) y el N (new). Más del 90% de las infecciones pertenecen al grupo M y dentro de 

este grupo se han identificado al menos 9 subtipos virales (también llamados clades): A, B, 
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C, D, F, G, H , J Y K Y 15 formas recombinantes circulantes (CRFs), que son 

combinaciones de varios subtipos (10-14). 

La expansión continua de la diversidad genética del VIH-I con el tiempo, es el 

resultado de varios factores como son: la capacidad tan alta de cometer errores durante la 

transcripción del ARN vira l, que posee la enzima transcriptasa reversa (RT) del virus, 

(15,16), el cambio brusco del VIH- I en los individuos infectados, las recombinaciones 

virales y las presiones generadas por la respuesta inmune del huésped y por las drogas 

antivirales (17-19). Además, la respuesta inmune del huésped está relacionada con el 

sistema del HLA (antígeno de leucocitos humanos), cuyos polimorfismos varían entre las 

poblaciones humanas y pueden contribuír a una evolución genética viral diferente en varias 

partes del mundo (20). 

D. Ciclo de vida del VllI-I 

El cic lo de la replicación del genoma viral se divide en 2 fases: temprana y tardía. 

La fase temprana comienza con el reconocimiento de la célul a blanco por el virión maduro 

e involucra a todos los procesos que llevan a la integración del ADN genómico viral en el 

cromosoma de la cé lula huésped. La fase tardía comienza con la transcripción y expresión 

regulada del genoma viral integrado, la traducción de las proteínas virales y culmina con 

el ensamblaje, gemación y maduración del virus (5). 

La infección por el V IH-I inicia con la unión de gp l20 a su receptor de mayor 

afinidad, la molécula CD4 de la superficie de las células susceptibles: linfocitos T, 

macrófagos, cé lulas dendríticas y de la microglia. Existen otras moléculas de la superficie 

celular que funcionan como receptores secundarios o correceptores para el virus: los 
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receptores para quimiocinas: CCR5 (en el caso de los macrófagos) y CXCR4 o fusina (en 

el caso de los linfocitos T) (21-24). La unión de gp l20 y CD4 produce cambios 

conformacionales en ambas molécu las que exponen ciertos epítopes de la cubierta viral, 

favoreciendo la unión a los correceptores. Después de la unión del virus a los 

correceptores, la proteína transmembranal gp4 1 se desdobla y expone su dominio 

fusogénico para iniciar la fus ión con la membrana celular e inicíar el proceso de 

penetración. A continuación la cubierta del ARN genómico se pierde intemalizándose a la 

célu la blanco. La enzima transcriptasa reversa catal iza la transcripción del ARN genómico 

a ADN de doble cadena en el interior de la cápside. El ADN es translocado al núcleo, 

donde es integrado a los cromosomas de la célula huésped de manera aleatoria por medio 

de la enzima in te grasa. En esta etapa el provirus puede permanecer inactivo o puede 

manifestar diversos niveles de expresión genética hasta la producción activa del virus. Al 

activarse el provirus, inicia la transcripción de los genes estructurales y la traducción de los 

mismos para producir las proteínas vira les. La membrana plasmática se modifica al 

insertarse las proteínas gp 120 Y gp41; el ARN vira l y las proteínas de la cápside se 

ensamblan por debajo de ésta y se adquiere la membrana modificada de la célula huésped, 

como su envoltura en un proceso denominado gemación. La replicación del virus dentro de 

la célula huésped es modulada por factores virales y ce lulares, lo que conlleva a 3 caminos: 

que el provirus quede integrado al ADN celular y permanezca latente, que la replicación 

sea controlada y se produzca una cantidad moderada de virus sin la muerte de la célula, o 

la producción masiva de virus acompañada de lisis celular (25) (Figura 3). 
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Figura 3. Ciclo de vida del VIH-t (10). 

Además de los receptores y correceptores específicos para el VIH-l , existen · 

diversas moléculas de la membrana celular que propician el contacto del virus con su 

célula blanco, así como también el contacto célula-célula, favoreciéndose así la formación 

de sincicios. Entre estas moléculas membrana les destacan las adhesinas (ICAM-l, ICAM-

2, ICAM-3, VCAM-l, LF A-l), los glicoconjugados (glicoproteínas, glicoesfingolípidos, 

glicosaminoglicanos), lectinas tipo C tales como DC-SIGN y DC-SIGNR, tangerina y el 

receptor de manosa (26-31). 

E. Historia natural de la infección por el VllI-1 

La infección por el VIH-I se caracteriza por la pérdida significativa, constante y 

progresiva de los linfocitos T CD4+ y el aumento de la cantidad de virus detectado en la 

sangre periférica de los individuos infectados (32). Los niveles de linfocitos T CD4+ y de 

carga viral en sangre periférica, son los principales marcadores clínicos que se utilizan para 
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monitorear la progresión de la enfermedad y para el manejo clínico del paciente (33). La 

historia natural de la infección se esquematiza en la Figura 4, donde se observa que se 

divide básicamente en 3 etapas: la infección aguda (dura de una semana a 3 meses y 

comprende desde la infección inicial , el síndrome agudo y la respuesta inmune específica 

para el VIH), la etapa de latencia clínica (10 a II años en promedio en los pacientes 

adultos sin tratamiento antirretroviral) y el desarrollo del SIDA (2 años en promedio)(34). 
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Figura 4. Historia natural dela infección por el VIH-I (34). 

Después de la infección inicial, del 40 al 70% de los infectados entran en la fase 

aguda y desarrollan síntomas semejantes al resfriado, diarrea y linfoadenopatía 

generalizada. La fase aguda se resuelve generalmente en 2 a 3 semanas y comienza el 

período de latencia clínica, durante e l cual la carga viral se mantiene estable aunque con 

algunas fluctuaciones, al igual que lOs niveles de los linfocitos CD4, que llegan a estar en 

los niveles normales o se estabilizan en niveles bajos o declinan lentamente. Aunque no se 

presentan síntomas durante este período, el virus permanece activo en el sistema Iinfoide y 
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su replicación en las células T puede ocasionar la muerte de hasta 10 billones de célu las 

por día. Conforme disminuye el número de cé lulas CD4+ comienza la aparición de los 

síntomas ya que el virus ya no está delimitado a los nódulos linfáticos, sino que está 

diseminado en la sangre. Es en esta etapa cuando com ienza el desarrollo del SIDA, que es 

el estado terminal de la infección por el VIH. Cuando el número de CD4+ está por debajo 

de las 200 células/mi, se manifiestan las infecciones oportuni stas (neumonía causada por 

Pneumocystis carinii, sarcoma de Kaposi, candidiasis, toxoplasmosis, encefalopatía, etc) y 

las neoplasias poco comunes. 

Aunque el tiempo promedio en que ocurre la infección por el VIH y el desarrollo 

del SIDA en adultos es de lOa II años (35,36), existen algunos individuos infectados que 

evolucionan rápidamente al SIDA en menos de 5 años, se les denomina progresoreS 

rápidos y constituyen menos del 5% de la población infectada (37,38). Por otro lado, 

existen los individuos de larga sobrevida, llamados también no-progresores o progreso res 

lentos, que pennanecen asintomáticos, sin evidencia de deterioro inmunológico y 

consecuentemente de lenta evolución clínica, por más de 20 años. Estos individuos 

constituyen menos del 10% de la población infectada y presentan niveles normales de 

linfocitos T CD4+ y con una carga viral baja aún sin haber recibido el tratamíento 

antirretroviral (39,40). 

Aunque aún no se conocen las bases biológicas de la variabilidad de la progresión a 

SIDA en los individuos infectados, la información que existe hasta ahora, revela que puede 

deberse a la contribución de varios factores, entre ellos están: las diferentes cepas virales 

(cepas atenuadas del VIH-I)(41,42), la respuesta inmune antiviral (anticuerpos 

neutralizantes, linfocitos T citotóxicos CD8+)(43-47), los factores genéticos del huésped 
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(haplotipos del HLA y genotipos del correceptor CCR5) (48-51) y la exposición a 

cofactores microbianos (52) o ambientales. 

F. La paradoja de la leche humana: ¿vector de transmisión del Vlli-1 o fuente de 

agentes antivirales? 

F.l. La leche humana como vector de transmisión del Vlli-1 

Como se mencionó con anterioridad, la transmisión vertical del VIH-I o 

transmisión de la madre al infante, es la tercera causa de transmisión del virus en los 

individuos infectados; y se estima que la transmisión a través de la lactancia prolongada, es 

la tercera parte o hasta la mitad de las nuevas infecciones en infantes que ocurren en el 

mundo (53-56). El mecanismo, el sitio de entrada y las rutas de la transmisión vertical del 

VIH a través de la lactancia no se han esclarecido del todo. El VIH-I se expresa en el 

calostro y en la leche madura como partícula libre o en las células infectadas, pero aún se 

desconoce cuál de estas 2 formas se asocia con la transmisión. El virus también se propaga 

por las célu las epiteliales en los alveolos mamarios y en los ductos (57,58). 

Aunque el riesgo de la transmisión del VIH por la leche materna persiste durante la 

lactancia, el riesgo de transmisión es mayor durante los primeros 4 a 6 meses, cuando la 

carga del ARN viral en el calostro y en la primera leche son significativamente mayores 

que en la leche materna madura (59). 

El riesgo de la transmisión del VIH- I a través de la leche humana se atribuye tanto 

a factores maternos como a la susceptibilidad individual del infante. Entre estos factores se 

han descrito: el tamaño del inóculo viral, la cantidad de virus libre o de células infectadas 

con el VIH-I , la duración de la lactancia, la susceptib ilidad individual y la respuesta 

inmune local específica (60-63). La mastitis o inflamación del seno materno y la presencia 

de absesos en el seno, puede también aumentar la propagación del VIH-I en la leche (64). 
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F.2. La leche humana como fuente de agentes antivirales 

Aunque la leche humana puede ser una fuente de transmisión del VIH-I al recién 

nacido, este fluido también contiene una gran cantidad de sustancias que pueden bloquear 

o modular la infecc ión del virus. En la Tabla 2 se describen los principales factores no

inmunes, preinmunes e inmunes que pueden modular la infectividad de la leche humana y 

por consecuencia, el riesgo de la transmisión del virus durante la lactancia. 

Tabla 2. Factores con actividad anti-VllI-l en la leche humana* 

Solubles/Humorales Celulares Innatos 

(in munes/prei nmu nes) (iom unes/prein mu Res) (no-inmunes) 

Anticuerpos VIH-específicos Linfocitos T CD8+ ci totóxicos Inhibidor de proteasa de los 

IgO, 19A" IgM específicos para el VIH leucocitos secretores (SLPI) 

Quimiocinas: RANTES Linfocitos T CD4+ cooperadores 

específicos para el VIH Lisozima 

Choci nas: Interferón 

y, Interleucinas I~ , 6, 8 Y JO, Lactoferrina, fi bronectina, mucina 

factor de crecimiento Células asesinas naturales (NK) , proteínas polianiónicas 

transformante (TOF) ~ , ~-

defensina, S-selectina, L-selectina 

A nt icuerpos naturales 

CD I4 

Molécula de adhesión intracelular MacrMagos Lípidos 

l (ICAM- I) y molécula de 

adhesión vascular l (VCAM-I ) 

*ReferencJas: 65-78 
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F.3. Componentes de la leche humana 

Los principales componentes de la leche humana se distribuyen de la sigu iente 

manera: las grasas o lípidos (crema de la leche) constituyen el 4% (4.19 g/di) y en ellas se 

incluyen al colesterol, los triglicéridos, fosfolípidos, lípidos solubles y hormonas; el suero 

de la leche que está compuesto principalmente por los carbohidratos, entre los cuales el 

principal componente es la lactosa, 6% (6.7 g/d i), la glucosa y los ol igosacáridos 1%, la 

lactoferrina que es la principal glicoproteína de la leche 1% (0.2 g/di), la inmunoglobulina 

secretora IgA (IgAs) Y los iones monovalentes: sodio, potasio y cloro. Un tercer 

componente de la leche humana son las cé lulas, entre las cuales destacan las célu las 

epiteliales y los leucocitos: macrófagos, neutrófilos y linfocitos. Las micelas de caseína y 

las cenizas constituyen los componentes menos abundantes, 0.2% y 0.3%, respectivamente 

(79,80). 

F.4. Carbohidratos de la leche humana con actividad anti-VIH 

La leche humana contiene un gran número y cantidad de carbohidratos complejos 

como los ol igosacáridos y los glicoconjugados (glicolípidos, glicoproteínas, mucinas y 

glicosaminoglicanos), algunos de los cuales son biológicamente activos y que protegen al 

infante de una gran variedad de patógenos infecciosos que incluye bacterias, virus, hongos 

y parásitos (81-86). Se ha descrito que la actividad biológica de estos compuestos depende 

de la estructura de los glicanos, ya que los azúcares del extremo terminal del glicano, son 

vulnerables a la ruptura ocasionada por las glicosidasas, enzimas que hidrolizan a los 

oligosacáridos y glicoconjugados y que también están presentes en la leche (87). 
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Un gran número de patógenos utilizan a las proteínas unidas a carbohidratos 

(glicoproteínas) para unirse a las cé lulas blanco e iniciar un proceso in fecc ioso. La primera 

línea de defensa contra estas enfermedades infecc iosas consiste en un "señuelo" de 

oligosacáridos presentes en la capa de la mucosa y que recubren a todas las células 

epiteliales y están presentes también en la sali va, lágrimas, orina, sudor y en la leche 

materna. El señuelo de oligosacáridos se une a las glicoproteínas de los microbios y los 

patógenos son erradicados por un mecani smo fis iológico y característico del tej ido 

específico. Los oligosacáridos solubles pueden prevenir la entrada del microorgani smo o 

bien, separar a éste una vez que ya se ha adherido a su cé lula blanco. 

En el caso del VIH-I , se han descrito varios compuestos de naturaleza sacárida que 

están involucrados en la interacción del virus con su célula blanco. Recientemente se ha 

descubierto que en las células CD4+, los glicoesfingolípidos tienen un papel predominante 

en el anclaje del virus a la célula y el subsecuente uso de los receptores CD4 y de 

quimioc inas. En ese estudio se documentó que los glicolípidos invo lucrados no forman 

parte de los receptores, pero se encuentran en regiones ricas en estos compuestos, que por 

otra parte son necesarios para el proceso final de le entrada viral. Otro punto de gran 

relevancia es que el glicoesfingo lípido varía de acuerdo al tropismo del vi rus, lo que hace 

más interesante aún el papel de estos compuestos de anclaje primario en la in fecc ión por el 

VIH (88). 

En el caso de las células CD4 negati vas (células colónicas y neurales), se ha 

demostrado claramente el papel de un glicolípido, la galactosilceramida como ligando 

natural del VIH (89,90). Esta molécul a se une directamente a la región inmunodominante 

de la gp 120, denominada V3 y por lo tanto, análogos de este compuesto han podido por 
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bloqueo directo, inhibir la entrada viral en células C04 negativas, aunque debido a que se 

unen a V3 , también inhiben la entrada a células C04 positivas (91,92). 

Los glicolípidos sulfatados han sido reportados por varios autores, como receptores 

para una variedad de microbios, incluyendo al VIH-I (93-97). Los gl icolípidos están 

presentes en la superficie de las membranes celulares y el dominio de las membranas que 

es rico en glicolípidos, curiosamente también incluye a proteínas relacionadas con la 

transducción de señales intracelulares. Algunas investigaciones han sugerido que los 

glicolípidos sulfatados desempeñan funciones importantes en las áreas del reconocimiento 

celular, en la adhesión célula-célula, en la migración y en la transducción de señales 

mediada por los receptores (98,99). La carga iónica negativa que poseen los glicolípidos 

sulfatados, les permite unirse a los aminoácidos con carga iónica positiva de las cadenas 

laterales de las proteínas. Oe esta forma, al conferir una carga negativa a los 

glicoconjugados, los grupos sulfatados pueden promover la concentración de cargas 

negativas en la superficie de la célula en la proximidad a la bicapa lipídica, favoreciendo 

así, los procesos tales como la adhesión celu lar, la invasión a la célula, la fusión celular y 

la endocitosis. 

También se ha descrito la inhibición de la unión de la glicoproteína gpl20 del VIH-

1 al receptor C04, por los glicosaminoglicanos (compuestos caracterizados por presentar 

cadenas grandes de polisacáridos sul fatados) de la leche humana (100). Existe una razón 

para asumir que alguna interacción entre los polianiones sulfatados y los componentes de 

la superficie celular de los C04, que tienen carga opuesta, pueden ser los responsables de 

esta inhibición. 

Los glicolípidos sulfatados y los glicosaminoglicanos presentes en la superficie del 

epitelio colónico y vaginal, así como en las células neuroglia les, se unen a la glicoproteína 
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gpl 20 del VIH-I , lo que sugiere que estos glicoconjugados pueden tener un papel 

importante en la infecc ión por el VIH-I (101 ,102). 

La leche humana contiene glicosaminoglicanos y compuestos sulfatados que son 

capaces de inhibir la un ión de gp 120 al receptor CD4 en un ensayo inmunoenzimático. Por 

consiguiente, los glicosaminoglicanos y los sulfatados de la leche humana, podrían influ ir 

en la transmisión vertical del VIH-I durante la lactancia si están presentes en 

concentraciones biológicamente relevantes en la leche. En la figura S se muestra la 

estructura molecular de los glicolípidos sul fatados y de los glicosaminogli canos (122). 

Polisacárido 
Unidad sacárida repetida 

Polisacárido 

Unidad sacárida repetida 1200 m 

Figura S. Estructura molecular de los glicolfpidos sulfatados (A) y de los glicosaminoglicanos (8 ) (122). 
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mSTIFICACIÓN 

Algunos componentes de la leche humana y an imal poseen actividad antibacteriana 

y antiviral por analogía estructural con complejos proteicos (adhesinas, lectinas o 

hemaglutininas) presentes en la superficie de organismos patógenos (81, 103). La 

importancia del VIH como patógeno a nivel mundial, lo ha incluído en los blancos del 

estudio de posibles efectos de las fracciones de la leche humana, en particular de los 

glicoconj ugados. 

Aunque se ha demostrado el efecto inhibitorio de la infección por VIH que poseen 

las fracciones proteica, lipídica y sacárida de la leche humana, estos estudios han tenido 

algunas limitantes como el hecho de haber trabajado con fracciones crudas, es decir que 

contienen mezclas de diferentes compuestos, o bien con un número reducido de cepas 

virales adaptadas al laboratorio, o en otros casos, su efecto se ha evaluado en ensayos con 

proteínas recombinantes del vi rus (gp 120) Y a su receptor CD4 también recombinante 

(104-108). 

