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T, RESUMEN:

En urganismos’eucarirnﬁes se ha visto que =n 21 citossque-
leto, uno de sus componentes scn los microfilawentos, los gua
estan formados por polfmeros de actina vy micsina; algunag -==-
téenicas que son Utiles para =) estudio de proteinae dol gi---
Loesqueleto las utilizamos para identificar una proteine simie

lar actina en Salmonella typhimurium LT~2, basadas sn el hecho

de que vya han sido realizadas en otro organismo procacicnte -

como g5 el caso de Eschsrichia coli,

Las tdcricas utilizadas en ests trabajo fuoron: electrofo-
:gsis unidimensional, clectroforesis bidimensional, purifica--
cifn por ciclos de polimerizacibn-despclimerizacién, protefli-
sis enzimfitica y elaboracién de anticuerpos contra r<tinas de
pavo, buscando la po-ibilidad de reaccifn cruzazada con una ==

fraceién bacteriana,

Las fracciones membranal y citopldermica chtenidas ropr el w-
nitodo do aliminacién de la pared zon tisozime y un extracte =-
bacteriano total ebtenido por ronicacién, e corriceron en elec-
iroforesis unidinensional y bidimznsional ~n geles de poliacril
anida~Glf junlo con 2.tina <e miscule esquelético de czonejo, --
encontrindose on todos los casos la existon:ia de protefnas con

Piis y Pls similares @ actina de misculo esquselético de conegjo.

Al intentar le purificacién de ls protofna bacteriana simi-

lar o la actina de conejo medionte cicles de polimerizacifn-deg



sin tratamianto.da acntnna ‘2 ‘ex fac to: bactstian . nste méto-

do se algu16 para cada una ce 13% trﬂs fracc*onas mancxnnadas,

‘con los mismas resultadns."'

‘ Ctru forma de caracte izar la ro'ible actina presente en la

bactcria fue utilivando el nétodo da Clevelande Daspude dael tra

"tanzento con:proteasn ‘Y- 3 de Staphylococeus aura2uz, se nocnntrf

qua un pﬁptido bactexlano sp ~no2 on ftacclﬁﬁﬂu, nisntraa -

'iqun 1a actlna s0ln. an 2; 1a nouilidad -2 1ng péniidos rasilian-

tos da la actina,de conejo ~s comin con 2 péptidos do la ===

fraétidh,bagteriana.

Conaidsrande ol resultado ante-ior y que la actina es defi-
nida como una protoina altamente concarvada se procadid a indue

cir la formacién de anticuerpos contra actinas de misculo y mo-

"lieja de pave, mismas que fuercn purificadass Tanbién se purifl

£o actina de misculo de pollo que sirvid de controls Llos anti-
suzros obhtenidos se probarcen por innmunciifurifin y se encontré =
Que éstos odemis de presentar rensccidn de nrecipitacién con su
respoctive antigeno {actina), t2rbién precontaban reaccidn de -
precipitacifn con actinar de olras fuentes v ademnfa con las --
fraccioner bactrrianas menbranal, citopldemica v sonicaeda de -

S. typhinucium LT=~2,




1r) mhowtcmu, e |
El c;tn95ﬂunleto se d"flne como un rrﬂ*Uﬂto deleﬁifuctJreq
citcpléemicas que ‘dan forma a. la cﬂlula Y qun e un conpleio os
:jpuctural dinamico. que puede,acyuar‘qonc un clemcrte dg  sopor-
.39 o exbnrimentar»cnnbiDS‘fﬁpidos enréatructdrﬂ’y diéﬁ sieddn,
La 1ﬁjor£a de las chlolas eucer «ntic:s son pleomdrfic"e yé--.

;8ue presentan alto grado de crnanlzacién intcrna. Fue'nn santa

tiar de ferma, nroducir mouiwinntoq en su 1nt"rior con gl‘fi,_f

de JL:yribuir sus c nanalo' ¥ @n Dcaqirnet pu>dnn mi"'"r cc un.

los Filamentos internediu;,wlgs L 105 nxcrnfila-

'm ntos (19, 2&, 2!

