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INTROOUCCION. 

La fiebre tiroidea es una enfermettad febrll infecto-

contagiosa, causada por la ingestlon invasi6n de s. typh/ 

9 1 1é~ 1 Vi:o 1 que es un b11cilo no esporulado, perteneciente a la 

ramilla En t erobac teriaceae, tribu Salmonella, Gram negativo, 

móvil, mide dos tres &.Lm 1 cltofrllco anaerobio facultativo, 

fermenta la glucosa con producción de .te Ido, es Jactase 

sacarosa negativos. De acuerdo Ja cJaslf'lcación de kaurrman-

Whltte 1 S11/mone/la typh/ pertenece al grupo o, el cual tam-

bién se Integra por otras especies con las cueles comparte los 

entrgenos som.Ulcos 12, se diferencia de ellas porque es Ja 

Cinlca que presenta el antfgeno "VI", La formufa 9,tZ,Vl:d caree-

ter Iza Sa/monella IYPhl de forma abreviada (fO). 

Es un hecho. de · Que pesar de Que los Intentos para 

obtener une vacuna contra Ja Fiebre tifoidea ee remontan prin

cipios de s1g10 1 ninguna de las hasta hoy ensayadas orrecen una 

protección efectiva duradera excenta de reacciones adversas 

indeseables. 

Para contar con un producto bloldglco c1paz de conf'erlr 

inmunidad ef'lciente, sera necesario entender meJor Jos mecanis-

mos de relacl6n hutsped-parilslto. Se sabe Que Jos trtulos aJtos 

de anticuerpos contra los antrgenos O no correlacionan con 

el grado de severidad del padecimiento, es posible que los 

procesos mas importantes en el control de la enrermedad perte-

nescan Ja rama efectora celular del sistema Inmune. 

Como el ser humano es el único hu6sped de Salmone//a 

tYPfll, no es posible reproducir la enfermedad en animales, Sin 



embargo, Ja tnf'ecclón de ratones oor Salmone/111 typhimurlum 

produce en ellos un padecimiento de patogenia similar la 

f'iet>re tlf'Oldea en numanos. 

En el laboratorio ae 

1.M.s.s. ga-clón 81omédlca Oel 

cion del Jnstltuto NactonaJ 

Jnmunoqurmica 

en el 

de Higiene 

de la Unidad de lnvesti

Oeoartamento de Investiga

se tiene una lfnea de 

in\lestigaclon sobre el papel que desemvellun fas proteínas de 

membrana externa (PME), particularmente fe& por1nas 1 en la 

1nuucc1on de Inmunidad protectora. Entre otros estudios, en un 

modelo murlno la 1dminlstracl4n fntraperltoneal de dos doisls de 

PME de s. typhi conriri6 Oef'ensa efectiva a un reto de hasta 

tOOO veces fa OL!50• un suero ntperfnmune de conejo protegl6 

contra tOO OL50 1demAs, antlcuerpoa monoclonales dirigidos 

contra porinas confieren protecciOn parcial (C:C:,52), 

Sin emb11"90, la respuesta 1nmunol6glca de la rama erectora 

celular ha sido poco estudiada. En el lrtboratorlo se ha logrado 

activación ue esplenocltos In vitro. provenientes de ratones 

inmunltados con 

El lnter•a 

s. 

de 

typhlmurlum, PME 

este trabaJo esu 

porlnas de S•lmonella typhl puras 

para activar poblaciones de linfocitos. 

o irnrlnas. 

dirigido la obtencl6n de 

en cantidaO sur1c1ente 

Adem~s, se pretende 

determinar en cual de los plptidos de porinas se localiza el 

epítopo 1nmunodom1nan te. 

~ ~IENTO DEL ~ 

En las activaciones celulares reall?Dda.!i anlt>rlormente Je1s 

PHt tienen una contaminaciOn del •~ con LPS {52). St. desar-ro ... 

110 este trabajo para determinar si las PME libres de LPS son 



capaces de activar llnroclto& Inmune& en un modelo In vltro1 

asf como también para corroborar si son las porin1s las 

proteínas de membrana 

ciones celulares; si 

nante de las porlnas. 

externa que meJor activan dichas pobla

to son 1 cual es el epttopo lnmunodoml-

W HIPOTE616 

Dado el caracter Intracelular de la lnfeccl6n por Satmo-

nela la ralla de correlac16n de la respuesta humoral con el 

desarrollo 

especrr1cos 

ae 

a e be 

protección, 11 

ser primordial 

presencia de 11nroc1tos 

para el control del Proceso 

Infeccioso. 

Ya que las proteínas de membrana externa se encuentran 

expuestas 

das por 

erectora 

abundantes 

en la superficie 

el sistema Inmune 

ce1ut11r. Puesto Que 

en la membrana 

de la b1cterla1 pueden ser reconocl-

generando una respuesta de la rama 

las porinas son las protetnas mtis 

externa de la bacteria, Punclonar•n 

como antigenos lnmunodomlnantes. Este Pen6meno puede ser puesto 

•llro ae linrocl

etect rorortt lcamen te 

en evidencia en un modelo ae ICllYICl6n In 

tos, utilizando como antigeno PME separadas 

trans rer Idas papel de nitrocelulosa. 

L.-ª OBJETIVO&. 

A. GENERAL, Evaluar la capacidad de 

su 

proteínas de membrana 

peso molecular, para externa de Sa/monella typhl, según 

activar su.bpoblaciones de linfocitos In vltro en un modelo 

murino. 



8. PARTICULARES. Obtener protein1s de membrana externa de 

S. t y phi 9,12,Vi:d con el mlxlmo grado de purelll posible. 

Obtener Jos p1trones electroforltlcos de protein11s de mem-

brana externa de S, t y phi, 

Purltlcar rracclones proteicas de PME mediante separación 

por eletrororesls en geles .de pollacrllamlda electrotransfe-

rencla papel de nitrocelulosa. 

Utilizar auspenaionea de papel de nltrocelulosa conteniendo 

PHE para activar 

A partir oe 

nantes antlg6nlcos 

Inmune celul•r. 

linfocitos Inmunes en 

p1pt1aos ae porlnas 

responsables de la 

un modelo 

laenllflcar 

Inducción de 

in 

los 

la 

~ilro. 

determl-

respuesta 
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INrORMACION GrNERAL ~ g, ~ 

~ ANTECEDENTES, 

Las pr-imeras descripciones de Ja fiebre tifoidea se le 

1tribu~en 

signos 

Thomas Willis en f859¡ ti descr-ibló los diferentes 

síntomas de 11 enfermedad •sí como su duración se ve-

rJdad. A pesar de esto, durante •llos, et padecimiento se conf'un-

dl6 con el tlPo no rue sino hasta '782 cuando Ruxham describl6 

ambas enfermedades febrlles como entidades clínicas diferentes: 

la liebre pútrida maligna (fiebre tifoidea) la nerviosa lenta 

(tiro) (20,61). 

Gerhard, en t8H, est1blec10 las diferencias que nabla 

entre el tifo la riebre tiroidea¡ \lenner en 1850, en su libro 

titulado "Sobre 11 Identidad 11 no ICSentidad de 115 fiebres 

tifoíaica tlfosa", esteblecl6 que 1•• lesiones de les placas 

ae Peyer n6dulos lln,.llcos eran especrricas de 11 liebre 

tiroidea ceo. 
Wllllam Budd, en 1856 determln6 que la enfermedad es trans-

mltlda travts de la Ingestión de 11imentos 1guas contamina-

d1s con m1teria fecal proveniente de individuos enrermos (20). 

Cberth, en t880, oescrlbl6 11 ,presencie del bacilo 

tifoídico en secciones hlstol6glc1s de g1ngllos linfttlcos 

mesentéricos en hrgado de "ªcientes con riebre tifoidea¡ 

Pfelffer, en t885, realizó el urimer aislamiento deJ bacilo 

partir de heces (f3). En el mismo ai.01 Pfeiff'er kOlle demos-

traron Que ·e1 suero de pacientes convarescientes protegra los 

cobayos contra dosis letales de bacilo uroldlco y, en 1895, 



Wldal describió la presencia de e;lu11nlnas específica• en el 

auero de paciente& con ftebr-e tiroidea 

dl1gn6stlco de I• enlermed•d (61). 

Llt orlmera 1nmunilae16n e'xperlmental con une suspensión de 

Satmonella t r11111 rue realizada con 6xito en coneJo& por 

Frankel Simmons en 1866 y, posteriormente. 6sto se logr6 en 

ratones oor eauner neirrer (1887), emoleindose en los oos 

cesas microorganismos vivos. oesouts Wllkovlch emo1eo bacilos 

muertos con el mismo prop6stto, estimulando • Wrlght en Jngla-

terra &lmultaneamente Pfelrrer IDlle en Alemania utlll-

zar, por orlmera vez (i69Th v1cunas ln1ctlvaoas pera ta fnmunl-

zeclOn de humanos~ Por eJemplo. 11 ae Pf'elrter roue, era una 

vacuna renoleda lnactlvada por calor ~soc (~7). Estos vacunes 

fueron utm2acias en la lnclia, Egiptot ltafla Sudtfrlce 

generaron une dlamlnuctón slgnlflc1t1va en 11 morblllded, ast 

coma una atenuación de ros sfntomae en los 1no1v1auos inmun1z_a .. 

dos que adquirieron I• enfermedad (!56). En t9~5. Besredka pro-

puso el empleo de vacunas manuracturadas bDse de bacterias 

vivas atenuadas adminlstrades por vta oral. El efecto de las 

mismas f"ue estudiado en el eJtrclto Francés v, desarortunada-

mente, hubieron decesoli que lamentar entre los lndlvtduos vacu-

nidos (27). 