Con los resultados alentadores que se obtuvieron de todos estos estudios previos, 

donde se ha demostrado el efecto inhibitorio de la infección por el VIH-I in vi/ro que tiene 

la fracción sacárida de la leche humana, se planteó lo siguiente para aportar información 

que hasta el momento no ha sido reportada: 

l . Se procedió a fraccionar la preparación cruda de los glicoconjugados de la leche 

materna, mediante procesos bioquímicos de extracción y purificación que 

permitieran definir a los glicoconjugados que toman parte en la inhibición de la 

infección de las células blanco del VIH: CD4 positivas y así, disecar más el 

fenómeno inhibitorio. 
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2. Se utilizaron tanto cepas virales adaptadas a su crecimiento en el laboratorio, como 

aislados primarios o clínicos obtenidos de ind ividuos VIH-in fectados. De las cepas 

de laboratorio, se utilizaron ais lados virales de cada uno de los tropismos conocidos 

(macrofagotrópico y linfotróp ico) para observar si existía algún efecto inhibitorio 

específico para cada cepa viral. 

3. Se desarro lló un método de cromatografía en capa fina para eva luar la pureza de los 

glicoconjugados extraídos. Aunque existen métodos para evaluar la pureza de los 

glicoconjugados, la cromatografía en capa fi na es un método más económico y fác il 

de realizar, que proporciona resultados rápidos y fídedignos. 

4. Es la primera vez que se evaluó el efecto de glicoconjugados sulfatados 

(glicolípidos y glicosaminoglicanos) extraídos de la leche humana, sobre la 

in fecc ión de células CD4+ por el VIH-I. 

Con los resultados obtenidos en este trabajo se pro fundizará en el conoc imiento de 

la patogénesis de la infección por el VIH-I , específicamente en los mecanismos 

moleculares de unión del virus con su célula huésped, lo que permitirá a futu ro la creación 

de nuevas formas para ev itar esta interacción. 
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HIPÓTESIS 

La hipótesis general de este proyecto es que la entrada del Virus de 

Inmunodeficiencia Humana tipo I (VIH-I) a sus células blanco, puede ser bloqueada al 

impedir la unión del virus con su receptor celular específico mediante la utilización de 

receptores análogos obtenidos de fracciones de glicoconjugados (glicolípidos sulfatados y 

glicosaminoglicanos) de la leche humana que compitan con los receptores celulares 

naturales para el virus. 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Identificar y caracterizar receptores análogos glicoconjugados que inhiban 

competitivamente la adhesión del VIH-I a sus células blanco in vitro. 

Objetivos particulares 

l . Definir cuáles de las fracciones de glicoconjugados de la leche humana, 

participan en la inhibición de la infección de célu las mononucleares de sangre 

periférica (PBMC por sus siglas en inglés) y macrófagos derivados de 

monocitos de sangre periférica (MDM), por el VIH-I . 

2. Determinar si existen diferencias en la inhibición del anclaje del VIH-I a sus 

receptores y por lo tanto en la infección por el VIH, de diferentes célu las blanco 

CD4+, como PBMC y MDM. 
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3. Evaluar si el efecto inhibitorio de la infección de PBMC y MDM por el VIH-I , 

debido a la presencia de los glicoconjugados de la leche humana, es célula

específico y aislado viral-específico. 

4. Diseñar y caracterizar un método de cromatografia en capa fina, que permita 

identificar y evaluar la pureza de los glicolípidos sulfatados extraídos de la 

leche humana. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

El presente trabajo de tesis, se desarrolló en las etapas que se describen a 

continuación. 

l' etapa. Extracción y purificación de diferentes fracciones de glicoconjugados de 

la leche humana, específicamente de compuestos sulfatados: gl icosaminoglicanos y 

glicolipidos. Las primeras fracciones de glicoconjugados de la leche humana que se 

probaron en los ensayos de inhibición de la infección por el VIH-I , fueron proporcionadas 

por el Shriver Center for Mental Retardation, University of Massachusetts Medical School, 

en Waltham, Massachusetts, EUA y la metodología de la extracción y purificación de estos 

compuestos, se describe en la sección de material y métodos del primer artículo que se 

deriva de esta tesis y que se anexa al final de la misma (109). Se probaron ocho 

preparaciones de la fracción de glicolípidos sulfatados y una fracción de 

glicosaminoglicanos extraídos de la leche humana. 

2' etapa. Estandarización de un método de inhibición de la infección de PBMC y 

MDM por el VIH-I in vi/ro, utilizando diferentes fracciones de gl icoconjugados 

(glicosaminoglicanos y glicolípidos sulfatados) en varias concentraciones y con diferentes 

aislados virales. Para realizar los ensayos de inhibición, fue necesario previamente, 

propagar in vitro y determinar la concentración del antígeno viral p24 del VIH-I , de los 4 

aislados virales con los que se trabajó, que fueron dos aislados primarios (NP12 y NP54) Y 

dos aislados de laboratorio (VIH-I ADA y VIH-I SF2) , así como cultivar a los dos tipos de 

células blanco CD4 positivas, que se eligieron para los ensayos: PBMC y MDM. 

Debido a que se obtuvieron porcentajes altos de inhibición de la infección por el 

VIH-I (más del 80% de inhibición de la infección), con las primeras preparaciones de la 

25 



fracción de los glicolípidos su lfatados proporcionadas por el Shriver Center, se decidió 

extraer de nuevo dichas fracciones con algunas modificaciones al método de extracción 

original, y diseñar y estandarizar un método de cromatografia en capa fina para su 

identificación, con el fin de obtener fracciones de glicolípidos con un mayor grado de 

pureza. En un futuro se evaluará el efecto de inhibición de la infección por el VIH-I in 

vi/ro de esta nueva fracción de glicolípidos y se comparará con los resultados de inhibición 

obtenidos con las primeras preparaciones que se reportan en esta tesis. 

Se decidió también extraer de nuevo la fracción de glicosaminoglicanos de la leche 

humana ya que en los ensayos de inhibición, la primera fracción de glicosaminoglicanos 

extraída, mostró un porcentaje bajo de inhibición de la infección por el VIH-I in vi/ro 

(menor al 50%). Sin embargo existe la posibilidad de que los glicosaminoglicanos 

individuales y no la fracción completa, puedan tener un e fecto inhibitorio más potente, por 

lo mismo, se evaluará el efecto de inhibición de todas las fracciones con peso molecular 

mayor a 300,000 obtenidas durante la purificación de los glicosaminoglicanos. 

3' etapa. Extracción y purificación de las fracciones de glicosaminoglicanos y 

glicolípidos de la leche humana con modificaciones a las técnicas originales. 

4' etapa. Diseño y desarrollo de un método de cromatografia en capa fina, que 

permita identificar y evaluar la pureza de los glicolípidos sulfatados extraídos de la leche 

humana. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

l. Ensayos de in"ibici61l de la illfecci61l por VIH-l ill vitro COIl glicocolljugados 

Los métodos que se describirán a continuac ión, están basados principalmente en los 

métodos descritos en el Manual de Virología del Instituto Nacional de Alergia y 

Enfermedades In fecciosas (NIAID por sus siglas en inglés) de los Institutos Nacionales de 

Sa lud (NIH por sus siglas en inglés) de EUA (115), aunque se realizaron algunas 

modificaciones con el fin de optimizar las condiciones experimentales llevadas a cabo en 

nuestro laboratorio. 

Todos los procedimientos en los cuales se utilizó material biológico infecc ioso o 

potencialmente infecc ioso, se realizaron en una campana de flujo laminar de clase 2 de 

bioseguridad, en condiciones de esteril idad y siguiendo los estándares que el CDC 

(Centros para el Control y la Prevenc ión de Enfermedades, por sus siglas en inglés) y el 

NIH de EUA especifican para el manejo de agentes infecc iosos como el VIH (116). 

1.1 Aislamiellto y propagaci6n de las células blanco 

Para los ensayos de inhibición de la infecc ión por VIH- I con los glicoconjugados, 

se utilizaron como cé lulas blanco para el virus, células mononucleares de sangre peri fé rica 

(PBMC por sus siglas en inglés) y macrófagos derivados de monoc itos de sangre periférica 

(MDM), ambos tipos de células tienen el marcador de superficie ce lular CD4 que es el 

receptor principal al que se une el VIH-I al infectar a su cé lula blanco. 
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Células mOllolluc/eares de sallgre periférica (PBMC): se obtuvieron a partir de sangre de 

donadores no in fectados con el VIH-I y se purificaron por gradiente de densidad en un 

medio de separación de linfocitos: Lymphoprep. Posteri ormente las cé lulas se estimulan 

por 48 hrs en medio RPMI suplementado con 20% de suero feta l bovino, 

fi tohemaglutinina-L (PHA) (5 ug/ml), interl eucina 2 (1 L-2) (20 U/mi), penicilina ( 100 

U/mi) y estreptomicina (100 ug/ml). Las PBMC se estimu laron con PHA en presencia de 

IL-2, para promover la formación blastoide y la replicación de las cé lu las T. Después de 

48 hr de incubac ión a 37°C y 5% C02, se lavan con PBS IX y se resuspenden en medio 

RPM I suplementado pero sin PHA, antes de ser infectadas con una concentración conocida 

del aislado viral. 

El procedimiento para aislar a las PBMC por grad iente de densidad en el medio de 

separación de linfocitos es el siguiente: se utilizó un concentrado leucocitario obtenido a 

partir de sangre completa, al cual se le rea lizaron las pruebas de detección de anticuerpos 

anti-VIH, anti-virus de hepatit is B y anti -virus de hepatiti s C, para poder utilizar a las 

células en los ensayos posteriores. El concentrado leucoc itario es una unidad de sangre 

completa a la cual se le han separado el plasma y los eritroc itos. El volumen obtenido 

puede ser de 30 a 50 mi y deberá almacenarse a temperatura ambiente y procesarse antes 

de 30 horas después de haber sido colectada la muestra. 

El concentrado leucocifario se diluyó al adicionar un volumen de PBS IX por cada 

volumen de paquete. La sangre ·diluída se adicionó lentamente y con cuidado de no 

mezc lar las 2 fases, a un tubo de centrífuga de 50 mi que contiene medio de separación de 

lin foc itos. Las proporciones utilizadas del medio de separación de lin foc itos y de la sangre 

diluída son: 3 partes del medio de separación de lin foc itos por cada 4 partes de sangre 

dilu ída. Se centrifugaron los tubos a temperatura ambiente a 2000 rpm por 30 minutos. 
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Después de la centrifugación, se observa la presencia de 2 fases. Se tomó el mayor 

volumen posible de la fase superior con una pipeta serológica y se descartó. Posteriormente 

se tomó con una pipeta la interfase que se observa como una película de color blanco, la 

cual contiene a las PBMC. Esta interfase se depositó en tubos de centrífuga a los cuales se 

les adicionó previamente PBS IX. Se realizaron 2 lavados de las PBMC con PBS IX, al 

decantar el sobrenadan te después de centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos y resuspender 

el botón celular en PBS IX. 

Conteo de viabilidad celular. Para saber el número de PBMC viables por mi, se 

realizó el conteo de células en un hematocitómetro o cámara de Neubauer (117). Después 

de resuspender el botón ce lular en 10 mi de PBS I X (este volumen depende del volumen 

de PBMC que se obtuvo después de la centrifugación), se tomaron con una micropipeta 10 

ul de la suspensión celu lar, se transfirieron a un pozo de 200 ul de una placa de cultivo y se 

adicionaron a 90 ul del colorante azul tripan; se mezcló cu idadosamente por pipeteo y se 

cargó la cámara de Neubauer. Las células se observaron en un microscopio compuesto con 

el objetivo de 10 X, se contó el número de célu las presentes en los cuatro cuadros grandes 

de los extremos que se observan en la rejilla de la cámara y se obtuvo el número de PBMC 

por mi con el sigu iente cálcu lo: se obtuvo el promedio de las PBMC, contando en los 4 

cuadros y dividiendo entre 4 y el resultado se multiplica por 105
• Una vez calculado el 

número de PBMC por mi, este valor se multiplicó por 10, ya que el botón celular se 

resuspendió en 10 mi de PBMC. 

Cuando se cuenta el número total de células, se cuentan indistintamente las célu las 

vivas y las cé lulas muertas. Para calcu lar el número de cé lulas viables presentes en la 

suspensión celu lar, se cuenta solamente a las células que no se tiñeron con el colorante. El 

número de cé lulas viables se determina tiñiendo las células con el colorante azu l de tripan. 
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Las células vivas son capaces de exclu ír al azu l tripan y por lo mismo permanecen 

incoloras o traslúcidas, mientras que las células muertas no pueden excluír al colorante y 

por lo tanto se tiñen de azu l. 

Una vez obtenido el número total de PBMC viables, se realizaron los cálculos para 

cu ltivar una concentración de 2 a 5 x 106 de célu las/mI en el medio de estimulación con 

PHA e IL-2. El vo lumen total en cada botell a de cultivo de 75 cm2 puede variar de 40-120 

mI. Las botellas de cu ltivo se incubaron a 37°C y 5% de C02 con humedad, durante 48 hr 

antes de usarse. 

Macr6fagos derivados de mOllod/os (MDMI: se aislaron de sangre periférica por el 

método de adherencia al plástico (lIS). Una vez separadas las PBMC por gradiente de 

densidad con el medio de separación de linfocitos, se colocaron 4 x 106 de PBMC/ cm2 a 

cada pozo de las placas de cultivo con 48 pozos, y se ad icionó I mI de medio de cultivo a 

cada pozo. El medio de cultivo es RPMI suplementado con 20% de suero fetal bovino y 

5% de suero normal humano. Las células se mantuvieron en este medio durante 5 días a 

37°C y 5% C02, posteriormente se lavaron por pipeteo 2 veces con PBS 1 X Y se 

mantuvieron en medio RPMI suplementado con 20% de suero fetal bovino, lOO U/mI de 

penicilina y 100 uglml de estreptomicina, hasta que el fondo de los pozos se cubrió con las 

células en cu ltivo (10-12 días). Las placas de cultivo se lavaron por pipeteo cada 2 o 3 días 

con PBS 1 X Y se alimentaron con medio de cultivo fresco. 

1.2. Cultivo de los aislados primarios y aislados de laboratorio del V/H-l 

Se aislaron PBMC a partir de sangre de donadores seronegativos para el VIH-l, 

mediante un gradiente de densidad con e l medio de separación de linfocitos, como se 

30 



describió previamente. Las PBMC se estimularon con el mitógeno PHA-L [5 uglml de 

medio de cultivo], en presencia de IL-2 [20 unidades/mi de medio de cu ltivo], durante 24 a 

72 hr antes de usarse. Después de 48 hr de estimulación, las células se lavaron con PBS 

I X para eliminar la PHA y se resuspendieron en medio de culti vo RPMI suplementado con 

10% de suero fetal bovino y 1% de antibióticos (penici lina y estreptomicina) hasta ajustar a 

una concentración de I xl 06 células/mI. Se adicionó I mi de cada uno de los concentrados 

de los aislados primarios NPI2 y NP54, al cultivo de células, por cada botella de cultivo de 

25 cm2
• El cultivo se inició en botellas de 25 cm2 y a las 2 semanas se cambió a botellas de 

cu ltivo más grandes de 75 cm2
• 

Se cultivaron 2 aislados de laboratorio del VIH-I: VIH-I AoA y VIH-I SF2 y dos 

aislados primarios o clínicos: NP54 y NPI2. Los aíslados primarios o clínicos del VIH-I 

son aquellos aislados virales que se obtuvieron de sangre periférica de pacientes VIH-I 

positivos y que se mantuvieron· en cultivo no más de 3 meses y se les realizaron máximo 3 

pases de cultivo para que mantengan sus características genéticas originales. En cambio, 

los aislados virales de laboratorio son aquellos virus que ya se adaptaron al cu lti vo in vi/ro 

con líneas celulares y pueden cultivarse por más de 3 meses. 

Las características de los aislados virales que se propagaron son las siguientes: 

VIH-IAoA: es un aislado de laboratorio con tropismo para macrófagos (macrófago-

trópico), que utiliza al co-receptor CCR5 para entrar a la cé lula blanco. 

VIH-l sF2: es un aislado de laboratorio con tropismo para lin focitos (Iinfo-trópico), 

que utiliza al co-receptor CXCR4 para entrar a la cé lula blanco. 

NP54: es un aislado primarío que fue obtenido de un paciente con progresión típica 

aSIDA. 
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NP12: es un aislado primario que fue obtenido de un paciente con progresión lenta 

aSIDA. 

En el caso de los aislados virales primarios NPI2 y NP54, es importante mencionar 

que no está caracterizado su tropismo celular. 

El cultivo celular se incubó a 37°C, 5% C02 y 85% de humedad durante 28 días. El 

sobrenadante de cultivo se cambió 2 veces por semana con medio RPMI suplementado 

tTesco y se alimentó con PBMC frescas estimuladas previamente con PHA-L e IL-2 por 48 

hrs, una vez por semana. Es importante mencionar que las PBMC que se utilizaron para 

alimentar al cultivo de los aislados virales fueron del mismo donador. Después de haber 

contado a las PBMC viables, se separó una cantidad de células para cu ltivarlas en el medio 

de cultivo de estimulación con PHA-L e IL-2 por 48 hr, y el resto de las células se congeló 

a -70°C en alícuotas para alimentar el cultivo cada semana (ver procedimiento de 

criopreservación de cél ulas). Cada vez que se cambió el sobrenadan te de cultivo se 

centrifugó a 3000 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente para eliminar a las 

célu las y/o restos celulares presentes. El sobrenadante de cultivo centrifugado se almacenó 

a - 70°C para determinar la concentración del antígeno p24 de la cápside mediante la 

técnica de ELlSA. 

Criopreservación de células. Se le llama criopreservación al almacenamiento de 

células a temperaturas muy bajas, de tal manera que cualquier actividad metabólica y 

enzimática es virtua lmente igual a cero. Las células pueden almacenarse indefinidamente 

sin una pérdida sign ificativa de viabilidad, si se congelaron en el medio adecuado y si se 

descongelan de la manera correcta (119,120). Los agentes criopreservadores o 

crioprotectores se usan para prevenir el daño celular durante el proceso de congelación. El 

daño celu lar se debe principalmente a la formación de cristales grandes de agua, a cambios 
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osmóticos durante el proceso de congelación y descongelación, cambios en el pH, 

deshidratación y desnaturalización de proteínas. En ausencia de un agente crioprotector 

como el glicero l o el dimetil sulfóxido (DMSO), el proceso de congelación es letal para la 

mayoría de las células de mamífero. 