LosrmitroﬁGbUIOs*éqh,c:truétdtaé tubulares e longitud vaoe
riabla con didmatro da 25 nm, con orosor dz parad de § nm; ms-

ten constituidos por una protefns ~riraipzl donominada Suhylirna,

"

cta rrotefna se ha conservtdo furarte la eynlucidn « frerme un
dimuero de aprowimademonte 118,008daltrnos, resultade de la inte-
raccién do dos polip&ptidos; unc de 53,000 deltanes llamadn alfe

¥ ciro de 55,000 maltones denoninado beta (10, 19, 39, 44),

Los Tilamentoe i-termodics rocibon o nenbre ya que su ==
tamailo os intermeZio entre los plerotdiuvlus y lug nicrofilamen-
tos. Tienon un didnetro de 10 nm por lo que se conocen tumbién

cone los {ilamentes ca 100 ﬂ, cu lincitud es voriable y a veces



faa (17). de

déluﬁifugéqﬁeletd. -—

forma. de redes f;nas ‘dé ‘déliczdos filamantos

de c nn de ulémntro con 1a écnica de alto voltaje. Zstog ~=

fs 1amqntoq se intercunertrn ienarg sl‘fcrmannc unz rod fina o

malla _ribinen~10n=1 ﬂun ;arﬂntnnantn conncta lan -otructuras

culula:un cotio nibrqquulor c1rtnrn ¢ del retfculo ~ndoplds--

alco, pnlisona b'fihrﬂ _sién; SAdn no ce conoce la no-=

Lurolaza noln:vlwr dn lnn T Erofvabﬁéulas: cin erharooe se cugle=~

Le-us su mrrieing cnonuy r1n115r a actinz (17, 139),

Los microfilamontos reisn frrmados por lo- filermontos delw
gados {v tina) y los filamentee aruesos (micsina), Ambos tienen
una partiecipacién importantc en mecanismos de contractilidad, -

motilidad v citoquinesis (&, 18, 19, 39, 47, 53).

4
Loe Tilanentos delgados ricden de 5-7 nm -le didnetre, son -

da loncitud vosisble y por 1o rogular se gncuaniren como hazces

e tienen o 0.1 um A 0.2 un de difmetro, Exi<tor an cflulas -



~43 nan dwl‘ones,

( a, 1s 19, zs. 33. 3B, au, 51 )

La e"tﬁna‘ﬁs ,na p-ct-‘na Wsisuz s 1as ecAlulre 2yn-cife-

Aticas (s, 19 23, 75 39). 35 .1a ha nngontradc con relativa --
abundancia en un--';ganarigdad de chlulae (17), talee rcrro -=
eritrocitos (sa), pleq‘:‘r (A0), plantas (7, 11, 30, 71, an,

46, .55, 55, 57 58),'uw canhro de rata (40), corazfn de ‘oui-

“nes {71); .de p;otozqitlns (19,_39, 47, 63}, etc.

La attiﬁarvs bné“brotsfna conservida en la =scala eveluti-
va'y existan difarentes tscfosmes de ellas (1, 18, 21, 27, 43,
71; 76). Esto ce domontrd ceterminando la cstructurz rimoria
‘de las actinas obtenidas de divarsos funntes, encentrdndose we
que por lo menos hay seis actinac que vorfan en al-ounos aming=
Acidos del oxtrerme aring tor-inal, lo que produce alqunac diem
ferencies er el punte isorléztrico., Lac actinas de mi-culo =
tienen un PI de 544 y =3 les denemineg 2lfa; lae ecélulpe no --
musculares tienen (or i=csctinas diferentes, tianen un PI lige-
ramente més bivico que la actina alfa y se les denomina beta y

gamma (1, 16, 13, 22, 23, 70, 71, 72, 13, 43).

Dentro de la célule puede enzontrarse le actina en dos ~-
formass como protefna globular, a la que ss da el nombre de --

actina G o monom&rica; o constituyendo filamentos nue resultan



afcniuiéw Es‘as p

de entre-

Cgruzary Eeta nnfrnrruznn loe fila

laufpfmg,ﬂﬁn o racimoc, Por - njampl - la protrina ﬂ”P en-macrn

-fagos o,plgqqgtns s la filenina en. cﬁlulaq do higaea, 451 ce~

Zebrd, daliE“Li;oides g qal;mucculn Batriado,

2.~ Frotefnas moduladoras dp actins sonsiblaes a calcio -

nue Forman gefas'déﬁiiés] por  ojemplo la alVa=actinina.

Se= brrtnfnas moduladorz: de actins insensibles @ caleio.
Cutas. intiraceicnon coro 1a actina globular e impiden la polie-
m+izozidne  UIn ejemplo es s profilina (13, 19, 28, 29, 132,
33, 39, 74).