Las vacunas tlfofdlcas elaboradas con bacterias muertas 

siguieron utlllz.indose durante d6cacsas sin demostrar-se su erecto 

protector real, ya que &e car-ecío de modelos animales que oro-

baran su eficacia y, ademis, no se acertaba relacionar el 

supuesto efecto protector con algún Indicador serol6gico. Esto, 

6 



de hecho, no se logró sino hasta t969 (27,56). A partir de esta 

rech11 y --b&Jo los auspicios de 111 Organización Mundial de la 

S11lud (OMS), se re•llZlron estudios de campo en Yugoslavia, 

Guyana, Polonia la Unl6n Sovl•tlca¡ en estos lugares se lnves-

tlg6 111 ertcac11 de vacunas preparadas con ctlulas enteras de 

S•lmon6/la typ/li ln1ctivadas con •cetona, calor fenol 

con alcohol. De Jos resultados obtenidos en estas Investiga-

ciones, ae concluyó que 11 vacuna lnactlvada con acetona, desig-

nada con 11 letr• 11 resultó aer I• meJor, ya que la protección 

con,erlda no sólo 'ue de mayor grado, sino también de mayor 

auración. La vacuna lnactivada con calor renal, designacra con 

1• letr.a L, manlreató menor eficacia que la fa lnactlvada 

con •lcohol evidenció aer 11 menos efectiva. Se observó que la 

protección Inducida por una sola dosis ae las vacunas era 

•ceptable¡ sin embargo, el empleo de dos dosis proporcionaba una 

inmunidad mas conrlable de mayor duración CZ4). Los estudios 

realizados por Hornick cola. en voluntarios humanos (t968), 

usando las vacunes L, demostraron que la protección conre-

rida por •stas estaba en función de la dosis 11 Que el lndlvl-

duo inmunizado estuviera expuesto (12). El hecho de que las 

vacunas P•renter1les eran tóxicas protegían en forma ef'ectiva 

solo •nte inóculos menores Iguales to5 bacterias, motivó la 

büsaueda de nuevas rormulas. Hasta la recha se han estudiado dos 

vacunas que se •dminlstr1n por vía oral que se elaboran con 

Dacterias vivas. Una de ell1s se prepara con una cepa de Sal-

monella tyPhi dependiente de estreptomicina otra con una 

mutante deficiente en UDP .. 4-galactosa epi me rasa (designada por 



Germanier como Ty 2H1) (16,t8,58). La erectlvldad de 1mbas 

vacunas fue valorada en voluntarios humanos, encontrandose 

resul lados contradictorios en cuanto la protección conrerida 

por la cepa dependiente de estreptomicina (32).. En contriste, la 

vacuna de Germanler protegió al 67" de los Individuos Inmuniza-

dos cuando la dosis de desafío Fue de to7 bacteria& (0150) (t7). 

Los estudios realizados en Alejandría, Egipto, Indicaron Que 

esta C.ltlma rue capaz de Inducir protección en el 95X de la 

poblarl6n estudiada &In embargo, esta misma, apllcada en Chile 

(1983) una población 1nrant11 e razón de tres dosis edmlnls .. 

tradas en clpsulas de capa entirica con Intervalos de Z 21 

días entre cada dosis, sólo lnduJo una protección . del !U 67:<, 

respectivamente (18,17). 

En ras experiencias anteriores destaca et hecho de Que se 

desconoce la naturaleza de los anUgenos de Sslmonella tYPhl 

relacionados directamente con 111 protección y, mas aún, la 

respuesta Inmune del humano dichos antígenos. Han sido numero-

aas las Investigaciones encaminadas realizar la ldent1Flcocl6n 

de los antígenos responsables de la Inmunidad protectora en la 

Fiebre tiroidea¡ la mayorio de ellas se han dirigido hacia el 

estudio dr. los onUgenos presentes en la superficie bacteriana, 

tales como el som6tlco •0 11 (endotoxlna y/o llpopollsacr.rldo), el 

flagelar "H" el capsular "VI". Durante mucho tiempo se pensó 

que el antígeno som6tlco "0" Jugaba un papel muy Importante en 

ti proteccl6n por lo Que se elaboró una vacuna a base del ollgo

sacárido lle repetición del llpopollsacirido CLP&); no obstante 

la protección obtenida con este vacuna fue escasa 

8 

de corta 



crurscl6n (2•,27,28). 

Por lo que respecte al antígeno fJagelar "H", se ha demos-

tracro que tampoco esta reJaclonado directamente con la Inmunidad 

protectora. Tully cole. (f962) observaron que al inmunizar 

cn1moanc•s con una ceoa rugosa de s. lYPhi, se lnducra Ja 

oroducc1on de anticuerpos contra el antígeno "H", empero, •stos 

no conf'erí•n protección, aún en títulos elevados (75). Anderson, 

en 1968, encontró que Jos ratones Inmunizados con una mutante de 

S. typhl sin flagelos obtenían el mismo grado de protección 

que los Inmunizados con cepas móviles (3). 

Se na traucro ere relacionar al antígeno "VI" con Jos meca-

nismos ue protección. Los primeros estudios datan de t934¡ relix 

Pitt informaron de Ja presencia tanto ere dicho ... antrgeno en 

cepas de s. IYPhi aislallas ele pacientes con fiebre tffolelea, 

como ta de sus anticuerpos homólogos en el suero de estas persa-

n•• (13). Robblno Robblns, desarrollaron una vacuna contra Ja 

fiebre tifoidea Partir del antfgeno Vi (60), Esta vacuna ha 

sido evaluada en estudios de campo en Nepal (73) Afrlca del 

Sur (26). Loa reportes preliminares de los dos estudios muestran 

una eficacia de 72. 6,X, respectivamente. Una desventaJa de 

esta vacun1 es que como eJ polisacirldo es un antígeno tlmo-

independlente1 no genera respuesta Inmune celular ni se desa-

rrollan efectivamente células de memoria para Inmunizaciones 

retos posteriores (26). 

Youmans Youmans, en t965, demostraron que la fracción 

ribosomal de Hycobacterium tuberculosis era efectiva para 

inducir inmunidad protectora en el rat6n contra el reto del 

9 



microorganismo hom61ogo. Estos result1dos conduJeron aislar 

estas fracciones de diferentes bacterias e Investigar su capacl-

dad protectora. Actualmente se estudia Ja Inducción de protec-

ci6n Que conrieren los antrgenos ribosomales de otros microor-

ganismos teles como Vlbrlo cho/erae, P:Jeudomona5 aeruglnosa, 

Stapfly/ococcus sureus, Streptococcu:J pneumonlse, Ll:Jter/11 mono-

cytogenes Bruce/la Bbortus (38,78). En t970, venneman 

cols. t1emostraron Que, en el r1t6n, las rracciones ribosomalea 

de SBlmane/111 typh/murlum gener1b1n protección contra Ja 

bacteria virulenta (77), Resultados similares rueron obtenidos 

por Mollnarl LarraJde (4!5), tn tr•D•Jo• posteriores, Hollnarl 

Cabrera demostraron que las 'racclones rlbosomeles de Sslma-

nella t y phi t1mbltn Inducían protección en ratones e••>· 
Con el 'In de encontrar los antrgenos responsables de la 

·orotecci6n lnduclc:Ja por estas fracciones rlbosomales se han 

venido realllando varios estudios, con resultados muy diversos. 

En los primeros trabaJos al respecto, Yenneman col s. acredl-

taran al ARN rlbosomal como el antrgeno protector (77). Johnson 

present6 evidencias de que eran 11& proteínas rlbosomales les 

que protegían Jos ratones (23). Smlth Blglye sugirieron que 

1mbos antígenos, el ARN las proteínas, se requerían para 

obtener una buena proteccl6n (68)¡ sin embargo, en trabajos 

ef'ectuados por Elsensteln, Mlsf'eld Johnson, se demostró que 

Jas fracciones rlbosomales de Salmonela se encontrnban contaml-

nadas con LPS proteínas de la envoltura celular (12 139). H6s 

aún, en trabajos posteriores, Mlsf'eld Johnson demostraron que 

las proteínas de la envoltura celular de 811/manella typhlmu-

10 



r/um protegían los ratones contra la 1nreccl6n por esta 

bacteria, en un grado semejante el Inducido por las fracciones 

rlbosomates (40). Estos experimentos ponen en duda Ja efectivl-

dad de las f'racciones ribosomales apoyan lo que sugiere Mates 

Yos/povlsl, en el sentido de que realmente Jos antrgenos pro-

tectores de Salmonete se Jocallun en la superf'lcle bacteriana 

(M). 

En los (;ltlmoa 1P1os, las proternas de membrana externa 

(PME) de lls bacterias Gram negativas han cobrado gran Importan

cia diversos Investigadores han enf'ocaelo sus estudios hacia el 

establecimiento del papel que desempeftan en la retacl6n huésped-

Dlrislto. su Importancia se pudo entender gracias al advenl-

miento de mttodos eapecff'lcos que permitieron separar la mem

brana externa de Ja citoolasmatlca. Miura Hizushima descrl-

bieron por primera vez et alslamlento de la membrana externa de 

tscherit:hla col/ empleando esferoplastos preparados ~on 

lisoz;ma COTA. En su lnvestigacl6n, dichas estructuras fueron 

lisadas oor Choque osmótico posteriormente su membrana externa 

se separ6 ae 11 cltoplasmatica en un gradiente de sacarosa c•o. 
El mttodo anterior fue modificado por Osborn con et Fin de dls-

minuir 11 cantidad de LPS en las preparaciones de PME CB•>· Por 

su parte, Schnaitman describió una metodología que evita 1a 

utilización de esf'eroplastos consistente en llevar cabo Ja 

destrucci6n de las bacterias en una prensa francesa, antes de 

conseguir la sealmentacl6n de la envoltura celular y1 posterior-

mente, la soJublllzación de la membrana citoplasm:itica con un 

detergente no 16nlco. 