Para conge lar a las PBMC que se utilizaron para la alimentación de los cu lti vos 

virales se realizó el siguiente procedimiento: las células en suspensión, se transfirieron con 

una pipeta serológica a un tubo para centrífuga y se centrifugaron a 2000 rpm por 10 mino 

Se decantó el sobrenadante y el botón celu lar se resuspendió en 5 o 10 mi de PBS IX 

estéril para determinar la viabilidad celular. Una vez determinado el número de células 

viables, se volvieron a centrifugar las células a 2000 rpm por 10 min para eliminar el PBS. 

Se decantó el sobrenadante, se resuspendió el botón celular y se adicionó lentamente el 

medio de congelación (90% de suero fetal bovino y 10% de dimetil sulfóxido) a 

temperatura ambiente. Previamente se calcu ló la concentración de célu las que se 

congelaron por cada criovial; se recomienda congelar una concentración de células de 2 a 

10 x 106 células viables/mI. Se congelaron los crioviales a -20°C por I hr y después en un 

ultracongelador a -70°C. 

Para descongelar a las cé lulas, se sacaron los crioviales del ultracongelador y se 

colocaron inmediatamente en un baño de agua a 37°C. Una vez descongeladas las célu las, 

se abrieron los crioviales en condiciones de asepsia y se transfirieron las suspensiones 

celulares a un tubo de centrífuga con medio de cultivo a temperatura ambiente. Se 

centrifugó a 2000 rpm por 10 minutos para eliminar el medio de congelación. Se decantó 

el sobrenadante y se resuspendió el botón celular en medio de cultivo suplementado (RPMI 

con 20% de SFB y 1 % de antibióticos). Se transfirió la suspensión celular a botellas de 
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culti vo estériles y se incubaron a 37°C, 5% COl Y con 85% de humedad. Después de 24 hr 

de incubac ión se cambió el medio de cultivo y se observaron las células al microscopio. 

J.3. El/sayo il/lllul/oel/zilllótico de ELISA para la deterlllil/aci61/ de al/tí gel/o 

p24 del VJH-J 

Una vez term inado el cultivo y la propagación de los aislados virales, se realizó la 

titul ac ión de los sobrenadantes de cultivo que se colectaron cada semana, haciendo 

diluciones seriadas de cada sobrenadante y se cuantificó la concentrac ión del antígeno p24 

por ELl SA en cada uno. Se util izó un estuche comercial para detectar antígeno p24 del 

VIH-I de la marca Beckman Coulter, el cual es un inmunoanáli sis enzimático (ELlSA o 

aná lisis de inmunoadsorción li gada a enzimas) cuantitativo in vi/ro desarrollado para la 

detección de la proteína p24 de la cápside del VIH-I en plasma humano, suero humano, o 

sobrenadantes de culti vo. La evidencia directa de la presencia de virus infeccioso en una 

muestra se obtiene mediante el cultivo combinado de muestras con células blanco 

susceptibles de infección por el VIH-I , tales como los monocitos humanos inmortalizados, 

lin foc itos T o lin focitos humanos de sangre periférica. La detección y determinación 

cuantitativa del antígeno p24 del VIH- I en sobrenadantes de cultivos se usa para controlar 

y caracterizar la reproducc ión del virus (121). 

El principio del procedimiento es el siguiente: el ensayo para cuantificar al antígeno 

p24 del VIH-I utiliza un anticuerpo monoclonal murino contra el antígeno p24 del virus 

para revestir a los micropozos de titulación dispuestos en tiras sobre las placas. El 

antígeno p24 purificado y proveniente de una línea de linfoc itos T humanos infectados con 

la cepa HTLV-Ill del VIH-I se usa como estándar de calibración cuantitativa. Al 

micropozo revestido con el anticuerpo monoclonal, se le adiciona la muestra del 
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sobrenadante del cultivo vi ral y el tampón de lisis, y se incuban. El tampón de lisis rompe a 

las partículas de virus que podrían estar presentes en la muestra, y el antígeno p24 del 

VIH-I liberado, si está presente, se une al anticuerpo monoclonal en el micropozo de 

titulación. Después de un paso de lavado, se agrega una IgG humana biotinilada anti-VIH

I a los micropozos. Durante la incubación, esta IgG se une al antígeno p24 unido a los 

micropozos. Después de otro paso de lavado, se agrega estreptavidina-peroxidasa de 

rábano, que forma un complejo con los anticuerpos biotinilados. En un paso final, se 

agrega un reactivo de substrato que contiene tetrametilbencidina (TMB) yagua oxigenada, 

y éste reacciona con la peroxidasa del complejo, formándose un color azul. La reacción se 

detiene a los 30 min al agregar ácido: el reactivo de paro (H2S04 4N). La absorbancia se 

mide con un espectrofotómetro a 450/570 nm. La intensidad del co lor desarrollado es 

directamente proporcional a la cantidad de antígeno p24 del VIH-I presente en la muestra. 

La cantidad de antígeno p24 en una muestra, se determinó mediante la comparación de su 

absorbancia con la de los estándares de calibración preparados con el antígeno p24 

purificado (Figura 6). 
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• 
Figura 6. Esquema del ensayo de ELlSA de captura del antígeno viral p24 del VIH-1. 1" 

paso: Al micropozo revestido con el anticuerpo monoclonal , se le adiciona la muestra y el buffer de li sis; 
éste rompe las particulas virales presentes en la muestra y el antígeno p24 del VIH-1 liberado, se une al 
anticuerpo monoclonal. 2° paso: se adiciona una IgG humana biotinilada anti-VIH-l , la cual se une al 
antígeno p24 unído al antícuerpo monoclonal de la placa. 3" paso: se agrega estreptavídína-peroxídasa de 
rábano, que forma un complejo con los anticuerpos biotinilados y posteriormente se adiciona el substrato que 
contiene tetrametilbencidina (TMB) yagua oxigenada. 4° paso: el substrato reacciona con la peroxidasa del 
complejo, desarrollándose un color azul. Se míde la absorbancia con un espectro fotómetro a 450/570 nm 
(Información tomada del inserto del estuche de la prueba del ELISA de captura del Ag p24 del VIH-I). 

1.4. Ensayos de inhibición de la infección por VIH-l in vi/ro 

1.4_1- Preparación de las fracciones de glicoconjugados de la leche materna. 

Se probaron 8 diferentes preparaciones de glicolípidos sulfatados y una preparación de 

glicosaminoglicanos. Las preparaciones de glicoconjugados se disolvieron con la ayuda de 

un agitador o vortex, en un volumen de PBS I X estéril equivalente a 0.05 veces el 

volumen de leche humana del cual se aislaron, para obtener una solución 20 veces 

concentrada. En el caso de los glicolípidos sulfatados, las preparaciones se obtuvieron a 

partir de 100 Y 200 mI de leche humana, y en el caso de los glicosaminoglicanos, a partir 

de 75 mi de leche. Para obtener una solución homogénea de los glicoconjugados, después 

de disolverlos con el vortex, se sonicaron durante 15 a 30 minutos a 37°C. Se hicieron 
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alícuotas de cada preparación de los glicoconjugados y se almacenaron a -700 e hasta su 

uso. 

A partir de la so lución concentrada y homogénea de cada uno de los 

glicoconjugados, se realizaron diluciones seriadas para probarlas en los ensayos de 

inhibición con células y las diferentes cepas de virus. Los glicolípidos sulfatados se 

probaron en los ensayos celulares en un rango de concentrac iones expresados en 0.5 a 13 

volúmenes eq ui valentes de leche humana y la preparación de los gl icosaminogl icanos, en 

un rango de concentraciones de 0.03X a 3.3X, siendo I X la concentración equivalente en 

PBS que se encuentra en una mezcla de leches humanas. 

1.4.2. Aislados del VIH-l utilizados: Para los ensayos de inhibición se utilizaron 

dos aislados de laboratorio (VIH-I ADA y VIH- lsF2) Y dos aislados primarios del VIH-I 

(NP54yNPI2). 

La concentración de cada solución concentrada de virus se ajustó a I ng/ml del 

antígeno p24 de la cápside del VIH- I, la cual se determinó por el ensayo de ELlSA de 

captura del antígeno p24. 

1.4.3. Ensayos de inhibición. eada fracción de los glicoconjugados en diferentes 

diluciones se incubó con I ng/m l de cada stock viral (NP 12, NP54, ADA Y SF2), durante 

3 hr a 37° e , para posteriormente ser añadida a 5 x 105 PBMe/pozo (previamente 

estimuladas con PHA e IL-2 durante 48 hr), o en el caso de los macrófagos al pozo 

cubierto por la monocapa de cé lulas. La mezcla de VIHlglicoconjugados y células blanco, 

se dejó incubando toda la noche (18 hrs aproximadamente) a 37°e, 5% eü:¡ y 85% de 

humedad. Posteriormente se centrifugaron las placas de cu ltivo, se lavaron 2 veces con 
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PBS I X Y se adicionaron 500 ul /pozo de medio RPMI suplementado con 20% de suero 

fetal bovino y 1% de antibióticos, para incubar el cultivo durante 5 a 7 días, después de los 

cuales se toma una alícuota del sobrenadante del cultivo para hacer ELlSA p24 y 

cuantificar la replicación vi ral (Figura 7). En las placas de cultivo, las filas de pozos de 

alrededor se llenan con PBS I X para mantener la humedad de los culti vos, de esta manera, 

las muestras quedan en los pozos centrales. En los ensayos de inhibición, cada 

concentración de glicoconjugados se probó por duplicado, al igual que los controles 

negativos y positivos y se calculó el promedio de los duplicados previamente al cálculo del 

porcentaje de inhibición de la infección. 

Los resultados de la inhibición de la infecc ión por el VIH-l se expresaron como un 

porcentaje de inhibición contra un control sin la adición de ninguna de las preparaciones de 

los glicoconjugados, considerándose un valor de inhibición significativo, cuando la 

inhibición es igualo mayor al 80%. El porcentaje de inhibición de la infección por el VIH

I se calculó de la siguiente forma: 

% Inhibición = 1) Virus + Células + Glicolípido x 100 

Virus + Cél ul as 

2) 100% - x % infección = % Inhibición 

x % infección 
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VIH-1 
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veces con PBS 1 X + Medio de cultivo 

fresco 
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• 

• 
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37°C 

5% COz 

• Toda la noche 
37°C 5% COz 

5 días 
37°C 5% COz 

EUSA de captura 
Ag p24 

Figura 7. Esquema del ensayo de inhibición de la infección por VIH·. in vitro coo glicocoojugados. ler 
paso: los glicoconjugados de la leche humana en diferentes diluciones, se incuban con 1 ng/ml de cada stock 
del VIH-I durante 3 hrs a 37°C. ]'paso: el complejo VIH/glicoconjugados se adiciona a 5 x 10' PBMC/pozo 
o a los pozos recubiertos con MDM, según sea el caso y se deja incubando toda la noche. Jer paso: las placas 
de cultivo se lavan 2 veces con PBS IX. se adicionan 500 ul/pozo de medio RPMI suplementado y se dejan 
incubando durante 5 a 7 días. 4-paso: al día 5 post·infección se toma sobrenadante del cultivo y se determina 
la concentración del antígeno viral de la cápside por el ensayo de ELlSA de captura. 

2. Aislamiento y purificación de glicollpidos sulfatados de la leche materna 

2.1. Muestras de leche materna 

Las muestras de leche humana que se utilizaron en este proyecto, son excedentes de 

donaciones de leche que no pudieron ser usadas para alimentar a los infantes por diversas 

razones. Se registraron los datos de colección de las muestras como la hora y el volumen 

de colección de la leche así como su grado de madurez, es decir, si la muestra colectada 

fue el calostro (secreción producida en los primeros 4 a 6 días de la producción láctea) o 

fue leche producida desde el primer hasta el sexto mes de lactancia. Las donadoras fueron 

anónimas y se hizo una mezcla de varias leches humanas que se almacenó en congelación 

a -70°C hasta su uso para la extracción de los glicoconjugados. 
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Las diferentes especies de glicolípidos su lfatados se obtuvieron a partir de una mezcla 

de leches humanas obtenidas de 36 mujeres donadoras del banco de leches maternas de 

Nueva Inglaterra en Boston, Massachusetts, Estados Unidos. 

2.2. Exlracci611 de lípidos 

El método experimental que se realizó para la extracción y purificación de los 

glicolípidos sulfatados se basó en e l método descrito por Newburg et al (110), con algunas 

modificaciones. 

Extracción de los Iípidos de la leche humana. Se liofi lizaron dos litros de una mezcla 

de leches humanas y se resuspendieron en 150 mi de agua bidestilada. A partir de esta 

mezcla de leches, se extrajeron los Iípidos adicionando 20 volúmenes de 

c loroformo/metano 1/ 2: I (3 litros) de la siguiente forma: primero se adicionó I litro de 

metanol y se dejó en agitación vigorosa a temperatura amb iente durante 2 hrs; después se 

adicionó I litro de cloroformo y se dejó en agitación a temperatura ambiente durante 2 hrs 

y finalmente se adicionó I litro más de cloroformo y se dejó en agitación a temperatura 

ambiente durante toda la noche. Para establecer e l radio de distribución de Iípidos de Folch 

(111) en 8:4:3 (cloroformo/metano l/agua) en la mezcla, se adicionaron 600 mi de agua 

bidestilada. Después de centrifugar la mezcla a 1400 rpm y 20°C durante I hr, se observó 

la separación de 2 fases: fase superior y fase inferior. La fase superior se removió con una 

pipeta serológica y la fase inferior que contiene a los Iípidos, se lavó con 400 mi de 

solución teorética de la fase superior (soluc ión TUP por sus s iglas en inglés: Iheoretical 

upper phase) que está constituida por cloroformo/metanollagua 3:48:47 vol/vol/vol y que 

contiene c loruro de potasio (KCI) 0.1 M. Una vez lavada, la fase inferior se filtró a través 
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de fibra de vidrio para remover las proteínas de la leche y posteriormente se concentró en 

un rotoevaporador hasta reducir su volumen a 100 mi aprox imadamente. 

Fraccionamiento de los Iípidos. Los Iípidos de la fase orgánica inferior se 

fraccionaron con una mezcla de metanol acuoso al 90% y hexano, realizando el siguiente 

proceso: se preparó una mezcla de metanol acuoso al 90% y hexano. En un embudo de 

separación se adicionó la mezcla de metanol-hexano y a esta mezcla se le ad icionó la fase 

inferior concentrada previamente, y se agitó vigorosamente durante 10 mino Se dejó 

reposar la mezcla hasta observar la separación de las 2 fases en el embudo. La fase 

superior es el hexano que tiene un alto contenido de triglicéridos; esta fase se decantó y se 

eliminó. La fase inferior es el metanol que contiene diferentes especies de glicolípidos y 

fosfolípidos y a esta fase se le realizó una serie de siete lavados con una mezcla de metanol 

acuoso al 88% y hexano para extraer una mayor concentración de glicolípidos de la fase 

inferior. Todas las fases inferiores que se obtuvieron de los lavados, se colectaron y se 

concentraron en un rotoevaporador hasta reducir su volumen a 50 mi aproximadamente. 

Hidrólisis alcalina y neutralización de los Iípidos. El extracto de Iípidos se transfirió 

a una botella de 3.8 litros con tapón de rosca para realizar una reacción de hidrólisis 

alcalina con una solución de hidróxido de sodio metanólico 0.6 N preparada con 300 mi de 

hidróxido de sodio 0.6 M en metanol y 300 mi de cloroformo. Se dejó reposando la mezcla 

de reacc ión durante una hora a temperatura ambiente para hidrolizar los ésteres de los 

ácidos grasos derivados del glicerol y para e liminar los fosfolípidos. La reacción de 

hidrólisis alcalina se neutralizó con una solución de ác ido hidroclórico preparada con 450 

mi de ácido hidroclórico 0.4 M con 300 mi de metanol y 900 mi de cloroformo. La mezcla 

de reacción se dejó incubando toda la noche a temperatura ambiente hasta observar la 

separac ión de dos fases. La fase superior contiene sales y productos de hidrólisis y se 
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descartó, mientras que la fase in fe rior se transfirió a otra botella y se lavó dos veces con la 

solución TUP. La fase in fe rior colectada contiene la fracción de glicolípidos, la cual se 

secó por evaporación en baño María a 56°C y con nitrógeno gaseoso. Es importante que la 

fracc ión se seque en presencia de nitrógeno, ya que la atmósfera inerte que éste genera, 

evita la oxidación irreversible de los glicolípidos presentes (112). Una vez seca la fracción 

de Iípidos, se almacena a 4°C hasta su uso. 

2.3 PuriJicaci611 por cromatografía ell columlla 

Se rea lizaron dos tipos de cromatografia en columna para el fraccionamiento de la 

mezc la de Iípidos obtenida de la leche humana. Para la separac ión in icial se util izó una 

columna de ácido silícico de la cual se obtuvieron 3 fracciones, las cuales se purificaron en 

un segundo paso, en una columna de intercambio iónico (aniónico) con Dietilaminoetil 

(DEAE) ce lulosa, seguida de una separación completa utilizando por segunda vez una 

columna de ácido sil íc ico. 

2.3. 1. Preparaci611 de la columlla DEAE celulosa y corrimiellto de la muestra 

Se preparó la columna de DEAE celulosa para la cromatografia de intercambio 

aniónico basado en el método de Rouser, G el al. (113). Se utilizó una pipeta serológica de 

vidrio de 10 mi como columna, a la cual se le colocó un tapón de fibra de vidrio en la parte 

infe rior. Se pesaron 10 g de DEAE celulosa a los que se les realizaron varios lavados antes 

de adicionarla a la columna de vidrio de 8 mm de diámetro x 150 mm de longitud. 

El proceso que se realizó fue el siguiente: a 10 g de DEAE celulosa, se le realizaron 3 

veces los siguientes lavados: 

I lavado con HCI I N (4 volúmenes) 
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I lavado con agua bidestilada (4 volúmenes) 

I lavado con NaOH IN (4 volúmenes) 

I lavado con agua bidestilada (4 volúmenes) 

Se dejó reposando la celulosa 30 minutos en cada una de las soluciones anteriores. 

