
Universidad Nacional Autónoma 
de México 

Facultad de Estudios Superiores 

"CUAUTITLAN" 

" AISLAMIENTO DE UNA PROTEINA SIMILAR A 
ACTINA DE Salmonella typhimurium LT-2 " 

T E S S 
Que para Obtener el Título de: 

Químico Farmacéutico Biólogo 
PRESENTA: 

OLIVERIO SANCHEZ URIBE 

DIRECTOR: Dra. Mirey11 de la Gurza Amaya 

Cuautitlán Izcalli, Estado de México 

'TESls~:coN 
PALLA .:'n1:·:0lllGEN 

198 8. 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE 

I • f!CSUlllEN 

II. INTRODUCCION 

III • OBJ!:TIVGS 

1 V. m.urn lALE'i y V1ETOD05 . 

fílATElllALES 

l.- Cepa de Salmonclla typhimuriuITT LT-2 

z.- Conejo-;. p.tra Ja elaboraci6n de anti sueros 

3.- Reactivos 9uímicos 

4.- medio5 de cultiyo 

s.- Soluc..icnes y solucio1-.,.es ceguladoras 

6. - Antisuerc.s 

7.- ruente de poder 

mETODOS 

Página 

1<l 

14 

14 

14 

15 

15 

J6 

16 

17 

l.- Conservaci.6n de l\Js cepa!; bacteTiana!3 17 

::?.- Esteri lizaci6n de los in~dior; rle cuJtivo 17 

3.- Purificiici611 de ~dinas de conejo, pavo y pollo 17 

a) Preparaci.6n de polvos cet6nico" 

b) Extracci6n de actina 

e) Put'ificacifu de la actina por polimcrizaci.ón 

4.- Obtención de extractüs de células camplBtas en 

forma de polvos cet6nicos 

17 

18 

lB 

19 



Página 

s.- Obtenci6n de las fracciones membrana! y:_cito.;.~:--

plá smica 20 

6.- Dbtenci6n de la prote(na similar a_ actin_~ -én' 

Sal~'l!!~yphimurium LT-2 

7.- (lectroforesis unidimensional 

u) Preparaci6n de las muestras 

b) Preparac:.ión de los geles y condicion~s p~ra -

la electroforQ~is 

8.- Electroforesis bidimensional 

9.- nlétodo para detectar proteínas, por tinclón con 

azul de Coornassie 

10.-métodos de Caracteri~aci6n de protefnan 

a} Detcrmin~cí6n del peso inalecular 

b) Dete:rminación del punto i soeléc:tr ico 

e) mapas ur1idim~nsi&1l~Ies de p~ptidrs 

ll.-Purificaci6n de ~ctina p~ra Der utlliza~a como 

antígeno 

12.-Protocolo de lnmuniz->ción 

13.-Prunbas rlu i nmunvdi fu";i6n 

a) Precipitadón en tubo c.>pilar 

b) Dcble i.nmunodifu~ián en portuobje.tos 

e) Tit.ulaclón Ue súero5 y anlisuer.os 

d} íleacciones do identidad 

14.-Cuantiflcaciún de proteínas 

a) mltodo de Lowry 

h} mHodo de Bradford 

Zl 

22 

22 

23 

23 

25 

25 

25 

26 

26 

27 

29 

JO 

30 

3I 

Jl 

32 

33 

33 

34 



V, RE'SUL TAO OS 

1,- Purificaci6n de actina de conejo 

2,- Caracterizacc6n de la actina de conejo por 

electroforesis unidimensional 

3,. Caractarizaci6n de la actina da conejo por 

electroforesis bidimensional 

4.- Obtencién de las fraccicncs membrana! y -

citoplásmica de Salmonella .1::Jpb._imurium LT-2 

s.- Electroforesis uni.dirnen~ional de Jos fracciones 

mcmbr.una! y c.i. iop~.á 5mica y de los polvor cetóni.cos 

dt- la fracción membcanal bacteri.ana 

6,- ElecLroforesis bidimE!n!Jfon;:il de. las freccfonC?s 

bacteriano!j 

7,- R..irifjcaclón de la prote.!n;) bnctert.ana cc:n Píll 

Y PI se~ejante a actina de conejo 

a,- Caracter izaci6n por d.ige!;tión enz.imática de la 

acti.na y d~ la proteína Uact{!.!'iana siinilur a 

35 

35 

39 

40 

40 

ésta 48 

9.- Purificcción de act i.nas de '"'~sculo de pollo 

y P"Vo y molleja d~ pavo 

10.-Inmunodifusfonao 

VI, DISWSION 

IJII, CONCLUSIONES 

VIII, BlBLIOGRAflA 

rx. Abreviaturas 

x. Liste de figuras y teblas 

51 

53 

~7 

64 

56 

75 

76 



1 

I. RESUlllEN 

En organismos eucarirntrJs se ha lJisto -:iue en '?l cito9sque

!eto, uno de sus componentes son los microfila~entos, los que 

estan formados por polímeros de actina y mic~ina; algunas 

técnicas que son útiles p~r ó! el estudio de prot~ína ~ dl?l ci--

j:oesqueleto l::is utilizamos para identificar una proteí"le ~dmi

l.ar actina en Salmonella typhimurium LT-2, basadas en el hecho 

de que ya han sido realizadas en otro orsanismo proczricnte *"" 
como es el caso de Esch.grichia .=.e..!.!,_. 

Las tóc• ic<:?s utilizuda~ en gstg trabajo funron: electrofo-

rasis unidimensional, oleotroforesis bidimensional, purifica-

ci6n por ciclos de pclirier-iznci6n-dc!>pclimeri:eci6n, protef1i

sin enzimática v elaboraci6n d8 anticuerpos contra r-:tina~ c!e 

pavo, bu~cando lo po~ibilicl,d de reacción cruz~da con una 

fracci6n b::!cteriana. 

la~ fracciones membranal V citopl~~mica ch~~nid~~ nor el 

rn6tor!n d,, 8li~1in 3ci6n d~ la par~d con liROZima y un extracto ~

b·Jc:torinno total ('!btt'nido por .-oriicar:iñn, ~e corrii:>ron en elE>c-

1."oforcsia unidir.icnsionol y bidimansional •rn gales de poliacril 

.g,mid.;i-'::!Lf; junto con J. .tinu ·:!e mús-.::ulo es1uelrytico di:! .:anejo, •-

0~1contrHndose on todos los casos la exist•.Jn;ia de proto!nas con 

PLl~ y Pls sin1ilaro~ e actina de m~sculo esquel,tico de conejo. 

~l int~11.ar la purificación do la prot~ína bacteriana simi

.!··Jr o la actina de conejo madinnte ciclo:J d9 r>Dlimerización-do.f 
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r.olimerizacHn en presencia y a.ui;encia .d9 K.Cl o.io ¡r. nd ºª tuvo 

~xi to. Tal purificaci6n se ?robó con ~·sin.í~hibidoras· dé pro-

1•asas (para Í.mpedir la aLtólisis ~actjiana) ycdei:¡~~~'co~ o -
: ', ,· .· .,, - :~'.- '. .-. .-. _: -~ . 

sin tratamiento 'de ac'eto~a _al extr aéto -bacte::' iano. ··Este méto-

.2..'? se sig~i6 para ceda·u~a cie las tres fraccionas mencionadas, 

con los mismos resultados. 

Ctro for~a de carnct_e:iz.at' la ;-or.ible actina pre~~mte en la 

bacteria fué utili~ando el n.\todo de :leveland. Despuño del tr.!l 

!,n1:-ii9nto con prote~r:o. '/-9 de Staphvlococcus 3ur~u;,, so 11nct"'lntr6 

que un p6ptido bacteriano se ~r.?~oró e~ 1) fraccionm~, r.ii~ntr99 .. 

quo la aCtina "ioln 11n 2; l:i r.invi li.darl ~.1 ~ l':"ts p~p~ir1os re911lt'-ln• 

toa do la actina de conojo os común con 2 pP.ptido" d~ la 

fracción bacteriana, 

Cún:-:idarando al resultado nnt,..,:-ior y que la actina es defi-

!!,ida como una proteína altam~nte conr;crvada se procedió n indu• 

_9.ir le formaci6n de anticuerpos contra nctinas de L71Úsculo y mo

lleja de p3vo, mi~ma::; que fueron purific.vJas. Tanbi6n t::e µurifl 

so actina de mlJ.,r::ulo de pollo que sirvi6 do control, Lo9 enti

su-eros obtenidos se proba:-on por in.'7lunc-~ifu::L6n y !1C cncontr6 -

que ~stos oclcm6~ de prnsent~r reo~ci6n da ~rAcipitaci6n con su 

respectivo antígeno (nclina), t~:-Si6n pr~~~nt~~an rPacci6n de -

precipit:Jci6n cnn ó!Ctina..- de otr~-:4 fuente> v adcn~r; con la~ --

fraccione; 3nctr1I."i0nns ffi"]l'7lbren.1l, citopll!o-:mica y ~onicada de -



lI. INHOIJUCCIDN : . 

E:l citoosq1Ju_leto se,·dafi.ne como Un r:r,njunto d~· ~,t:-uctur~c:;; 

citcpl6~.micas que dan fc.irma a la ~~lul·a ~· _r:¡ue C!' .un co..,flejo ·e~ 

iructural din~rnico, que pu~?de actuar cono un elemi:-ntr:i .c.'e ,opor

,S.e o expc.:?r imantar c~n.~ic s !'~Pi dos: en e~tructur a· '} disposici t-.n. 

La nayor!a do la' c6lulas eucerJfnticas són pleo~drfic~~, y~ -

~iar de forma, producir movimicnto!.l en ~u intt.~rior-_con ~l fin 

de distribuir ~us c:oanelor: 'J en ocDsicoes pu.>MrJn mi::-.!)r Ce Bn 

sitio a otro. (19 1 24, 25 39). 

Lo~ con~ti tuyentes col citoes~uolp.to _son: los microtúbu!os, 

los fila;.entos ir{termedics, les_ microtrab6cula_,, )/-los microfila-

!Jl8nto~ ci~. 24, zs,:;9{ 

Los ~icrotdbulos son o~tructuras tuhul~rBs de lonai~ud v~-

!Jable con did°mntro de 2~ nm, con qrnt"tor de rnr11rl da 5 nm; '"''S

i,?.n constituidos ror un?. proteine ;-rírr;ir."'l rlnriom.:.n"'!rl:J 7.•Jh1Jl:i.r.a. 

::::c-t.") ¡rtli:P.Ína sa ;,a con-::erv~~rio ~1ur:J.:"'t.•.: la rivnlucióri" fr::rma un 

dím~1ro de aproy;imr1dDM:Jnte 115,000daltrnr!~, resultado rle le ir:te

.!:.acci6n do dos rolir6ptido'.'>; uno d~ ~3,noo deltr!nr>!l lle.maclo alfe 

y ctro c:c 55 1 000 rlnltones dcnn~inado b~ta (10, 19, 39, 44}. 

too. Tienon un diá1.1etro do 10 nm por lo que se conocen L:r.ihión 

co~o lo~ fila~cntoD ~3 100 R, ~u 11 r1~itud 8, v:•riablc y a vecen 



.4 

se a:.•ccie.n. r:?n· r:ia~ojon. ::S.tos··_filelín::intcs ~ir:rteJ'.'rn.~.~~Ór¡ no -~e..-'ráriti

f.ican. ·y se ha~~:', i~~·~t:Zft'ci,~do OfJ __ 4n{l .,gr:arf ~~nii~Cfa'~'. g·~- .-.célÚlaS 
'<· . ·. . ·.:_-- ':. -... : ::. <_··.,:..:: _._ ·_.:--:-

5 ~H'ri~f~nen .. cin'cO -_t1p~~~ ~- d~ :Ji}fl_neD-~.c~·~.'.in.~~·~~~~di~s··. 

da ,c6lulas-: ~~ssn-tjuim_at.os2,_!t, cuyí:L.';~-~-~fe!~-a: Pri·~·~·Í.r:~{~:~l~;v1m·enti~ 
.un ( 17) ,. de ~éluia.. nervi'o;o s (:fo, 5;); )e célJi~~ r.iu~~ul~~·~s 
c~1 ;1;; prot·~~na nri-~ciPal es Mcs~iil2 _(~~),··,:~:~·-:~·~1~~:<~-ól~i-h}:~-~-~~ la 

:·· .. 

:Jlia (~l) y de la·~ células 9pitr!li~~fis :~ya~·~t"_-~tt:?·~.,e~'.-qü~ lo 
- - - . 

con::ionon .s!l llanan citoqu9ratba" (49). 

Las 1;iir;rotrabéculns o ti:mbién denominadas r..atriz citcpláJ; 

,E.ic.s: ~en io-;-,;<?npone~~e~:_r.:ei:i~'3 r,~~u:U<::do:; del citoasqualeto. --

3<:/h~--dci.Ci-i-to -en=--rorrñ8--d0 r·edos-~fin-9s de delic~dos filamontor 

do 3-6 nm de t.!·i~mutro· con lo t.~cnjca de alto voltajo. ::::stos 

_ filarr'":Jntos __ se __ fnt~co~ect_~n '-2ntre sí fcrmanr.'c une r~d fina o 

C~!llll~;-1~9 como r.i:rcf6':.1ulor., cir.ternas del rf'!.J._{culo --.ndopl~:;-

~ico, pclisoma$ o fihroi~~a- ~nnsi~n. Adn no ~e conoce la no-

!_urnlrna r.iol~cul:ir do :lnS-· ni·crC11:.rLJb~culas; ;:in "!rihñr~o ~e r:-ul)iP.-

'~.uy .-ir.Ii.lvr <i ar:tine (lJ, 39). 

Le,~ microfilamontoo ~~~?~ fr~m~dos por 1~" file~~ntos del-

aodos (u tino) y los filPment1 r ]rucsos (miosina). Ambos tionen 

una participeci6n importante en m~ceni~~08 de cDntractiliclad, -

motilidud ~· citaquin•,ds (e, lFJ, 19, 39, 47, ó3). 

Ja lo~_·itud v¡,¡iablo y por lo regular se gn~u~r1tr2n co~o hoces 

·¡uo tif"'ncn r.'1 n.1 Utl! n 0.2 un. de Ui!nntro. Exi"."~:r•1· ~n cf.lul 19 -
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nusicular9s' '} ~º. r.;ut.cui~:·e·~, en c'.c:J~i.~heis se asocian en la mem

.!1..rana plasmática 'J '"" 'r-os.Í.bl~ vi.sinÜzarlos como fibras de ten-
- --, ', 

.;.ión que .. cruzan 91- :ft0: laflr{a·-. SOn-~ol!w'Jrc~ de un~ ;;::C' .. .,!na -

Principal que ·:tien·~ -.J~·:· Pk_::~~-- 43,-000 é.:•lton1?s, '~"'r;cr.in:H~a ::tina 

C a, is, 19, 26, 33,: 3a, 30; 40, s1 ) • 

ticas (e, 19, 23, 25,' 39) •. ~e 1!'1 ha ,...ncon~radc cciri r,.,l~ti·1~ 

abundancia on un. ~ren veri~~id de c~lulao (lry), talP• ~•~o 

eritrocito~ (64), plequotao (60)', planto• (?, 11, 30, 11, 4~, 

46, 55, 56, S?, 58) ,_O.ge cerRbro e" rata (40), coraotn de' ~·:i

nos (71), de protozoé.r.ios (19, 3g, 4?, 63), etc. 