L• idenllflcacl6n de lis PME oe erectu6 por medio de 11 

electroforesis en geles de pollacrllamlda. Schnaltman tue el 

primero en reportar que Esch~rlchl• coll contenía una 

proteína prlnclpal, 11 cual constituía el 70~ de laa proteínas 

totales de la membrana (62,69); poco desputs, 11 otros lnves .. 

tlgadores (65,4), demostraron por electrororesla que en realldad 

no era una sino cuatro. 

Schmltges Hennlng describieron una proteína prlnclpal que 

se podía separar, electroror6tlcamente, en do.s bandas. En la 

actualidad se sabe aue el número de las PHE 

ta lnformacl6n genttlca de la bacteria aue 

verse afectada por factores tales como las 

vart a dependiendo de 

su expresl6n puede 

condiciones de cul-

tivo, temperatura, etc. 

Las PME Que mis se han estudiado, 

s. typhlmurlum. DI Rlenzo, N1k1mur1 

son los de c. 
(1978) 

coli 

Osborn 

Wu (t980), hicieron una revisión extensa 

lnouye 

de ellas las . clas1-

flcaron en proteínas principales menores (11,54). 

10, 

De 

sin 

las protetnas principales se han descrito 

embargo, generalmente &610 &e expresan e 

a1r·ededor de 

de ellas con 

mts de 100 000 coplas por ctlula. Dentro de Jos protelnas prin-

cipales se cuentan: 

t) Las protetnas matrices porlnas, que Intervienen en el 

transporte pasivo de sustancias de b1Jo pesa molecular 

de la membrana. 

través 

Z) La protetna moditlcable por calor, Involucrada con los 

proce 505 de conJugac16n 

collclnas. 

que actúa como receptor de tagos 

12 



t.:.:, .. 

3) La llpoprotefna de Braun, la cual esu unida covalente .. 

mente la ptptldogllcana cuya f'uncl6n es la de mantener la 

Integridad estructural f'unclonal de la membrana. 

En la P'lgura '· se muestra la dlsposlcl6n de los compo-

nen tes de 11 envoltura celular de las bacterias Gram negativas 

en 11 P'lgura el arreglo de las proteínas de 11 membrana 

externa. 

Con respecto tas proteínas menores, se ha demostrado que 

estas Intervienen como ac1rre1dores en el transporte 1ctlvo de 

moltculas que es Un relacionadas con Ja repllcacl6n celular. 

Entre Jas menores se encuentra la única proteína de membrana 

externa ·que tiene actividad enzlm6tlca (f'osf'ollpasa A> (1t,54). 

L&S evidencias de que las PME esun expuestas al medio 

externo llevaron 

lectores¡ rr1sch 

Investigar su eficacia como lnmunógenos pro

cols. encontraron que las PME de Nelsserla 

menlngltldl• grupo B eri1n bueno& lnmun6genos cuando &e Jn~cu-

l1ban coneJos: los anticuerpos antl-PME de la bacteria presen-

Uron actividad bactericida In vltro mediada por complemento 

(14), Buchanan Arko demostraron que el •ntígeno ci1pu de pro-

teger chlmpancts contra la uretritis gonoc6ccica se encontraba 

presente en Ja membrana externa de Nelsserla gonorrhoeae (5) 

posteriormente, comprob11ron Que los anticuerpos dirigidos 

contra las PHE conrerían protección especíricll cobayos en que 

previamente se nabí a Inducido una 1nrecci6n gonocóccica expe-

rimental (6). 

Kussi cols. detectaron que las porinas extraídas de una 

cepa rugosa de S. typhimurlum protegían al ratón contra una .. 



... ~. 
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FIGURA 2 

ORGANIZACION MOLECULAR DE LAS PROTEINAS 
llAYORES EN LA llEllBRANA EXTERNA DE LAS 
BACTERIAS 8RAN-NEGATIVAS. 

LPS• Llpopollaacárldo ¡ 'L' '°'folfpl•oe ¡ OmpF, Ompc, 
Loma• Proteínae motrlcH o porlnae ¡ OmpA • Prottfno 
modlfl•lllt por el color;LPB• Llpoproteína dt Broun (71 •. 

, . 



cepa lisa hom61oga. ti mismo erecto se obtuvo en 'orma pasiva 

con anticuerpos específicos (29,30). 

lsibasl col s. 

activa oasiva con 

· tegran 111 raton hasta 

(22,52) demostraron 

PME ae Sa/monella 

eoo veces 11 dosis 

Que la 1nmun1zacl6n 

t YPtli 9,12,Vi:O, pro-

let•I meOI• (DL90). En 

este 

papel 

moOelo, 

mas 

las porlnas 

Importante en 

1• OmpA 'ueron las PMt que Jugaron el 

1• .oroteccl6n¡ sin embargo, c6mo estas 

proteínas esteban contaminadas con 4X oe enOotoxlna cabía la 

duda en cuanto 1 au P•Pel real como 1ntrgenos protectores per 

•e. P•ra poder eliminar este problema se decld16 obtener ·las 

protetnas en forma pura por varios mttodos. uno de loa selec

clonaoos por este grupo de lnvestlgacl&n consiste en separar las 

PME por 808-Pl\GE tr1nsterlr las proteínas 1 p1pel de nltroce-

lulosa 

celulares 

de esta minera emplearlas como antrgenos en cultivos 

In vltro. 

g ruNDAMENTD8 fil ~ !!!!fJill!ll INMUNOLOGICA. 

La respuesta 1nmunol6glca se Inicia con la fagocitosis del 

1ntigeno por ·1as ctlulaa del sistema tagocitlco mononucle1r. Los 

macr6tagos, otras ct1u1ae presenuooras de antrgeno (CPll), 

digieren las tracciones prottlcas ptptldo• (79,8) los expre-

san en au membrana en unl6n a gllcoproteín1s codificadas por el 

sistema principal de hl stocompat1bll ld1d (MHC). Esta primera 

tase, llamada de procesamiento presentacl6n del 1ntígeno (35) 1 

es Indispensable, pues los linfocitos Inductores, responsables 

de dirigir la respuesta lnmunol6glc1 1 son Incapaces de dlstln--

gulr al antígeno nativo. 
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L05 linfocitos 

reconc•r.f!rt a1 anl 1 gl!r10 uriido 

de clase 

numano), 

(11··2 1 .. A e l•·t en el rat6n 'f HLA DR 1 l>Q 'i l>P t:n rl 

La activación de estas c:•lulas na sólo depende de la unión 

Oel comJ,llP.Jo rer.eptor-( TcR )-COZ-C03 al antígeno asociado 

motéc:ulat. de histoc:om'1atlbllidad, ya que exl.r.ten u tras moléculofl 

en la sur1erfiC.:ie de los 11nroc:itos Que Intervienen en ta reou·· 

1actór1 de la adhesión con I• CPA. 

Una vez activados lofi Th prollf'eran r1roduccn diversas 

linruc:ino5 que <.:C1nducer1 la rase erectora de ta re::;puesta inmu-

nológica (69). r.n el ratón ~e hen demostrado dos subt.ioblaclcmes 

de linfocitt1s coot1eradorefi 1 de acuerdo ftU ca(Jacldad de siroduc-

clón de diferentes interleucinas (IL) los Th1 se relacwnon con 

la hipersent>ibilidod de 

palmen te interleuclna 

tipo retardado, Ya que 

2, interrerón gsmmo 

elaboran prlnc:i

linfotoxina: en 

cambio lus i· 021 product!n fundamentalmente lntt!rlcucinas 4, 5 

61 las c:uolt:s son factores de crec:imier1to dlfercnr.:1~ci6n de 

1infC1c:ltos 9 (46). 

Aún cuandc1 los llnfoc:ltos e (LU) recorwc:en al antígeno en 

!IU forma nativa, para Iniciar su actlvacl6n diferenciación 

t1ac:io r.61ular. ptasm6ticas procluctora!t de •nticuerpos, necesitan 

Ir. t.11:1rt1c:H•ac16n cie los metlladores !\olubles produc:1ocis 11or Jc•s 

linf(lcitos cooCJeradores. Por RU parte, tos 11nrocltos B son 

pref;entar antígenos, lo cual aumenta la 

ef'iCier1cw clel sistema 1nmurw1 5obre todo en resr•uestas secun·· 

C1t.1r1os. 
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Algunos de los mediadores solubles mejor estudiados son Jos 

siguientes: Le IL-2 Que es un ractor de crecimiento de linroci-

tos (69), promueve el crecimiento de clones específicas contra 

el antígeno, tiene runcl6n de r1ctor de crecimiento diferen-

elación de linfocitos cltotóxlcos (LTC) en 11 · expansión .de 

c61ulas asesinas naturales (Nk) (53), El lnterrer6n gamma que 

tiene erecto antlvlral (66), Induce la actlvacl6n de macr6ragos 

(67) promueve la expresión de diversos genes (59)¡ de manera 

notaDle, Jos del slotema principal de hlstocompatlDllldad (7Z). 

La IL-3 es uno de los varios rectores estimulantes ae colo-

nias Que regulan la hematopoyesis (42). La IL-4 induce Ja pro-

duccl6n de lgG de lgE, aumenta la expresión de moléculas de 

clase 11. La IL-5 Induce la prollreraclon de los llnrocltos B 

la secreción de lgM, la IL-6 Interviene en la d1Ferenclacl6n de 

11nrocltos e hacia ctlulas plasmitlcas la IL-7 Induce la pro-

ureracl6n de tlmocltos llnf'ocltos B Inmaduros (!U}. 

La rase erectora de la respuesta lnmunol6glca puede dlvl-

dlrse en dos ramas: la humoral, depende las actividades 

blol6glcas de los anticuerpos el complemento, la celular que 

involucra los ren6menos de hipersensibilidad retardada. 