Se realizó un último lavado de la DEAE celu losa con ácido acético glacial concentrado (4 

volúmenes) y se dejó reposando toda la noche a temperatura ambiente. Para eliminar el 

ácido acético glacial, se lavó la celulosa como sigue: 

I lavado con agua bidestilada (4 volúmenes) 

I lavado con metanol (4 volúmenes) 

I lavado con cloroformo/metanol 2:1 (4 volúmenes) 

Para la columna de 8 mm x 150 mm se adicionaron 250 mg de la DEAE celulosa 

previamente lavada y se empacó en la columna vaciando lentamente la celulosa para evitar 

la fonnación de burbujas que impedirían un buen corrimiento de la muestra. Una vez 

empaquetada la celulosa, se lavó con 4 volúmenes de c1oroformo/metanoI2: I para después 

adicionar la muestra de Iípidos extraída de la leche humana. La muestra se resuspendió 

previamente en cloroformo/metanol 2: l. El volumen de los solventes co lectados con las 

diferentes mezclas de solventes es variable, pero debe de estar dentro del rango de 5 a 10 

volúmenes de la columna. Se eluyeron 4 fracciones de la columna de DEAE celulosa en el 

siguiente orden: 

Fracción J: adicionar 5 volúmenes de c1oroformo/metanol 2: I para eluír a los 

Iípidos neutros como son: esteroles, ésteres de esterol, glicéridos, lecitina, 

esfingomielina, fosfatidil etanolamina, lisofosfatidil etanolamina y a los componentes 

no-lipídicos solubles en agua. 
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Fracción 2A: adicionar 5 volúmenes de clorofonno/metanol 4: I y 2% de NH40H 

concentrado para comenzar a eluír a los Iípidos ácidos como el fosfatidil inositol que es 

similar a los glicolípidos sulfatados en sus características de elusión. 

Fracción 2B: mismas condiciones de elusión que se utilizaron para eluír a la fracción 

2A. 

Fracción 3: ad icionar 5 volúmenes de una solución de acetato de amonio 1.0 M en 

cloroformo/metanol 4: I y 2% de NH40H concentrado, para eluír a todos los Iípidos 

ácidos, en particular a los glicolípidos sulfatados, ya que los sulfatados eluyen más 

rápido si los solventes contienen una concentración alta de acetato de amonio. 

Fracción 4: adicionar 5 volúmenes de clorofonno/metanol 2: I para remover al 

amonio y a las sa les generadas. 

Las fracciones colectadas se secaron por evaporación en baño María a 56°C y con 

nitrógeno gaseoso para evaporar a los solventes orgán icos. Una vez secas las fracciones, 

se liofilizaron toda la noche para eliminar al acetato de amonio y al hidróxido de amonio y 

se almacenaron a -20°C hasta su uso. 

2.3.2 PreparaciólI de la columlla de ácido silícico y corrimiellto de la muestra 

Las columnas de ácido silícico se utilizan para la separac ión de extractos de Iípidos 

totales de las fracciones colectadas de una columna de DEAE celulosa, en clases 

individuales de Iípidos (l13). Las columnas para la cromatografia de ácido silícico se 

elaboraron utilizando primero una pipeta Pasteur de vidrio con el fin de estandarizar las 

condiciones del corrimiento de los Iípidos, utilizando los estándares correspondientes, y 

después para el corrimiento de la muestra total de Iípidos de la leche humana, se utilizó una 

pipeta serológica de vidrio de 10 mi (8 mm de diámetro y 150 mm de longitud). En ambas 
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columnas se colocó en la parte inferior un tapón pequeño de fibra de vidrio previamente al 

empaquetamiento de la columna con e l ácido s ilícico en polvo 100·200 mesh·Unisil. 

La cantidad de ácido silícico que se cargó en la co lumna (pipeta Pasteur), se calculó 

de acuerdo con la concentración del estándar de su lfatados que se corrió; en este caso se 

utilizó un estándar de sulfatados con una concentración de [200 ug/ IOO ul). Para obtener 

una buena separación de su lfatados en una columna de ácido s ilícico, se recomienda pesar 

75 veces más de ácido silícico por cada unidad de peso de compuestos sulfatados, por lo 

tanto se pesaron 15 mg de ácido silícico para separar 200 ug del estándar de sulfatados, de 

acuerdo con el s iguiente cálculo: 

75 ug ácido si lícico x 200 ug su lfatados ; 15,000 ug ; 15 mg ácido s ilícico 

l ug sulfatados 

Una vez cargada la columna con el ácido silícico, se equilibró realizando los 

siguientes lavados: I lavado con 100% c loroformo ( lO volúmenes) 

3 lavados con cloroformo/5% metanol (3 volúmenes) 

3 lavados con acetona/metanol 9: l (10 volúmenes) 

l lavado con 100% metanol (lO volúmenes) 

l lavado con 100% cloroformo (3 volúmenes) 

Para estandarizar las condiciones de corrimiento de los estándares, se preparó una 

mezcla de estándares de ácidos grasos (lOO ug) y sulfatados (200 ug) (relación 2:1), la cual 

se secó por evaporación en baño María a 56°C y con nitrógeno gaseoso para evaporar a los 

solventes orgánicos. La mezcla se resuspendió en 200 ul de 100% cloroformo y se cargó en 
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la columna. Se eluyeron 3 fracciones con un volumen de 400 ul por cada fracción, de los 

siguientes solventes: 

l' fracción: 100% cloroformo 

2' fracc ión: acetona/metanol 9: I 

3' fracc ión: 100% metanol 

De acuerdo con las condiciones de elusión obtenidas con los estándares de sul fatados 

y de ácidos grasos, se reali zó la separación de los sulfatados de la mezcla de Iípidos de la 

leche humana en una co lumna de mayor tamaño (8 mm de diámetro por 150 mm de 

longitud) y consecuentemente se utilizó una mayor cantidad de ácido silícico. La fracción 

de Iípidos que se eluyó de la columna de DEAE ce lulosa, se analizó en cromatografia en 

capa fi na y se observó que la concentrac ión de sulfatados presente en la muestra era 

aproximadamente 100 veces mayor (20 mg) que la concentración del estándar de 

sul fatados (0.2 mg), por lo tanto, se calculó pesar 100 veces más la cantidad de ác ido 

silícico que en la columna pequeña y se pesaron 1.5 g. 

La co lumna se equilibró hac iendo los mismos lavados que se hicieron en la columna 

pequeña y para eluír la muestra de Iípidos extraída de la co lumna de DEAE ce lulosa, se 

utilizaron también los mismos solventes pero con vo lúmenes mayores: 20 mI para cada 

fracc ión. La muestra de Iípidos se resuspendió en 4 mI de 100% cloroformo y se cargó en 

la columna. Para la l' fracc ión se eluyó con 20 mI de 100% cloroformo, la 2' fracción con 

20 mI de acetona/metanol 9: I y la 3' fracc ión con 20 m I de 100% metano\. Una vez 

colectadas las fracc iones, se secaron por evaporación en baño María a 56°C y con 

nitrógeno gaseoso y se resuspend ieron en 3 mI de c1oroformo/metanol 2: I para analizar su 

composición en las placas de cromatografia en capa fina. 
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2.4 Cromalografia ell capa jilla (CCF) 

Se realizó un sistema de CCF para identificar y separar a los glicolípidos sulfatados 

de la leche humana. Para este procedimiento se hizo lo siguiente: 

Se utilizaron placas para CCF de 10 x 10 cm, a las cuales se les realizó un lavado 

previo al corrim iento de las muestras, utilizando como fase móvil una mezcla de 

cloroformo/metanol (1: I vol/vol). Se dejó correr la fase móvil en las placas para CCF, a 

una distancia de I cm antes del borde superior de la placa, en un tanque de vidrio para 

CCF. Las placas se dejaron secar al aire en una campana de extracción para evaporar los 

solventes antes de la aplicación de las muestras. Este paso de prelavado de las placas de 

CCF se requiere para remover cualquier material que pudiera interferir con los análisis de 

las muestras. 

Se trabajó con 2 estándares caseros: triglicéridos (TG) y ácidos grasos (AG), los 

cuales se extrajeron de una muestra de leche humana, y con 3 estándares comerciales: 

lactosilceramida (concentración de la solución: 5 mg), galactosilceramida (concentración 

de la solución: 50 mg) y su lfatados (concentración de la solución: 50 mg). Se prepararon 

soluciones concentradas de los 3 estándares comerciales de Iípidos con una concentración 

de I mglml. La lactosilceramida se resuspendió en una mezcla de cloroformo/metanollagua 

5: I :0.1, mientras que la galactosilceramida y los sulfatados se resuspendieron en 

c1oroformo/metanol 2 : l . A partir de estas soluciones concentradas, se tomó un volumen 

de 5 ul (5 ug) para realizar la CCF. 

Los estándares de triglicéridos, ácidos grasos, lactosilceramida, galactosilceramida 

y su lfatados, así como las fracciones colectadas de la columna de ácido silícico, se 

resuspendieron en 3 mi de una mezcla de c1oroformo/metanol 2: l. Una vez resuspendidas 

las muestras y los estándares, se aplicaron rápidamente en las placas de CCF, con una 

47 



jeringa Hamilton, distribuyendo pequeñas gotas en forma de una línea horizontal de 5 mm 

de longitud y a I cm de distancia del borde inferior de la placa. La cantidad de estándares 

que se aplicó en la placa fué de 2 a 5 ul que equivale a un rango de concentración de 4 a 40 

ug, mientras que los extractos de glicolípidos de la leche humana, se aplicaron en 

cantidades mayores, generalmente de 2 a 10 ul ya que se desconoce la concentración de 

estos compuestos en el extracto de lípidos. 

Las placas de CCF se colocaron en un tanque de vidrio para CCF con papel filtro y 

que contiene aproximadamente 50 mi de la fase móvil compuesta por 

c1oroformo/metanol/ácido acético glacial/agua en proporciones de 65:25:3: 1 vol/vol. La 

fase móvil se adicionó al tanque 2 hrs antes de realizar el corrimiento de las placas de CCF, 

para lograr el equi librio de la mezcla de so lventes en el tanque. El tiempo de migración de 

las muestras en la placa fue alrededor de 25 min o hasta 1 cm de distancia del borde 

superior de la placa. Las placas se sacaron del tanque y se dejaron secar al aire en una 

campana de extracción alrededor de 5 minutos. Finalmente, se realizó la detección de los 

azúcares presentes en las muestras, rociando la placa con una soluc ión de orcinol al 0.2% 

en H2S04 2N (200 mg de orcinol se disolvieron en 100 mi de H2S0 4 2N y la solución se 

almacenó en oscuridad y en refrigeración hasta su uso) (114). Las placas se calentaron en 

una parrilla a 115°C durante lOa 15 min hasta observar la aparic ión de las bandas 

presentes en la placa (Figura 8). El tiempo de ca lentamiento varía dependiendo de la 

marca de las placas para CCF que se utilice y no se recomienda calentar la placa más de 15 

min para minimizar el fondo de la tinción. 
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Figura 8. Cromatografía en capa fina. JeT paso: se aplican las muestras en la parte inferior de las 

placas de sílica. 2- paso: las muestras migran en la placa al ser colocadas en un tanque para crornatografia 

que contiene a la fase móvil compuesta por : cJorofonno/metanollácido acético glacial/agua en proporciones: 

65:25:3: I vol/vol. Jer paso: las placas se rocían con una solución de orcínol al 2% en H,SO, 2 y se 

calientan a 115°C durante 10 a 15 minutos, hasta observar la aparición de las manchas o bandas de los 

compuestos sacáridos en la placa. 

3. Purificación de los glicolípidos sulfatados por Cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC) 

Las especies individuales de glicolípidos sulfatados se purificaron usando una 

combinación de HPLC en fase normal con HPLC en fase reversa. La HPLC en fase 

normal se realizó en una columna de sílica utilizando un gradiente de elusión con cloruro 

de metileno/metanoVacetato de amonio 0.1 M (pH 4.0). Se midió la absorbancia a 200 nm 

para detectar a los glicolípidos y se colectaron las fracciones de acuerdo comparando con 

los patrones de elusión de estándares comerciales de glicolípidos sulfatados, o por el 

número de unidades de carbohidrato o el tipo de la cadena de ácidos grasos presente en la 

parte de la ceramida de la molécula, como se determinó por medio de la espectrometría de 

masas. Las fracciones colectadas se purificaron posteriormente basándose en la longitud 

de la cadena de ácidos grasos en una columna de fase reversa, utilizando metanoVcloruro 

de metileno como la fase móvil. Las fracciones colectadas que corresponden a las especies 

moleculares puras de los glicolípidos sulfatados, se liofilizaron y se almacenaron. Para 
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confirmar la presencia de los glicolípidos sul fatados, la muestra se analizó por 

espectrometría de masas de inyección di recta y electro-spray ion-negat iva (109). 

4 A islamiellto y puriJicaci611 de los glicosamil/oglical/os de la lec/le matema 

4.1. Extracci61/ de los glicosamil/oglical/os 

El método experimental que se realizó para la extracción y purificac ión de los 

glicosaminoglicanos se basó en el método descrito por Newburg et al (100). 

Se hizo una mezcla de 36 leches humanas y se almacenó en congelación a -70°C 

hasta su uso para la extracción de los glicosaminoglicanos. A dos litros de la mezcla de 36 

leches humanas, se les rea lizaron 3 ciclos de desconge lac ión-sonicación-congelación de la 

siguiente forma: la mezcla de leches se descongeló en baño de agua a 37°C y se soni có 

durante 10 minutos a una intensidad máxima. Posteriormente se conge ló la mezcla en un 

baño de metanol y hielo seco y se repitió este ciclo 2 veces más. La mayoría de los 

glicosaminoglicanos de la leche materna, se presume que están asociados con la membrana 

globular de las grasas de la leche, por lo tanto al realizar los ciclos de descongelación

sonicación-congelación, se provoca la ruptura de las membranas y se liberan los 

glicosaminoglicanos. 

Después de los ciclos de descongelación-sonicación-congelación, la mezc la de 

leches se centrifugó a 3000 rpm y 12°C durante 30 minutos, para eliminar la crema de la 

leche, la cual se retira de la superficie con la ayuda de una espátula, y la leche descremada 

se co lecta en un vaso de precipitados. Para extraer más cantidad de glicosaminoglicanos, 

la crema de la leche que se separó prev iamente, se resuspendió en 500 mi de PBS I X, se 

sonicó durante 10 minutos a una intensidad máxima y se centrifugó a 3000 rpm y 12°C 
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durante 30 minutos. Se eliminó la crema de la leche de la superficie y la leche descremada 

se colectó junto con la leche descremada que se separó en la primera centrifugación. 

4.2 PurificaciólI por ultrtifiltTllciólI y croma/ografia de ill/ercambio iÓllico 

Para concentrar a la leche descremada y separar las fracciones de acuerdo con el 

peso molecular de los diferentes componentes de la leche, ésta se filtró en una unidad de 

ultrafiltración AMICON 8400 (para un volumen de 400 mi) con agitación moderada, 4 

atmósferas de presión de nitrógeno y a 4°C. Se utilizaron membranas de polietersulfona 

para separar a las moléculas de peso molecular mayor a 300,000 y mayor a 10,000. 

Después de filtrar la leche descremada con las 2 membranas, se obtuvieron 3 fracciones de 

la leche: la primera fracción contiene aquellas moléculas con peso molecular mayor a 

300,000 y es en la cual se encuentran los glicosaminoglicanos; una segunda fracción con 

las moléculas con peso molecular mayor a 10,000 Y menor a 300,000 y una tercera 

fracción que contiene a las moléculas con peso molecular menor a 10,000. 

Las 3 fracciones colectadas se dializaron en agua bidestilada que se cambió 2 veces 

al día por lo menos durante una semana, con agitación moderada y a 4°C, a través de 

membranas de celulosa para diálisis con un tamaño de poro de 12,000 a 14,000 de peso 

molecular. Una vez dializadas, las 3 fracciones de la leche se liofilizaron, se pesaron y se 

almacenaron a -20 e, hasta su uso. Se continuó trabajando solamente con la fracción I que 

contiene las moléculas con peso molecular mayor a 300,000, ya que en esta fracción se 

encuentran los glicosam inogl icanos, que son moléculas muy grandes, aunque las 

fracciones 2 y 3 se almacenaron para probarlas en los ensayos ce lulares como controles de 

otros compuestos oligosacáridos y de glicoconjugados. 
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Para purificar a los glicosam inoglicanos, la fracción I se resuspendió en 150 mi de 

agua bidestilada y se corrió en una columna de 1.5 litros que cont iene 625 g de la resina de 

intercambio aniónico Dowex macroporol/s res in MSA-2, la cual es un tipo de 

intercambiador aniónico con carácter fuertemente básico. 

Antes de cargar la fracción I de la leche en la columna, ésta se lavó con 

aproximadamente 4 litros de agua bidestilada. La muestra se corrió en la columna de 

intercambio aniónico y se colectaron 3 fracciones al eluír a la columna con 3 soluciones 

diferentes. La primera fracción se colectó al eluír a la columna con 6 litros de agua 

bidestilada, esta es la fracción que contiene a los compuestos neutros. Posteriormente se 

eluyó la segunda fracción con 6 litros de una solución all% de NaCI (IOgll 0.17 M), para 

remover a las glicoproteínas débilmente adherentes. La tercera fracción es lit que contiene 

a los glicosaminoglicanos y se eluyó con 6 litros de una solución al 16% de NaCI (160 gil 

2.7 M). Las tres fracciones se concentraron por ultrafiltración con membranas de peso 

molecular de 300,000, y después se dializaron al menos durante una semana con agua 

bidestilada (2 cambios de agua por día) y a 4°C, utilizando membranas para diálisis con un 

tamaño de poro de 12,000 a 14,000 de peso molecular. Las fracciones dializadas se 

liofilizaron, pesaron y almacenaron a -20°C hasta su uso en los ensayos ce lulares. 
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RESULTADOS 

1. Propagación y titulación de los aislados primarios y aislados de labora torio del 

VIH-l 

Para los ensayos de inhibición de la infección por e l VIH-I con los 

glicoconjugados, se utilizaron 2 a is lados primarios: NPI2 (ai slado vira l de un paciente 

VIH pos itivo con lenta progresión a SIDA) y N P54 (aislado viral de un paciente VIH 

positi vo con progresión típica a SIDA). También se utilizaron 2 a islados de laboratorio del 

VIH-I: VIH-IADA (ais lado macrófago-trópico) y VIH- I SF2 (ais lado linfotrópico). 

La figura 9 muestra los resultados obtenidos de la determinación del antígeno p24 

de los sobrenadantes de cultivo de los aislados primarios (Figura 9A) y de los aislados de 

laboratorio (Figura 9B), donde se observa un incremento de la concentración del antígeno 

desde el inicio del cu ltivo, alcanzando los niveles máxi mos de detección del ensayo de 

ELISA de captura (125 pg!ml), a partir del día 7 post-infección en e l caso del a islado NP54 

y del d ía 9 post-infecc ión en e l caso del aislado NPI2. Las diferencias en las curvas de 

determinación de l antígeno p24 de los aislados primarios (Figura 9A) sugieren que cada 

aislado viral tiene diferente tropismo celular, aunque habria que realizar un ensayo de 

fenotipificación para conocer su tropismo. 