Yietpe al nmicro-copin electrfinice loz Pillamentos do acting
censisteon de dos cadenas do actina glechular de 4 nm de didmetro
enrollodas formendo una hélice, cuyos extremos se unan cop law-

molécules de miosina. Lus estructuras que se forman al inte-=



-una protefna

mada por sais,pollpéptidos.vdu=7*auanas pesadas de 200,000 Zal-

: _tonas j dos ‘pares da. li1=ras dg 20,000 y 16,700 d-ltones. Les =

caﬂenas pesadas forman flbras con extremos glcbuleres 0 cabezas

qus ?é asocian a los Tilamentos de ectina para la cantrazeién -
" del sarcémero. Cuando 12 2ctina se ococla 8 la miosine in vitro
»e activa la ATFaza de la micsina, indeoendientemente de 1s orp

sencia de calcio y es rwegulada nor troponina y tropomiosina, =-

£stas dos protefnas inhiben la interaccifn de la ricsina y la -

actina en ausencia de caleio, EZm cflulss no rucscularns, rs «--

inportants la fosforilacidn de lg miogina por mecanismos depen-

dientes de caleio y una enzima cfnasa espec{fica (19, 39, 50, -

59).

Existen dos metodolocias SA-icas para 21 estudic de la ==
estructura del citoesqueleto que son : la microscopia electré-

nica y la inmunofluorescencia {19, 36, 39).

Le microscopia elestrénica pucrle hacerse por tincifn negs
tiva, que permite observar sin nocesidad de harer cortes fines
do estructuras particviares o fibrosas, o medieante la soluhilie
zaclén de la membrana y extrasccifn de la matriz citoplécmica =

con el omplep de dotergantesz no lénicas, los que dejan como --



‘rasiduo una; rnd dn fllanentos dlfarentes‘ que en rnnJuntu repra

rnagy acxing ]

Aunque 1a alta concervacién de lasz protefnas de aste ti-

:pb buede presentar inconvenientes en la elaboraclén de anti-e-

B

Eperpés, astos inconvonientes pueden =er cuperados con la des-
naturalizacidn de las protefnas con 5253, posteriormente re---
duccibn con glutarzldehido y por Gltimo reprecipitacifn con -
ﬂlcl3 . EIl producto 2z utilizado con adyuvantes obteniéndose
buanos tftulos de anticucrpos (19, 36, 39, 44).

La investigozidn “ioquimica do los vicrofilamentos (actina
y mipsina), se inicid .on J, T £dsall en 1930 en protefnas ==~
contrictiles de md-culo de conejo, quifin axtrojo en agua frig=-
ung fraccién soluble 2 la que se cdenomind mibneno, encontran--
dose una buaena cantided tn protefna residual que podfza extraep
~-ge con KC1 0.6 M frio ¢ precipitarsn por cdilucidn o0 nor ===
didlisie del oxtrecto para disminuir la concantraci6én de KC1,
Tal protefna nr lo que ahora so conoce cono miosina ¥y octe w=

axtreoto odpmds contione una buena centidad de cctina, Peste--



9

}ninslna gQuaba ’nvalucr'da en. el Proceso con+ré til dnnan#- 2tp

£qm 1941 Zanca, SzantQSyBrgyi Yy en 1%42 3traub descubriercn
que adeinds de la riosina se encontraba actina en al nds:ﬁlo an=~
qualgiico dao conzjoe La astina fud aislada poc psimerz vez on
1942 por Straub secperando la protafna en forra viscosa de un -
con.lajo d2 acterminsinae. En 1743 Straub revel6 que la actina -
pugda zar obtenida en forma viscose (actinz 5 o glphular), ww=
Actualments za definen doe componentes principales d2l misculo-
esqualético : actina y miosina, que repraesentan aproximacdamante
un 10 4 fal ane=ntp coatréctil. Exicten ctros =n manor Srennp- -

cibn como con trepcnina v tranomic-~ina, protefna ©, etc, (38,

39).

Sa encucntran an lz litcratura un sinndmero de reportes
de trabajos do aislamieznto, purificacién y caracterizacidn de -
actina y miosina de organismos euczriontes, en cflulas muscula-
res y no muscularos. Actualmente se estudia cnn mucho interés
1a posible funcién que tiene la actina =n protnzoarios parfsi--

tos, a la cual se 1o atribuye participacifn en fendmenos tales-



o 53), .La lb:aiize-é

A nictplutics’

_ U
‘1qy-cn anticuetpos 1Cﬂc""““:if

»alg tluoresc; zia ‘on aemsrana

dﬁ ﬁq la 27t na “dn mritia ne oa 2anhz de —e

,qnmc las actinas musculer-s (A7, 7).,

estu 1os que getablecen la existencia de posilas pro-

rltoesqunlnto ¢2 naucarinntes en er-anisnos prorarien

o Eéé.“Sa tiannn raportes de la existencia de protafnzs rinilo--
“'res & astina y micsina en E£. cold (43, 50, ©1), En ntros trz-
bajos &o estatlezs 1o existencia on 2lgunce procariontes como

So.cenplis fe1Y) eo - ilcspecus aursue Torms L (18), T oonanesna

santhus (%), koaudomonte, Proteus y Photob: ztesiun (75), —==

Tales es'ructuras ce llaman ranidesomas y zlgures investigadores
los llaman microtdbulos, gqus se forman y presentzn en bactorin

en forma L conr rl otaTilococo o bian en hartarisae en fase de

drgenaract i.or Eetas e~tructuras s han rhreacvado

por nicrocepia electrdnica (44).