Los llnrocltas cltot6xlcos (CDS•) participan en la f'a&e 

efectora celular. A dlrerencia de los llnrocltos inductores, 

reconocen antígenas en el contexto de moléculas de clase de 

hlstocompatlbllldad (H2K,O en el rat6n HLA B, C A en el 

humano), Los LTC al activarse secretan 11nroc1nas 1 como la 

interleucina el lnterrer6n gamma, aunQue en menor proporción 

que los Th. Los LTC no prollf'eran In vftro en presencia de 
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anttgenos solubles pero se activan expanden frente 

aloantígenos, en ausencia de linfocitos cooperadores 

Tienen la propiedad de llsar ctlulas Infectadas por virus 

c61ulas tumorales (47); adem~s. se les ha descrito función 

supresora, la cual es dlftcll de Interpretar 

conocimiento& actuales (37), 

ta luz de los 

Otros mecanismos efectores no especítlcos, pero de gran 

Impar ta ne le, dependen de los 

agentes Infecciosos medlente 

bactericida fundamental es 

la 

la 

macrófagos¡ 

'8gocltos1s 1 

produccl6n 

la elimlnacl6n de 

cuyo mecanismo 

Intracelular de 

peróxido de hidrógeno (76), ·dep~nde de le activación que los 

macrófegos presentan debido al erecto de algunas substancias 

enctdgenas como el lnterrer6n gamma otras ex6genas como los 

mura mil diptptldos llpopol l s aciridos (~PS), el 

macrótego libera al medio protiuctos blol6glcamente· activos como 

la interleuclna 1, que es mediador de algunos efectos de la 

endotoxina, el lnterfer6n alfa aue presenta actividad antlvirel, 

el factor de necrosis tumoral de propiedades similares ta 

llnfotoxirla algunos componentes del complemento. 

Puede Observarse que, el sistema lnmunol6gJco esu consti

tuido por une gran variedad de estirpes celulares articuladas 

en una Intrincada red de Interacciones que permiten finalmente, 

el reconocimiento de lo propio de lo ajeno¡ asegurando la 

cohesi6n funcional Interna del organismo el eQUillbrio con el 

medio ambiente. La comunlcacl6n en.tre todos los elementos Que 

conforman el concierto 1nmunot6g1co se establece través de ta 

liberación de mediadores solubles 

19 
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donde las moléculas de 1dhesl6n son prlmordleles. 

La e&peclflcldad de l•a Interacciones celulares, tinto en 

11 respuesta inmunol6glc1 como en les hlatogtnesia 

nesis esu mediada por las mol6culas de 1dhes1on. 

embrlogt-

Estas Interacciones pueden suceder entre ct1u11s; bien, 

entre ctlulas matrices extracelularea. Las moltculas Que enla-

zan al citoesquele~~º con medio extr1ce1u11r se conocen como 

cuales son lntegrinas, 

heterodímvros 

11 subunldad 

, .. 
de aubunldadea 

112 Intervienen en 

1eucocltarl1 (21). 

SALHONELOSIB 

gllcoprotern1s conatltufdas por 

loa 

Lis gllcoproteinas que 

mecanismos de 1dhesl6n 

expresan 

In ter-

La salmonelosis murlna es causada por S. typhlmurlum 

constituye el meJor modelo experimental para el estudio de Ja 

r1ebre tiroides pues tiene une p1togenl1 aemeJ1nte (t9), La 

1nreccl6n se Inicia por vra oral, después las bacterias coloni-

zan el Intestino delgado sin causar sfntomas aparentes. Ellas 

penetr1n la oubmuco•• 11r1vez1ndo el teJldo eplte1111 través 

de las c"ulas M de les placas de Peyer. Desde 1hi viaJan por 

vía llnfitlca la corriente sanguínea entonces son ragoclta-

da& por macr6fagos del bazo hígado. Estas ctlulas aon el &ltlo 

de multlptlcacl6n de la Salmonela en loa algulentes días, la 

muJtlpllcacl6n de 11 bacteria es Intracelular, protegl6n_dose 1sr 

de anticuerpos muchos antibióticos (3•). El porcent1Je de 

multlpllcacl6n depende de las características de 11 bacteria 
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del huésped. 

El ctafto ere la Infección depende de que tan rlpldo la bacte-

ria se multlpllc1 en el buo e hígado, si alcanza valores 

crítlcDs (t08 bacterles/Org1no) 1 la lnfecclOn entonces empieza 

ser severa, con Incontrolable bacteremla, 

muerte. 

centaje 

cantidad 

Sin embargo, si 11 dosis del 1nocu10 

de multipllcaclón de la bacteria es 

ere to8 bacterias no sera alcanzada 

toxemla r6Plda 

es pequeria et por-

menor, así que la 

dentro de 7 to 

días, cresarrollindose entonces Inmunidad, el número de bacterias 

en el organismo disminuye el 1nima1 se recupera (34). 

Dentro cte las caracterrsticas Que el huésped presenta la 

lnfeccl6n por Salmonella typh/murlum existe la lnrluencla de 

un gen de susceptibilidad, denominado lty& codificado en el 

cromosoma t, el alelo que conf'lere resistencia se denomina ltyr, 

el cual determine une mayor habilidad de Jos macrOFagos de los 

ratones resistentes para ellmlnar la Salmonela Intracelular .. 

mente. Se ha demostrado que los llnfocltos no Juegan un papel 

importante en 11 ectlvidad ae este gen. 

ti gen de respuesta llpopollsac•rldo (Lpsd) conFlere 

susceptibilidad la disemlnecton Inicia! .Y la progreslon del 

proceso infeccioso ese manera similar 

cla de lty• (9). 

lo que ocurre en presen .. 

La inmunidad celular es primordial en el control de la 

infeccion por Salmonel/a typhlmurlum. Se ha demostrado que 

el grado de hipersensibilidad tardía contra antígenos prottlcos 

polisacaridicos esu en relaciOn directa con el nivel de pro• 

tección (30,70). La transf'ercncla 

21 

pasiva de llnf'ocltos 



específicos contra antfgenos ae Sa/monel/a tYJJhimurium con-

riere resistencia ratones no inmunizados (55), ta protección 

es efectiva aún empleando antígenos Irrelevantes siempre que se 

Incluya un refuerzo de Inmunización contra el anti geno al tiempo 

oe retar con Ja bacteria (15)¡ tamDl6n es posible trasferir 

Inmunidad pasiva mediante sobrenadante de cultivo de linfocitos 

estimulados con Concenavallna-A. 

Por tanto, es posible que Je actlvacl6n de macrófagos sea 

el evento m's Importante para la eUmlnaclón de las bacteria 

ragocltadas el control de la Infección, en Fases m.ts 

tardías. el control de la procsuccl6n de anticuerpos eJ desa-

rrollo de la Inmunidad celular. As1 1 en ratones con Jnmunoder1-

ciencia asociada con cromosoma (tipo numoralJ en Jos rstones 

desnudos (tipo celular) se presenta uns enrermedea letal en rase 

tardía. estudios recientes sugieren un factor m's de resistencia 

natural Que opera nivel de ciluJas similares las asesinas 

n•turales (Nl) (71). 

Como resultado efe uno mAs Factores de auscepUbllldad 

resistencia. la enfermedad 

ctlf'erente 

progr-esa 

cepas u~s 

con in6cu1os bacterianos de 

(BALB/c, C!Hfll/6) enferman 

con 10 ~scterlas, en tanto Que tas cepas resistentes (CBA1 A/J) 

requieren ae un ln6cuto de 10 1000 bacterias (50,71}. 
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1,! OIBElliO DEL UPUIMEllTO 

En bose 1us - mttodos uropuestos por Schnaltman Nikaido 

se obtuvieron PME portnas, respectivamente. una vez obtenidas 

ambas protefnes, su concentraci6n se determin6 por el mi6todo ue 

Lowry, se caracterizaron electro,orttlcemente fueron empleadas 

como •ntigenoa tanto las porlnas solubles, como Jas PME separa.-

das por electro,oresls transferidas a papel de nitrocelulosa¡ 

en e&timulaclones de esplenocltos provenientes ae ratones NHf 

Que habían stdo previamente Inoculados con PME de s. lfphl 

ratones no Inmunes. 

una Ye2 demostrado que Jas porlnas son laS PME de s. 

trofli Que meJor activan los esptenocltos, se procedió la 

ruptura de d'ichas protefnas con CHBr¡ los péptldos obtenidos de 

esta manera, fueron separados por &DS·PAGE: trans,erldos e 

papel de nltroi::elulosa, de eat1 forma ae probaron en cultivos 

ce1u11res, con el obJeto de determinar en culf de elfos se 

1ocalizoba el ep itopo lnmunooominante. 

A cont1nu1cl6n se preaenta en rorma esQuem6tlca el diagrama 

de flujo para la act1vac16n de esplenocltos con PME en medio 

sóllao 

typhi 

por el ot,.o 1100 con plptlcfos de porlnas de s. 
9 1 1i?,Vl:d. 



PARTE EXPERIMENTAL 

5.1 Dlagra111a de fluJa. 
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l!.d! MATERIAL 1 ~ ! ·EQUIPO 

S. s. 1 MATERIAL: 

3 • 3. 1 • 1 Biol6gico • 

- Ratones NIH de 17 • 18 g donados por el Instituto Nacional 

·ae Higiene • 

- Cepa de Sa/monel/a IYPhf 9, IZ,Vl:d, alalada de un 

paciente con dlagn6stico clinico y bacterlol6gico de fiebre 

tifoidea. 

3. 3. 1 • e Material de laboratorio 

Para mayor claridad en el texto ver Apéndice 8 • 1 • 1 • 

S. S. 2 REACTIVOS: 

- Azul trlpano (Sigma ) • 

- Acldo trlcloroacético (Baker) • 

- Cloruro de amonio (Baker l • 

- concanavanna A (Sigma l • 

- Dimetll sulf6xldo (Sigma) • 

- Gentamlclna (Clba Gelgy) • 

- Medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma). 

- 11-mercaptoetanol (Sigma l. 