La propagac ión de los a islados de laboratorio fue más rápida, ya que la 

concentrac ión del antígeno p24, fué mayor que la concentración determinada con los 

a islados primarios, alcanzando el máx imo nivel de detección del ensayo a partir del día 3 

post-infección en el caso del a is lado VIH-l sF2 y de l día 5 post-infección en el caso del 

a is lado VIH- IADA. Es importante resaltar que los a is lados macrofagotrópicos como el 

aislado VIH-I ADA tardan más en crecer que los a islados linfotrópicos como el aislado VlH-
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Figura 9. Determinación del antígeno de la cápside p24 de aislados primarios y de laboratorio 

del VIH-I. Los aislados virales se propagaron en PBMC de donadores seronegalivos para el VIH-I, 

previamente estimuladas por 48 hr con fitohemaglutinina-L (PHA-L) (5 ug/ml) e interleucina 2 (IL-2) (20 

Ulml) durante 28 días. Se cosechó el sobrenadante de cultivo en diferentes tiempos de incubación y se 

determinó la concentración del antígeno viral p24 del VIH-I de cada uno de los sobrenadantes cosechados, 

mediante un ensayo de ELlSA de captura de antigeno viral a 450 nm. Cada punto representa al promedio de 

los duplicados obtenidos en el ensayo de ELlSA. 

Una vez determinada la concentración del antígeno p24 de los aislados virales, se 

ajustó la concentración de cada uno de ellos a I ng/ml para los ensayos de inhibición de la 

infección de PBMC y MDM por el VIH-I con los glicoconjugados extraídos de la leche 

humana. Para ajustar la concentración de los aislados virales a I ng/ml, fue necesario 

hacer diluciones seriadas de los sobrenadantes de cultivo que mostraron la mayor 

concentración del antígeno en el ensayo de ELlSA de captura, y de esta forma seleccionar 

la dilución óptima para cada aislado viral. En el caso de los aislados primarios NPI2 y 

NP54 (Figura 9A), se seleccionaron los sobrenadantes de cultivo de los días 12 y 15 post-

infección para realizar las diluciones seriadas, partiendo de una dilución 1:50 hasta 

1:10,000. Para los aislados de laboratorio VIH-I ADA y VIH-I SF2 (Figura 9B), se 

seleccionaron los sobrenadantes de cultivo de los días 13, 15, 18 Y 22 post-infección, ya 

que fueron los que tuvieron la mayor concentración del antígeno p24 en el ensayo de 

ELlSA previo. La figura 10 muestra los resultados de la concentración del antígeno p24 
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que se obtuvieron al realizar di luciones seriadas de los sobrenadantes de cultivo que se 

seleccionaron para cada aislado vira l. 
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Figura lO. Titulación de los aislados primarios (A y B) Y los aislados de laboratorio (C y D) del VIH-1. 

Se realizaron diluciones seriadas de los sobrenadantes de cultivo seleccionados para la titulación y se 

determinó la concentración del antígeno p24 de la cápside por medio de un ensayo de ELISA de captura a 

450 nm. Cada punto de las gráficas representa el promedio de los duplicados obtenidos en el ensayo de 

ELISA. 

De acuerdo con los resultados obtenidos de la titulación de los aislados 

virales, se seleccionó trabajar en los ensayos de inhibición, con los sobrenadantes de cultivo 

cosechados al día 15 post-infecc ión, tomando en cuenta la dilución 1:500 para ajustar la 

concentración de cada aislado viral a I ng/ml (Figura 10 A-D). 
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2. Ensayos de inhibición de la infección por VIH-l con glicoconjugados de la 

leche humana 

Para evaluar la capacidad de inhibir la infecc ión por el VIH-I in vi/ro, de los 

glicoconj ugados obtenidos de la leche humana, se rea lizaron los ensayos de inhi bición con 

dos tipos de células blanco para el VIH-I : MOM y PBMCs (ambas células expresan al 

marcador celular C0 4) y cuatro aislados virales: VIH- IADA,VIH-I sn, NPI 2 y NP54. 

En los ensayos de inhibición, se probaron 8 diferentes preparaciones de la fracción 

de glicolípidos sul fatados y una fracción de glicosaminoglicanos. Las preparaciones de 

glicolípidos sul fatados y de glicosaminoglicanos fueron extraídas y purificadas en el 

Shri ver Center for Menta l Retardation, Uni versity of Massachusetts Medical School, 

Waltham, Massachusetts, EUA. 

2.1. Ensayos de inhibición de la infección por VlH-l il/ vi/ro con 

glicosaminoglicanos 

Para los ensayos de inh ibición de la infección por el VIH-I con 

gl icosaminoglicanos, se trabajó con una solución concentrada de 12 mg que se obtuvo a 

partir de 75 mi de leche humana. Las concentraciones de glicosaminoglicanos que se 

probaron en los ensayos de inhibición, así como la cantidad expresada como vo lúmenes 

equi valentes de leche humana se muestran en la tabla 3. La concentración l X es la 

concentración equi va lente en PBS que se encuentra en una mezcla de leches humanas. 
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Tabla 3. Concentraciones de glicosaminoglicanos probados en los ensayos de 

inhibición de la infección causada por el VIH-l ill vi/ro. 

Cantidad de GAG s 

Volumen GAGs Cantid ad equivalente expresados como 

tomados de la solución de GAGs tomados de la Concentración de volúmenes equivalentes 

concentrada IIOXI (ul) solución concentrada GAGs de la leche humana 

1I0XI (ug) (mi) 

0.3 1 3. 1 0.03 X 0.2 

0.62 6.2 0.06 X 0.4 

1.25 12.5 0. 1 X 0.75 

2.5 25 0.2 X 1.5 

5 50 0.4 X 3 

10 100 0.9 X 6.7 

20 200 1.6 X 12 

50 500 3.3 X 25 

Al eva luar la capacidad de inhibir la infecc ión de MDM y PBMC por el VIH-I , de 

la preparación de glicosaminoglicanos, se encontró un porcentaje de inhibición bajo, del 

10 al 5 1% con los aislados virales VIH-I ADA y VIH-l sF2. aunque como se observa en la 

figura 11, los porcentaj es de inhibición de la infección fueron variables y no hay un efecto 

inhibitorio dependiente de la concentración de los g licosaminoglicanos con ninguno de los 

2 aislados de laboratori o que se utilizaron. 
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Figura 11. Porcentaje de inhibición de la infección de PBMC por aislados de laboratorio del VIH-I 

con glicosaminoglicanos de la leche humana. Diferentes concentraciones de glicosaminoglicanos se 

incubaron a 37°C, 85% de humedad y 5% CO, durante 3 hrs, en presencia de I ng/ml de los aislados de 

laboratorio VlH-I""A (rojo) y VIH-I", (azul). Posterionnente se adicionaron 5 x 10' PBMC /pozo, 

previamente estimuladas durante 48 hrs con PHA-L e lL-2, y se incubó durante toda la noche a 37°C. Las 

placas de cultivo se lavaron 2 veces con PBS IX estéril y se adicionaron 500 ul/pozo de medio RPMI 

suplementado con 20% de suero fetal oovino y 1% de antibióticos. Se cosecharon los sobrenadantes de 

cultivo al día 5 post·infección y se detennin6 la concentración del antígeno p24 mediante un ensayo de 

ELlSA de captura del antigeno viral a 450 nm. Como controles negativos se cultivaron 4 pozos con células 

(PMBC) y como controles de infección se cultivaron 4 pozos con células en presencia de cada aislado viral. 

En la gráfica cada barra representa al promedio obtenido de cada muestra y cada control probados por 

duplicado. 

2_2 Ensayos de inhibición de la infección por VIH-l in vitro con glicolípidos 

sulfatados 

A diferencia de los resultados obtenidos con los glicosaminoglicanos, se obtuvo un 

efecto de inhibición de la infección por el VIH-I muy alto: mayor al 80% con seis de las 

ocho preparaciones de glicolípidos sulfatados probadas. Como se observa en la tabla 4, 

solamente las fracciones 6 y 7 no inhibieron la infección de PBMC por el aislado VIH-
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lADA, sin embargo sí se obtuvo un efecto inhibitorio alto, 95 y 90 % respecti vamente, de la 

in fecc ión de PBMC por el aislado VIH-I SF2 . 

Debido a que la cantidad de glicolípidos sulfatados que se extraen de la leche 

humana es muy pequeña, no es posible determinar su peso, sin embargo, como se conoce 

el volumen de leche humana a partir del cual fueron extraídas, es posible determinar su 

concentración equi valente en volúmenes de leche humana. Las preparaciones I y 2 se 

obtuvieron a partir de 200 mi de leche humana, mientras que las preparaciones 3 a 8, 

fueron extraídas a partir de 100 mi de leche. 

La tabla 4 muestra las cantidades de glicolípidos sul fatados expresados en 

vo lúmenes equivalentes de leche humana, que inhibieron más del 80% de la infecc ión de 

los aislados de laboratorio VIH-I ADA y VIH-l sF2 y están resa ltadas las cantidades mín imas 

de las preparaciones de glicolípidos sul fatados que inhibieron más del 80% la infecc ión del 

VIH-I in vi/ro, estas preparac iones fueron la 2 y la 4 que tuvieron un efecto de inhi bición 

más potente de la infección de PBMCs y MDM respectivamente. 

En cada ensayo de inh ibición las muestras y los contro les se probaron por 

duplicado y cada ensayo a su vez, se repitió tres veces. 
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Tabla 4. Inhibición de la infección por aislados de laboratorio del VJH-l con 

diferentes preparaciones de glicolípidos sulfatados extraídos de la leche bumana. 

VIH-I A DA VIH-I SF2 

Cantidad de Cantidad de 
glicolípidos sulfatados glicolipidos sulfatados 

Número de expresados como expresados como 
Células preparación de \'olúmenes equiva lentes Porcentaje de vo lúmenes equivalentes 
Blanco glicolíp idos de la leche humana inhibición de la leche humana 

sulfatados (mI) (mI) 

MDM 1 13 99 13 

2 3.6 100 3.6 

3 1 97 0.5 

4 0.5 100 0.5 

5 1 100 0.5 

6 7.4 100 0.5 

7 1 96 0.5 

8 1 85 4 

PBMC 1 24 100 4 

2 0.25 100 0.25 

3 2 92 2 

4 2 89 4 

5 2 83 2 

6 --- O 2 

7 --- O 2 

8 4 100 2 

Solamente las preparaciones I y 2 de los glicolípidos sulfatados, se probaron con 

los aislados primarios NPI2 y NP54 Y los resultados se muestran en la tabla 5. 
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Tabla 5. Inhibición de la infección por aislados primarios del VllI-l con glicolípidos 

sulfatados extraídos de la 'Ieche humana. 

NP 12 NP54 

Cantidad de Cantidad de 
glicolípidos glicolipidos 

Número de sulfatados Porcentaje sulfatados expresados Porcentaje 
Células preparación expresados como de inhibición como , 'olúmenes de 
Blanco de volúmenes ('lo) equivalentes de la inhibición 

glicolípidos equivalentes de la leche humana (mi) ('lo) 

sulfatados leche humana (011) 
!\'IDM 1 66.6 87 22.2 55 

2 40 100 22.2 13 

PBl\1Cs 1 22.2 90 40 30 

2 22.2 99 40 57 

Como se observa en la tabla 5, se obtuvo un mayor efecto de inhibición del aislado 

primario NP I2 (87 al 100%), en comparación con el porcentaje de inhibición obtenido del 

aislado NP54 (13 al 57%). Este efecto se observó en los 2 tipos de células que se probaron 

en los ensayos de inhibición: MDM y PBMC. 

La preparación 2 de los glicolípidos sulfatados inhibió más la infección de MDM y 

PBMC por los aislados NP 12 y NP54, que la preparación 1, con la excepción de la 

infección de MDM por el aislado NP54, donde el porcentaje de inhibición fue mayor con 

la preparac ión I que con la 2. Este resultado sugiere que la preparación 2 de los 

glicolípidos sulfatados podría ser más potente para inhibir la infección de MDM y PBMC 

por aislados primarios del VIH-I , aunque es necesario probar su efecto con un mayor 

número de aislados primarios para corroborar este resultado. 

De acuerdo con los resultados de las tablas 4 y 5, se observa que la infección de 

MDM Y PBMC por los aislados VIH-I ADA, VIH-l sF2 y NPI2, se inhibió más por efecto de 

los glicolípidos sulfatados, que la infección causada por el aislado primario NP54. 

También se observa que para inhibir la infección de MDM y PBMCs causada por los 

aislados primarios NPI2 y NP54, fue necesario una mayor cantidad de glicolípidos 
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sulfatados (22.2 a 66.6 mi expresados como volúmenes equivalentes de la leche humana), 

que la cant idad utilizada para inhibir la infección de los aislados VIH-I ADA y VIH-I SF2 

(0.25 a 24 mi), es decir, el efecto de los glicolípidos sulfatados en los aislados primarios 

del VI H-I es menor. 

Por otra parte, se realizó un análisis microscópico de las placas de cultivo de los 

ensayos de inhibición en donde se utilizaron las preparaciones I y 2 de los glicolípidos 

sulfatados y los aislados VIH-I ADA y VIH-l sF2. Los resultados de los ensayos con MDM 

se muestran en las figuras 12 A-G Y los resultados con PBMC se muestran en las figuras 

13 A-l. Como se muestra en las fi guras, en algunos casos se observa un cambio en la 

morfología de las células en presencia de los glicolípidos; en el caso de los MDM, éstos se 

despegan del plástico en algunas zonas del pozo de la placa y tienden a agruparse; en el 

caso de los PBMC se observa un e fecto similar al observado con los MDM, es dec ir, en 

presencia del glicolípido, las células tienden a formar grumos. Sin embargo este efecto no 

es específico de la especie del glicolípido ni de su concentración. Esta tendencia a 

agruparse que presentaron las células, tampoco mostró relación alguna con el porcentaj e de 

inhibición de la infección que se obtuvo en cada caso. Además la viabilidad celular en los 

pozos de los controles de glicolípidos (cé lulas con glicolípido) (Figuras 10D, lOE, 11 D y 

IlE) fue similar (entre el 80 y el 90% de células viables) a la viabilidad en los pozos de los 

contro les de cé lulas (Figuras IDA y IlA), con lo que se descarta que el cambio en la 

morfología de las cé lulas se deba a un efecto citotóxico del glicolípido. Sin embargo habría 

que realizar otro tipo de experimentos para identificar a qué nivel interaccionan los 

glicolípidos con las membranas celulares para que se produzcan los cambios morfológicos 

en este tipo de células. 
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ul) 

A 

Control de células: MDM 

e 
B 

Control de infección: MDM + VIH-I ADA Control de infección MDM + VIH-I sn 

D E 

Control de glicolípídD: Control de glicolipido: 

M DM + Preparación 1 (50 ul) M DM + Preparación 2 (50 ul) 

F G 

MDM + VIH-I AoA+ glicolipido (Prep 1, 12.5 ul) MDM + VIH-I SF2 + glicolipido (Prep 1, 50 

(100% Inhibición) (98% Inhibición) 

Figura 12_ Ensayo de inhibición de la infección de MDM por VIH-

1 ADA Y VIH-lm con glicolípidos sulfatados (40X) 
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A 

Control de células: PBMCs 

B 

Control de infección: PBMCs + VIH-I ADA 

D 

Control de glicolipido: 

PBMCs + Preparación 1 (SO ul) 

F 

PBMCs + VIH-IADé glicolipido (Prep 1, 32 ul) 

(89% Inhibición) 

e 

Control de infección: PBMC, + VIH-I m 

E 

Control de glicolipido: 

PBMCs + Preparación 2 (SO ul) 

G 

PBMCs + VIH-I m + glicolipido (Prep 1, 4 ul) 

(100% Inhibición) 
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H 1 

PBMCs + VIH-I.D.+ glicolípido (Prep 2, 0.25 ul) 

(100% Inhibición) 

PBMCs + VIH-I,., + glicolipido (Prep 2, 8 ul) 

(89% Inbibición) 

Figura 13. Ensayo de inhibición de la infección de PBMCs por VDI-l 

ADA Y VIH-1SF2 con glicolípidos sulfatados (40X) 

3. Extracción y purificación de los glicosaminoglicanos de la leche humana 

La fracción de glicosaminoglicanos de la leche materna se extrajo después de 

descremar la leche completa y de separar y concentrar por ultrafiltración, 3 diferentes 

fracciones de acuerdo con su peso molecular. Se sabe que los glicosaminoglicanos son 

moléculas de peso molecular alto ya que su estructura molecular es compleja (122) por esta 

razón se trabajó con la fracción de la leche que contiene a las moléculas con un peso 

molecular mayor a 300,000. Las otras 2 fracciones que se colectaron fueron: la fracción 2, 

que contiene moléculas con peso molecular menor a 300,000 y mayor a 10,000 Y la 

fracción 3 con moléculas cuyo peso molecular es menor a 10,000; ambas fracciones se 

utilizarán también en los ensayos celulares como controles de otros oligosacáridos y 

glicoconjugados presentes en la leche. 

En la fracción de la leche humana que contiene a los glicosaminoglicanos, también 

están presentes otro tipo de moléculas con peso molecular elevado como son las 

glicoproteínas, diferentes tipos de oligosacáridos, proteoglicanos, enzimas, etc (80), y para 
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separar a los glicosaminoglicanos del resto de las otras moléculas, se realizó la purificación 

en una columna de intercambio aniónico con la resina macroporosa DOlVex MSA-2. 

Se eluyeron 3 diferentes fracciones de la columna de intercambio aniónico: una 

fracción neutra que se eluyó con agua tridestilada y que contiene diferentes tipos de 

oligosacáridos neutros fucosilados de alto peso molecular, como los monofucosil lactosas, 

difucosilacto-N-tetraosas y trifucosi lacto-N-hexaosas. Una segunda fracción que contiene a 

las glicoproteinas débilmente adherentes como son: mucinas, ácido siálico e 

inmunoglobulinas de clase A, y que se eluyó con una solución 0.17 M de NaCI. 

Finalmente la tercera fracción que contiene a los glicosaminoglicanos y que se eluyó con 

una solución 2.7 M de NaC!. Al final del proceso se obtuvieron 360 mg de 

glicosaminoglicanos a partir de 2 litros de una mezcla de leches humanas. 