La a·ctina :s una prot:1Ína con~erv:Jda en la Bscala evcluti-

J!.a y o:d!Jtcn dif11r11ntos i~cfo:-r:w~ dsi ell;;is (1, 1~ 1 21, ~::, 63 1 

de las octinas obtenidas de divn:~~o funntg~, oncontr~n~ose --

que por lo mano~ hay ~eis ~c:tina! que v~rínn nn ~)~tinos amino-

!orencias cr. el ponte i~or:ll?r:trir:n, lil~ nc:+.in~~ rle m6-culn 

tienen un PI d() S.4 y ~,::- les éi•ncriine alfaj l:i~. et.lula~ no 

mur.;culares tienen co~ i.,,o:--ictino~ rllf~r~ntcs, ti._•nen un PI lige

ramente m~s b6uico que la acti~a olfa y se les denomina b~ta y 

gamma (1, 16, 13, ~2, 2"l, ?O, 71, 72, 13, 43). 

Dentro de la c6lula puede cn:ontrcrsc lo actina en dos 

formas: como prote!na alobul3r, a la que r-s da el nombra de 

actina G o monomlirica¡ o con,.tituyorido filamentos 1ue r'•sultan 



. actina ri.iam~~t·6~~)cá/"J9/'.~9).t 
"o O." ?;':!.:•, : ;•·~:.·~ ~:;f~ • -,,'..-"_!, '¿ '::_~:;;:~.:·_:'.'·.' ~ •.<·.·; 

· ·¿~ 'f,~1~k0r·i:~~aiJ;1l~ ia iic'úna :1 ~bs_ ractores quÍ? inter---
,~ .; :< ,'):~, ', 1' '' 

~ienen é'n. ~sta'i(ia~si6r{tir<" ~ido ;;,;~liame_nte _estudiadas in viL 
:...''. ,.. - . 

·. ,iro, 1 .E°'t/a 1 ~s~osf}cti5~;s 5e hán ·~escrito proteínas ·asedadas 

a la a8ti:~ii·,'.'quli iiócifiÍ::tln tintó la pclim~:izoci6n como su es--

-1aLlo: ~r~:--~~:-~~o~:;~·¿¡·6~.,'.~~ i~ c"iuia-. Es~as pr_Ot~_fnar-_:so~ Va~ias. y 

~" ·n~· -~~:b~ó:,\lc~·lasifiouci6n '::ioqufoice y rvriC:fonn'I. De. acuer•-
• - . • . ¡ .· 

óc .. sU.:hcdo é_e_~-a~:-:it:n _,..,_ h~n dif!?:-i;inci:idá·- gn, :- -~_,,: 
'. . -:.-

_l.~.' r;;·~·t~-Íf\~s --:-•Jl'l~iblr?-= e c~lciO:_-cori _prO.fli-.hdrié~~s de·· eritre-
- '. ~ :.::. _, ___ - -'>·-_ :._ 

-~ruza;.,_.--E~t..,,~ o-rit'r_~crüZnn_ lo!:' fi~a·~-~!lto~ --~r.-=:~_c·t:rna~ .. y '!stin11lf!n 

la forme!:5.6n r!""J racimos. Por ejomplo,_ la pr:~t·~.iO:a_. P:ep··-e~- m~cr~ 
.f.aao~ o plaquet~ s,_ o la filenina ~n c~lulas r:fo h!~aC:o, del ce

¡._ebró, de ,le -•:..iroidtJ$-_y __ dril· m6~culo -estriar~o. 

2.- Frote!nas moduladorat> do actino non.~ibl9!'1 a c~lcio -

•¡ue forman UOliJS dá;;iies, por n.jor:1plo la alra-actinina. 

J.- ~T~t~ínns moduladore~ de actina in~en,ibles a c~l~io. 

C:r.;tas int:«ract::;it~an coiro la ar.tina globular e impirlcm la poli-~ 

m•Y'l :. d6n. lln ejemplo os la profilina (13, 19, 20, 29 1 32, 

33, 39, 74). 

V1•to~ nl micrD~corin ~l"ctr6nico lo~ filnmPntos de octine 

cC'ri:.i~ton de dO$ c13don'1~ de actina glc-~1ulnr re /\ nm do díárr.etro 

cnroll0lJas formando unn h~lica, cuyos extremo~ ~a unan con le~

rioléculas r:ic miosin~. L~1s estructuras que !'19 form~n al inte--
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¡.accionar ·1a ··actl..na con·.18 ·~~·d~.~~ ·P'.~~ad~· dEi~"i~·; mio~·i.n; de·n. como 

resultado. las car~ct~r¿~¡cZ·c~b'~zj~ dé .f~fch~JIÍi'st~~ pof tin

E.ión negativa (Í9~. 25,' ~9; 'SL)~.j:; ~?' ¡~;·~- 1', ·.- C:" _ .··. 

Los fila~en~is,'
0

g1~:~~~s'/~<~~~~ f~~~~~dd~;. ~losina, .'.1LJo es 

una prot~!na;scl~blrr~'n{ri~;~ ~~~cerit~~cion~s de sal. ::sta for

mada por seis poÜ¡:i~pÚdos: d~~ !:atJGnas pesadas de 200,000 :al-

1ones y dos_ pares de_ li;eras de 20 1 000 y 16, 100 d~ltones. Los -

ca~enas pes~das forman fibras con cxtr~mos glcbulerPs o ca~~z~q 

qua r;o asocian ñ los filamsontos de ao:.tina pn!"a la contra:~i.(.n -

del snrc6mero. Cuando la :>":tina 50 3o:;ocia a la l':'io-:;in? i.!:l vitre 

ee·áctiva la ATFn~a de la hlirsina, indcocnr.i~ntementP d~ lR pr~ 

§_encía de calcio y es rPgulada !1Dr troponina y tropomio.o::ina. -

Estas dos proteínas inhiben la interacci6n de la r.ic~inn y la -

actina en aus~ncia de calcio. En c6lul~~ no ~u·=culer~s, ~s ---

importanto la fosforilaci6n do la miosina por mocanismos depen

.!Jientas de calcio y una enzime cínasa específica (19 1 39, SO, -

59). 

Existan dos matodolo~!~• ~~-leos para ol estudio de la -

ostructura del citoasqualoto que son : la microscopia electr6-

~ica y la inmunofluorosconcia (19, 36, 39), 

La microscopia electrónica puede hL1ccr!,';e por tinr:ión íl('n!!, 

i_iva, quo permite observar ~in nacesidad d~ har:~r cort('>s finos 

do estructuran pnrtictJlarcs o fibrosas, o morlianto la solt1 11ili-

!_ación do la mombrano y extracción do la matriz citoplásmica -

con el empleo de doter911nt11:; no i~nicos, los qui;i dojan como -
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residuo una r"d.,do .filamentos difarentes, que .. en .conjunto· repr.!l. 

,ientan el éi"toos~u·~l i:?to, ya r.ue .1a·~· ;:ro:t~.Í.~a-~: ~olubli:i_·~·• y_ fo!'f_g 

.!,!~idos son elir::óncdos, (19 1 3:í 1 39,, :51), 

,·. - ' 

La inmunofluoresconcia 'aprovefch.a .. la propiedad del citoes--

quelato de poseer una ;ec~~nci.a mú:1,, similar de aminoácidos on -
.·", 

sus ·pro-te!na's pOr ·10 '~Ü.al 'lOs· )l_nti'~uerpos pr9parados en contra 

de una de oot!i~-'.pro~.i:!Í:~~.;~ ·daO ·r.;;a~ci6n cruzada con la rnisma -

prote!na, ·paro' de.dif.ar'enta fuente. E•ta as ol caso de tubuli-

na y actin~: 

Aunque la olta conoervcci6n do loe prot~ína" do estn ti-

po puede presentar inconvcni~ntcs en la ela~ornci6n de anti---

su·~rpos, r.istos incon 1Jcnient1?s pu~Cen ~c:?r ~uperados con la des-

.o.aturalización de lns prote!nas con 5D3, posteriormente re--

,¡!ucci6n con ·Jlutar~ldahido y por 6ltimo re¡ir~cirita~i6n con -

a1c1
3 

, El producto go utilizado con adyuvantes obteniéndose 

buonos títulos de an~icuarpos (19, 36, 39 1 44). 

La investi'Jü-::i6:1 .·ioquí¡;-dca da los 1·.icrofilnr.lentos \Uctina 

y miooinn), su inició ,on J, T Edsall en 1930 en prot9Ínas --

contr~ctiles de m6-:ulo d1? conejo, qui6n extrajo on agua fr!a

un~ fracci6n soluble a la que so rlenomin6 mi6neno, encontran-

dose uno bu13m1. can.a;id<:>d rJ~ protnína rr':::idual que pod{e ex":raP!!_ 

-~so con KCl 0.6 ffi frío~ pr~Gipita~~~ por ~iluci6n o "Dr 

diálisis del extracto para di,minuir 1·1 concBntroci6n do KCl, 

Tal protoínn ~~ le que ahora sry conoce ccrnn mio~ina y ~~tr --

extr?cto arbmá:. contione una buena .:Dntidnd de ectina. rí"ste--
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.ticrm~nte en 1939 ::n~Qi:;-hart y su espor.J Lyubin6.ba encontraron 

quo la miosina preparada por ol m~todo .anterior posee actividad 

e:iz~f'?$.t.i0~ri; en ireser.c;a dé, icnes .Cat:t catalf~a le hiC:r61isis -

d<•l fo;,fafo amino ~errr.inal ·iJel .HP, d•ndo como ~ "ijÚltad~ ~DP y 

fO~f~t'o ina·Z..gá:li'co;; T~mirJódc e~t~ ccnccir.:i1?n.to-.-Y. unidc al hf'] ... 

fho .tfo •,Que :la miosi~o .extreÍ:ó con f'.Cl 0,5 !!: ft'io el ~er <'ilui

".[a pr __ ec~·p·it;~ba ~n .'/Orma:·d6 hn>n-'a~. dPlgaC-?9, se pro;Juso ~=? lti -
.·: 

rniosiria· ·ast3ba !riv~luci•ada" en el _pro::e~o coritrá:til dQ,,p~,Jinrit!? 

de enm:J!a (a, 3q, 39); 

En 1941 ~ansn, Szant-Gy8rgyi y en 1942 Straub deocubrie:cn 

qua .:u:foGls de la r¡¡iosinil se en-:ontraba :lctina en el riús=ulo 9s;

qu9l~tico d-:? ccngjo. La aCtina fué aislada po:- p_·imara v~z Qn 

1942 por Straub separando la p:ota!~g on for~• viscosa de un -

cor.1;.lr:jo d.J actor.,io!;i:ia. :::n 1rM3 =3traub tP.V'"!l6 que la 3ctina -

; .. ctualment~ ::e d~finen do!' componen";.es princip:;lry~ d3l músculo-

a3qual6tico : actina y mio~ina, qu~ rnpr~se~~an ~rroximarla~~nte 

39). 

So oocucntran ;:rn la littJratura un sinnúmero do repartos 

de trabajos de CJislamif~nto, purificai:i6n y caractorización de -

actina y miosin~ do organi~mo~ euceriont~s, on célula~ muscula

ras y no musculares. I\ctu<::ilmonte so n~tudia con mucho intoré:; 

l~ posiblo función que tiene la a~tina en protozoarioo par~si--

,tos, o la cu3l se 111 atrjhuy<J porticipaci6n en f1:rnómenos tales-
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como movirai9Mto 1 ::adh~~i6n, fa:o¿ito~is (47 1 . ~J). La le-::aliza-

s_ión de ·a:t~n'.-! 99_tr~fciz_oit~$ dg E.:ntano:.?b:- '"'i!'tol•.ttice ~I? "ig -

he:hci.~6r __ .~~cn!cti7 d~.in~unofluore~c!n:ia u~~ndo un iu~:o ?r~i

:a-ctina, f!T·:-phalatoxj.n_a_ ~ ::pn :inticui:?:po~ -icric:>~p~:i.fico~ con

,tra ,a_é~i~.~; se ~-ocali·z~ le fluar·~~c:::ricia on :nerr.:::i=a:in y ten~i,1n 

en_'.::i-topi:i·.:3m_~-.. ~ 'i'1l~unas "pro;Jin~aées simila:cs d~ e::tina~ d 1:- --

pacid_ad 2é. ~Clir.i2;-i±~rse y ~c-;polim~:izar!'>e lo.~'./ la U'1i6n 

a-.la f~>!·~~!6~·-;:>a·~::da G-3 miosina. Exi::-t!'.'n :if~:'.'!nci-as .!!l~ 

cor.io r::ori' 0-la·.-_v·i·:::o~fdád .de pal!rnnro~ y l=:! :::in~tic::! ·::iiJ ~c-l:i1Ja'=i6n 

·d,,-.. :r~-·--:·r~g:-~:~jf~-~~a-. - .~ dD~~~ la a-::tin3 d, .:;~!.!;:. t; na :?? ::--~~z d~ --

~aijst~~i~s q~e o~tablcc~n l~ exi~tencia dQ po~i'~lp~ pro

;f?:Ína~:_dn),:.-;ito~!:?~Unlnto e!"? ;"lucarir.nt~s ~n cr:=:iir....,os proi:?t'~.f°'.: 

,1.i;:is. So tienon r<:Jportes dC' la cxi~tencia C.:-= protg!n~~ !'{nil~-

¡:es a ""tina y mfoüna en ¡. ecli (43, 50, ':l). ::n ot.oon tre-

,9.ajor. r.o osta 11lo::o l::i cxistu:1cia on =Jl:Junc.~ procariontns como : 

por !Ji ero en ria clectr nni e::i ( ~ 4). 

En lo que ccnci~rnc ~l ~~tudio de la artina y l~ mio~ina 

d,~ procuriont~~~ "" cuente con muy ;-oc-:o·~ r..,port~~. ffiinkoff '} -
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Damadian (48) 'en l'a, existencia, de pr.Ótaínas simi

J.ares a iÚ1a:9 en,, 'ia ba::t~íá' s; '~óÚ; E~ e!ito trabaje se pos

!~'la <¡!Ja la ait:.,,a', f>.~:'Ü~·ip; ~n Gn 'rén6~~no .d~ 
celular que se. r'Í:ílac'i~na con el transp~i:h d~ Kt a tra._, ~. 

"- ·,· ·,-

::~tc;p:1t ~.nYc?.. _. 