- Penicilina (Lakeside l • 

- RoJo de Ponceau (Sigma l • 

- Solucl6n Hank's (Sigma l • 

- Suero fetal bovino (Sigma ) • 

:-- Timldina trillada (Amersham Chemlcals) • 
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3. 3. 2 • 1 Preparacl6n de medios de cul11vo y soluciones 

empleados en el reconocimiento de parlnas in vltro por 

células de ra1ones Inmunizados con PHE DE S. typfl/. 

A • t ) Cul11vo celular 

a) Medio de cultivo RPHI t 8 4 o complementado con : L-Gluta

mina 2mM, Penicilina 2oou¡m1, Gentamlclna IOug/ml, 

11-Hercaptoetanol !I X t o-!1 H y SFB al IOX. 

b) Cloruro de amonio o; t 6H ( 90ml) y Trls-HCI o. 17H pH 7. 6!1 

(IOml). 

c ) Tlmldlna Trillada ( 3tiTdr ) 1 !lCl/pozo • 

d) concanavallna A Tipo IV t l>Jlg/ml • 

e ) Azul trlpano al O. 2 X en aolucl6n salina lsot6nlca • 

r > Porinas y PHE de s. typfli. 

A • 2 ) Tratamiento del papel de nitrocelulosa ( 2 ) • 

a ) Solucl6n de lavado : PBS Tween-2 O O. 1 X 

b ) Amortiguador de carbonatos : Carbonato de sodio y bicar

bonato de SO<lio oH 9 • 5 

e ) Dimetll aui.6xldo concentrado 

d ) Ro Jo de Ponceau • !I o o mg en t o o mi de icldo !ricio -

roacet1co al 7.5X P/V. 

3. 3. 3 EQUIPO: 

1 . centrif'uga Sorvall RC 5C . lnstrument Oupon. 

2. tsoectrofot6metro Beckman DU-7. 

3 • Sonicador Lab -Llne • 



4. Ultracentrifuga Beckman L8-80. 

5. Sistema de electroforesis vertlcol U9 • 

6. Estufa de cultivo celular. Forlllil Sclentlflc 3 t 57. 

7 • Cosechador seml1utomit1co Mini -M1sh 11 • 

8 • contador Beckm1n LS 58o1. 

9 • lncubador rotatorio, New Brunswlck Scientlflc Co • 

t O • Campana de fluJo lomln1r • 

t 1 • Potenciómetro Cornlng Modelo 1 é!. 

1 é! • Transphor para electrotransferencla , Ll9 lnstruments • 

1 s • Microscopio Optlco MicroStar , American Optlcal .• 

14 • Autocl1ve. 

15. Vortex, Flsher brand Modelo 1 Z-81 Z. 



S.4 METODOLOGll\. 

3.4.t Tratamiento del papel de nitrocelulosa despuAs de la 

transferencia. 

una 

tele as, 

recortar 

vez 

lavar 

en 

que se localizaron 

vlgorosal'f'!ente para 

tro;zos muy Finos cada 

recortaron las bandas pro-

eliminar todo el colorante, 

banda por separado colocar 

en tubos de cultivo eattrlles los fragmentos de papel, en 

seguida aa1c1onar 

t.30 hra. Deaputa 

mente. 

lavaaos 

amor tlguador 

con Hlnk'S 

3.4.2 Esquema 

uno, mi. de dimetllsuJr6Xldo 

re suspender el papel 

de c1rbon1tos pH 9.!l 

guardar a ~oc hasta 

de lnmunlzacl6n. 

adicionando 

estéril, 

emplearlos. 

Incubar 

muy lenta-

hacer tres 

días 

Inmunizar 

o 7 

lotes de 

con 30119 

3 

de 

ratones 

PME de 

por vla lntraperltoneaJ los 

Salmone//a typh/ en Hank•s. 

Inocular tambltn tres ratones control con Hank1s. 

3.4.3 Obtención de esplenocltos. 

En condiciones de esterilidad desnucar loa ratones Inmunes 

control el 

seguida cortar 

dla t4 desputs 

Jalar Ja piel 

de la primera lnmunlzac16n; en 

del abdomen, flamear el lnstru-

mental, cortar el músculo, extraer el bazo de cada animal 

colocarlos por separado en 5 mi de Hank's. 

3.4.4 Tratamiento del bazo. 

Disgregar cada bazo tamizando adicionar 5 mi de Hank's. 

Colocar en tubo c6nlco de t5 mi centrifugar a 1200 rpm 

durante tO minutos. Oesputs lavar dos veces con Hank's elimi

nando en cada ocasi6n el sobrenadante resuspender las células. 

una vez lavadas las ctlulas adicionar 
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0.16 H, f'rotar entre fas manos los tubos suavemente durante e 

minutos al cabo ~e ese tiempo adicionar 10 mi de Hank 1&. 

Centrifugar nuevamente 12:00 rpm durante 10 minutos, dese .. 

ch1r el soDrenadante 1dlcionar mi de RPMI •I 10 sre por• 

determinar viabilidad empleando azul trlpano diluir con RPMI 

al tOX sre hasta tener una concentracl6n de mlllones de 

ctlulas/ml. 

3.4.5 Ensayo de prollferacl6n de esplenocltos. 

Colocar 200 000 ctlulas por pozo en placas de 96 pozos · de 

microcuttlvo en 200 ¡,11. Agregar concentraciones de porlnas de 30 

119/ml, bien diluciones dobles de las suspensiones de papel de 

nitrocelulosa que contienen las dlf'erentes bandas de PHE. Cul-

Uvar · las ctlulas dfas ·a 37 oc en 1tm6sFera húmeefa 5X de 

co2• Durante las últimas 18 horas de cultivo agregar cada pozo 

11CI de 31JTdr al final de Ja Incubación cosechar en un 

cosechador semlautométlco. oetermlnar la Incorporación de 3HTdr 

en un contador de centello líQUldo. 

Como testigo positivo de estlmuleclón emplear células 

provenientes de ratones Inmunes controles, las que se adl-

cionan to ug/ml de concanev111na A (Con ~) por pozo. 

Para evaluar la eficiencia de 1a suspensión del papel de 

nitrocelulosa en la act1vacl6n de linfocitos Inmunes, depositar 

2001'1 de PME mg/ml de s. typhl en papeles de nltrocelu-

losa de X 2 cm1 tratados o no con rojo de Ponceau depositar-

los diferentes diluciones en cultivos de linfocitos Inmunes 

testigos. Incluir pozos de el lulas cultivadas con papel de 

nitrocelulosa sin proteína. 
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!Ji RESULTADOS. 

A contlnuacion se presentan Jos meJores resultados; tanto 

de obtencl6n caractertzacl6n de PME porlnas, como de Ja 

activación de espJenocltos con con A1 porinas, PMt p6ptidos en 

medio sólido. 

3.5.t OBTENCION DE PME. 

La concentracl6n de PME de s. typh/ 91 t2: 1 Vl:d obtenidas 

por el método de Schnaitman fue: 

Volumen de proteína obtenido: 88,0 mi 

Concentración de protefna: 1.0 mg/ml 

3.5.2 CARACTERIZACION DE PME. 

ti comportamiento eJectroror6tlco en sos ... PAGt de las PME se 

muestra en Ja rotograria t t. Las prote·inas obtenidas tuvieron 

observó un grupo pesos moleculares desde 14 ICU hasta 70 ICd, Se 

de proteínas con pesos moleculares entre 36 kd 4f Kd (tstas 

corresoDnden las proteínas formacioras de canales porinas) 

también dos proteínas de 17 ICd 2:8 kd, respectivamente. 

3.5.3 OBTENCION DE PORINAS. 

La concentración de porinas de s. typhl obtenidas por 

el método de Nlkaido rue de 800 ug/mJ. 

3.5.4 TRATAMIENTO DEL PAPEL DE NITROCELULOSA EN EL CUAL SE 

TRANílRICRON LAS PME DE S. typhi. 

Una vel obtenidas las PME por el método antes descrito, se 

separaron por SOS-PAGC enseguida se transrir1eron desde el gel 

papel de nitrocelulosa. Para comprobar er corrimiento electro-

rorét1co se cortó una pof'ci6n del gel se ti"6 con azul de 

Coomassie. so 



,... .... 

Para observar las bandas proteicas transferidas se tir. ~ el 

papel de nitrocelulosa con roJo de Ponceau ae levo con PBS-

Tween 20 al 0.1~. Se trat6 cada b•nda de papel como ae describe 

en la métodología, cuidando que •1 resuspender con el amortigua-

dar de carbonatos se mantuviera el tubo en agltati6n constante 

la adlclOn de dicho bu,,er ruera muy lenta, todo lo anterior con 

la f'lnalldad de obtener una suspensión fina del papel con 

proteínas. El papel •• lav6 con RPMI 1640 se conservó en 

refrigeración (4DC) riasta su uso. 

3.5.5 ACTIVACION OE ESPLENOCITOS DE RATON Nltl CON CONCA-

NAVALINA A· 

Se obtuvieron esplenocltos de ratones NIH que habían sido 

inmuni1Bdos intraperltonealmente (l.p) con 30 lJ.9 de PME de s. 

typtJi; otros 

Se colocaron 

tivo de fondo 

de Con A. El 

de ·coz, 18 

pozo fµCI de 

Que eran control, solo se Inocularon con Hank•s. 

200 mil ctlulas por pozo en una placa de mlcrocul-

plano con 96 pozos en presencia de to 20 Ug/ml 

cultivo se mantuvo durante cinco días 

horas antes de finalizar el cultivo se adicionó por 

3Htdr. La Incorporación de 3Htdr se determinó en un 

contador oe centelleo líqulllo. 

Los resultados obtenidos son los que se muestran en la 

grUica 4 f, 

3.5.6 ACTIVACION DE ESPLENOCITOS CON PORINAS DE s. 

typh/ SOLUBLES. 