Como se mencionó con anterioridad en la secc ión de material y métodos, la resina 

DOlVex MSA-2, es un tipo de intercambiador aniónico con carácter fuertemente básico, en 

donde los grupos cargados positivamente en la fase estacionaria (grupos amino 

cuaternarios: R3N+), atraen a los aniones del soluto, en este caso los glicosaminoglicanos 

de la fracción de la leche. Por lo tanto, los glicosaminoglicanos que son moléculas 

polisulfatadas cargadas negativamente, se unirán a las cargas positivas de la fase 

estacionaria (resina) y debido a que esta interacción es fuerte, para eluir a los 

glicosaminoglicanos de la columna, se necesita aumentar la carga iónica del eluyente, de 

forma que se alcance el punto isoeléctrico de los glicosaminoglicanos o el de la fase 

estacionaria, para neutralizar a la fuerza que ret iene a éstos en la columna; en este caso, se 

utilizó una solución de cloruro de sodio concentrada. 

La resina DOlVex está constituida por una matriz de partículas de tamaño de 20-40 

de esti reno entrecruzadas con divinilbenceno, el cual controla la porosidad de las 
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partículas, en este caso la resina es macroporosa y por lo tanto tiene una mayor capacidad 

de intercambio iónico. Las 3 fracciones que se eluyeron de la columna de intercambio 

iónico, se liofilizaron y almacenaron para su uso posterior en los ensayos de inhibición. 

4. Extracción y purificación de los glicolípidos sulfatados de la leche materna 

Durante los procesos de extracción y de purificación de la segunda preparación de 

los glicolípidos su lfatados de la leche humana, se realizaron algunas modificaciones al 

procedimiento origina l descrito por Newburg, DS y co l. (110). 

Básicamente las modificaciones que se realizaron fueron: 1) Durante la etapa del 

fraccionamiento de los Iípidos, se realizó una serie de lavados ad icionales a la fase que 

contiene a los glicolípidos (fase orgánica inferior) con una mezcla de metanol acuoso al 

90% y hexano; esto fue con el fin de extraer una mayor concentración de glicolípidos y 

mejorar el rendimiento del proceso. 2) No se realizó la eliminación de sales a través de 

una co lumna C-1 8, previa a la cromatografia de intercambio iónico en la columna de 

DEAE-celulosa. Se decidió no realizar la desalinización de la fracción de Iípidos en la 

columna C-18, ya que después de la hidrólisis alcalina y la neutralización del extracto de 

Iípidos, se realizaron lavados adicionales con la so lución TUP, la cual favorece la 

ionización de los glicolípidos su lfatados y por consiguiente mejora la separación de éstos 

de las sales presentes en el extracto. 3) Se realizó una cromatografia en columna con ácido 

silícico antes y después de realizar la cromatografia de intercambio iónico, con el fin de 

mejorar la separación de los Iípidos totales en 3 clases: Iípidos neutros, glicolípidos y 

Iípidos polares. Para la separación de los Iípidos se utilizaron cloroformo, acetona y 

metanol para incrementar la polaridad de los compuestos y eluír selectivamente a las clases 

de Iípidos de la columna de ácido silícico (123). 
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La conjugación de las dos cromatografias: ácido silícico-DEAE/celulosa-ácido 

silícico, permitió una determinación cualitativa y semicuantitativa, así como una buena 

caracterización de los componentes de la mezcla de Iípidos presentes en la leche, como se 

observa en los resultados obtenidos en la cromatografia en capa fina. 

5. Cromatografía en capa fina (CCF) 

Se di señó y desarrolló un sistema de CCF que permitió la identificación y 

separación de los glicolípidos sulfatados presentes en la leche humana. Durante la 

estandarización de la técnica de CCF, se trabajó con una mezcla de los estándares de 

triglicéridos, ácidos grasos libres, y sulfatados, y se probaron las siguientes fases móviles 

para encontrar las condiciones óptimas de separación de los glicolípidos sulfatados: 

• Etil-éter / Piridina / Etanol / NH40H 2 M (65 : 30 : 8: 2) (v/v) 

• Cloroformo / Piridina / Agua / (50: 51 : 5 ) (v/v) 

• Cloroformo / Metanol / Ácido acético glacial / Agua (65: 45 : 2 : 6) (v/v) 

• Cloroformo / Metanol / Ácido acético glacial / Agua (60 : 30 : 5 : 5) (v/v) 

• Cloroformo / Metanol / Ácido acético glacial / Agua (65 : 25 : 3 : I ) 

(v/v) 

-~ 0-
O~ 
~ 

La fase móvil con la cual se obtuvo la mejor separación de los gli colípidos :; 

sulfatados fue: 

Cloroformo / Metanol /Ácido acético glacial / Agua (65: 25 : 3 : 1) (v/v), y una vez 

determinadas las condiciones para la separación de los estándares de Iípidos, se realizó la 

identificación de los glicolípidos extraídos de la leche humana y que fueron previamente 

purificados en las columnas de ác ido silícico y de DEAE-celulosa. 
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Los resultados de las cromatografias en capa fina se muestran en las figuras 14 y 

15. Como se observa en la figura 14, después de la purificación del extracto de lípidos en 

la columna de DEAE-celulosa, no hay una buena separación de los glicolipidos sulfatados, 

ya que se observa la presencia de al menos 5 bandas además de la banda que corresponde a 

los compuestos sulfatados. Esto se observa al comparar las líneas 5 a la 10 versus la línea 2 

que corresponde a los sulfatados tota les. Se estableció que la proporción 9: I de la mezcla 

de acetona/metanol, fue la mejor para eluír a los compuestos sulfatados en la primera 

separación de los lípidos en la columna de ác ido silícico, previa a la separac ión en la 

columna de DEAE-ce lulosa (Figura 14, lineas 5-7). Sin embargo, si fue posible separar a 

los ácidos grasos que eluyeron con 100 % de cloroformo (lineas 3 y 4) y que están 

presentes en una gran concentración en la mezcla de lípidos. 

En este sistema de solventes de la fase móv il y de acuerdo con su estructura 

quimica conocida, se favorece la migración de los siguientes lipidos (partiendo desde la 

parte superior de la placa hasta la parte inferior): los ácidos grasos, triglicéridos, 

monoglicéridos y todos los lipidos neutros migran con el frente del solvente hasta la parte 

superior de la placa. Posteriormente migran los diferentes tipos de ceramidas 

(monohexosidas), los sulfatados y las ceramidas compuestas (di y trihexosidas). Las 

bandas que se observan en la parte inferior de la placa corresponden a los diversos tipos de 

fosfolípidos presentes en la mezcla y que tienden a permanecer cerca del origen o punto de 

aplicación de la muestra. 
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Figura 14. Separación por CCF de glicolipidos sulfatados extraidos de la lecbe humana, después de 

su purificación a partir de una columna DEAE-celulosa. Línea 1: estándar de ácidos grasos. Línea 2: 

estándar de glicolípidos sulfatados totales. Las líneas 3 a 11 corresponden a las fracciones del extracto de 

glicolípidos de la leche humana. Líneas 3 y 4: primeras fracciones eluídas con 100% de cloroformo. Líneas 

5-7: segundas fracciones eluídas con una mezcla de acetona/metanol 9: 1. Líneas 8 y 9: segundas fracciones 

eluidas con una mezcla de acetona/metanol 8.5 : 1.5. Línea 10: segunda fracción eluída con una mezcla de 

acetona/metanol 8: 2. Línea ti : tercera fracción eluida con 100% de metano!. Fase móvil utilizada: 

Cloroformo I Metanol /Ácido acético glacial I Agua (65: 25 : 3 : l ) (v/v). 

Después de la cromatografia en la columna DEAE-celulosa, el extracto de 

glicolípidos se purificó utilizando una columna de ácido silícico y las fracciones eluídas de 

esta columna, se colectaron y se evaluó su pureza en CCF. Los resultados se muestran en la 

figura 15. Se obtuvo una buena separación de los glicolipidos en la segunda fracción 

colectada de la columna de ácido silícico (línea 7), donde se observa la presencia de 3 

bandas que corresponden a los glicolípidos galactosilceramida (línea 3) y a la 

lactosilceramida (línea 4). Sin embargo no se observa la presencia de glicolipidos 

sulfatados totales si comparamos la muestra (linea 7) con el estándar de éstos (linea 5). 

Esto puede deberse a la ruptura de enlaces en las cadenas de los ácidos grasos que 

contituyen a los glicolipidos, favoreciéndose así la formación de moléculas más pequeñas 

como la galactosilceramida y la lactosilceramida. Se observa que la totalidad de los 
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fosfolípidos presentes en la muestra y que no se había separado en la columna de DEAE-

celulosa, se separó en la columna de ácido silícico al eluír estos compuestos con 100% de 

metano!. En la línea 6 no se observa la presencia de triglicéridos ni de ácidos grasos, ya 

que se lograron separar en la cromatografia de intercambio iónico que se realizó 

previamente. 

---

1 234 567 8 

Figura 15. Separación por CCF de glicolípidos sulfatados exlraidos de la lecbe humana después de su 

puriftcadón a partir de una columna de ácido silícico. Línea 1: estándar de triglicéridos. Línea 2: 

estándar de ác idos grasos libres. Linea 3: estándar de galactosilceramida. Línea 4: estándar de 

lactosilceramida. Línea 5: estándar de glicolípidos sulfatados totales. Las líneas 6, 7 Y 8 corresponden a las 

fracciones del extracto de glicolipidos de la leche humana. Línea 6: primera fracción eluída con 100% de 

cloroformo. Línea 7: segunda fracción eluída con una mezcla de acetona/metanol 9: 1. Línea 8: tercera 

fracción eluida con I()()% de metano!. Fase móvil utilizada: Cloroformo I Metanol /Ácido acético glacial I 

Agua (65: 25 : 3 : I ) (v/v) . 

Se puede estimar la concentración de los compuestos sulfatados extraídos de la 

leche (línea 7 de la figura 15), al comparar la intensidad de las bandas observadas con la 

intensidad de las bandas de los estándares de lactosil y galactosilceramida, cuya 

concentración es de 5 ug. Al comparar los estándares con la muestra, se observa una 

concentración similar, por lo que se puede inferir que la concentración de los compuestos 

sulfatados extraídos de la leche es alrededor de 5 ug. 
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De acuerdo con los resultados obtenidos de la CCF, e l hecho de combinar los dos 

t ipos de cromatografTa (de intercambio iónico o DEAE-celulosa y la de ác ido silíc ico), 

permite tener una buena separación de los componentes de la mezcla de lípidos presentes 

en la leche humana. 
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DISCUSIÓN 

Como se mencionó previamente, existen varios reportes de glicoconjugados, 

específicamente glicolípidos, glicoesfingolípidos, glicosaminoglicanos y proteoglicanos, 

donde se demuestra su participación en el proceso de unión y entrada del VIH-I a su célula 

blanco in vitro (124-127). Es importante seña lar que en estos trabajos existen algunas 

limitantes metodológicas como el uso exclusivo de cepas o aislados de laboratorio del 

VIH-I, que son más fáci les de inhibir que los aislados primarios, o bien se han utilizado 

glicoconjugados sintéticos o fracciones crudas de glicoconjugados que contienen varios 

compuestos. Otra limitante de estos estudios es que en algunos casos utilizan proteínas 

recombinantes de la envoltura viral y el receptor CD4+ como modelo de infecc ión o bien · 

se utilizan ensayos de transmigración artificial para evaluar la contribución del 

glicoconjugado en la interacción vi rus-célula (128). Es cierto que por un lado con este tipo 

de ensayos de modelo de membrana se puede obtener información a cerca de la interacción 

virus-célula, pero por otro lado, se considera que es mejor el trabajar con partículas 

completas del VIH-I y líneas celulares o células aisladas de individuos, ya que refleja de 

una manera más cercana, los mecanismos moleculares que podrían ocurrir in vivo. 

Con esta infonnación y los resultados que se han reportado acerca de la actividad 

antimicrobiana que poseen las diversas fracciones de la leche humana, se decidió evaluar el 

efecto inhibitorio potencial de dos componentes de la fracción sacárida de la leche: los 

glicolípidos sulfatados y los glicosaminoglicanos. Ambos compuestos han demostrado su 

efecto en la inhibición de la entrada del virus a la célula blanco, aunque en el caso de los 

glicolípidos sulfatados, su origen no ha sido de la leche humana sino se utilizaron 
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compuestos sintéticos, y en el caso de los glicosaminoglicanos aunque si fueron extraídos 

de la leche humana, se evaluó su efecto en un modelo in vi/ro con prote ínas recombinantes. 

Todas las fracciones de la leche se evaluaron en concentraciones que podrían ser 

relevantes en los in fa ntes alimentados con leche humana. La fracción de 

glicosaminoglicanos aún en concentraciones altas, mostró solamente una baja inhibición de 

la infecc ión por VIH- I en PBMC y el efecto inhibitorio no fue depend iente de la 

concentrac ión de los GAG. Aunque se desconoce la razón de la di scordancia de estos 

resultados, podría deberse a una mala resuspensión del compuesto en la muestra. Los 

GAG tienen una estructura molecular muy grande y compleja, lo cual dificulta su 

resuspensión en algunas soluciones. En los ensayos de inhibición, los GAG se 

resuspendieron en solución salina de fosfatos (PBS I X) y la suspensión se sonicó para 

favo recer la resuspensión de los glicoconj ugados en la muestra. Sin embargo, es posible 

que la resuspensión de la muestGl no haya sido homogénea o bien que los GAG no se 

hubieran disuelto en su totalidad. Para los ensayos de inhibición que se realizarán a futuro, 

será necesario evaluar otro solvente para resuspender a los GAG, como el dimeti l sulfóx ido 

pero en bajas concentraciones para min im izar su efecto citotóxico. 

El rango de concentraciones de la fracción de GAG que contribuye a la inhibición 

de la infecc ión por VIH- I de las cé lulas blanco, tiene que ser evaluado con mayor 

profundidad. Es posible que los GAG individualmente puedan inhibir con mayor potencia 

la infección del VIH-I in vi/ro . Por este moti vo se realizó una segunda extracción de GAG 

con algunas modificac iones al método original, lo que permitirá obtener diversas 

fracciones de estos compuestos, las cuales se probarán a futuro en los ensayos de 

inh ibición. 
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Es la primera vez que se reporta en la literatura, la actividad anti-V1H in vi/ro que 

poseen glicolípidos sulfatados extraídos de la leche humana. El hecho de que estos 

glicoconjugados provengan de un fluído biológico natural como lo es la leche humana, 

enfatiza aún más la paradoja que existe en definir a la leche como un vehiculo de agentes 

anti microbianos o en e l caso de la transmisión del VIH-I , como un vector de transmisión 

del virus. 

Las preparaciones de los glicolípidos su lfatados de la leche humana, inhibieron la 

infección por los ais lados de laboratorio del VIH-I , de PBMC y MDM in vi/ro, aún en 

concentraciones bajas, lo cual indica la alta potencia biológica que poseen estos 

glicoconjugados. La inhibición de la infectividad del virus fue independiente de la cepa 

viral (VIH-I ADA y VIH-I SF2) o del tipo de célula que se utilizó como célula blanco. 

Con respecto a los resultados de inhibición de la infección de PBMC y MDM por 

los aislados primarios NPI2 y NP54 del VIH-I, se observó que es necesario adicionar una 

mayor concentración de los glicolípidos sulfatados que la utilizada para los aislados de 

laboratorio, para obtener un porcentaje de inhibición mayor del 80%. Este resultado era 

esperado, ya que se conoce que es más dificil inhibir la infección de los aislados virales 

primarios que la de los aislados de laboratorio. Aunque la concentración de cada aislado 

viral utilizado para, los ensayos de inhibición fue la misma (1 ng de antígeno p24/ml), es 

probable que la dosis infecciosa de cada uno de ellos sea diferente, es decir, su infectividad 

no es la misma, por lo tanto, en los ensayos de inhibición que se realizarán para evaluar la 

potencia de las nuevas fracciones de glicoconjugados extraídas, será necesario determinar 

la dosis de infectividad media (TCID50) de cada aislado y aj ustar la misma dosis para 

todos los aislados virales en los ensayos. 
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La fracción de glicolípidos sulfatados de la leche humana contiene diferentes 

especies de éstos que varían en sus características estructurales como la longitud de la 

cadena de ácidos grasos, los residuos de azúcares y los grupos sulfato. Esta información se 

obtuvo del análi sis de los glicolípidos sulfatados por cromatografTa líquida de alta 

resolución (HPLC normal y de fase reversa), así como de l anál isis por espectrometría de 

masas de las primeras preparaciones de glicolípidos sulfatados que se probaron en los 

ensayos de inhibición. La heterogeneidad y complejidad estructural de los glicolípidos 

sul fatados de la leche humana, en conjunción con nuestro descubrimiento que las 

diferentes fracciones purificadas tienen una actividad inhibitoria alta con MDM y PBMCs, 

sugiere la posibilidad de que algunas especies individuales de glicolípidos, pueden ser muy 

potentes aunque su concentración en la fracción total de glicolípidos sea muy baja. 

A pesar de la presencia de los glicoconjugados de la leche humana con actividad 

antiviral, incluyendo las especias activas de glicolípidos sulfatados, la continua exposición 

al VIH que sufren los niños alimentados con leche de madres VIH-positivas, puede llevar 

a la transmisión del VIH a través de la alimentación con seno materno, la cual es una causa 

importante de la infección por VIH en algunos niños. Sin embargo, la alimentación 

exclusiva con leche materna, es considerada la mejor forma de alimentar al niño durante 

los primeros meses de vida por las excelentes propiedades nutricionales que posee y 

porque es una fuente importante de sustancias bioactivas que pueden funcionar como 

agentes antimicrobianos o inmunógenos. En el caso de la transmisión del VIH en 

poblaciones donde la mortalidad de los infantes es alta, el riesgo de muerte asociada con la 

carencia de alimentación por seno materno puede ser mayor que el riesgo de adq uirir la 

infección por el VIH a través de la leche humana. 
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En resumen, los glicolípidos sul fatados presentes en la leche humana tienen 

funciones biológicas y pueden desempeñar un papel importante en la protección contra los 

patógenos virales. Además, la fracción de los gli colípidos su lfatados extra idos de la leche 

humana puede ser una fuente útil a partir de la cua l se pueda caracterizar su función 

biológica. 

La identificación de los componentes de la leche humana que protegen contra la 

infección por el VIH-I contribuiría significativamente a la información a cerca de la 

alimentación con leche humana y a la transmisión vertical del virus. La fuerte act ividad 

inhibitoria in vi/ro en contra del VIH-I que mostraron los glico lípidos sulfatados extraídos 

de la leche humana, apoya la posibilidad de que estos glicoconjugados pueden actuar como 

receptores análogos solubles, previniendo la interacción del VIH-I con sus células blanco. 