::~ 1975 ·-:-:a·k·~·n~'t~-a l~ ._!~t~n:?~9 (c:a) '.:~¡¡;:r,u~t:?n .1~ ::-.. :,-•,".'~:ie 

di; ¡:-.;Ót ;!n:ii=: ~.i1;¡"i.lt.ir:i~ ~:":i~~! -y r.ic.,.in.~ en¡ • .E.S.U.:• ::r-- r,~t.., 

~i_smo· ~Vio Nok~rura, J,r:k,;i.h_~~hi y Jat::?n~~t'! · (r;_1) .. i:_~~ir:ie'"' "JU~ ~ri -

asta boct'!Z"ia 'nxi"'::tr?!"t._prot~,!n.r.?-:: ic!/.n+:icn!" ~ --1~ ~ctin'7 y la_--

nir:_si:iO de_t ~tlc:~ulp es7,uelét_ico ~-:t cor.tlj.r,, _ 

. . 

autores ~ntos r.i'nncioñados utili"?arori ·1~-f. t6~-n-:(2a·S -~~auient,P.s 
~ - o --\t'_ :.~-

i.- f,:ovilic!ad en olSctr:_o fOr .::si ~L ur)i diiri:9n~ic:nol. 
: ---; " ~'.: ,; . ;· i 

2.- C!1pacid2.d d,e pí;>lim.yriz.~·ci.6n '.l.·:de~pclima=i;::·.-::/-, .i.rJ. -· 

~ La tlknica de ~!Jr:ifictJéif.n emplea·:::1 o:: r.iuy si:~· L?r o 

la de '.ipudich y 'Játt para ,purificor actirrn de 11ú-.culo e" ;unl ~--

3.- Capacidad ~~ a~tivar ln '·a-ATP~se de ~~-culo. 

La mir.:-.ins se pur.:.fic6 :ior su .,olubilid<>d .,~ K:l !1.6 1""1 

La confirMacidn da la ~xi~t·ncia d~ ~·:tina y mic-in~ en 

'Jruer.o l d•1 tar.i;iño uni:r·rr.ie •:e '1.6 '1 íl.7 um dn loni:Jitud y cerca 
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dg 20 nm- de .har.Ch'o '.~!~IJ ~ir.ii1a·~~-~~,~ ,.lo.~ :de rnúScu-Ío ~d~,~º~,ejO.

Tombién s~.obr,erv6 la ~or~~;,{;S~ de\fl.i~~~~t:~ :!~lgodos ~n .1:~1 -

0,1 r,: e" €I ~.;, 2~)~n.;~:~,,~~~~~i\,~;~ ~~; ~.·,,~~culo de éonejo • 
• ·>'.: .•• ¡. :::~-:_</::;:· ., ··: 

TambÍ~n la ;f~~c~lr. .~i;,i.'1ar a ~~tf~; "º de~cr t con moro--
. il!.io ~~ina:~_·P ~-Ss.dá_;:.d_~º_:.Í?¿ ~:~.~io-_: lH·.r,_:¡;i·)····:~~, ;,/·-.,~-é~-~t~ una ~~tr ucttlra eri -

formü ~f~-:·: (~.:~~~~:~,~- .:~-:~t-~'.:~-:-:~?~:~:µc~u~~-'; __ ~~-·:·~~h-~:7c1't: ... _9.n pr ~r- ?r·=i u d~ 
ATE. 

~_;ei1_ l~- p~~~-~~~nCia;:~_e ·a_::ti_~_a ') ~~-1?-~i;n~ _'3·n_ Salrno'."!ella t 11 ~hiMuti.urn, 

-ont'3.I"o!:Ja.C:·tnt'.ia 0 mu_i_;:~i~~l'.~t:- b~C:ql!f!":~C,:i _Y genóticeriryr.~.!J: a~· .E.E.!!• 
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lll, 0B:JETIV05 : 

a) Demostrar la existencia en Salmonella !~"!!!ti!!.!!! LT-2 d~ 

una proto!na similar a actina 1 cuya presencia e<>t~ plena-

.!!!,Bnte dcmostr@da eri eucariontes. 

b) Buscar lo locall.uici6.n d,,. o~ta proteíno en la bacteria. 
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1\1, llll\TÉ:RI.lLES Y mETOOOS. 

ll"i!\TC:.U;\LES 

b6rico, tatraborato da oodio ~ citrato 

Bak~r • Xnlo~.toc, rn~xico • 

.zio, reactivo d•.J rr.>lin, etanol, ácido fosfórico, r.ln:urn de po-

.,!tisio, metano! y cloruro ~r:' TJltminio fuaron de m'lrck. Derf!l°stacft. 

Jop, F~d. do :,lomonia. 

li:Joz:i~u, protca:-;a V-8 da Staohilococcue ~' 1Jlicr">:ol, i\TP, 

glutareldchido, r.;.:;c..:.Cor •r. de pL::G . c.l12=ult1r, aUyuv;;nte cnmple-

to e incompleto do fi"nund, inhibidor '?'. de protr1:J~:fJ~ y ~.ue:-o de 

chivo anti IgG dn conejo fu·-~f'O" r.!?. :ii--;.nu ;;h>:>mic;.11 Ce,, ·:a. 

Louis ~.~l. EUF., 
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Acrilar.:ida y Ci~·~::rilamida fu~:on de 3hi:trYa. r~inb.iocht'-

!:icJ. Heidelbe::.· ~ep. 

La agarosa Jué 

,iliv. 

rtCg 

s.- Soluciones y solucione$,rciguladores (4). 

a), 5oluci6n r.,guladora de ~cido b6rico-bó;:,,x, 0,2 lí· y pH 9,B 

b) :lolucionns rosu.ladoras de fosfaton 0.1 m y 0.1 r: dn pll --

7.0 y 7.4, respa:tivnr.ionta. 

e) íJiivin normal: 

Se p:-zon por sopa: a.do : 

K
2

HPG
4 

••••• ,,, ................ . 

KH 2Fc4 ••••••••••••••••••••••••• 

lr.gS0
4 

.................... , .. .. 

(NH
4

)
2
so

4 
•••• ••,,,, ........... , ... 

0,0402 n 

~.072 ~ 

o,ono83 m 

0.0075 r,: 
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· Dado que ou.--uic' fJ~, ,...u'y f:-~cu~nte, .,~ .-:r,....~cr~ -.1 ~~~io r'!r:-z 

vec:cs m1s: ccoce.n~rado (!O_":X).· ·:~di.:?nás -:" i~r'c:r'tantf'! dicf.'lvo:- -

c~d~· _!:i~l~to:~.:~,Q~:~-

d) 

íi. 

mm 
mir. 

e) 

'J sc.i 

f) Solu:ién reaulorJOt"::i 0e tr"is. 

v:1 ':,n• r: 

:J.- ,\nti~ueros. 

La pr,1parücil,n de los .:::nticu~]rpof se hi-!O en conojn ... 1'71ar;/ios 

de la raza i.uuva !~1.:.:-rida de G r;,,~·-.l":!n Ó•· tJr!;::id. 

7.- fu~Jnt11 dr"' pod:;?r r¡u'? ; :c;:.arciLrn'1' l1a,ta 13!JO voltio~ y corrl::n-
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UU:TCDOS 

L!3 'cepo_ ~~C'te_~iai1a utiliiad.::. en ~ste-'tr8?ejc so.··.:::r"'!;~rv!.- J 

ºe cor:~.r:~?-_dio je_·J~s--nc.;-miil, ·a3ar.Y· Peptona dr? ··ca~~{~:J .. ~~ -~-~.i1 .'..# 
. . . ' ' 

··an tu~o,:de'.taf?6n d'"' rOsca, -iriClina.do;· s~· r?-~ar,hr;cib::i',en:(.~i-.:-m"i~-

no·~n~~o.1 ~e chgc~be 

Los Pedion c·n cultiy~~ se 'e_s:ti:J~.il_i\ar_o~r. .. EL· de --
' . - . ~ - '~ . - '.:_ -· . .·: - _·· . - -, -. -~ ·- . 

r• -·$i6n d:~ vapor -(121 ºe)-- Po~---~Ls:,-~.!;n_~~-'??_-~: -~ ;:'~_~:9¡.:."·ca;·~--<Jb -~u~ -

!J·: u"!:iliz1rn d_'.:?xtr~-~l:! ~e -~{i~~'.~~-~~~~ ~i.:{~--~~~{;{n'S·i· -:~-ii~lÍpor e. 

3·- Puiificaci~n 

(a, 19>. 39), · 

a) Pror·u~::iln 

Do un cOncjc, -

la ~"palda y 

limriar~n de t9jirlo 

queiio".': riuo ;;e 

mr,llda), 

crct,.nh KCl 0,S m y flaHcr
3 

~ Mf:1 (~morti~uar.lor 9) y oe hr-o-

Jcn~izn~on en un rnort~ro e tamp2r~turn d~ m~zcla ~n ac ~:ona y -

hinlo seco. Esto horriogc:1~iz2Go so tran~firi1: a va:·'º~ prccipi

.tado~ dr;ir:q -:;;•2 ai_:,itó por l~ '.-inutos 9 4 ce. L<.! ~usp1;no:i6n se -

c0r1t~ifu~6 durante 10 minutos a 5,000 r.p.~. n 4 ºe y la pasti

!!_a se li:w6 3 '-"."!C'.:'.J ..:cr. 5 volúmcno:: de nguu, :ljusturido el pi! ... 

der.,.ut!~ dq c«~rl:! 1,111 :~!o a 0.2 ccn Na2 cc3 1 fr: • J~Gpuás dol úl-
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.,timo, lav'.!do:.1a pa!.filla su r':'~usp...,~Ci~ •n ~ •;clúrrit?n::'~.c 9 ei~e.~o-

. . . 

con--1c9:tona :·1 ::.·--)it!..f ~c .. ve:t:J$ r:~~ y ·el pr·1ci;Jita_c't? firi2l -

!i8 é6loct6 por f-ilt .. ~a-:itn gn papel Jh.::tmc.n l ·y so d::j··c ~ecar -

tod~· 1a:-:nc:hci. a te?m{::3ratura J:-::.i,...»1t"..!• 

b) E~t~ac:ien ~~ la actin~. 

3o.hizo una '!Xtr~c:il1 q ?~~tir d~ polvos cqt6nicos eon 20 

volt.Jme·ne-S· .. de .·_Un ar.:ortiguador Qus cc'1tP.nía Cac1
2 

='.2 r:irn, 

2-r,ner·capt_cetanol · Q,lj mr::, ,¡rp Q;2 nll'. 'l td~-f!Cl ~ nt· rh ---
.. . 

pH '3~~0. {~-~~;_{i.JU;]do~ S), rlurn~~-,; 10 r-i«ut0!1 o !1 c1:. ~n c-i-,.r;L·i-

,!!a :e"sfa·-~'u;-pe~~-it'.n se filtro en .crbudo %chner con p~r.ol "'Jh~tnan 

nú~¡er9 ·l. ~1 residuc y el filtro SF' lavaron con 10 voldmene~ -

de·amOrtiguador 3. Lo!' filtrados "-'ºmezclaron 1J se l~s cuanti

-!ic;·-la concgntraci6n de prnt~!na. C:9tO oxtracto ¡-:rcteÍi·ir.o -

~u6 utili¿~do para la purificación ~e a~tina ~or pclimarizaci6n. 

e) Purificaci6n de la actina por polii:ierizaci6n. 

~l oxtracto ühtenido de los polvos cot6nico~ fu6 c"'1trifua~ 

!!º l t10r...1. d o,JOO r.p.n., a 4 ºe; el :.nhr~nad.:ir1ta s'1 ajustó .. 

~iln la suspenqifn so dej~ Jgi~ando d~ 10-1~ hor1s a ~ ºc. ~l 

precipitado de actinJ pcli~eriz8c!J s8 rasu9pondi6 gn el arnrr---

1 día, car.ibiando el amortiguador cada 12 horas. 

Duranto la diálisis, la actina polimorizada (ta~bién llama

da actina F) tis doapolimeri?ada a la forma monomé<ica o actina 



d) 

lo 

sonicecitn en una unida¿ de t1ltre~r":~a 

(r,:;anu.fecturing s-::er.~ific t:'Juipornnt) a r:i.i:i ".r..p i:·.ir~· J - !) 

minutos totnles, re~artidos 9n 9 -:inr.ipc~ r!ry sor:!.cilr:ión de -

30 segundos con in~ervalos dn 30 sogundos. 

o) El homogonndo se supendió en S vold~ene' de acqtona durante 

3) minutos con agit2ci6n liaera, F.ste tratami•rntc º''hizo 

clos •111c~c. ···:!s. 1 se filtr6 c1. papel Jh::itr .• '.-i '1Ú1t1E?ro 

deje ~ocar a t~mperatura a~bianto tndo la noche. 

y se --

Los polvos cct6ni~os obt~ni~o9 ~e utilizeron para ~l~ct~o-

for nsis uni y ~idi~9n3ional y para la rtJrific~cifn d~ la -

Pt"oto!na ~imilar a actir..o, 



s.- Cbt~?r.i:i611 _Cf'e l:rr. fr.aCé:iori~·i; 6'f!6Sra·n:!l :·y, i:itopl,;Bmice. 

:, .i2o>> <\ ·: ··""" - ' . . .. -~~- ·. - ·.-' i·~i:-: ~ _. ·' '.'. 

a) .5e cr~cf~~c~;·1~k'bag~.,/~,,~~~ d~~i~tros d" :te'~ durante 

7-9 he¿~~ .~31 AE~· •·····•·••· "S , ··:~c:i. , . ;~ ~': 
'Y - ;;:·~·--· 

b) s ... centrÚog6 a;s ·ººº r~p;m/ por iii.ní1~Ütos'a )ºc .. :. 
e)·. Se liiv~i~ri iio{ J~~~~ •~on.:~i)¡~~¡~~ .~ ~~ui·~~¿~~~ i.ft;f o-HCl 

mi~;:·~ dil:_P·~:·_~7'~4_._ .. :~~--~ -;.-~tl2 -~--~-~,9. 
7

_: i ::\:;::··'.,;.:: .. _'.;:::· --.'·' ·-

d) 

e):_ 

10 
Las 

y 11 

l'.l.: 

.se .. 

bact~~tao co$echa:!~• s~ tratarbn' co11 Ho ~~<~~ li~ozima 
ml d~ i;,~ul;,dor rn: .~1; oa~ar6~9· el 20}. ~.~ di!j6 ª.ctu~r 

1i:sa·:ima-' ~ór :10-+1·,- -:-inutO.-!>• 

cr..-h:~~i·~~'._J:-der.~~:~~-:11:6--V:~;\~¡._ v~c11'; a --~,_~7;if-9C----~~:; 37 -0 ;:. 

-·La ~P-ntel·~~r'~n: .. se rnaiiz6' c~O ·:Jni'.' .. m·~·z.c1e--_·rl~:· ace+;ona y hielo 

seco. Se .C:b;eI"v6- un aumqnto ~n lá ~i~io'il~acl de la •clu---

~i6n, 

·r) "º ~ñ:·dic»0!:;~3.a JI (a¡() ml "d". rn: on :i:r6~6 1 ,.,1 d9 -olu

,¡¡,i6n :1atr6n e~ 1 m~/ml), Se ,,,piI"6 y eY~ir6 la mazcla con 

una pip~ta vari:'l~ VF3Ces, h.J.sta quitar la viscosidad. 

g} JO alimin~rr.:; '!.""~ ::-~lul~51: intac:t3s centrifu2ando J 1,oo:: -

h) El ~obr~narlantn ne cnntrifu~6 a líl,000 :,p.M. por 20 ninutcs 

La frH~~ión m~rn~r~n~l y la fracción citool~~mica ohtnnida9-

;·or e~.tl' r.il.todo r:c separ·1ron en do!l p:irtes; una so guardo on 
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6.~ C!:>tencién d".? la n=ot~!na-. ~.ir.iiler __ a actina de ~lli. 

typhi~urium LT-2 (49, do)~· 

a) 

b) 

e) 

-·:· :,;_ .. ·.:·::-- <!.'··· .. ·::-·:·, 

5e cultivii~r.:n la·s·,i:.-~·¿t~·:iac'~n·.:·inAdic<_rC9 r_l 1.i::·:-irt- 7-1:l "~ra~, 
•>''!0>/'>···· a TI ºc. 