Ratones NIH fueron inmunizados con 30 u.g de PME de s. 

1ypn1 otros sólo con Hank's, ambos por via lntraperltoneal 

los dfas 7, sacrlf'lclndose el dfa t4. Se cultivaron 200 mil 
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celulas en JJlacas de 96 pozos en presencia de 30 ~g/ml de pori-

nas. El cultivo se interrumpl6 los 5 días pero 18 horas antes 

se adlclon6 por pozo µCI de 3Htdr, La Incorporación del 

material radiactivo se deter-mln6 en un contador de centelleo 

líQUidO, Como control de viablided se emplearon 10 ~g/ml de con 

A. 

Los resulta dos ea Un expresados en cuentas por minuto, se 

presenta la media de los triplicados en la gréfica 1 2. 

3.5,7 ACTIVACION OC CSPLCNOCITOS CON PMC OC S. typhl 

EN MEDID SOLIDO. 

Retenes NIH fueron Inmunizados con 30 µg de PMC de S. 

typhi los controles s61o con Hank1s los días o 7 por vla 

intr-aperitoneal (i.p), los ratones se sacrificaron el día 14. Se 

cultivaron 200 mil esplenocltos en placas de microcultlvo de 96 

pozos en presencia de suspensiones de papel de nitrocelulosa 

solo, pepe! de nitrocelulosa con PME papel de nltr-ocelulosa 

con PME tel"ildo con roJo de Ponceau y lavado con PBB-Tween 20 al 

o. o:. Como control positivo de vlabilldad se emplearon to µg/ml 

de Con A. El cultivo ae lnterrumpl6 al Igual que en las oca-

siones anteriores los 5 días 18 horas antes se adicionaron 

por pozo 1µ.Ci de 3Htdr cuya lncorporacl6n se mldl6 en un cante-

dar de centelleo 1 íQuido. 

Los resultados esUn expresados en cuentas por minuto se 

presenta la mediB de triplicados en las grUicas t 4. 

3.5.8 ACTIVACIDN OC C6PLENOCIT06 CON PME DE S. 

SEPARADAS POR SDS-PAGE TRANSFERIDAS A PAPEL DE NITROCELULOSA. 

Se inmuniZaron ratones de la cepa NIH de la manera descrita 



en los experimentos anteriores. Se secriricaron el dí1 t4 les 

c•lulas obtenidas se cultivaron en or,esencla de p1pel solo, 

papel de nitrocelulosa con 11& PHE obtenidas de 11 separación 

e1ectroror6tica con porinas solubles de s. t y pfli, 1oem1s 

también con Con A. El cultivo 'ue suspendido 11 quinto dia 18 

horas ante& de terminarlo se adlclon6 µCl/pozo de 3Htdr, la 

1ncorporaci6n ael material radiactivo se mldi6 en un contador de 

centelleo lf QUldO, 

Los resultados estan expresado& en cuentas por minuto se 

presenta contlnuacl6n la media de lo& trlpllc1dos¡ grlflca 1 

5. 

3.5.9 ACTIVACION DE ESPLENOCITOS CON PEPTIDOS DE PORINAS 

SEPARADOS POR BDS-PAGE TRANSFERIDOS A PAPEL DE NITROCELULOSA. 

El esquema de imnun1zac16n es Igual 11 descrito en los 

ex:perlmentos anteriores. Se sacrificaron el día 14 los espJe .. 

nocuos obtenidos se cu1t1varon en presencia de suspensiones de 

papel solo, papel de nltrocelulosa con los diferentes ptptld~.s 

obtenidos de la separación electrofor6tlca, con porlnas - aotubtes 

de s. tr11hl con Con A. El cultivo fue suspendido 11 quinto 

día 18 horas antes, se colocaron µCl/pozo de 3Htdr, cuya 

1ncorporacl6n 

liquido. 

rue determinada en un contador de centelleo 

Los resultados de los experimentos realizados esUn expre

sados en cuentas por minuto, dando la media de los triplicados 

en las grAflcas 6 y 7. 
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CAPITULO 
IV 



OISCUSION 

Los hallazgos mas Importantes de este trabajo fueron: 

t. E:n er patrón electroforético de las PMt de s. typfli 

9,12,Vl:d aisladas por el método de Schnaltman1 se pueden obser-

var1 tanto proteínas mayores como menores, con pesos moleculares 

Que van de 17 Kd a 70 Kd. Entre las mayores destacan la presen

cia de eros proteínas de 36 Kct a 4f Kd, que de acueruo a su peso 

molecular, corresponden las proteínas formadoras de canales 

(por/nas). Esto fue muy similar Jo encontrado por kam/o para 

s. typflimurium sobre todo en Jo que corresponde ras pori-

nas (cSJ. 

2. El empleo del método de Schnaltman para la obtencl6n de 

PME tiene como prlnclpales ventajas lo senclllo de la metodo-

logía Ja obtención de las proteínas en su estado nativo, 

aebldo que no se emplean procedimientos dr6stlcos en la 

extracción de las mismas, aunque tiene como desventaja el conte

nido de LPS presente corno contaminante en todas las prepara-

ciones, ello obedece, en primer Jugar, que se trata del prln-

clpal componente de Ja membrana externa (ocupa el 45 X de la 

superficie bacteriana) en segundo Jugar, a que algunas PME 

esUn unidas de manera no covalente al LPS para llevar cabo 

sus runclones blol6glcas dentro de I~ bacteria (tf). 

3. se logró la estlmulaci6n de espfenocltos preactivados 

no activados con Con A (mit6geno especHlco para linfocitos T), 

siendo mayor la proliferaclón celular en el caso de linfocitos 

preactivados. 

4. Las porlnas solubles de s. typhi 9,12,Vl:d fueron 



capaces de Inducir proliferación celular tanto en esplenocltos 

de ratones Inmunes (mayor respuesta), como en esplenocltos de 

ratone& control. Esto concuerda con los trabajos de Bucnam 

Arko quienes demostraron que el antígeno capaz de proteger 

ctlimpanc6s contra la uretritis gonoc6cctca se encontraba en la 

membrana externa de N. gonorrhoeae (5). 

Se tia descrito un m6todo para activar llnf'ocltos, empleando 

antígenos de difícil purlflcacl6n obtención en grandes cent J .. 

dades (2). Este método consiste en obtener el antígeno (PME), 

separarlo por 606-PAGE, transrerlr papel de nitrocelulosa 

transformar las bandas proteíces obtenidas, en auapenslones 

finas por medio de dlmelll sulf'6Xldo. Estas suspensiones se 

colocan en las placas de mtcrocultlvo pera realizar la estlmula

ción de esplenocltos. La desventaja de este método reside en la 

dificultad de lograr partículas de papel muy finas para Que· sean 

Fácilmente fagocitadas por los macr6fagos. Sin embargo, este 

metodo nos permite purlf'lcar al antigeno1 adem6s, la cantidad de 

PME necesarias para Ja separacló·n por SDS-PAGE es mínima con 

las suspensiones de plipel se logran buenas activaciones celu-

lares. Una modificación hecha al método propuesto por Abou-Zeld 

(2) 1 consistió en teñir el papel de nitrocelulosa con rojo de 

Ponceau, localizando de esta manera las bandas protercas. 

5. Con el objeto de analizar cual era la respuesta el 

papel de nitrocelulosa solo, al papel de nitrocelulosa tejllldo 

con roJO de Ponceou al papel de nitrocelulosa con PME, se 

realizó un experimento de activación celular encontrtmdose Que: 

a) el papel de nitrocelulosa no tiene ef'ecto alguno en la actl-
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vación celular, b) el rojo de Ponceau tuvo efecto mitogénico Yi 

c) se dló proliferación celular en presencia de PHE en fase 

sólida. 

Se pensó Que el erecto mltogénlco del rojo de Ponceau se 

debió Que las c61ulas estaban preactlvadas, ya que en et ratón 

testigo no ee encontró el mismo efecto (gréflca 1 3). 

6. En experimentos subsecuentes se Jav6 el papel por va-

rias ocasiones mfls, deJindose de observar la prollferacl6n celu-

lar la cual se debta al colorante, ya que como mencionan Abuo-

Zeid cols. 1 los colorante& que contienen lcldo acético pueden 

ser mltogénlcos (2:). 

7. LB técnica descrita permitió obtener porinBS separadas 

de las otras PME la cantldact de proteinas en las suspensiones 

de papel de nitrocelulosa fue euficlente para provocar una 

respuesta prollferatlva celular In vltro de eeplenocltos de 

ratones previamente 1nmun1Zados con PME. La mayor respuesta 

celular se obtuvo como en las ocasiones anteriores, con las 

porlnas y menor para el resto de las PME. 

De acuerdo con to anterior se puede decir que &e cuenta con 

un moto do Que permitiré obtener cantidades suficientes de 

proteína, para emplearse en experimento& de la rama efectora 

celular que permitan dllucldar el papel de 11s porlnas de s. 

tr Phi en la protección contra la fiebre tifoidea, así como 

tambllln este método fue empleado para Identificar los determi-

nantes entlgénicos responsables de Ja Inducción de la respuesta 

Inmune celular. Con respecto lo anterior, se determinó Que de 

los tres péptldos probados, sólo el de peso molecular de 10 Kd 

•• 



era el QUe generaba una mayor prollferacl6n de llnFocitos 

inmunes, por lo Que se determino Que en ese péptldo se locall-

Uba el epitopo lnmunodomlnante. 



CAPITULO 
V 



IESUMEN 

El presente trabajo se realizó con el objeto de obtener PME: 

de s. typhi 9,ti!:,Vi:d con el m~:icimo grado de pureza posible 

también, para determinar si estas proternas eran capaces de 

producir prollferacl6n de llnf'ocltos inmunes In vltro. 

Las PME aisladas mediante Ja solublllzacl6n con un deter-

gente no iónlco, separadas por sos .. PAGC tuvieron pesos moJecu-

lares de t• ICd a 70 Kd. 