El conocer la relación precisa entre la estructura y la función de estos glicoconjugados, 

podría conducir a la identificación y consecuentemente al desarrollo de futuras 

generaciones de reactivos farmacéuticos con un efecto potente y altamente selectivo. 

Los receptores del VIH-I en las células blanco son glicoconjugados que son 

reconocidos por el virus mediante la identificación de las cadenas oligosacáridas expuestas 

al exterior. La modificación química de dichos glicoconjugados permitirá la creación de 

aná logos sintéticos con un poder inhibitorio mayor, de tal manera que sus concentraciones 

requeridas para bloquear la entrada viral y para un posible uso terapéutico y preventivo, 

sean aún menores. El utilizar oligosacáridos análogos sintéticos tiene una gran ventaja 

sobre los oligosacáridos naturales, que es su potencial multivalencia, es decir, tienen la 

capacidad de interaccionar en diferentes regiones con los receptores de las membranas 

celulares de los microorganismos patógenos, aumentando así la probabilidad de inhibir la 

adhesión del patógeno a su célula blanco. 
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Por otro lado, en este estudio se demostró la efectividad de un método sencillo de 

rea lizar como lo es la cromatografi a en capa fina (CCF), para detectar los diferentes 

componentes glicoconjugados obtenidos de la leche humana. Aunque la CCF se ha 

utilizado desde hace varias décadas para la separación de Iípidos neutros y fosfo lípidos, él 

análi sis sistemático de éstos aún presenta problemas, ya que el princ ipal obstáculo para la 

separación de los glicolípidos en las placas de cromatogra fia, es que muchas especies de 

fosfolípidos migran junto con los glicolípidos e interfieren en su separac ión. 

El sistema de separación de los glicolípidos descrito en este trabajo, se basa en el 

hecho de que los Iípidos neutros migran en todos los so lventes polares y se moverán j unto 

con la fase móvil , mientras que los fos folipidos permanecen cerca del origen o punto de 

apl icación. Además, el silicato de magnesio presente en las placas, reti ene con mayor 

fuerza a los fosfolípidos que a los glico lípidos. Basándose en esta información y en las 

diferentes cond iciones en las que se estandarizó la técnica de CCF, se logró definir un 

método para evaluar la pureza de los glicolípidos extraídos de la leche humana y de los 

cuales se evaluará en un futu ro, su potencía para inhibir la infección por el VIH-I in vi/ro. 
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CONCLUSIONES 

1. La entrada del Virus de Inmunodeficiencia Humana tipo I (VIH-I ) a sus cé lulas 

blanco, puede ser bloqueada in vi/ro, al im pedir la unión del virus con su receptor 

ce lular espec ífico mediante la utilizac ión de receptores análogos obtenidos de 

fracciones de glicoconjugados (glicolípidos sulfatados y glicosaminoglicanos) de la 

leche humana. 

2. Se logró identificar a los glicolípidos sulfatados como potenciales receptores 

análogos glicoconjugados que inhiben competitivamente la adhesión del VIH-I a 

sus células blanco in vi/ro. 

3. Los resultados obtenidos con los glicosaminoglicanos, indican que aunque su 

efecto sobre la inhibición de la infección del VIH-I in vi/ro es limitado, es 

necesario optimizar las cond iciones de solubilidad de estos compuestos en los 

ensayos de inhibición y probar diferentes especies individuales de estos 

compuestos para evaluar de nuevo su efecto inhibitorio. 

4. El efecto inhibitorio de la in fecc ión de PBMC y MDM por el VIH-I , debido a la 

presencia de los glicoconjugados de la leche humana, no fue específi co del tipo 

celular ni del aislado viral que se utilizó en los ensayos de inhibición, aunque sería 

muy valioso el probar la potencia de estos compuestos con un mayor número de 

aislados vira les, tanto cepas de laboratorio como aislados clínicos con tropismo 

celular conoc ido. 

5. En este estudio se demostró la efectividad de un método sencillo de rea lizar como 

la cromatografia en capa fina, para detectar los diferentes componentes 

glicoconjugados obtenidos de la leche materna. 
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6. El método de cromatografia en capa fina que se diseñó y desarrollo en este trabajo, 

permitió la identificación de los glicolípidos su lfatados presentes en la leche 

humana. La conjugación de las dos cromatografias: ácido silícico-

DEAE/Sephadex-ácido silícico, permitió una determinación cualitativa y 

semicuantitativa, así como una buena caracterización de los componentes de la 

mezcla de Iípidos presentes en la leche, como se observa en los resultados 

obtenidos en la cromatografia en capa fina . 
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PERSPECTIVAS 

En esta tesis se describen los resultados obtenidos con las primeras preparaciones 

de glicoconjugados (glicolípidos sul fatados y glicosaminoglicanos) que se obtuvieron de la 

leche humana. Una vez probada la potencia de estas preparac iones en los ensayos de 

inhibición con el VIH-I, se decidió realizar modificaciones a las técnicas de extracción y 

purificación de estos compuestos, con el fin de obtener nuevas fracciones más puras y cuyo 

efecto sobre la inh ibición de la infección del vi rus in vi/ro, se evaluará a futuro. 

Por otro lado, ahora que la producción y manufactura en gran escala de los 

oligosacáridos humanos es posible, éstos pueden ser probados con una amplia variedad de 

microorganismos infecciosos. Mediante la man ipulación bioquímica o química 

combinatoria de carbohidratos, se pueden crear estructuras oligosacáridas sintéticas 

(homólogas y análogas), para encontrar cuál es la estructura con mayor efecto de 

inhibición del proceso infeccioso viral. 

En teoría, los oligosacáridos y glicoconjugados humanos específicos deben ser 

efectivos, seguros y constituyen una alternati va no-inmunogénica y adicional para los 

antibióticos convencionales. Si a estas ventajas le aunamos que a estos carbohidratos 

complejos no se les ha atribuído ninguna actividad bactericida, tampoco es probab le que se 

genere una resistencia a ellos como en el caso de los antib ióticos. 

Los glicolípidos sulfatados y probablemente los glicosaminoglicanos extraídos de 

la leche humana, constituyen una alternativa real para ser utilizados no solamente como 

agentes antivirales, sino también como agentes antimicrobianos o microbicidas en general. 
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APÉNDICE 1 

Materiales, reactivos y eq uipos 

Materiales para los el/sayos celulllres 

Material de cultivo estéril: 

• Botellas de cultivo de plástico de 25 y 75 cmz 

• Pipetas serológicas de plástico de 1,2,5, I O Y 25 mi 

• Placas de cultivo de 48 y 96 pozos con fondo plano y tapa 

• Puntas de polipropileno de 300 ul a 1000 ul 

• Crioviales de I y 1.5 mi para el almacenamiento de muestras 

• Reservorios de plástico desechables 

• Tubos cónicos para centrífuga, de polipropileno de 15 y 50 mi 

• Unidades de filtración de plástico con membranas de 0.22 um 

Instrumentos: 

• Hematocitómetro o cámara de Neubauer 

• Microscopio compuesto 

• M icroscopio invertido 

• Contador de células manual 

• Pipetor automático 

• Micropipetas unicanal de 0.2 ul a 1000 ul 

• Micropipetas multicanal de 250 ul a 1000 ul 

Equipo: 

• Autoclave 

• Centrífuga de mesa de alta velocidad 

• Campana de flujo laminar de nivel 2 de bioseguridad 

• Incubadora con flujo de COz y cámara de humedad 
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• Espectrofotómetro 

• Ultracongelador a -70°C 

• Sonicador 

• Agitador o vórtex 

• Baño de agua con medidor de temperatura 

• Refrigerador 

• Conge lador 

Reactivos: 

• Solución amortiguadora de fosfatos (PBS) IX (GIBCO BRL, Grand Island, 

NY, EU. Núm. Catálogo: 12377-024) 

• Medio de cultivo RPMI 1640 con 2mM de L-glutamina (GIBCO BRL, Grand 

Island, NY, EU. Núm. Catálogo: 3 1800-014) 

• Medio de conge lación: 90% de suero fetal bov ino inactivado + 10% de dimetil 

sulfóxido 

• Medi o de separación de lin foc itos: Lymphoprep (Axis-Shield Poc.AS, Oslo, 

Noruega. Núm. Catálogo: l 053980) 

• Penicilina/Estreptomicina. Penicilina: 10,000 unidades/mi y Estreptomicina: 

10,000 uglml. (G IBCO BRL, Grand Island, NY, EU. Núm . Catálogo: 15 140-

122) 

• Suero fetal bovino (GIBCO BRL, Grand Island, NY, EU. Núm. 

Catálogo: 16000-044) 

• Interleucina 2 humana (IL-2, 50,000 U, 25 ug en 5 mi) (ROCHE, Indianapoli s, 

IN, EUA. Núm. Catálogo: 1 (47528) 

• Fitohemaglutinina-L (PHA-L, 5 mg) (ROCHE, Indianapolis, IN, EUA. Núm. 

Catálogo: I 249 738) 

• Dimetilsul fóx ido (JT Baker, Xa lostoc, Edo. Méx. México. Núm. Catálogo: 

9224-0 1) 

• Colorante azul tripan al 0.4% (GIBCO BRL, Grand Island, NY, EU. Núm. 

Catálogo: 15250-06 1) 

• Kit de ELlSA para la determinac ión cuantitativa del antigeno p24 de la cápside 

del VIH-1. Beckman Coulter, número de catálogo: PN 4238020-F R 6-01 
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• Hipoclorito de sod io al 1% 

• Etanol al 70% 

• Solución de Isod ine ( 1 g de yodo/l 00 ml)(Promeco-Boehringer Ingelheim) 

• Agua tridestilada 

Material para protección del usuario: 

• Guantes de látex desechables 

• Bata de laboratorio desechable 

• Bata de algodón 

• Lentes de plástico para protección en el laboratorio 

• Contenedor de plástico esterilizable por autoclave, para los desechos líquidos 

Materiales v equipo para la extracción v purificación de los glicoconjugados 

• Unidad de ultrafiltración AM ICON 8400 (Mi ll ipore, Billerica, MA, EUA. Núm. 

catálogo: 5124). 

• Membranas de polietersulfona de 76 mm de diámetro, para separar moléculas con 

peso molecular de 10,000 Y 300,000 (Mi llipore, Billerica, MA, EUA. Núm. 

catálogo: BioMax PBGC 07610 Y BioMax PBMK 07610, respectivamente). 

• Membranas de celulosa para diálisis con un tamaño de poro de 12,000 a 14,000 de 

peso molecul ar (Spectra/POR, Los Ángeles, CA, EUA. Núm. catálogo: 132682). 

• Resina de intercambio anión ico Dowex mocroporolls resin MSA-2. Tamaño de la 

partícula: 20-40 mesh, forma: clorada. Característ icas de la resina: macroporosa 

con una matriz de estireno-divinilbenceno y con carga aniónica fuertemente básica. 

(Sigma-Aldrich, SI. Louis, MO, EUA. Núm. catálogo: 436623). 

• Dietilaminoetil (DEAE) ce lulosa (Whatman, Kent, ME, England. Celulosa 

microgranular, forma iónica: base libre. Grado: DE52, Núm. Lote: 0152128). 

• Rotoevaporador 

• Liofilizadora 

• Embudos de sepación 

Reactivos: 
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• Cloroformo 

• Metanol 

• Ácido acético glacial 

• Hexano 

• Cloruro de potasio 

• Hidróxido de sodio 

• Ácido clorhídrico 

• Hidróxido de amonio 

• Acetato de amonio 

• Ácido silícico en polvo 100-200 mesh-Unisil (Clarkson Chemical Co., 

Williamsport, PA, EUA). 

Material, reactivos y equipo para la cromatografia en capa fina: 

• Placas para cromatografia en capa fina de 10 x 10 cm, cubiertas por una capa de gel 

de sílica con un grosor de 250 um. (EM Science, Gibbstown, NJ, EUA. Silica Gel 

60 F254. Núm. catálogo :1.05715-7) 

• Tanque de vidrio con tapa, para cromatografia. Para prelavar las placas de CCF y 

evitar la evaporación de los solventes. 

• Concentrador de muestras con termo-block (Techne. Sample concentrator. DRI

Block DB3A). 

• Parrilla con temperatura controlada para calentar las placas de CCF 

• Cámara de extracción para rociar las placas de CCF (CAMAG TLC Spray cabinet 

11). 

• Campana de extracción 

• Jeringas de vidrio Hamilton de 10 ul 

• Papel fi ltro de número I (Whatman International LId, Maidstone, England) 

• Orcinol ferríc chloride spray reagent. 100 mI. (Sigma-Aldrich, SI. Louis, MO. 

Núm. catálogo: 07875) 

• Estándar de Lactosilceramida con una concentración del stock de 5 mg (Matreya 

LLC, Pleasant Gap, PA, EUA. Núm catálogo: 1507-50). 
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• Estándar de Galactosilceramida con una concentración del stock: 50 mg (Matreya 

LLC, Pleasant Gap, PA, EUA. Núm. catálogo: 1050). 

• Estándar de Sulfatados con una concentración del stock: 50 mg (Matreya LLC, 

Pleasant Gap, PA, EUA. Núm. catálogo: 1049). 

• Estándar casero de triglicéridos, obten ido de leche humana. 

• Estándar casero de ácidos grasos, obtenido de leche humana. 

• Cloroformo (HPLC grade) (Fisher Scientific Company. Nueva York, NY. EUA) 

• Metanol (Biotech grade) (Fisher Scientific Company. Nueva York, NY. EUA) 

• Ácido acético glacial (Reagent grade) (Fisher Sc ientific Company. Nueva York, 

NY. EUA) 

• Ácido sulfúr ico (Reagent grade) (J.T. Baker. Xalostoc, Edo. Méx., Méx.) 

• Agua tridesti lada 
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GLOSARIO 

Acetal. Compuesto orgánico derivado de un hemiaceta l, por una reacc ión con un alcohol. 

Si el hemiacetal es un azúcar, el acetal es un glicósido. 

Adhesina. Proteína presente en la superficie de bacterias, virus o parásitos, que se une a 

un ligando presente en la superficie de las células de organismos eucariontes superiores. 

Aglicona. Porción de naturaleza no sacárida, que es la porción de un glicoconjugado o 

glicósido que está unido mediante un enlace glicosíd ico a un glicano a través de un azúcar 

terminal reducido. 

Carbohidratos. Término genérico que se usa para denominar a los azúcares, sacáridos o 

glicanos. Incluye a los monosacáridos, o ligosacáridos y polisacáridos así como a los 

derivados de estos compuestos. 

Cera midas. Componente lipídico de los glicoesfingolípidos, que está compuesto de una 

cadena larga de alcohol ( esfingosina) y de una amida unida a un ác ido graso. 

Cerebrósido. Glicolípido compuesto de una ceramida unida a una galactosa 

(galactosilceramida) o a una glucosa (glucosilceramida) . 

Cromatografía de intercambio iónico. La cromatografia de intercambio iónico está 

basada en la atracción entre iones del so luto y puntos cargados que existen en la fase 

estacionaria. En el caso de intercambiadores aniónicos, grupos cargados pos itivamente en 

la fase estacionaria atraen aniones del soluto. Los intercambiadores catiónicos contienen 

puntos cargados negativamente que atraen cationes del soluto. Los intercambiadores 

iónicos se clasifican en ácidos o básicos, fuertes o débiles. Las resinas ácidas fuertes siguen 

ionizadas incluso en disoluciones muy ácidas, en cambio las resinas ácidas débiles se 

protonan a un pH próximo a 4 y pierden su capacidad de intercambio catiónico. Los grupos 
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muy básicos de amonio cuaternario siguen siendo catiónicos a cualquier va lor de pH. Los 

básicos débiles de amonio terciario se desprotonan en diso luciones moderadamente bás icas 

y pierden entonces su capacidad. Las resinas de intercambio iónico tienen aplicación en 

estudios donde intervienen moléculas pequeñas (PM;500) que pueden penetrar en los 

poros pequeños de la resina. Los intercambiadores iónicos de poliestireno son tan grandes 

que las macromoléculas muy cargadas, como las proteínas, se pueden enlazar 

irreversiblemente a ellos. Los de ce lulosa y dextranos sirven para intercambio iónico de 

macromoléculas. 

Enlace glicosídico. Unión de un monosacárido a otro vía un grupo hidroxilo anomérico. 

La unión resulta generalmente de la reacción de un hemiacetal con un alcohol (es decir, un 

grupo hidroxilo en otro monosacárido o amino ácido) para formar un acetal. 

Gangliósido. Glicoesfingolípido aniónico que contiene uno o más res iduos de ácido 

siálico. 

Glicano. Término genérico que se utiliza para denominar a un azúcar o a azúcares 

ensamblados, en forma libre o unidos a otra molécula. También se utiliza este término para 

denominar a los sacáridos o carbohidratos. 

Glicobiología. Estudio de la estructura, química, biosíntesis y funciones biológicas de 

los glicanos y sus derivados. 

Glicoconjugado. Una molécula en la cual uno o más unidades de glicanos están unidos 

covalentemente a una molécula que no es un carbohidrato. 

Glicolípido. Término general que se utiliza para denotar a una molécula que contiene a 

un sacárido unido a un lípido. En los organismos superiores, la mayoría de los glicolípidos 

son glicoesfingolípidos, pero también existen otras especies como los gliceroglicolípidos 

entre otros. 

Glicoproteína. Proteína con uno o más glicanos unidos covalentemente. 
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Glicosaminoglicanos. Cadenas laterales polisacáridas de un proteoglicano o polisacáridos 

complejos libres, compuestos de unidades repetidas. lineales de di sacáridos, compuesta 

cada una de un hexosamina y una hexosa o un ácido hexurónico (heparina, heparan sulfato, 

condroitin sulfato, dermatan su lfato y hialuronano). Los glicosaminoglicanos 

(GAGs) son los heteropolisacáridos más abundantes en el organismo. Son moléculas muy 

grandes de poli sacáridos no ramificados que contienen unidades repetidas de disacáridos. 

Las unidades de disacáridos pueden presentar dos moléculas de azúcares modificados: N

acet ilgalactosamina (GaINAc) o N-acetilglucosamina (GlcNAc) y una molécula de ác ido 

urónico como el glucuronato o iduronato. Los GAGs son moléculas con una carga 

fuertemente negativa y con una conformación extendida que le confiere una consistencia 

altamente viscosa a la solución que los contiene. Al mismo tiempo, su rigidez provee una 

integridad estructural a las células, favoreciendo el paso entre las mismas y permitiendo así 

la migración celular. Los GAGs se localizan principalmente en la superficie de las células 

o en la matriz extracelular. 