Se cmch,¡~~~;¡;i~' é~,';{;ifCg,~Í.t~ ~,'JOO r,p,m. a 4 ºe ror 
•,.·_.;_' . . :~<·_ .. _--- .. (·,~/.-'._ '·':·_" . --

~: :~:~:~~re~.~~ :·~n :ctuÚln tri~-Hh io mn; GJ i'H 1.4 y se 
'· . -. "·, . - : ~ ' - ' . - -·, ,_ 

~avar_on. tr·e~:\1ecesf ~:icr"úl~ir.'lo s.9 su:;pnn:.'.Í..~ron _en n:;.~2 !C--

1UC~-¿~--y---~rn rompiercn-par·m6tada·!J ~ifer_-~_nt.'~~~ y !'\9 a;r1J'.:-3:-rn 

fnhO.biéor rys da prntqa-;as. 

d) Le su~nen~i6r fr~g~entada se diluyd on 5 vo16m~ni~ d~ acPto-

na y se agit6 en fcrrna continue ~or l. h~rn·e ~~C. 

e) Se filtr6 lo su::;pennión : trav~ ... d!' pn~"!l ·n., ... t¡,=1t"' m~ ... ,..._.o 3, 

,...4 se.::6 :1 :d.r., nl precipitndc r~~ acetcna '1 se -;usp12n~ió ~ri 

de polvo cetfnico, 

f) 1 voluman (ja la sU?G-> .r;il•i fírul r.e ci-.-!.izf, r:cntr:J 50 volú-

g) La preparaci~n ~o cent:ifu~6 ~or 15 ~:~utn~ a 10,000 r.p.~. 

'./ a 4 ºe, a..-.í r1Jdin··:.-.tnron l~.-:; p:-::r'.:.!r;ul::ir. i::~lull'rr>s. 

h) =:1 nobronadantc dr• la c~r17.:ifu1Jacir'11 "P")t~rior r:o c~ntrifug~ 

por 3 ~oraz n 30,000 r,p.m. a 4 ºe, de e~ta Qnn~ra ~~ "li

~in6 el matP,~i~l in$olujl:. 

i) Le protrínn pr~~ente en ~i r:;nhr~n~~nntr ~~ ~rliQA:i?6 por -



j) 

k) 

sonicoci6n y del ~·.tracto obtonido por .nlinfnryoifn de re -~ 
part::id con li~O:!ima, '} ':"r toc!os ~lle~ ccn 13 prr:iaq'ncia y~-~":-

::usencio. d~ inhihiclor~~ 09 prote:1~ae.. 

7.- C:lectroforosis unidit:1ensional (34). 

a) f-reparación dFJ lan ::;uustrhr,. 

La!l .. ;ur;r.tru~ u sor anuli::o:•ida~ por <Jl~ct:oforosis fuoron di-

JEUnlttJr: en l.:' .-.c"..ucit~:i ria Lc1 •Nr;.:;li (11n -:!· :.1~0-:; o~·J~icn·•!e fueron

liofiliz:: ·!¿,¡,.. r·rAviemnnte). A coritinuar: . .".ri 1 ~r· aju;.t;Jron a unr 

tempe:aturñ da 0~1ul lici6n del •nJUa por 1--=: ":'1inutoG ~' d~~-;pu;;~ de 

alcanzar la ternper 1tura <i:nbir>ntc so colrr.1rGn nn lo!': ~nlJC1!'. le 

cantidad rle proteína ~ue se a~li~6 ? ~~rla pozo fué dP 1~-~0 ug 

en oxtracto~ totalr•: y d9 ~-10 u3 en nl c~so do prot~ín~~ ~ur~p. 



b) Fropa=acÜn d~ l~~ gele•
2

~ cc;;,didP~'" •por a la ~iectr~f~resis. 
• o ·-:, -, -. --. ••• - _-._.-... :· '·--_:'.·- _.:-:···~;.' _-- ·-:-;'··.;:- _·, ->:,·· 

La .~1-ryCt;·-b f0;-~-·~f"~::. u~·i'~ir.1lln ~-icnal -'.·,~ ·~;--~:~.i"!-: 6 :~n: ~ fii~-~ .... lº:?rici ~ 

de 15 X 19.rim ~•de !,¿mm ,.,;2~~.;¿"::t"1:~~i!~~~par~~cr<ore-
r. .. ·· 

aC:r'fl~·~i·r~~~'. ;1~'.".,~:, ~ ~! ~-~-~-r i-~-~:~i d~ .. ,--~-:--i~>_;.~.: ·< s ·;r··-~·.\,· ~:·~.~(i1/;i'.~~~,f~·i- -
. --.- ._,, 

e·. 39 r.·- o ,: .. ·:PH''.'~r.rl. · Lá·_·--p~Dfiri"~f"i~~,c~ ~-º~ ~~~ ·2~1 · s5? l):gr-6 f.a_1-. a~~r e~ 

~ar '01 ·P·~~ó-~u1/~t~; ~-.,-_-.a~~~ic-.-~~1,- a·.a~··:--;~- YY~-~_em·~-1 q. ;.~--·a·/·~--~---~-; 
f:l'Qal C00Cf•~tracJO~-~: prcpar6 Q 1J~'.Ct;~C~'1{ro~1~nks final'!R. 

· si~u~-~-~~ 9_s: ~!:~!.lª~i~"B s_<~, tÚ~s~~:t.¡~·a6!-:;fá:.; .O-~·fd _-,:~:~ _ii(~-~B.ci>~·-~, 
rJ~ 12 5: í1i, de pH 6 .e • í·e.r n -~~ li~~~ ¡ ~·~r --~-~1 · ~~~i -!>e -~r:- ~~ 6 pt?r--:

~u l fat'o ~IJ ~mcnio .iJ une: r;:oncAnt.:aci,t.:.., r·i:~·~l ·d,.;:0.05 ~" trr.ier! -

o una concentraci6n final i:'r> 0.01 ~. 

La ~oluciá~ r~sul~dore que ~e utiliz6 ~~ra el~ct~cfor~ei~ 

contrm.Ía r 'Jlicina 0.129 r.·, ~D~ IJ.l ~' trir.-1JCl l'J,".'I?:; rr dri --

pH a.3 • La ~lnctrofarn~i~ ~o rqali!~ 3 1no 9~1tio~ rlur~~t" "l 

tirJmpo nccesar io par a que el colcir anttJ uti 1 iza r1ti corio nercerlor 

llegara a 1 cm de le b?so C0l ~el. 

a.- Elcctrofur'?Sis bidimo·· .. -ir>nol (53). 

Las muc~tras pa:a ~lectrofcr~sis en dos dim~nsion~o se ---

rasuspondieron on sr,luci6n da G'fe:rrDll. los 1Jr:tles cilíndricos 

para onfoquo isoel6ctrico median 12 1 5 cm de ler~o por Jmm de -

diám"tro. La con~ooici6n de los galos cilíndricos ful la si--

guientes url'a 9.16 m, acrilar.iidu 3.7 ~. biracrilanicn 0,02 't: y 

anfolinas al o.al ~ en un r~noo de pH de ~-7. Ln polimeriza--

.E_i6n do los geles so cataliz6 cuando oe agrPryo pcrr,ulfeto de -

amonio y temed a las concentroci~n~c fln~1 •• rlc n.01 ~y o.a? J 
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Durante la ~c.lin'!l'izeci6n· de los geles •~. pu

.:1,ivron 20 u1·r:q urea. B. In• ,;obre la mezcla y ~e d<?jeroii rqposar 
'·. ··- .-., -· ., -. 

Por -:~spacio de i~2·. ti'oi~~:; .D~sPÜ,és s~ reC!r..olaz6 la ~:_ur~e- a .'rri Por 

la ,;;;1.J~{6n de·b~farrRlly ,cbi-e ~~t~ s~ ~dicL~~e~b~ 11.ul. !!e.

:i~ua·)~i:~~~~ti:l'~~~~. ,Dj .. términ~ . d!2 -1-2· _hora·~~-: S-~~::'aé~:~~¿-~ .nu,.Van'cn

ie o~iu;,i6'1;\r,;,/;o 1\lre~aron la~ oolucicnos ,1¡,1 A~~do y cét.odo 

~.:-:- ·ia ~ .. cá~~~-i-i>~-i~·~'tió'f.~r:5·tico< ·Pir'~ ·_:ei- -~né{\~l,r;f :.::, :uti!i;-:6 _._!Z!fH -

a;o:. :;·¿61'iifl.¿:~;1~'iy ~llrrl <>l ~~todo li3 Pc 11 0;01 li'.. Lcis .~ele• 
_t;e: ;~r :;¿c:i.:i.~i ~r_:cin_:_;,p~;'·i.= )~_intftbs. ·a. ?DO· voltio~ ~1 30 r.iinutos>a 

-- '-~JiJ·~-:·:~'~;~ ~\:-g·~ J\~i i:'.~·:;-~a·;~·i d-~- ·9~~--~ at'i.':.t' · ia ~Ólu~iór~ .·n; M·-~rii.: ·-',i .·-i :i 

so~•1ci•'.>:1~Y, de :,;;1¡{~iori b$ '.'U¿~tras -:obra ln/~'91~s y ~vh~~~ 
'1'·"-'' ·se o'rlii:ionaron 10 Ul í:'n or..l.ucit"n K (ur~.,·9.o fr, E',,rircÚ_. 

·-- -:.:::i::, __ ';-'''' -

n~'~_:_:-·!_i -nc.q:~-.;r>~-- -:~~::·~~-~~-~-so llrinc- ~,,-rur::iVo''cO-n:·:«!·l:Jc·,r .. fJ.~::·~:rf;~---
~;~~-:/ - . º"'" , . -,,-

le cl~ct~ofot'!.l~i~ · :J!?_ :d6~-,=ro~l( n _~!JO· vpl t_i~;-~ 119~-;~~:s_; bfr:_.-:?~: .. ~· 
i::no_ volti-ri.~;.º Por '.1-hnr<:?.--- . .- · .·" <<,i:--;: .. ; ,., "~:-::~;;_~ __ _ 

. --_' :'.;-.'~~(-~._:··i~- ;~_; ___ :/_·,~ :: . -,'"-
:::u~.~!l,:r:i t:~:-l"lin~ l~ ~:.l·."!~·t:ro.fo:-_--."!;:i~:-:-;= i r.~,J-é::1 if.'·:~ <~~-- :~·2:C?f:c:úl ,r!~ 

J.r.,, tu!1os. por mric'i<. d~ Pr'.'oipri i:ir.; ~!in' uncg;§'fiir;~; ~~~¡,n;.-
. ti~uaci 6n = ~ vquÍli'1.-ar~nco1110 .. • r.1i' "'· ,i.?lt'ici'ón!,'§i; NW'r~;~iro•ll, 

~(.J;.' ··8:J~cio- rJ .. ¡"·hora, . r.P, '~:;-;t·.t~:6": .. ·J.·Ü ··:~9~'.0é{~_¡_t;:_~;,_6~,;·:-~y~ :i~¡f ,~·6.~~9~ -
se s~ :;¡· c_uro11_ ~ ~-7. o -.~.e- h,~.~-ti,·~ ~u~:~:;~-~:~.-:~~~~~~~-b~~ :~~-~i~~;~-~Sr~·~¡~:~ ~-6~:~~ · .nn 

; :;;·1;c~ :~- .: ' . . 

la ~>nunda Cimensi6n. 

rii:-ru dimun~i6n. 

Sl ~!01 cil!nr!rico se coloc6 un lo p;:'lrti: ,..up··rior d.-il n~l -



en las .. mr"~r.ias .. co~-~~ci~ne~. quB· lDs gSleS'·,. paré.' la s0p.a':ncf6n uni

.!Lineri3ional, exc:~pto C¡u e(e1 ailorti:uador d~ 1 a -cámar a~uperfor 
3e -~la ._a d~,2--¡c_ri~a··ri,:.un·~~~-,-}¿~"a;i .:,d·~·-a_~ul:·-~ d~:,·. br:¿mor-?i101 -c-o~Contr ado, 

cowo éo .. lor-á~t~--·-:~~r\:·ad~r. :~-~~ -;;5~;.)·t·:;-: -;~~-~-igr_~'ci"6~- al 9ctr~for6ti-
' ' . :' . . ' :._.. " . . -·: _. ' ~ _ j;' .'· . ' 

.s,a. e::· : ~t' ar!! cin_t e,; gen_l'J:- 2.r.0-·:;,n ·,lr."'.: -~ i:?~ !:'~ ~_-cilÍDci:" ico~ rl~ .i ~n 4?1 rit¡ 
:--' ' . . '. _- . ' . .' - ; ._ ._ --, '_: .- , ~; .. ' _:.; .' _. -.·, _', - . 

1.=~erit:c.qu9. ;1JO-nidil:í .·f:-.a-:c!.r·,~·noo:.G'~. ']nl_ ~in" 'J'"!1Ji.li!'"'.r:"t:-. 5e -

tcr.~rci:~:-fr'~i::c~-~ry9~:··. di:-: 5 .iim,·.::f~-! ~~¡~ ':/ 'f·"J -r.n~nc~!"n!l. i;r¡ f¡-1'.'~r:n~ -
,>- .·,. -. ', - , '• ., 

vi~l o~- que· ·con~.ur.íi?n -2 -nt_ ~:ry· ;':!J~· -hi·_~\~~til;i~a. -~"!'='"":: ... :_r:i.c!">~a, e 

~~-ót_ir~8é:i6_n ~;.agitaron,. por:·ió r:inutof¡· e ·tempereture ~-:-!"inn+p 

y ~· 13 mióió- 1?l ;iH. ·en u:i ';o-t:~11.i:7(on·~~:r~·-~onV:r"cir.n~1. 