Se obtuvieron también porlnas de s. typh/ 9,fZ,Vl:d, 

las cuales caracterizaron el ec trof or6tlcamen te encontrando 

que sus pesos moleculares oscilaban entre 36 41 Kd. 

Por otro lado, se logró la activación de llnfocltos Inmunes 

provenientes de ratones NIH con el mlt6geno seleccionado (Con 

A), así como tambl•n con porinas solubles de s. typhl. 

Por lo Que respecta a la actlvaci6n de espJenocltos inmunes 

empleando J1s PME que habían sido separadas por SOS-PAGE, trans-

feridas papel de nitrocelulosa transformadas las bandas 

proteícas 1 suspensiones finas, se determinó que las proteínas 

cuyos pesos motecurares se encontr1D11n entre 38 4t Id (por/ ... 

nas) eran las que inducían una mayor activación de esplenocitos 

inmunes, en tanto que para laa proteínas de pesos moleculares 

menores fa respuesta prollferatlva fue menor. 

una vez determinado 

Inmunidad celular In .-ltro, 

dichas proteínas de Jos 

que las 

se hizo 

plptidos 

porlnas son las que Inducen 

la dlgestlon con CNBr de 

obtenidos se probaron 3, de 

estos ptptidos se localíz6 el eortopo lnmunodomlnante que se 

encuentra en el péptido de 10 Kd. 



CAPITULO 
VI . 



CONCLUSIONES 

t) Las proteinas de membrana e>eterna de s. typhi 9.12, 

Vl:d tienen pesos moleculares que ven de t7 ltd 70 ICd. Destaca 

un grupo de dos proteinas principales con pesos moleculares de 

36 41 Kd, las cuales· se tratan de las porinas descritas en 

otras bacterias Gram-negatlvas. 

2) Las porinas de S. t y phi 9112,Vl:d producen prollfe-

raclOn in vltro de esplenocltos procedentes de ratones Inmu-

nizados con PME de s. typhl. 

3) El motado empleado en Ta separac16n de porlnas del resto 

de PHE de s. t >phi por SDS-PAGC transrerencla papel de 

nitrocelulosa permltP. una ellmlnacl6n parcial de la contamina-

ción con LPS, asr como ta act1vac16n de esplenocl.tos In 

vitro de ratones Inmunizados con PME. 

•) De loo pt ptldo• de 

rrespondlente 10 Kd 1 se 

porlnas, se 

localiza el 

demostró que en el co-

epttopo lnmunodomlnante. 
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8, f MATERIAL. 

8, f • f MATERIAL BASICO DE LABORATORIO, 

.. Asas bacteriológicas. 

- Botellas de ' litros para cultivo bacteriano • 

- Cajas de petrl , 

- F'lltros Millipore estériles de O. 2 2µm. 

- F'rascos ambar de 250 mi con tapón esmerilado. 

- l~strumenial Quirúrgico. 

- Matraces aforados de f 00 mi y 500 mi, 

.. Matraces Carlenmeyer de 250 mi • 

- Micropipeta ajustable hasta 20 µI • 

- Micropipeta ajustable hasta 200 µI. 

.. Pipetas sero16glcas oe t mi 1 5 mi 

- Pipetas volum6tricas de tml 1 5 mi 

10 mi. 

10 mi. 

- Placas para microcul ivo de 96 pozos Nuncclon. 

- Puntas para micropip.~tas • 

.. Tubos cónicos desee! ables estériles de 1 O mi y 50 mi. 

... Vasos de precipitado de 5 O mi y de 2 5 o mi • 

8. f, 2 MATERIAL BIOLJGICO, 

B • t • 2 • 1 Obtenclon e e PME y porlnas • 

Cultivo Bacteriano 

al Cepa de Sa/monel/a typhl 9, t 2 VI :d, aislada de un 

oaciente con diegn6stico clínico y tiac:teriol6gico de fiebre 

tifoidea. 



8. 1 • 3 REACTIVOS • 

• Acido acético (Merk) • 

- Acido fórmico (Merk), 

.. Acrilamida (Biorad) • 

... Albúmina sérica bovina (Sigma) . 

• Azul de Coomasle (Merk) • 

... Bromuro de cianógeno (Merk) • 

- Carbonato de sodio CBaker). 

• Citrato de sodio (Baker) • 

.. Cloruro de sodio (Merk) . 

• Oodecil sulfato de sodio (Herk) • 

• Extracto de levadura (8IOX0/1) • 

• EOTA (Sigma). 

- rosfato de potasio monoblslco y dib6slco (BaKer) . 

- Glicerol (Herk l . 

- Glicina ( Merk ) • 

- Glucosa (Merk ) • 

- Hepes (Sigma ) • 

- Hidróxido de sodio ( .Jaker ) • 

- Metano! (Herk) • 

- Persulrato de aman/e· (Baker) . 

- R!activo de F'olin clE:olteu (Merk) . 

• Sulfato C1e amonio (1Jaker) . 

• Sulfato ae magnesio (Baker). 

su1rato de cobre pentahidratado {8aker) . 

- Tartrado doble de sodio r potasio (9aker) • 

• TEMED (LKB) • 

S6 



- Tris (Sigma) • 

- Trlton X-100 (Sigma). 

8 • 1 • 4 SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO • 

8. 1 , 4. ' Medios de cultivo para bacterias 

- Agar lnfusl6n cerebro cora16n (BHI) . 

- Medio minlmo de sales "A". 

8 • 1 • 4 • 2 Aislamiento de las PME 

- Hepes 10 mM pH 7. 4, Trlt6n X-100 al 2X. 

- Tris 50 mM pH 7. 8, Trlt6n X-100 al 2X. 

8 , 1 , 4, 3 Cuantlflcacl6n de proteínas 

- Sotuc16n patr6n de proteína : Albúmina sérlca bovina al 

O. IX 

- Carbonato de sodio al 2X (soluc16n alcalina). 

- Tartrato de sodio y potasio al 2X. 

- Sulfato de cobre pentahidratado al 1 X • 

- Reactivo de Folin-c1ocalteaus • 

8. 1 , 4. 4 Electroforesis en gel de pollacrllamlda , 

.. SoJuc16n de acrllamida. 

- Amortiguador Trls-HCI 1 • 5M pH 8 • B 

- Amortiguador Trls-HCI O. 5M pH 6. 8 

- SOS al IOY. 

- APS al IOY. 

- Amortiguador de muestra 
&T 



- Amortiguador de corrimiento : Tris -glicina pH e , 3 

- Solución colorante de azul de coomasie 

... Solución decoJof-ante 

8 . t • 4 • 5 lnmunoelectrotransferencla 

- Amortiguador de transferencia : Tris-glicina pH 7 , 9 

- Amortiguador de fosfatos salinos pH 7. 4 

- Solución de lavado : PBS-Tween al o . 1 ~ 

8 • 1 • 4 • 6 Digestión de porinas 

- Bromuro de cianógeno 

- Acldo fórmico concentrado 

8. 2 PREPARACIDN DE MEDIOS DE CULTIVO SOLUCIONES • 

8 • 2 • 1 MEDIO MINIMO DE SALES "A" 

fosfato de potasio dlbéslco 

fosfato de potasio monobáslco 

citrato de sodio 

sulfato de amonio 

sulfato de magnesio 

7. o g/I 

3. o g/I 

0.5 g/I 

1. o g/I 

O. 1 g/I 

Esterilizar el medio a 15 lb de presión, t 5 minutos, a 120 

oc. Posteriormente adicionar 20 mi de glucosa al 12. 5~ Y 

to mi de extracto de levadura al BY. ¡ previamente esterlll-

zados a 1 o lb de presión 1 1 O minutos . 

6, 2. 2 SOLUCION DE LAVADO 

Hepes tO mM pH 7.4, Tritón X-tOO al 2 ~ 

&8 



he pes 

trlt6n X-100 

2, 6 g/I 

20.0 g/I 

8 , 2 • 3 SOLUCIONES AMORTIGUADORAS PARA EL AISLAMIENTO DE LAS 

PME. 

Tris 50 mM, EOTA 5 mM pH 7.B, Trll6n X-100 al 2 r, 

tris 6.05 g/I 

EDTA l. 86 g/I 

triton X- t 00 20.0 g/I 

agua de&tllada e , b , p • l. 00 

Hepes O, O t M pH 7. •, Trlton X- t 00 al U 

He pes 2.6 g/I 

Tr!t6n x- too 20.0 

agua destilada e • b , p , l. 00 

B, 2. ' SOLUCIONES Pr.RA LA CUANTIFICACION DE PRDTEINAS POR 

EL METOOD DE LDWRY • 

Solucion para la curva Jatron de proteínas 

Albúmina sérlca bovina 

agua destilada e .b .p. 

Reacti11os para la curv.·' patrón 

Carbonato de sodio 

HillrOxillo de sodio O. 1 M 

Tartrato doble de sodio potasio 

Agua destilada e • b • p • 

Sulfato de cobre pentahldratado 

Agua destilada e • tJ • p • 

EST.it :·E~~ i 
SiiUQ DE 1 t\ 

25.0 mg 

25.0 mi 

2.0 

100 mi 

2.0 

100 mi 

1 .o 9 

100 mi 

~~n í:.tB~ 
il'n• ¡r,.,,.,.,R 
~lt;t,u;; 2.b 



Reactivo de F'olin ciecolteu 

Agua destilada e .b ,p. 

8 • 2 • 5 SOLUCIONES PARA LA ELECTROrDRESJS EN ACRILAMIDA 

Acrllamlda 

N'N bismetilen acrilamida 

Aforar a 1 O O mi con agua des Ionizada y destilada¡ filtrar 

2.0 

6.0 

mi 

mi 

30.0 g 

0.08 

en papel Whatman 1 't y mantener a ' oc en un rrasco émbar . 