Glicoesfingolípido. Glicolípido que contiene a un glicano unido glicosidicamente al 

grupo primario hidroxilo de una ceramida. 

Lectina. Proteína que reconoce específicamente y se une a un glicano sin catalizar una 

modificación en éste. 

Lectinas tipo C. Clase de lectinas dependientes de calcio, que se identifican por tener una 

secuencia característica que contiene un dominio de reconocimiento constituído por 

carbohidratos. 

Ligando. Molécula que es reconocida por un receptor específico. En el caso de las 

lectinas, los ligandos están parcial o completamente basados en un glicano y son 

denominados contrarreceptores. 
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Mucina. Glicoprote ína de gran tamaño con un alto contenido de residuos de serina, 

treonina y prolina y numerosos sacáridos unidos mediante un enlace O-glicosídico. Se 

encuentran frecuentemente en grupos en el polipéptido. 

Receptor. Es una proteína que se una a un li gando e inicia la transmisión de señales u otra 

actividad celular. 

Sacárido. Término genérico para cualquier carboh idrato o ensamblaje de carbohidratos, 

en forma libre o unidos a otra molécula. Se les llama también carbohidratos y glicanos 
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INHIBITION OF HIV-l INFECTION IN VITRO 
BY HUMAN MILK SULFATED GLYCOLIPIDS 

AND GLYCOSAMINOGLYCANS 

M. Viveros-Roge1·, L. Soto-Rarnirez·, P. Chaturvedi2
, D.S. Newburg2

, 

and G.M. Ruiz-Palacios· 

1. INTRODUCnON 

Sulfated glycolipids (SG) and glycosaminoglycans (GAG) present on !he surface of 
colonic, vaginal epitbelial, and neuroglial cells bind lo HIV gpI20, suggesting tbat !hese 
glycoconjugates may have a role in HlV infection. 'The major goal of our study was to 
test tbe ability of SG and GAG from human milk lo inhibit HIV-I infection in vitro, SG 
and GAG were purified from pooled human milk and characterized by high pressure 
Iiquid chromatography (HPLC) and mass spectrometry. Eight different preparations of 
SG and one of GAG were tested for inhibition of infection. Two laboratory iso lates, 
HIV-I ADA (macrophage-tropic virus) and mV-I SFl (Iymphotropic virus), were used for 
inhibition assays using peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and monocyte
derived macrophages (MOM). Inhibition assays were performed by preincubation of 
serial dilutions of glycoconjugates witb each virus before infecting tbe monolayer of 
cultured MOM and PBMC. After 4 days, HIV p24 antigen was quantified by enzyme 
immunoassay (EIA) in culture supematants. Significant inhibition ofviral infectivity was 
defined as >80% reduction in p24 concentration. GAG showed a low inhibitory effect (8-
44%) in mV-1 infection of PBMC. Table 1 shows tbe minirnal amounts of !he mos! 
active SG fractions, expressed as volumes of human milk from which !hey were 
extracted, tbat inhibit >80% HIV -1 infection. 

TIbIe 1. HIV infection of dendritic cells is inhibited by human milk sulfatides (mL) 
Target cells mv -1 ADA HIV -1 SFl 

MOM 0.5 0.5 

PBMC 0.25 0.25 
HlV- human immunodeficiency virus; MDM- monocyte-derived macrophages; PBM<>perjpheraJ blood 
mononuclear tells 

IDepartment of Infcctious Diseases, Instituto Nacional de Ciencias Mi!dicas y Nutrición Salvador Zubirin, 
Mexico City. Mexico 
lShriver Center, University ofMassachusetts Medica! School, Waltham, MA. USA 
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These results show that sulfated glycolipids from human milk inhibit infeetion of 
PBMC and MDM by HIV-I laboratory isolates in vitro. 

2. BACKGROUND 

The global epidemie of AIDS has become one of the most pressing publie health 
emergeneies of the last 20 years. The Joint United Nations Programme on HJV/AIDS 
(uNAIDS) and the World Health Organization (WHO) at the end of Deeember 2002 
recorded 42 million people living with HJV/AIDS worldwide (UNAIDS 2002). 

Transmission of HIV can occur through contact with infected body fluids. Vertical 
transmission of HJV from an infect.ed mother to her ehild is a special problem. Almost all 
HJV-infected children acquire the virus from their mothers either before or during birth 
or from ingestion of milk from their mothers (Schwartz e! al. 1999). WHO has estimated 
that up te one-third of aH cases of transmission of HJV -1 from an infected mother to her 
child may oceur via human milk (NicoH e! al. 2000; Richardson e! al. 2003). 

Although maternal milk can serve as a source of virus transmission to the newborn, 
this fluid also contains many substances that can block virus infeclion. Human milk 
contains large numbers and amounts of complex carbohydrates ineluding glycocon
jugates and oligosaccharides that protect infants against a variety of infectious pathogens 
(Zopfe! al. 1996; Newburg e! al. 1996, 1999). 

Glycoconjugates, including glycoproteins, glycolipids, mucins, and glycosamino
glycans, contain complex oligosaccharide structures attached to proteins, lipids, and other 
molecular backbones. Complex earbohydrate moieties of glycoconjugates and oligosac
charides are synthesized by the many glycosyltransferases in the mammary gland; those 
wilh homology te cell surface glycoconjugate palhogen receptors may inhibit pathogen 
binding, thereby protecting the nursing infant (Yarema e! al. 1998; Bertozzi e! al. 2001). 
Sulfated glycolipids have been reported to be receptors for a variety of microbes, 
included HJV -1 virus (Kamisago e! al. 1996; Suzuki e! al. 1996; Yahi et al. 1992; Balh et 
al. 1993; Schneider-Sehaulies et al . 2000). 

Glycolipids are ubiquiteus in ceH surface membranes, and importantly, Ihe 
glycolipid-enriched membrane doma in also includes proteins related to signal trans
duction. Several investigations suggest Ihat sulfated glycolipids perform important 
functions in the arcas of ceHular recognition, cell-cell adhesion, migration, and receptor
mediated signal transduction (Vos e! al. 1994; Hirabayashi et al. 1999). The negative 
charge of Ihe sulfated glycolipids aHows Ihem to bind to ·positively charged amino acid 
side-chains of proteins. By imparting a negative charge to Ihe glycoconjugates, Ihe 
sulfated groups may promote concentration of negative charges at Ihe cell surface in 
proximity to the lipid bilayer, thereby helping processes such as ceH adhesion, eeH invas
ion, cell fusion, and endocytosis. 

Evidence suggests Ihat glycosaminoglY«&ns (a class of compounds characterized by 
large sulfated polysaccharides) of human milk also inhibit HJV infection in vitro by 
binding to Ihe CD4 host cell receptor (Newburg et al . 1995). 

Sulfated glycolipids and glycosaminoglycans present on Ihe surface of colonic and 
vaginal epithelium and neuroglial cells bind to gpl20, the outer membrane protein of 
HJV, suggesting that these glycoconjugates may have a role in HIV infeclion (Furuta et 
al. 1994; Harouse e! al. 1991). Human milk contains both GAGs and sulfatides that 
inhibit Ihe binding of gp120 to CD4 in an EIA. Therefore, Ihe GAG s and su1fatides of 
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human milk could influenee Ihe rate of vertical transmission of Ihis virus Ihrough breast
feeding if !hey are present in human milk in biologieally relevant concentrations. 

The purpose of Ihis study was to test Ihe ability of several sulfated glycolipid speeies 
and glycosaminoglyeans from human milk 10 inhibit Ihe infeetion of human MDM and 
PBMC eells by laboratory strains of HIV-J. Human MDM and PBMC cells are good 
models to study HIV infeetion in vitro beeause Ihey are primary target eells of HIV. 

3. OBJECTIVES 

We tested Ihe ability of Ihe human milk GAGs and SG to inhibit Ihe infeetion of 
primary human MDM and PBMC cells by HIV-I in vitro. 

4. MATERIAlS AND METHODS 

4.1. Isolation and Purification oC Sulfated Glycolipids Crom Human MiIk 

Purified individual sulfated glycolipid speeies from pooled human milk were 
obtained as follows : human milk was obtained from Ihe New England Milk Bank and 
was kept frozen at -80·C until use. Lipids were extraeted from milk using 
ehloroform/melhanol/water, and the lipids of Ihe organie lower phase were partitioned 
between 90% aqueous melhanol and hexane. The hexane phase containing Ihe bulk of tri
glycerides was disearded and the Iipid extraet was subjeeted 10 alkaline hydrolysis wilh 
0.6 N methanolie sodium hydroxide 10 eliminate phospholipids. Afier neutralization wilh 
hydroehlorie aeid, Ihe sample was desalted on a CI8 column followed by ion-exehange 
ehromatography on a DEAE-Sephadex column (acetate form) equilibrated with eh loro
formo The sample was loaded in ehloroform and the column was washed with 8 column 
volumes of ehloroform to remove neutral glycolipids. The sulfated glycolipids were 
eluted with a 0.5 M potassium acetate solution in ehloroformlmethanol (4:1) containing 
lO mL ofammonium hydroxide per 500 mL ofsolution, followed by desalting on a C-18 
column. This sulfatide sample, designated 1, was dried under nitrogen and stored at -
20· C until testing. 

The individual sulfated glycolipid speeies were purified using a eombination of 
normal and reversed-phase HPLC. The normal-phase HPLC was earried out on a siliea 
column using a gradient elution with methylene ehloride/melhanoVO.1 M ammonium 
aeetate (pH 4.0). Absorption at 200 nm was used 10 detcct glycolipids, and peak fraetions 
were eolleeted on Ihe basis of their correspondenee to authentie sulfated glycolipids 
available, or by the number of sugar moieties or type of fatty acid ehain in Ihe eeramide 
part of the moleeule as determined by mass speetrometry. The fraetions were further 
purified based on the fatty acid length on a reversed-phase column wilh methanoV 
methylene ehloride as Ihe mobile phase. Individual peaks corresponding to pure 
molecular species were collected, dried, and stored. In order to confirm Ihe presenee of 
sulfated glycolipids, Ihe sample was analyzed by direct-injection negative-ion electro
spray mass speetrometry. 

The sulfatides of sample 1 were further purified on a silieie aeid column. Sample 1, 
dissolved in ehloroform, was loaded onto a silieie aeid column Ihat had becn equilibrated 
with ehloroform. Afier rinsing the column with an aliquot of ehloroform, Ihe sulfatides 
were eluted from the column with acetone, and this purified sulfatide fraetion, designated 
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2, was dried under nitrogen and slored al -20· C unlil lesling. Sample 1 was sub
fractionaled on an aminopropyl siliea column (100 mg Bond-Elul cartridge, Varian, 
Harbor City, CA) that had been conditioned with hexane. Sample I was dissolved in 
chloroform and loaded onlo the column. Fraclions were eluled sequenlially from the 
column with: ethyl acetale/hexane (15:85); yielding sample 3; chloroformlmethanol 
(23:1), sample 4; di-isopropylether/acelic acid (98:5), sample 5; acetone/methanol 
(9:1.35), sample 6; chloroformlmethanol (2:1), sample 7; and chloroformlmethanol/3.6 M 
ammonium acetale (30:60:8), sample 8. AII samples were dried under nitrogen and slored 
al -20· C until lesling. lbe glycosaminoglycan fraclion was prepared from pooled human 
milk as described previously (Newburg el al . 1995). 

4.2. C.U-Based Assay for Inhibition ofHIV-llnfection 

Human milk SG and GAG were tesled for their ability lo inhibil infection by HIV. 
lbe above eighl differenl preparalions of SG and the GAG preparalion were lested by 
firsl dissolving (with vortexing) the glycoconjugales in a volume of ~rile PBS 
(phosphale buffer saline) equal lo 0.05 times the volume of human milk from which il 
was isolaled (20x) lO obtain a slock solution. 

Two laboratory isolales, HIV-IADA (macrophage-tropic virus) and HIV-Im 
(Iymphotropic virus), were used for inhibilion assays; concentralion of HIV-I p24 
antigen was determined by a HIV-I p24 EIA. Virus stock concentralion was adjusled lo 1 
ng/mL for the inhibilion assay. PBMCs from an HIV-I seronegalive individual were 
purified by the FicolllHypaque method, stimulaled with 5 J1g/mL of phytohemagglulinin 
A (PHA) and activaled with 10 U/mL of recombinanl human interleukin 2 (IL-2) for 48 h 
al 37· C and 5% CO,. PBMCs were cultured with RPMI 1640 medium containing 20% 
fetal bovine serum and 1 % of anlibiotics (100 U/mL of penicillin and 100 J1g/mL of 
streplomycin). MDM cells were isolaled by their adherence lo plaslic using 4xJ06 

PBMCs per well in a 48-well ceH culture plale. MDM were maintained in RPMI 1640 
plus 5% human serum and 20% fetal bovine serum al 37·C and 5% CO,. After 5 days, 
cells were washed twice with PBS and maintained in RPMI 1640 with 20% fetal bovine 
serum and 1% anlibiolics at 37·C and 5% CO, until a monolayer of MDM was formed 
(10-12 days). 

Serial dilulions of glycoconjugales were preincubated with each viral slock (1 ng/mL 
of HIV-I p24 anligen) for 3 h al 37· C prior lO their addilion lo monolayers of cultured 
MDC or PBMC (5x10' cells/well). lbis mixture of cells, virus, and glycoconjugales was 
incubaled overnighl (16 h) al 37· C and 5% CO,. After overnighl incubalion, cells were 
washed twice with PBS and maintained with RPMI 1640 medium with 20% fetal bovine 
serum and 1% anlibiolics (500 J1L1well) for 4 days. At day 4 pOSlinfeclion, culture 
supernalanl was collecled lo quanlity HIV p24 anligen by EIA. Significanl inhibition of 
viral infeclivity was defined as >80% reduclion in p24 concentration. lbe percenl of 
inhibition was calculaled as follows: 

a) p24 concentralion from the sample (virus+cells+glycolipid) I p24 concentration 
from the posilive control (virus+cells)' lOO = x% infection 

b) 100% infeclion - x% = % inhibition. 



HIV-IINFECTION INHIBITION BY SULFATED GLYCANS OF HUMAN MILK 485 

5. RFSULTS 

We found low inhibition (8-44%) witb tbe human milk GAG preparation in HIV-I 
infeetion of PBMC. Glycosarninoglyeans were tested in a range of concentration of 0.03x 
lo 3.3x, 1 x being tbe equivalent concentration in PBS as it is found in pooled human 
milk. In six of tbe eight preparations of SG tested, we found a high inhibitory efreet 
(>80%) on HIV-I infection of PBMC and MDM eells; fraetions 6 and 7 did not inhibit 
mV-I ADA infection of PBMCs. Table 2 shows tbe minimal arnounts of SG expressed in 
equivalent amounts per volume of human milk tbat inhibit >80% infeetion of mv -1 ADA 

and HIV-ISf2laboratory isolates. 

Tabl.2. InIíibition ofHIV infeetion by human milk sulfatide fractions 
H1V-I¡lJ)A HIY- I sF2 

Amountof Amountof 
sulfated sulfated 

Preparation glyeolipids glycolipids 
Target ofsulfated expressed as Pereent expressed as Pereent 
cells glycolipids equivalent inhibition equivalent inhibition 

volumes of volumes of 
human milk human milk 

MDM J3 99 J3 86 
2 3.6 100 3.6 95 
3 97 0.5 lOO 
4 0.5 lOO 0.5 100 
5 lOO 0.5 lOO 
6 7.4 lOO 0.5 lOO 
7 96 0.5 lOO 
8 85 4 lOO 

PBMC 1 24 lOO 4 lOO 
2 0.25 lOO 0.25 84 
3 2 92 2 88 
4 2 89 4 99 
5 2 83 2 93 
6 O 2 95 
7 O 2 90 
8 4 lOO 2 93 

Sulfated glycolipid fractions from human milk inhibited H1V-I infection of PBMC 
and MDM in vitro, even at low coneentrations, indieating high biologie potency. The 
inhibition of virus infeetivity was independent of virus strain (HIV -1 ¡lJ)A and HIV -1 SFl) or 
eeJl type used as infection !arget 
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6. DISCUSSION 

Al! of Ihe human milk fractions were tesled at concentralions Ihal would be relevanl lO breastfed infanls. The human milk glycosaminoglycan fraclions, even in high concentralions, show only low inhibition of HIY -1 infection in PBMC cells. The range of concentralions Ihat Ihe GAG fraction contribules lo Ihe inhibition of HIY -1 infection of targel cells should be further evalualed. 11 is possible Ihat individual GAGs mighl more strongly inhibil HIV -1 infection in vitro. 
The sulfated glycolipid fraclion of human milk contains sulfaled glycolipids Ihal vary in fally acid chain length, sugar residues and sulfale groups, as idenlified by normal and reversed-phase HPLC and mass spcetrometric analysis. The heterogeneity and structural complexity of Ihe human milk sulfated glycolipids, in conjunclion wilh our finding Ihat differenl purified fractions have highesl activity wilh MDM and PBNCs, suggest Ibe possibility Ihat SOrne individual glycolipid species may be highly potent, as Ihe absolute amounls of individual active species present in Ihe glycolipid fraction could be extremely minule. 
Despile Ihe presence of human milk glycoconjugales wilh antiviral aClivity, including active sulfaled glycolipid species, Ihe continuous exposure to HIV in children nursing HIY-positive molhers can lcad to HIV transmission Ihrough breastfeeding being a significant cause of HIV infcelion in sorne children. However, exclusive breastfeeding is considered Ihe best form of feeding for Ihe child during Ihe early monlhs of Iife, and in Ihe case of HIV transmission for populalions where Ihe infant mortality rote is high, Ihe risk of dealh associated wilh Ihe lack ofbreastfeeding may be greater Ihan Ihe risk ofHIY infcelion acquired Ihrough human milk. 
In summary, sulfated glycolipids in human milk have biologic functions, and may playa role in proteclion againsl viral palhogens. Furthermore, Ihe sulfaled glycolipid fraction of human milk can be a useful source from which lO characterize Ihe biological role of sulfaled glycolipids. 
The identificalion of human milk componenls Ihat prolect againsl HIV infcetion would contribule significantly lO Ihe information regarding breastfeeding and vertical transmission of HIV. The strong inhibilory activity against HIV -1 infection in vitro by human milk sulfated glycolipids support Ihe possibility Ihal Ihese glycoconjugates may acl as soluble receptor homologues, preventing HIV-I interaction wilh target cells. Knowing Ihe precise structure/function relalionship could lead lo future generalions of highly selective and polent Iherapeulic and pharmaceulical reagenls. 
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