9 • ..;- f.~~todO-- ~~r_.a r~"':_-;,~c::_-~ar ?~-~~--~ .. r~;-~~' ,:~º~- ~inci~n r:,._n ~-r'..•l i1'1 

c¿~.:-~ .. <?~i~; (3i - --
~- ,e, 

_Fara· 'd~~~s-t·a_~-. P~.ci~-P~~?~, por J.?l~ctrofort?sis un! o bidim•:m--
-,,_; .. --,_·.-.·· : '.· 

--~iDf"!~l,~ lfJ.~.--·~cl-~~,~:o~o. :tiii~~r\I~ :on una .. cluci6r. C!c :Y!lll- ~'P. '":rCr.~-

:¡_r;io .j.l ·n~d~-5~~:·~~-(~h'.C:,ác"i·d¿-· ~s:.Sti0co ~l tíl :: '} f.i~t:1nol nl ~11 
r1ur~ntr: l Jl~:ic~-~;-.~>L:[;'·~'~~;~ios ~nlr:~ fll:";>rCln rlt?.st"i:i doa 11r:• lé' ni-:=r."! 

sr .. 1ur:i6n, P<?r.~~~::··s·i:~~; co~~~¡;:it>J, Murontr- 1 horl'l. 
'~ . :··- ·' ·_, ··,~ 

riilnlri?il~·~[l;~~,¿: P~-:'á~.Q'.l.- .,- un~ 
;,_: 

10 ;~, ~n· ·-~~:.6·~~- ,r--~~ fl~faJ:t_"~ 
totalrn,.!nt'l·~ :··, ------,.:'. .-,~: 

!J..6 por '.~lL'ctrciforesis unidirr•~m~·-icn;;l co·:ipa.r::ndC' la di~t<Jnciu de 

r.iigraci6n en !"~!laci6n al frr: .. nt3 del '.!'11, cc·11 !:--,,.,. d'i~t·~~ci~'J 
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Los marcadór,,99 de, peso, r.i,ólei:ular,, utÚizados fueron 1 

proté!na , 
'~ -_. - J ·:- >- -. -> 

r~·~fOr.ilas~. ,·,·~. ~ •• ·• · •••••••• , 
: . .·, . ·-. 

-1ibú~Í~a , , • ;~--~. ~--.,. ~-~,: •• ·,., 
- ... ---.--: .:.- -

· ~VO.aib6ryina ... ~- •• ;--~ ••• ~,, ;· •• ,. 

·\nhidr~sa ·c.".!r'bi5nica .-~ ,,, ! , ,, 

Inhibi~or ·de t~iP_sina· ·,, •.•,., 

Plr. 

94,000 

Ga,ooo 

43,000 

30,000 

20,onn 

b) Oeterminaci6-~ deÍ punto isoeHctrico (53), 

daltonee 

daltoni?s 

d~l tr:nns: 

é3ltr:n~!'1 

C<-ltnnr;:is 

El runto isoel6ctrico de la• protoínas se calculó noc elec-

!_rofor:sis bidimen~ional de la siaui~nte rnan~::-a: 1Jl '.Jr>l se cor

j;,o en r ,,banadon do O, 5 cm, cada uno por oopar odo so cubrí 6 con 

250 ul do agua bideetilada y se iait6 por 2 horao a temperatura 

ambiento. fil final de 9ote ti~npo se nicli6 el pH con un poton-

,E_iérr~·tro c:nnV-"'!ricional. Con los datos c'1trmidos 'JQ traz6 la ---

e~cala de pH dal -~l. ~ar int~rnolacidn ~~ c9t~ e~colc ~~ ccl-

e) Capaa uni~inon•ionalo• d" r'ptidos (9), 

conajo rurificJd~ por ciclos do pollmnriz~ciAn-rlnspolimPriza-

.E,.i~n. D~n·~u6s se tii;".:.':"on lo; IJOlcs br0vcm~nte con azul d11 -

Coon~•"ia al n.1 ~ en nntanol al 50 ~y Scido ac6tic" al líl ~ y 

se dectiíicron con la misma :;oluci6n, pr.?ro sin colorante; so 

eliaieron las bandns quo hiban a oomotor so a digosti 6n enzimática. 

Cada una Ge antur. b;:ind:!a s1J rocort6 y oquilibr6 durant'J 30 mi--



27 

,!!.UtOS en un~ solucién a111ortiguadora que contenía tris 0, 025 t'., 

SOS al) .• 1· ;{ i .E:DTA 0 •. 001 m, Pceteriormcnte las r0banada,, 
' ;\ . ·: o 

del ·ga~--:~~se·'.;~~~_daron a -20 C has";a ~u análisis. 

P.era .digérir las ¡:rot·,ínas onzimáticam9nto y pcsteriorrnen• 

,ie .•~Parar los· p~ptidos resultantes por electroforesis unidimo_!l 

!,_ion81,. se pr_apar6 un g:Jl de poli.:icril~r.iida al 15 ;f,, $O:"Ún do-;- .. 

2_ri¡)ción antarior, excepto que contenía C:DTl\ a una concl'.!ntra--

..1:,i6n final d~ 0,001 r., 

E:n ceda pozo ~el :~l, o~ coloc6 con la esrátul~ una rPba--

!!_Bda da lD prot:!na :¡u<? iba a sar dig~ridn. ro~t. ... ricirMnnt~ !=B 

p_ubrí6 con 10 ul do tris o.12r. '"de rH 5,0 , ºVi al O.<;:"., --

glic~rol al 20 ~' azul d~ bro~nf~ncl al 0.001~ ~ y ~nci~e rle -

octa soluci~n so colocaren 10 ul de lo ~1~~~ ~olu~i~r "Ue ccn--

_!:•nía la ooncC'nt:·a:i6n riosenda d·. la '''•lima y ~licc~ol al 10 ·' 

Le onzimc que 82 utiliz6 on esto trabajo fu~ la pro~r:~~~ V-8 -

de Jt<Jphylococcus ~· LO!" JOlos so corri.::?rnn n 100 11oltin:. 

h~sta que ol colorante indicador alc~r176 ol Jcl s~rnrador. En 

esta :ilCrncnto la fuente ·.~e poder se ap:.l'!6 dururitr:? 3íl mi"'·Utos -

;J.::iro Pt.:?r"Tiitir que la di'J~stión cnzir.d"tica ~a llov.'"!ra él cc~.o. 

Transcurrido este ticnco ~l Q~l so corrió n 12~ VGltiQ9' haqto 

que al indicador lle!Jé al fr11nta del 'J~l. l1riB 11n-: t,..~:--jn.'3d~ -

11) Furificación de .-:?ctina para ser utilizado corno ant!r.l'~no 

(39), 

La nctino se purific6 por ciclo9 da polimorización-<tias•;..-
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polimerización, según i;:-l;todo de Spudich y .att 1971. Las 

fuentes de obt.,nci6n fueron de músculo y molleja de pavo. ta 

purificac!~n final de actina se ofoctu6 ?Or eloct:-oforesis 

unidimensional en ~eles de po:iocrilamida-SDS, U$ando al sis-

.J;.ema de Laemmli lg70¡ la prepar~ci6n de la proteína parcialMen

j;_e purificado (1-2 no/ml) se solubili :6 por S ciinutos en buffer 

de mueot•a (séluci6n quo ccntiune: S0-100 m"' de 2-rnercaptootanol, 

glicerol al 10 %, SOS al 2 ;r y tris-HCl O,OB r.· d., pH 5,8 y unas 

gotas de azul de bromof~nol y ~~ analiz6 ~obr~ ur. ~~l prnoerati 

::!_O de poliacrilamido-SDS. q1 final de la corrido la placa --

del 9el ~e tiñ6 por un tiamoo d" l"-25 minutos en ~zul d~ Con-

Í!ansia al 0,25 ~. etanol al ~7.S 1> y ácido ar.qtico al 10 ~y -

luego se dastiñeron en etanol al 20 1, y ácido ac~tico al 7.5 ~. 

Las bandas de intorás {actina) fueron cortadas y noutrali-

~adas exlrnu<Jtivarnentu cm tri~•-ViCl do ¡.H 5.8 y 0.01 f;¡ y la pro-

j;_oína fu~ eluida por incubación en un buffer de muestra con ---

2-3 car:ibios cada 12 horas a 37 ºc. 
tJrotaÍn.:J ::e JializG u-.nlr.::i rJH

4
Hcc

3 
D.05 m y luago 9C lici.::.:.::6 

y oe doterminó protefna por m6todoo de Lol!ll"y y 3radford. luego 

la proteína liofilizada se dioolvi6 en un pe~unño volumen de --

NaCl O.ls rr y fosfato de sodio íl.01 m de pll 7.2 y oo prncini":.~ 

con 111Cl
3

, o0l pM dicri: uy6 y se reaju 0 tó ~ 7.0 cnn ~'aCP 1 m. 
El producto da este rrociritado so trutó con gluteraldt.:?h5éo 

al O.l % por un tiempo de 2-10 horas a tor:iporotura ambi~nte, 

luoao dal tratamiento con glutaraldohido se volvió a repr"ci--

Eitar con 111Cl
3 

y so reajustó el pH a 7.0 
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Otra forme do preparar ol antígeno fu{¡ la siguiente : si 

se tiene la certeza de qua la actina aste completamente pura, 

se disui:lve en solucién t'·JG~il~dora de muo;.tra y ~a calienta -

por 3-5 minutos en baño ,ar!a a 110 ºc. La prot~!na coluoili• 

~ada (1 ~g/ml) se prod;:ita di: 0 cta;;iente con l\1Cl
3 

ol l ~. -

alternativarr:onte so trata ~en glutaraldghido al 0.1 ~por un -

tiempo do 2 a 10 horas a tr~~~~~tura a~bi~nte. Desr;ur5s dc::!l -

tratamiento con 6oto último so trata con .UC1 3 al 0, l "! 

Crecu~rdeso que cuando so prr~i"ite con il1Cl3 el pH di~ninLI'/f' 

'1 que es necesario r~aju,torlo o 7,0 con r:aGH l m), 

E:l Precipitado obtenido (ontí9Pno) Sl' guard6 a ce o --

bien en congelacifn a •20 ºe, ya c;uo es muy estable. 

12) Protocolo da inmuniz.1ci·~n (6, 12, 39, 52). 

El esquemc=: C9 inmuniz<:ici6n en conr.jo::; m:;.c';cc ::J ln r~.'!·~ -

Nuava Zolanda fué ul siguiontc: 

Se inocularon dos ant!genos preparndo~ dn fu'"!ntc dif,l.r~nte 

y en forma diferonte (para º''do ontÍCJenc un con~jc). 

Oía O Lo~ conajos fu~ron s-narodo~ d~ l~ vena mnrglnal dn 

la oroja, porn obtenP.r el ~uero contrc..1. 

Día l So tomaron 0,3 dPl prociplt8do de prntc!na, so mpz~16 

con un volum('n ii:iual de f\Cf 'J se in:¡ect6 al eninnl pcr •tío~ 

subcutánea o intramuscular. 

Día 14 : Se tomaron 0.3 mg dJ;Jl ~:rocipitado dJJ protr!na '} se -

mezclaron con igual volumon do Alf y so in~octaron al co

.!).ojo por vías intramuscular y subcutánoa, haciendo múlti-

plus punciones. 



30 
D!as 1 28, 42, 56 1 70; Se inocularon· los conejos sn forma sim! 

lar al d!a 14. 

DescU~S de 7 d!as do la 61tima inyecci6n se inoculorcn a.1 

mg de precipitado cada des d!a, por vía intravenosa, haciendo un 

tctal de seis. Tr~s días dgs~u~s ~9 inocularon i.3 mg ~e pr~ci-

Eitado por vía intravenosa y a los sals días o.~ mg. 

La obtención éo la $:'lngre se efectuó n lr:':i 7 día~ de~pués

de lo última inyecci6n de ant!~]no por runci6n on 13 vnna margi

!lªl en la oreja. La sangro se coloc6 en un tubo, se removió el. 

coa,,¡ulo con aplicador o espátula y so dajé dur 0 nte toda la nacha 

a 4 ºe; ol suero se c,,lect6 por centrifu<;aci6n a 10,000 r.p.m. -

por 10 minutos y so pr eci1;ító con un volumen igual de soluci6n -

~aturada da sulfato de amonio sohr~ hiJ?lD por 15 Minutan. las 

globulinas as'! obt~nidas se c11ntrifu1Jaron a lí1 1000 r.p.m. por 10 

ninu-tos y dinli~aron -:entra ..,olu~~ñn rn']tJlarlbra r,í?' trls-"':l :-'(? -

pH 7.5 y O • .J2 fí, 'i•~l 1.15 rr: y ?dr.o B-amino cerrnicn 1 mr:. IJ~e 

perta do inMunoglobulinns (2.n":icu8rpos) e;~ utili?6 para pru~,__a$ 

de inrnuno~ifu~i6n y otra ~a guar~6 en co~gal3ción. 

13.- Pruebas de inc.u;icdifusión : 

a) l·rt~cipitaci6n '!n tubo car.iler. 

Far c~pilaridna fu~:on llenados varios tubo~ cn~ilaraa con 

igualna volór.ienas do ~nt!gnno5 (actina) con sus ;:i:1ti~ue.ros co--

,t..respcndiJntes, Se r.1ez.claron perft:?ctamonte por invarsionos 

continuos y aaitaci6n, para despu6s dejarlos reposar duran~e -

24 hor 0 o en po9ici6n vertical. La presencia do precipitado ---

en la interfase indic6 l" reacción antigcno-an+.icucrpo. Los -

antíQenos t~rnbién r.e mezclaron i:on ~UPrCl".I normales ohtgn~.dos 
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de los conejos, ~n~~~ de innunizar u~4~do~~ como contrcl~s. 

b) Doble innuncdifu,ién en portaob,!oto~ (5, 12, 14, 52, 54). 

E:n portaobjc'to!:t, limpio~ ') desengra~adrs colocados ~obre 

una base fija pcrf~ctat:li:-nt'2 horizcntal ~e V13rtiercn A ml de -

soluci6n reguladora de bcratos do ~H 8-0.2 y 0,02 rn con asare-

.u.a al 1 %• La horad~ci6n d~ los pozos p~ hizo en forma hcxo--

gonal con un di6metro c!e 2-3 mm y la di$~ancia entre 6~tos y -

un pozo central fu6 do 6 mm. 

!_as Pasteur y las placa~ se cr.locarcn d~ntro do una c6~ora ·-

hÓm'Jde a t<Jm;')eratura arnbient'J, ~xnninanclo CC'1 dr:?talle la!_: lÍ•• 

Fara elif'linar lo~ 

falsos pooitivos dcbiMo a la roaccifn no oopec!fica do la poo--

1,o!na C rcuctivn ccn ::iolir.0:c~rido"'. ri-: lo r:r-:-r:Jr~ci¡f!.·n, lai.:: r.ile.• 00 

,E_BS S"' ~u ... pnri·~i 0:on en citroto dr:o ~no::ao al S ;{ du:-?ntro dt; r"lin•J-

1º~· Lul:?~O J.c<": i:JCli:?"." ~'J l~ 1J<='T0!1 cr.n ~oluci6n r-:-Hl:?r!oro dt::i --

fo1fatos por 24 horneo Las ploc•• ya l8vado• •e coloc•rrn an -

una c~tufo. bacteriol61Jica a 36 ºe¡ una V•""?Z d1"1.-hiclrat~das s~ ti-

h,., ... ,...., ,..,..,,.., ... r-.~..i .... _,,,,.,r;,~ :31 D.l ;~, elir.iinnnGti , · · · -(' ...i ... :::oJo--

f:.::rnte con una -;;ol•1ci6n dr..i m:..:t<..inol, ~cidc ~r:·~tico cl..:·.:ial y --

a:_:ua dGstilada 011 rro;;orcif.n 5 : l e 4 respcctiv::.rn::-ntc. 

e) Titul~:cif.n rh .. .,~LO:; ~! anti~uero;; {4, 6, 12, 14, s2, ~.1). 