Amortiguador Tris-HCJ f • 5 H PH 8. 8 

Trtzma base 

Ajustar el pH con HCJ 2N y arorar con agua destilada 

deslonlzada a 1 oo mi 

Amortiguador Trls-HCJ O. 5 H pH 6 • 8 

Trlzma base 

Ajustar el pH con HCJ 2 N y arorar con agua destilada y 

desionizada a 1 oc mi 

Amortiguador de muestra 

Amortiguador Trls-HCI pH 6. 8 

sos 

Azul de Bromofenol al 1 ~ 

Glicerol 

2-Mercaptoetanol 
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6.0 g 

6.0 g 

25 mi 

2. o mi 

0.1 mi 

10 mi 

5.0 mi 



Amortiguador de corrimiento pH 8 • 3 

Trlzma base 

Glicina 

sos 

Agua destilada y deslonizada c.b,p. 

solución colorante de proteínas 

Metanol al 50X 

Acido act-tlco 

Azul de Coomasie 

3.0 

"·. 
l. o g 

l. o 

Agitar durante 30 minutos y Fiitrar en papel Whatman 4 • t • 

Soluclon decolorante para el azul de Coomassle 

Metano! 

Acido acético 

Aforar a un litro con agua destilada • 

Gel separador para I• placa de electroForesls al f f • 5X 

Acrilamicta 

Tris-HCI 1 • 5 M pH 8. 8 

Agua destilada y desianltitda e , b. p • 

SDSalfO~ 

TrMED 

PSA f OX 

Mezclar el agua , tris y acrilamida¡ desgasificar la solu-

ción ae 3 a 5 minutos para posteriormente adicionar el SOS 1 

TEMED y PSA. 
61 

50 mi 

zs mi 

f t.!I mi 

7. 5 mi 

t 1.0 mi 

O .6 mi 

o.ot mi 

o.os mi 



Gel Introductor para placa de electroForesls 

Acrllamlda 

Trls-HCI o. 5 M pH 6 . 8 

Agua destilada y deslonl1ada e .b .p. 

SOSaltOX 

TEMED 

APSaltOX 

8 • 2 • 6 SOLUCIONES PARA LA ELECTROTRANSrERENCIA 

Amortiguador de transferencia 

Trlzma base 

Glicina 

Metanol 

Agua destilada e . b . p • 

Amortiguador de rosfatos (PBS) 

Cloruro de Sodio 

rosfato monoblislco de sodio 

Fosfato dib:asico de sodio 

Agua destilada y deslonlzada e • b • p • 

8.3 METODOLOGIA. 

8.3.t MCTOODS BACTERIOLOGICOS. 

bacterias. 

2.5 mi 

3.75 mi 

7.5 mi 

o. 15 mi. 

7.5 µI 

50 "' 

9. 075 g 

43.2 9 

600 mi 

2400 mi 

B.7 

º·' 
2.7 

1. o 

g 

g 

g 

Para preparar Ja semilla hay que sembrar s. typhl en 

cajas de petrl con BHI incubar de 18 2' horas, en seguida 

tomar 3 asadas del crecimiento, colocarlas en 150 mi de MMA 
6Z 



suplementac:Jo Incubar de tB 24 horas. Al cabo de este período. 

de Incubación crecer las bacterias durante 8 37ºC 200 rpm 

en medio mínimo A suplementado con o.rn de extracto de levadura 

0.5X de glucosa. Posteriormente, cosechar las bacterias. en 

fase de crecimiento logarítmico, por centrifugación t650 xG 

durante 15 mln Resuspender Ja pastilla bacteriana en 

amortiguador de Hepes O.Ot M pH 7 .4, conservar -2ooc hasta su 

uso. 

8.3.2 METOOOB BIOQUIMICOS. 

Aislamiento 

La obtención de PME de las cepas trabajadas se reallza de 

acuerdo al método c'.e Schnaltman (63), para ello aJustar las 

bacterias cosechadas e··, la fase de crecimiento logarrtmlco una 

c:Jensidad óptica de l.C 660 nm¡ posteriormente romper mediante 

sonicación 180 watts por períodos de mln en baño de hielo 

hasta cJisminulr la absorbencia 0.3. Para eliminar las bacte-

rías enteras de la suspensi6n sonlcada, centrifugar 7000 xG 

durante 15 mln, del sobrenadante &edlmentar la envoltura celular 

por ultracentrifugación 200 000 xG/45 mln 'ºC, solublllzar 

ésta con Tritón X-tOO al 2X en Hepes O.O! M pH 7.4. La 'raccl6n 

insoluble en Trit6n X-too (membrana externa peptldogllcana) 

sedimentaria por ur tracentrlf'ugación en las condiciones antes 

mencionadas para lograr Ja extracción de las PME resuspender 

en Tr1s-HCI PH 7 .2 Que deDe contener tr116n X-100 al 2X 5 mM 

de EDTA, incubar durante 10 mln 37DC posteriormente ultra-

centrifugar 200 000 xg/•5 mln./37DC (6•). Recuperar las PME 

ciel soorenadante mantener -70ºC hasta que se utilicen. 
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8.3.2.2 Purlflcaclon ~ porlnas 

La obtenclon de porlnas se efectua mediante el método 

descrito por Nlkaldo ('8,,9). Cosechar las bacterias en Ja f'ase 

de crecimiento logarftmlco ajustar una densidad Optlca de 

t.O 660 nm, posteriormente romper por sonlcaclOn en períodos 

de dos minutos en baño de hlelo hasta disminuir la densidad 

óptica o.J. En seguida eliminar las bacterias enteras por 

centrif'ugaci6n 7000 xG/t5 mln, obtener la envoltura celular 

por ultracentrlf'ugacl6n 100 000 xG/30 mln 2ooc, solublllzar 

tsta en Tris fO mH, pH 7. 7 adicionado de SOS al 2-X y Incubar 30 

min 32oc, posteriormente ultracentrif'ugar someter el sedl-

mento a. una segunda solublllzaci6n en las condiciones descritas 

anteriormente. [J sedimento de este segundo proceso, contiene 

peptidoglicana 1 de donde •• extraen las proteínas unidas ella 

solubillzandola con Tris ~o mM, pH 7.7 que contiene 909 al 2-X1 

COTA 5 mM, NaCJ 0.4 H p .. mercaptoetanol al o.OBX; desputs de un 

periodo de incubación de 37oc1 ultracentrlf'ugar 100 000 

xG/30 min a 25ºC y pasar el sobrenadante a través de una columna 

de Sepnacryl S-200 (80 cm 2.6 cm.) con una velocidad de flujo 

de ml/h. La f'racci6n que eluye Inmediatamente después del 

volumen vacío 1 se detectada por absorbancla 280 nm. Para reu-

tilizar la columna, lavar con un volumen equivalente dos veces 

el volumen total del gel. 

L1ofi11zar las porlnas pesar tOO mg de BrCN (cantidad 

emoleada oara digerir 

de acido fórmico 

mg de porlnas). Adicionar al BrCN mi 

adicionar esta mezcla 
&4 
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zadas. Agitar proteger de la luz. Mantener la reaccion durante 

20 hrs.; al cabo del cual, colocar la mezcla dentro de una mem

brana de dlallsls para permitir el paso de las moléculas menores 

21000 d, dializando este contenido contra PBS pH 7 ·' con cam-

bios frecuentes del amortiguador hasta eliminar completamente el 

BrCN (1). 

11.3,3 MtTOOOS llNl\LITICOB. 

Determinación proteínas. 

Para cuantificar el contenido de protelnas tanto en la& 

preparaciones de PME (obtenidas por Schnaltman) como en lis de 

porlnas purificadas¡ realizar el método de Lowry (33) empleando 

1lbúmlna sl!rlca bovina como proteína de referencia. 

~ Electrof'oresls ~ protefnas !!!' i!!.!t§ 

~ filill ~ sulfato ~ ru!.Q!!! (805-PAGE). 

Real11ar la SDS-PAGt de PME porlnas en una unidad elec-

troforétlca para geles verticales en placa en condiciones reduc-

tor1s sistema de amortiguadores discontinuos (31). El gel 

separador debe contener H.2 X de 1crlla~lda 1 2.5 X de bls-

1crllamlda, 0.19 % de 605 en amortiguador de Tris-HCI 0.35 M pH 

e.e. El gel Introductor debe contener fi X de 1crllamlda1 0.13 

de bls-acrllamlda, 0.1 de 909 en amortiguador de 'Trls-HCI 

0.125 M pH 6.8. Como amortiguador de muestra usar Tris 0.12:9 M 

pH 6.8 1 Que debe con tener SOS al :(, P-mercaptoetanol al S "' 

glicerol al 10 ~ azul de bromof'enol al 0,005 Y., 

Llevar cabo el corrimiento eJectroforétlco colocando 30 

mA por placa como amortiguador de corrimiento Tris 0.029 M, 

glicina - 0.192 M, sos al 0.1 pH 8.3. Posteriormente teñir los 
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geles durante en una solución de azul de Coomasle R-250 al 

0.25 en metanol-écldo ac~tlco-agua (45:10:45). Decolorar con 

una solucl6n de metanol-écldo acético agua (6:t0:85) hasta que 

el 'º"ªº del gel sea transparente. 

1 n m un o e J ec t ro t r ans f erenci a. 

La eJectrotransferencJa de PHE porlnas de los geles de 

POliacrilamida a papel de nitrocelulosa (PNC), se lleva a cabo 

durante t.1B hr& eo mA en un equipo Tr•n•phor, El amortiguador 

para Ja trans,erencla debe contener glicina 192 mH, me tanor al 

20 X en Tris 20 mH, pH 6.3 (74). Transcurrido este tiempo para 

comprobar que Ja transferencia se llev6 • cabo, teñir una parte 

del PNC con ro Jo de Ponceau durante 5 minutos lavar en seguida 

con PBS-T (Tween 20 11 o.tx en PBS). 
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