Se afcct~6 ~ar 1~ t6er1i~~ rl~ in~111nod1fu~iGn d, Cuchterlony. 

1\ cada uno de loo •ueros obtcnidoc do loo conejos (I, n) rre

parndoe contra act:nas d-') músculo 'J mollejo de pavo r er;.'J~cti-

~amento, se lar; hici~ron las ~iguient~s dilucinn...,~ r:!O P8S o SS 

111, 112, 1:4, 1:6, 1:16, 1:32, 1:64 • La~ cu~lcs fu''"º" di•--
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.. _tribuidas en los pozos da la periferia do un hex&gono siguiendo 

el sentido da las manecillas del reloj. El pozo central fu& -

llenado con ~u corres~ondi~nte a~~Ígnno (actina) en conc~ntre

~i6n de 1 ms/ml. 

En ~~tas in~unodifu~ionos se det~cté la rcac~!~n antíg~no

anticue=po ~, tam~i6n en cuá1'3~ diluciones del ;Ui:?¡"'t' ~!J pr -?Son--

1,aba tal r~~c~ién. 

Se utilizaron tambi5n dilucione" ·imilerg• y di·l;ribuirfa.,, 

d~ isut:.l forma al caso unt.-:i!'ior, ¡i-:o colocando e:n el c~ntro -

la frnc:::ián sonicada de¡_. tvphimurium LT-2, p;:r::> ""!<tablec9!' -

ln po,iblo reacci6n cruzadGo 

.:::ns ayos sir.iil.'11' o~ fueron 1?foctuadoo cc:i los su aros norma-

los o pr :inmunes. 

r".!aci:ion-:~ do procipitación con nl suBro conc~ntrndo o 'iion -

hc·stc la r'ilucién lsB (en el~unos casos •Ólo ha.ta la rlilución 

1:2); por lo 1ue •e procedió a utilizar la dilución l:?. pare -

lns pruooe• ~i~uiantes. 

d) Reacciones do identidad 

Cada unn da las actines se coloc6 en 121 centro de un siste

Eª de inmunodifu$i6n a una concentración de 1 ma/ml y o $U --

alrededor se llenaron los pozos con los sueros normales (prein-

_f!Unos) y 10:=1 antisueros. 



c1· <ixti:acto bact·ariano obtenido por. soni":iiici6n ·se coloc6 -

en el pc;zo central a una concentracié.n do. i; "!'.'/ml y en lo• pe

z.o~ que lo rodean se llenaron cc:1 rue:-_oa pri?iri-;un!'.:'s y anti!?'ug-

_ros con~ra actina. Lo '7lisr.u~ se ('f-.:tu6 con l~ fracr.i~n r:'lem~ra

.!lªl y la fraccién cito· l~smica de la bacteria. 

'ª::!~ entisullI'o ::-e ccloc-6 ~n el pczo c~r-t;-~l de un ~i::tcr.o -

do in unodifusi6n y a su alrododcr ª" llnnoron con las actinas 

dcJ ::-.Ú!:=i:ulo d.1 con~jo, rnd':.culo d:! pollc, r.mlleja o mÚ':"!;Ulo·de -

pavo; tod~s a una concentraci6n do 1 :-:is/rnl. F.:n los pozos --

r::r.tant<Js so aC.:i-:::\on6 extracto $Onic.-:~c.Jo da l<: ~~cteri~ on con-

,¡;.ont:aci6n <le !' 01g/r:il y por ~ltino on r-uoro r.onnrcial ~nti Ié!G 

d9 ccnp,jo pr\:r.arndo on chi 110 a un2 r!il11ci~n 1:100 e bien nlbú

,mine bc.,1ina can conc1Jntr<:lción dn 1 mg/r.11; lJ.~bo~ r:cr:o c~ntrole~. 

14.- Cuontificocifn d~ ~rot•fn•-. 

a) Viétodo d' Lou'1'y 1 P"l (42). 

¿1 color final ~p ~!l r~~ul~r~n do la r"accifn de "iurct -

di? prot'1Ína ~en ryl i6n ccl;rr ~n . .!.'~:;ili IJ lo r~rlui::-:i.~n d"l fo.-

fonolibdato-foefotung~tnto pcr la tirosina y el tript6fano ---

pr1JSont1::!". O?n ln prctn!na tratadüe Le~ l~cturon se hncon a --

750 mu. Para ~olucioncw m.Ss concrmtI'adaG las l.1cturas puedan -

realizar $B C'"?tCOnuS a 500 mu. 

T~cnica : 

f' 3 tr<'in de '1lb1lnina de 100 ua/ml. 1 ongo dr. 2 0-100 ug de -

proto!na. 
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·Soluciones 

a) CuSC
4 

• 5 H
2

D al o.s ~ 

b) Tartrato do ~ocio 'J potasio al 2 ~ 

e) Car~c;ieto de sedo al 2 ;~ an llaOH 0,1 ¡;· 

d) 1 volur.tF.:n de "a'' t 1 vo.~umon de "b" 
e) 50 vo16r;".1nns de 11 c 11 t 

b) ¡;,~todo da "rat!for d, 1975 (3). 

1·.:octivor: 

100 ;::g en 50 ml do etanol <!l 95 ;·;, us:egor 100 ml de 11
3

Po
4 

ol 

as ;~ w/v, diluir J l litro. 

Tlicnica 

~clocar en tul~os de ensayo 0.1 ml de ~nluci~n d~ prot~ína -

que contenga ontre 10-100 un. Agrogar ~ ~l de azul d~ Coomar~ie 

y r.inzclar por invor ~iñr: r vcrtr:ox. 1. erir L1 ~~srrbanci.a u ~ci~ -

n~, daopu6s d~ 2 ~1~uto~ y ant··s di 1 hora. El hl~nco dnhrr~ 

contrJO~r 0.1 ml de? r.olucil:n re9ul~r'cra y S i7il rr~ reactivo de -

azul do i:o0r.~r~ir:. Sl problrf,~<J ~~:··ir:::; por intf)rpolaci6n en curva • 

. ( 
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l.- Furific¡foi6n de actina de,;conejo;' 
' '.:o,-· '. - ." ·~. 

La purificad(;, -d<!, ac~inc"'cln,-C!'riejo se:inici6 a: ¡:e:tir de 

ioo gr d 0 "'"'·~tilo, ~obt~nidh i.h~ediatafu~nt¡ q¡i~pue~ d;, mrifi

sar 31 '.!nim~l• Dé_· ~·-~-~-~--;·-·c-~~~-~:·~~-~ . .::~-~-·;:b~~4~i!'rP·~:·_20 CJr·. de ~olvo!! 

c~t~nico:;. Una vez :qú<.?·.~·6·-;b'.f.~~-t~Ü-'ri;:~~-_::~i~~- ~-{b-loS rle ~cli.~r.rt-· 
z.eci6n-cle~. olim~r i:~-~-~d .. 6~:_.-;_!~; :_~rj~:-~~~~~~:-::~~-~::~~-~~ ·'r,~~<? · ~rc;:;o r.·~ ~ol-
Y.º cr:?t.6r:ico se· obtuvf·~ron'.::10.:"r.i·n ·.:do ;aCtin·a·;-,, __ .-••·--.. · _-.-• --::.-.v" • 

Cai:actnrii-~ ol6n, C~ l:'. adtina '.'de' CO~'!jC 
uni dirnonsii !1al. :_~·-:·-- ·- ~- - -~, ·\ 

se h;:io la ~-:~ct~cii,;t~;i~s ~~rnE~n~~·'e~' elº::'º'º r'c~ 
;/_. ·, 

'1~1 -

s-10 ug dú y.:at_~~~a ·!?'-!r~·>; ·Lt'I ·m··n\l\1úf0~--d~ ;~~-t~~~:_Q·t-.:r a ~e 

cor. cc1r r ~en ~-rot,,fo:i ~: 'U_~o ~r;f_~~i ¿~¡:~JfJ~ g;~a v~r if' "é -u 

nnt:;~~tr~l~ ,.- ~f.~-;~,:~-).-¿1_~:;1~i~;.:-t~~~~tj_-~,:~~·¡;,-_ -~~,~:n~! dn rn~'/r:-: i J:_ ~~:o-

dal~O~J?s -~ (i:¡1Jel-~á la -a~tfn'a:)~~~~---~~-~~!'~éi~l.' :n ntroe 

solo -:-e oh-::r.:-vr! un ~~~·; ~ .. ~-~ti·ti~'-_:·-~~·rt. r.-•nv~ lic!~r! i.,_,u~l. :.- i~ ::-r.ti-. 

3.- ~ar"i.·;toriz ,r:i6n de la actino por ~loctroforcsi$ bidi.-icn!'in-

.f.Ícncl. 

Se verific6 d1J nuovc 'Jl '°m d~ la ..Jctina pu:ific:Jr-l-'.! ~· RU PI 

de s.4. El PI do la ::irotOJÍna 'S" C'3lcu1f socún la cur 11::i Cr; --

calibraci6n obtenida por ul ~rodio"tn de pH form,·do en '!l ~el y 

tomando en cuenta la :-iovilidad de la~ protnrnas. (fiJIJ::'B$ 2 ~, 3). 
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90 K 

60 K 

ACTillA 

WillP 
43 K 

30 K 
'~ 20 K 

1 2 3 
.,___ ___________________ --------------

figura l 

Carril l 

Carril 2 

Carril 3 

Electroforesis unidimensional de la actina purifi

de músculo esquelético de conejo. 

Actinn pura comercial do mtbculo osquol6tico de -

conejo. 

Actina y otras proteínas de mÚ!.~culo esquel ~tico de 

conejo, Pbt~ni d,,, ol fl nal dol prl mer ci ele de -

r.olimer i 7 a e i 6n-despo ! ir.10r iz;:, ci6n. 

l:arco¿orrs do Peso mclnculer, cuya ~ovilidod en el 

gol sirvi;;? para rletr~rriinn!' ol Pri rle l~ ectine. 
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figura :S-

(-) IEf ( +) 

ACTINA 

Elactroforeaie bid~mansionel da la actina purificada 

de masculo esquelético do conojo PI 5.4 • 



ESTA 
SAU& 

TESIS 
DE. LA 

NO nrnE ' 
ifühiüft"{;~ 

Los vel.or os· de. ¡:n; y. PL:indÍ.c•dos. antes son los que reportan di• 

x.~r ~·os '~ut·~= ~-~- 'p'~-~~ a~ti-fl:~··~:.de.,.;-~~,~-¿:~l'o---~~qu e-Í s,~i.-:o ·de ccin.~jn. 

4 .- .. rtt9nc1·6~¿~ :L ~raed¿ª" ma~bran~1 y. ~noru~nióo e~ 
· si.i~¡,;;'ú1;; ~.;,,¡,i"'~r1~~(~.:.;::·,E· ·.ir 

~~~'- : _ 

_ ¡_·~~.::~=i-~~:·:--~~-.i-a i·, "0-bt·~~j_~¿ -~-d~--:--ie-~ :·;;-¡.r~~-c'h·~ #~<l.~~: cul -t: ~ve:~- l..~,.. ... 

~ ~-.,--;o:--;~~-:t,~~:/-:v_~~: :_'.~~-:·J~J ~~::-, -i~:_;.---_ ~~~-:~:~- ;-:~r·~~~-~ -.:~~B-~--}e~;i,·h~-~-edO. 09,.. 

-;:~t6:~,,b~nti"~~'.~ -,-;~'-ob\~~ia~cn {a·~ r>~·::.-:i_l1n:!t ;,~ttbrerol ':.' ~i-f:,..---

.- - _,_,-

-Da la fracción citopl!:smice ~o t;tinr;_c;rvrS u1a f.<?.:'t'J -

en ~onsuln:i6n a O ºe y otra •o licfiliz6, 

s.- Electroforesis unidinonsional do las fracciones nomb.ranal 

y citopl~~aica y de lo~ polvn~ c~t~nico~ d~ la frecct~n -

m~mbronal b<:Jcteriana. 

la cc.nti.~3d rlr:i nrot'""!no por ln-=- n~tr ... rfr- d~ Lc"rr'/ 'J Clradford. --

_sulador<:!. rl':.! :-.uestra y se ser.araron c-· r>ctrcfor fticar.ir:>ntP -tur.to-

con lo a-:tino rlt? conejo pr•,1Jiar.1C>nto purific:"!d;i, lo!'." mnrc.-.dr:.res 

de Pr.1 1J en alg11 .. r: ~ C<J90s actina puro cor.:orcial ( fi!Jur:-o.o: 4, 5,-

l ~ ) • 

mombrnnal 'l sur. pr,lvo!; r.,t6nico9 ~on id'nticos, miPntrao que la 
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varios péptidos. En ·tod.as la• fracCiones aparece un péptidc ,. 

con "10Vilidad iguel a lt~cti.na y al :m~:'c~d~r de Pm de 43,000 

daltones. 
. ;:<;,, .. ; '.: ·i ; ·. . .· 

.::1ac:t•oforesi,; H.cfríen·.10ne1 d1t.10;,:· rr:h.::c:ion;,s bactari""ª"' 6,-
:. ~-' ;: • < -

de cae'~ una-5 e hizo ·;una··~dparacf6n'. ~o~h ;~~i ~6t'ró~~.foqu" 

da le~ fra-o2!.dn~~ cbt.~ni2~~.·;J,;.~.3;1~~r~ii/< .'' •. 
. ;· ~n Ú fi~d~ 6 ·~e ~~~;t;.;{¡}:~gr)~;· i;~ fr¡;cd6n. mr.n'iranal 

en el que;~Pa~n¿e uH p6p't{:;.;fu':c¿'6'.•~~.ZJ~'.Pi;·c{f~iÍM~•, a le ectine 
r.:~.f~-. -:-_-;"~ .. 

de n~ r-r".ulo e·? ccn~j tj.· _tarn·b·f~n-~-~·é: .. ·r·u:~-~id~:. ~-~-~-é-~var 2 p6pti dos • 

que tienen .un Fl::si,;;Ú~~ca,la ~cl:in~ dci. ~Ónejo, pern ryl PI 

por;; uno es m6o b'ódco.o miéntra$ :¡un p~ra ul otro es más ácido 

que el de actina de conejo r¡us ~s do s.·4 • 

~n la fi~ura 7 90 ~r~,enta el ael da ln fracciln cito~l~~-

si~ilar a actina, ~in qn~er~o lv~ otros de~ p6ptido, rr~sentos 

an ln fracción ;.-,oml-irnnnl ne 9on oh~'·rvaclo~. 

::n 1-. fi~ur::? G ~e t!,..n~ 111 r¡el de la oli:?ctrc·fc:ir~"'i°' hidi

ma11~innnl da los polvos C~t6nico~ obtnnfdn~ dn ln fr~r~ión mnM

,UrélnLJl y i;.e tiono el mir:rnr r<::> .. ult~~o qur: <:"n el c~so rlr. lá' fii:u-

,t.e S • 

7.- P:..irific:ici6n d~ 1:-; : rot 0 !na hl'lctn..riana con Pm ') f:l !:er.ii:o--

jante a actina d~ conejo. 

So hizo por al método rara k· .EE.ll de !Jakamur :J y UJatonabo 

de 197B y qua tiene mucho en cc;i6n con el de Spudich y 'Jatt ---

1971, para purificar actina de n6oculo de conejo, Se utiliza--
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68 

f'iuura 4 2lr.ctrc.fc::-e:;is ur1idimcm~icn.-J.l do -:xtri"'i::.tr·~ C"1,~: ·niGnr: 

actin~· r'.-- ··~~culo •J~ .u·1l ~tico de cnn+Jjo. 

c'1rru 2 Fr~~cil~ ~qmbran~! o~t~ni~·~ por al m~todó de Kti~ec~. 

Cárr il : fr~~ci!n ~!~r~1.~·:·i~~ ~hl.~ni¿a ,or ~1.· ~~todo ~o-~aback. 

Liso~dma. 

::anil 

C;:::!;'.iJ 7 .. . • 
carril a' 

Carril g Folvo cet~r.i~o de la fracdon Bonir.orla. 



68 K 

43 K 

31J K 

20 K 

:arril 

C:J.:r il 

':arril 

Carril 

Carril 

·'"'"~ 

?. 

3 

5 : 

- ''!#~ 
~ 

fr8i;.r::iLn ~onfr;.:orh r.~P ff.'! bar.toria. 

Lis.ázimu. 

.... ~ 

Carril -6- -o-t----PolVo ce~6nico ___ pr pp~r_p~o A'.! la fracci 6n mambr anal. 

r.:.:oil 7 '\et. ~11:-., dQ r:anpjri ..,;J:ii~ura. 

:.1'3:-::!.l a 1
1\ct: na de r:-r,11"?50 pur ,. 

C:;r r il 9 fl'acci~n citorlá•mica de lo b;'lr:tr•ria. 

Corr ll 1n f.r~ccifri me 1n~1r~;i~l de la ha~t~::ir:t. 
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r•' Salmoncll~ j:yphimuri.!J.!!! LT-2, o~',,ni-• 0 '.'"r .,ll,.,!

.r::.~_c~f.n <:.Jr~ ~=- pa_r~rl con li'3C7.ima. 
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Electrofor~sic bidimqn~ional ds la fracción citopl6s

.!!!ice de Salmonella .!;yphimurium LT-2 1 n'1tqnida por -

eliminaci6n dP. la pared con lisozime. 
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,1.• . 

•• 

,!lÍ r!a d9 Sel,,onP.lla j¡yphimurium LT-2 por ~11 '11.i.n•d {>,, 
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(-) IEf" (+) 

l\CTINI\ 43 K 

figura 9 

de Salmonella _lyphimurium LT-2. 
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.1:.ºº los 'polvos cet6nicos de la fracción memoranal. 

-;e tomarÍ:>n muestras de cada uno de lo, ciclos de poli7,~Í!a

,¡¡_ión· que _se-hicieron y se hs cuantific6 la cantidec de prot~!-

. .!ias'..·:·p·or-.--.lDs métodos· da Lo11ry y '.'radford. Estas ~u-r:tra~ fueron 

cor~í.'d~s···an electroforesis unidimensional y S9 e"contr6 qu9 en-

~n l~s ~rim9ros ciclos s~ en~ontraban patronns ~lectrofor~tico~ 

o~mil.~res al extracto cri')inal, sin embat''JO en l")S l!x-f:.r~r:cio-

_!les últimas no se detectó péptido alguno. 

Se p0n3c en la ood'lilidad da que dura· te el trater:ii.,nto 

do la bncte::.-ia para obtener la fracción memhr~nal '"?n donde ~e -

altornan la congelación y descon~elaci6n, la posible proteína -

actinn pierda sus rirop.íed~Jdcs de polimorizaci6n-despolimcriza--

.,s..i6n, o bien la accí6n de enzimas prob.mlíticé!-:: qoe alteren --

~us pro.")iedachs. 

intentó la purificaci6n n partir da la fracci6n naabrenol da la 

protoína en pre:-cnr::i-'1 y ClU~:?ncia de inh.ibii:forr.s d<1 prot'"!:a .. :i~ .. -

Tn~bi~n so in~ant6 la rurific~ci6r1 a pJ:tir ~~ l~ fracci~n mem-

!,ar la fr:-icción mcm::i:-nnal r::f'n l~ acetona ~' fC':-n;or los polvo~ --

cat6nico~. No se tuvo ~xito a pesar do que se inició la ~uri• 

.f.icaci6n a p,rtir do 15 ar,1''10$ do relvo cgtór,< co o binn "º gra

!!!DS do fracción mer.ibrana). (µc~o hÚnedo). 

Otro método do honogeniznci6n bacteriúnu utili!ada fué la-

sonic"Jción. ·Lo. fracción sonicnda do la bnr::tarin ,rl:oont6 µutr.,2. 

!!OS alactroforéticos cimilares a la fraccién mer.ibranal, tanto -
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.· .. 

para electro.foreds un~dimens~onal co.rno b.idimensional (figuras 

4 , !i, 9 y 1.0 ) •. 

La purificaci6n d~ la posible actina bacteriana se inidó 

a partir d:l los· ;iolvos c'Bt6nicos ob't1?nidcs de la fraci::i6n so-

.u.icada. Se tomaren 'TTUcstra<:t 1:111 C?dJ •J,': de los ciclo~ de poli

.!!!,o.:"ización-dP.!'POlimo:"izaci6n './se les ctnntific6 protr>í;-.,.. por -

los mtStodo9 d<:? LD 1!d"y y Brarlfard, a :~ra una de la~ mun~tr~~ ~e 

les tomo la ca,tidsd n~cc9aria p~ra ~l~ctrofor~~i~ úri~im~~~ia-

!lªl como bidiraen~ional. Se cbtuvi~ron r:=io:::ultacios ... ir:iil,..r•"' el-

.!,ares al nbtenido con lo!'! --olvos cr:t6nicos ~' !":!n l<J~ últir:i:· ..... --

muootra~ no se obsorv6 polip6ptido ül'Juno. 

La purificaci6n ta:-:ihión ~o int:nt6 a partir ds l:! f!'i:!cci6n 

:;o:.icudü .:r .dC! -:;in trntar r:i:r. acrJtcna, cO!I -~ p;- 0:1-1nci~ 6 ouqqn-

"-ia do inhibic'or .;s da protr.w~as y sin oi.".barao en todas lo~ ca.sos 

na SO tuvo ~xito en la rL1rificaci6~. 

d--tcct;:iron un mayor n6mBI:'O de P'~ptidos. En lo actfn.:3 cl11 cr:"nr~jn 

se P=ooentnr0n 2 p6ptido~ rln lo~ cuolc9 embos tienon la nisne -

ittovilidad r¡uo dos de lot:: péptido..... totolos Pre~entfJs en la ----

bac'.eria (fi~ura 11). 
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IDICSINI\ 

llCTINA 

4 '3 1 '-------------·--·--------

1 

... _. __ ¡ 
figura · 10 

Cárril. ·¡,., •.. t'\ctiria·\.,.n rriof.in;i. y otros ~rc.i. . ..,r"~" c 1~~r:r-:i~':~ :.a 

-~-~i.n~--1-~~·J~l-rrimer ciclo ~8- :Oli~-?ri:>:·'C-i(~--~~sp~li-

.:arril 2 

Carril 3 

Cerril 4 

Fraccifn mer.l':1ronal r'~ S81monrll~ .!,11:;hi·riuriuin. LT-?. 

i,olvo C:Qtónico d~ l<J frocciñn mnm 1"11'.':":"l~l. 
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f"igura 11 
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1 2 3 4 5 6 7 B 

2!1 K) 

24 I<) 

El9ctrc;ornqi9 de los r6ptidOG re~ulta11tn~ d~ la 

prote61isis d~ la ~c~in~ y d~ la prot~ína ~imilar 

Carriles 31 S 1 ".ctin?. rl,..., cnn,,50 cr.n SG ':.' 1nn u']/ml dP Pnzima -

Carril 7 

Carril 8 Protnína linc' r•riana similar a acti110, sin ~ro--· 

_ie6lieis. 
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9.- furificaci6n de 1':tinás de músculo de pollo, mdsculo y --

oollaj~ de ;l:!vo. 

la purificaci6n se hizo ror ol m9todo de <;oudi~'1 '1 'lett -

1?71. L::s .,ctina!" r':Jt1?11id:J'"" de r.1Ú<Jculo ~, mclle5=! dr. ,:avo 1;0 -

purificaron por V?!rio~ ciel~o ~-:i polir-.riza~!én-deo~palim~ri:?a• 

E.:t6n, ~·a ~U(' fui::-cr. :.1ti!i-:'."éa!'"" ;'la:-~ le elebcra::!.r--ri "P. ~rt5.--
cut?rpo~ en ~cn~,!os ( r:~ura 12 ). 
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11crrn11 
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------------------·------------------

Figura 12 .::loctrr.for"-'sis unidimrtnsional dJJ ~ctina~ de 

r!ivcr sas fu ontr1s. 

Carril l !\e tina de músculo dR pollo. 

Carril 2 ;.ctina dP. MÚ!"1CUlo d,, crnej e~ ("~r:ii~ura), 

Carril 3 frnr cador -.5 rie pn~ci molecular, 

Cerril 4 /\ctinn de r:10ll eja do PO'JO. 

Carril 5 llctina dp riú~culo do p~vo. 
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Como ~e rt.:e-stra, !te ~rec:er.t6 rnaccién -:ruzsda er-·tre lo!t -

antisU'll"Os I 6 lI con la ?ctina de conejc. 

d si~ilar a {a}, pozo central fraccifn bact"1"iana sonicada 

e s ''G'"'1 >· 
a similar a (b) 1 po~o ce: tral fraccién bacteriana :icnicada 

( 5 mg/ml ) • 

~n a~bos casos se ~resent~ ~na banda d~ ;~ccipiteci6n ---

hasta la di !udt'i~ 1 : 4 • 

c.- it11ncciC"ngs c:ruzaó<Js de let!i unti l!'lUoro~ I y Il .:entra no:~ i

!!.ª~ éc c!i fvr C.rl~t:>~ funnte~ (1 l':".'J/Ml) "J cr--tr;• t:"X~rt."cto~ -

o o o o o o o o 
0(00 ' o LiJ o º®º º\V o 

o o o o o o o o 

a b e d 

o o o o 

º®º o(?) o 
o o o o 

e f 

a pozo central : .. u 0 ro hi;:r?rinr.,un'?: t, Ciluc-iEn 1 r 2 • 

po~os d~ la per j f <?ria : 1, r~ti'l<::!: r .. múl:'culo rl'! pavo; ? • 

""'.:tir.a dr:- mollt:?ja d"'..' pavo; 3', d~ ;t,ú~culo Cn con~jo; 4, de 

mú~culo de pollo; '5 1 f'racr:ilin ~~onicad~ hact~ri<rna; 6, ~e

¡_o nnti Ji)G de COn:?jO rr r~parado Qn chivo 1 dilución. 1:100 

( r.cntrol po~itivo ). 
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lt similar a (a), pozo contra!:;_ r.u~~o _hiperinrnune II. 

e sirr.ilor a (a). Po~o 6, olb6,-,ina bovina l ..,~/r:il ( control 

ne~ativc ). 

d ~imilar a (e), pozo cer.tral : ~u~r("I hir'"rir.;:iunP TI, 

e sil'lilar e {a), p~ro lo~ pozos di? lo pPrifnria r:cnti~l"t"n 

1, acti~n 1•• ~d~culr dq p~VOJ 2, d~ ~~~~tJlO rlP pnllo¡ --

3, de ~a~culc d~ conojo; 4 1 ~. 6 f~acc!on~~ ba~~~r!an~~ 

:-:i tr.-l.Sisrnic2, rn . .?mbr-anol C' ~onicada r ,- .... ~ ..... et i11urn°nte. 

f Sir.lilar a (e), pozo centr"l : Oll'll'O hir·O:Ín~u~~ Il. 

Cuando ~n !iici:?:-r:n le~ 1JXf1 1]:-i.m~nto":": r.'.?:;:Íprncos, co:1.oc~n-

.,S.o en el pozo central Ir.o:; difri=""""~·'"'3 f'r:Jr:."":~rn:i!" d~ -:~1:-.-~nJla -

y on 1;:1 ;i.1:-if:;-r!J. lr~ :-11ti~U'?:'O~ !.!!:('n-:-!'fír;or r:r'1t.:~ ,,--;ti~~, ... e 



flESUL TADCIS oc u.s lfJJ1;urJCOlfllSIC'NES DE LCS SUElCS Nrnm11LES ., 
LOS l\NTISUE.lCS COfJ nCTINn:. y L•.S f~qccI~NES R11r.r~1I11Nn:,. 

SUERCS l\CTifll\S DE Fll/ICClrNES ANTI IgG 
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rm:Pmrno11 EN RClVINA 
POLtc CONEJO Pnvo l'.~VO 
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lI + + + + + + + + -

rm I r.IACCION ffiEm81lANAL 
fC f,lJ\CCH1N CITOPU\Sll:Icn 
fS : f:ll\CClON SONICl\DA 

1 TJ\OLll 11 
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\/I. 015 :usICN : 

Se purificó actina de músculo esquel~ti~o de conejo por el 

mátodo de Spudich y Jatt, en el cual se alternaban ciclos de 

polimerizaci6n-despolimerizaci6n en pr ne:'lcia y ausencia de KCl 

O.l m y ultr~centrifugacioneso Se verificó la •ureza y el Pm de 

la actina por electroforesis unidimer.sional corriendo a la vez 

act!na pura comercial y otros marc3rlcr~~ d~ r"~º nol~cular 

como ~en : fo~fcrilnsa, alh::iína, ovoalhú~ina, anhidr2~~ carhr' ... 

!?,.ica, inhibidor de trir~ina; o::-uyo~ p~.-:os r.olrcularr~ ~r-n !14.200, 

59,000, 43,000, 10,000, 20,000 ~~ltrnns r"~~cctlv~rn~~te. :"c"rw 

~rn'ndora quo en el gel de poliü-:rilanida-1:~('.) 1.2 rrot1?íne ~uri ..... 

.ficada tiene la misma mc•1ilid0td quo la ectina pura con~rciel y 

que la ovoalbÚmina, que es el curcador de Pm utilizado, cuyo 

valor cornisponda " 43,000 dalton•:,. También so caracterizó -

est~ rroterna por elGctroforisi~ bidim~n~icnal anccntrendose 

un PI similar al reportado en la bibliografía para 3lfa-actina; 

011 algunos C::!OOS cuando se tom<Jn muestras da proteínas en los -

primeros ciclos de rolimariz~~ifin-de~;.olimori~~~i6n, ~9 encon~~ 

!_r6 que ar'omás <hi la actino también c;e oht:;nío mJo.,ina y ntra~ 

proteínas• 

Tambiln so rurificaron actine~ de m~sculo de pollo y pavo 

y da molleja de pavo, utilizando el mismo mótorio y solamP.nte -

se verificó su movilidad en geles de poliacrilanida-SOS (elec

!rofoI'csis unidimensional), encontr~ndo•o que es la misma que 

la actina dr? conejo y la ovoolbúnina. Con lo!' renultadoz an-

!;erioren cond<lcr~mon quu el método do purificoción de actina -
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,e.are fuentes de md"culo y molleja de pavo, md,culo de congjo y 

pollo es excelente, ya que se puede obtener actina pura y con -

muy buenos r~ndi~ientos. 

En el presente trabajo ee estudiaron por electrofor~ois -

unidimensional la• fracciones membranal y citoFl~smica obtP.ni

.!!as ror ol m~todo de Kaback ~· una fracción obtenida cor so,.,i-

~aci6n. Se observó en los JOlos de poliacrilamida-51° quo le -

fracción membranal y le fracción sonicada presentan pa~rones -

electrofcrético~ similares ancontr{ndor.e un r~ptiro con le mi~ 

....!!!.ª movilidad 11ue la actina y que r.'l marcador ''r:? Pf') utilizHdo, 

aden.~~ de otros péptidos can muy pcqueMa diferr?ncia en 9U mo-

,l!.ilid~c. ~l patr6n electrofor5tico de la fracción citopláenica 

es difer9nt¿ a la~ fraccione~ anterior110, ~in embargo presentD 

el p~ptido mcmcicnado anteriorrnP.nt-,. l\l analizar por iso~l~c

j:ru1Jnfc:_iuc ·::e ob~rrv6 un la5 fracciones r.1r:im~r 1n'1l '.J en l::! son! 

~ada un polipé¡:tido con el Pm y PI siriilar a la <J-:tin<.> do cri-

~ojo y otro~ C:o!; pt;ptidos con el PD:l similar, '1nrn ene r:on r?l -

fI ·"~$ ~cido ~' ot:n cc•n el PI mi:r: h;4:.,.ico que ello. En la frecci6n 

citopl~-:;:MÍCa solr ~n C~•$al' 1J6 cJ. :=1~ptir!r.i COr'l rll" y rr ~d~ilar a -

actino. 

Teniendo los resultados anteriores se procedió a int-•ritcr 

eu purificoci6n por el m6todo da Nakamur~ y Jatanabo, mi,mo 

que utilizaron n:inkoff y Damadian para rurificar actina de --

,&.• ~ y c¡ua os dmilar al de Spudich y 'llatt paro purificar -

actina de múr.culo de conejo. 
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Durante la purificaci6n de la po~ible actina bacteriene ee 

tomaron mUeftra~ de las frac~ione~ en los difer~ntes cir.lo~ de 

polimeri:!'a:i6n-C~stolimeri?eci6n y S'? ~l"\:::tlizaron por electro-

.!.oresi~ unidimensicnal. En las prime.ras mue~tre~ c:-e o!~!=erva-

.!:,On .Patrones similares a los presentados para las fraccione• -

membr"nal y sonicada o ~len citopl6smica, sin embargo para las 

mu8stras que se toraaron ~n los ciclos finales no ~e ob~erv6 -

p6ptido alguno. 

El tratai::ientc con acetona a los homcganeiz--idos de conejo, 

pcvo 'J pollo hcce :::¡u9 -:;e vean enriquecidos en actina. En nues-

,iro caso particular si se part" de 100 gramos de mú~culo de -

conejo se obtienen de este aproximadamente 20 gramo~ de polvos 

cet6nicos. Por cnda gra~o de polvo cet6nico !e obtienAn ~~tre -

10 y 15 mg dg proteína pura. Si se di~uelv~n en huff ~r ~e 

muc~tra los polvos c0~·~ni··o~ ~rrnarado~ o na=tir rle cu~lnliinr -

fuPnta ya ~J?Ll conejo, pollo o pavo, se encú .. 3'ntra actin·_. como -

componento principal '!n la eloct.roforesi!3. En el C:"lso dl'.3 los 

extractos ba.ctcrianc5 analizado~ no ~-e oh~er1J6 sirail1r enriqua

,!i.imionto (los datos º"t.ablcc"n qua a partir do 300 ~r,,nos de -

poso h~m9do rie bacterias ~e lo··rBn 03~~11or 10 my de proteína -

pura). En nuestro trall;¡jo so i11ici6 la purificaci6c a partir -

de 50 gramos (P8~0 h~~odo) y consid~rar~r ~os resultndo~ obte-

_!lidof. 1Jn ~· coli, .,e ~-::prir-aba nht:i=mf'.'r 5 mg di~ protnÍn;J pura). 

Sin embnr90 no huho ~xito en la purificacifn, aún cuando los -

nxtractos finales se liofili7.eron y se les cuantificó la can-

tidad de proteína, ningdn polip~ptido fu6 cb•erV•do en la 
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electroforesis unidimensional, La purificación de la posible -

actina de Selmonella so intont6 de dife:entes formns sin tenor 

éxito, 1\ partir de fracciones bacterianas obt•nidas por elimi• 

.!J.aci6n de la pared con lisozima y da fracciones obtenidas por 

sonicaci6n, tratadas o no con inhibidoras de protaasas y con o 

sin acetona • 

. '"'1gunes consideraciones importent~e s:on las ~i']ui~ntes: 

que la posible actina de Salmonella heya oercido ou capacidad 

de pclimeriznción-resrolimorizcci6n, o hien que ?r.ta proriedod 

no la lleve a ca~o en las condicione9 en que la ef~~~uan otra~ 

actinas; Que la actina bncteriana no nstr:i nvpresando sus rro

_eiodadss de polimerizaci6n-dospolimorizaci6n 1 o bien que los -

péptidos observados en las electroforesis ~aan al resultado de 

la lisis de otro con mayor peso rnol13cular. 

~tre forma de caracterizaci6n de la posible actina de ~· 

t'{phimurium LT-2 fuá ¡.or el m6toco de Cleveland, Para ello se 

utili,6 la enzima proteafia v-g do Staphylococcus !!..~• la 

conc~ntraci6n de enzima que mejor nos definió las bandas de 

póptidos fué de SO ug/ml. Pora l" actina do conejo se encontr~

!:_On 2 p~ptidos, mientras que para la protnína hecteriann 6 1 dos 

estos de estos 6ltinos compartan con la ~~tinn d~ conP10 lo 

misma movilidad, lo que nos hacP. suponer que alguna~ porciones 

de ostructura$ primurias ~ean si~ilares. 

Considerando lo anterior y tomando en cuenta quo la actina 

as una proteína altamente conservada, se procedió a elaborar --
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anticuerpos contra esta proteína de mclleja y m.:isculo de pavo. 

Se detectaron por inrnu~cdifusiones bandas de precipitación de 

los antisueros con sus respectivas actinas des¡;ués de 60 días 

de inyecciones constantes del antígeno, Al comparar con otras 

proteínas se advierte que tardó 4 voces m&s en producir anti--

suerpos en el conejo, respecto a la albúmina bovina. 

E:n todos los ca~os analizados se ob"erv6 una sola banda -

de precipitaci6n, tan~o en los antisueros con su r~~pectiva -

actina, como con actinas de otra~ fuentes o bi~n con las 

fracciones bacterianas, raz6n por la cual se pu1Jde peno:i:3r 11uo 

la bacteria contiene actina. 

Una forma de comprobar lo antsrior sería eluir la banda .,. 

correspondiente a actina de la bactnria y utilizarla corno antí

gen9 y verificar 5i tar'>ié•n da reaccién de id·,ntidad ccn ln5 -

actinas de diversas fu<?ntfJSe ftra t~~cnica do r:;ran utilidad se

!Ía la de Towin 1979 (67), ~ococida como inmunotransf~roncia en 

la cual se aprovocha la sepC!rncifn ryl13ctrofor~tica dn 1.::1~ rro-

!..eínas para luq~o tran":"f')rir!;~ <J ,,tro mct:io de soporte como es 

el papel d~ nitrocelulosa. la tonda do interés cuya moví lidad 

es la misma que actina es rl~toctadn por una raacción inmuno16-

gicn colorida. 

Ea también recomendable tener dif~ront11s criterios, como -

por ejemplo intentar !U purific.ici6n por otras t~cnicas como -

extracción en columnas de intercambio i6nico, en columnas de 

sophadex o en DE!\E-celulosa, etc. ( 19, 26, 39, 63 ), 
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(n el caso que se logrará su purificacién se verificaría 

si ésta es capa, do pclimarizar y d,.polimeriz3r y on ~ue con

.!!icion•s lo haría. Los filamentos formados podrío~ ser obser-

_yados al microscopio electr6nico y ~odrán ser comparados con -

los filarr.entos de actina. También se domostraría si eota mol6-

.s¡ula es capaz o no d: u:iirse a la fraccién pesada dr? mio~ina -

(HEffi) do conejo. (tres ootudios de utilided •erÍ•n ln forma-

si6n del complejo ar.tina-miosina y verifi~•r su movilirlad on -

electroforesis, Ob$orvondo si la prot~ína el formar Pl comple

jo deo,3perec>:? del lugar que g~neralr.iente ocupa. 

ttro criterio 6til en caraote:izar a la actina, oería ver 

la capacidad para formar el complejo con la D~.';\asa 1, Si la -

fracción de la ba::teria de nur.stro intc:és se une a esta enzi

,m.a lue~o podr~ ser di9aciado con formamida o bian hidrocloruro 

de gunnidin·~ (:!echel, lr'o), (2 1 27 1 3~, 77), Esta coracteri-

,.;_aci6n ~dor.>~s es tar..bién una forma de purific8ci6n. 

Con :iucstro~ !'~::ul+.1dos se pup¿~ pensa:t que tennmo~ una --

proteína rdr. 1 ilnr a :ictina en l~ fr;Ji:cifn ffi•"m':ir"l:.al y en la --

fracción cito' 11emica dA Salm'l"~ typhimurium LT-2 ounque -

faltaríen o~ros crit~rio~ par~ cnnfirmarlo. 

Po~iblemcntc ln nctina bacteriana sea :->xprP.sada cuando le 

bacteria sufre un~J alteración ·~n al trun~portf' de! pota~io o 

algún otro evento rolacionado con tal proteína, 

En el caso de los microtúbulos cuyo componente esencial es 



la tubulina, proteína taGbién altamente conservada en aucarion

!,.es y en algunos proca:icntes cua7ldo :::.st~n en faso laJ de cre

~imionto (i:s9udomona, Photobact'3riu,":J, Prot7us, Saorosoira), 

99tos microtúbulos se cono:en co~o rapidosom3s 1 estructur~~ 

que sa presentan en estafilococos d9 forma L, la cual no 95 

una condici6n normal da crecid ento de la bacteria, carqc!_qndo 

de Pared celular. 

En nuestro caso no se trabajo con cult!voi;; que e9tuvi~ran 

en la fase lag de crecimiento, ~ino en plana fa•a lag. 

Con rrn-:pecto a la purifi~~ción d:.J la posihle actine di:;i --

1.• tuehimurium LT-2 en 1° prcparaci6n de extractos no 'ª hizo 

con la prensa f'ronch como ha sido ri;portado, ~ino por sonica-

.i..i6n y por ol1'1inaci6n ª" l~ par ad con lisozima m~s ciclan de 

conaelaci6n-do~consolaci6n, esta homogenizaci6n puede ser el -

factor detorminante para no purificar la prote!na da inter6s, 

ya que por los mótodos utili;.ados no se tuvo Óxito. 
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VIl • . C CiNCLUS l ONES 

- Se encor}.tr6 por ele::troforesis unidimensicnal, una prott>Íne 

en las fraccion~s mem~ranal, citoplá~mica y scnicada de 

Sal;;¡onella tyohimurium LT-2 ccn movilidad ~imilar en el gel 

di;? poliocrilamida-503 a las actinas de :-:úsculo da conP.jo, -

p3vo y pollo y de molleja d~ r~vo, y que es iguel a la ovo• 

:¡,l'.:C·,ino qua tiene un Pnl de 43,000 daltones • .'\de"16s se en-

~ontru:cn otras proteínas en l~s fraccicnes bactr'!:-ionas con 

unzi li:t?rD mayor r.iüvilidnd que l:s octinnc y '11 marc2dor de 

PV ~orr~~~ondiente-

- Far ~tectrofornsis hidimensional se oncontr6 quo le prot 0 !na 

bai:tc:- lana :adi?r:i~~ d~ t~ner un Pf'" ~imilar a la a~tina rlP. co-

ll,Djo .t'i . .:>no 1in PI sirn:.lar a ésta. Tnmbi,~ti '"P rl.,tecternn ri:i -

1-J:s fraccion~!S buctorian~~ r;i~m~ranDl y !:Onic~r~•1 ?. ;::rr.t'"'!nas 

ma~ con Pr,; sir.iilar a a:tino, p:•ro con un PI m~< ~cido y otra 

con el PI más básico. 

- ::o so loara ;iurificar la ¡;o-:;iblo actina prn~nnte en las 

fra:c~cnns bactarionaq, por ciclos de polim~rizaci6n-denpoli

!!lºrilacióri on con dí :iones similar 9s descrita~ p~r n ot.r n'.; _ _.. 

actinas. 

- En la proto6li$iS enzi~ático con nrotca~~ V-8 de Staphylococcug 

~' la nctina presentó 2 pórtido~; mi~ntras aun una prn~-~ 

.J:.o!na oaotericna ¡ire~ent6 6, Do~ de los r6rtidos do le pre"-.: 

ieínfl ~·~:teri0na tuvi11ron l1J misma movilidr-d que loe: da ----
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actina. 

- Se purificaron actinas de músculo de pollo, da núc-culo y mo-

J.leja ·da .pavo·, Las dos últimos fueron utiliz,,::as como antí

genos en la ·elaboraci6n de anticuerpos contra actina en cone• 

jos. 

Los suero<: hip.er.inmunos obtenidos present,ron roar.ciones de 

prqci~ita~i6n-en la~ !nmuncdiflf~ionps co~ ~u~ r 0 ~re~~ivos 

antí~enos {actina;.), con actin~~ de otra~ fu~nt~~ c~~o la 

actina do md~:ulo d~ c~nejo ~ d~ m6~c11lo ~~ ~ello, ~~! cc~o

tambión con la~ fracciones rnombr~nal, citoplácmic~ y conica

da de a_, tvphimurium LT-2 • 

- Los ~uaros norm:;los c:tcnidos e.ntos de inocular el an"tÍJono a 

los conojos no pro!:ent~on roaccionos do prec:ipitaci6n en las 

inmunodifusiones ni con l,.~ nctinas, ni con la9 fr2ccicncs -

bactar lana~. 

- Con nuestros rcsultedon conoidcramoo que existo una ~rot~ína 

~imil~r a octin~ on a. typhi~urium LT-2, paro que e~ i~por-

,tante su purificacif.·n paro confirnor que lo. 2r;tin3 ~xist.i:i en 

la bact~ria, por l.o qu,_~ en ol presente trabe.jo se inclu1r•n -

~lgunas t6cnicas cono altern~tiv~s para lo~rArlo. 
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