En 1o que concinrne 21 eostudio de la actinz y 1la mipeina

procariontas sr cuonta con muy rc-os roportes.  Aiekoff v -



nlﬂqina de,mu<cu o ps uelé*irn da conn4r.,f

vitro . La té nlca da ﬁurlficacirn amplua“a'as muy sislar o

la de qudlch v Jaf para pucific“r actinn de ml-culo esuslé--

tico de fnnﬁjn pnr-ciclns de pelinecizaci fn-rocnnlines
2n prasencia y ausenciz d-s KL 0,11,

3.= Capacidad r~ a=tivar la "g~ATPasz de mi-cule,

La mirsin: s purificé nor su ~olubilided -n KI1 7.6 M

o id-ntificada cu movilidad op ~rlas de npldianr lenida=tg,

La confirmacidn de 1o n-xistracie de a3:tina y mic-inz en

Ee coli e dib por resuliados de estudios do mircre=sofiis =-=

electz6nica an lns qun c2 obenrvf la formuecién de filameptos -

arueso: de tamafio uniforme e 7.6 y 0.7 um dn longitud v cerca



nosd han hechoexparinentos que demusa-

ina-an Salmonells tunhinmurium,

to 2 B, coli.




S 13

111, 0BJETIVOS :

'a) Demostrar la existencia en Salmonella typhimurium LT-2 de
) una brctefna similar a actirz, cuya presencia est plenag--

mente demostrzde en eucariontes.

b} Buscar le localizacién de este protefnz en la bacteria.



TV, BATERIALES Y FETOMS.

to f.
'bdricu, tetraborato da sodia v ciﬁ:ayq dé

Bakur: - Xalostee, méxicoi

Sulfate dn coben P“ntahld‘ﬂﬁafﬂ, *"rtrntu da codiu y oua--
slo, reactivo do felin, etanol, 4cido fcrfurico, rln-urn da- po-~'
tasio, metano} vy cloruro ce 11un~nio fuarun de. mgrck Darmqtadt,

_ Rap. Fod, de "lemania.

Azul de Tnomancis G-250, tris nrade smortiguader y reactive,

lizozinma, proteasa V-8B de Staechilocoeccus aureus, glicercol, ATP,

giviaraldehido, mercador ¢ de pu:o ooleczular, adyuvente compla-
to ¢ incompleto de Freund, inhibidorz: de protescas y suero de
chivo anti IgG dr conejo rucron da 3icma Chemizal Cc., Gts ==

Louis ML. EUAR.

Agar hacterinlfinico, agar 3-S5, dertrosa y peptonz de casaf-

na H fueron da Jiexen de [éxicos



AT X B

JAcrilaiide’y ti

“fiodio girs

. poptona d

g hEdinque

béptona “de gz eefﬁf‘la»

S.= Soluciones v soluéidne}-tébuladoraS'(4);
2) ‘solugién rngulradr.)ra de '5ci'do—b'6ribo-b6rax, 0.2 i y pH 8.8
b) Soluciones :e:qlédorés.de fosfatos 0,1 My 0,1 (0 do ph ==

7.0 y 7.4, respactivamonto.

c) wuvis normal:

Se pe»san por segparade-f ..

KpHPOy eieeviransniariaannens  0,0402 1
3 ceare A,

KH L, waeessnrveniisnsanes o7z o

MO56, eeecacsseseccorraancianes  0,00083 0

(HH,) 50 cenrnerisersrinriaceseons  0,0075 00




-' 'rw\arﬁ -\1 r"!"’in Pior
.antn dien)yer -

1, uc Tumen r‘m—-—xgr‘o.

f) :xolu-:u:n rerxularma r'n triq.w '

g). legulador THK ¢ :
Tric 921 0,01 W oo nF 7,45 n‘gsc‘ 201 Enl LS,

5.= Anticueros.
La prsparecifn de los anticusrpos se hizo en conejre machos
da la reza l.usva 2nlanda de & po-en de atad,

7+= fuante de poder nue [ccrarcione hasta 870 voltios y corriuon-

te crn«:tan_tz;-(-?til pars aloctroforesic uni v+ hidinnnrinpall,



S mETCDOS “

nc.nal a’*ar j peptona drs ca»m'

Lo., n-r'm “n cult veise: est'

T-f*‘-“ﬁn Haiva o - (121.'

De un cnncja. oevo G-calos do =

la—""palda vE dgl 3 olo

an l*nri'xron de tqjlr‘n E

quennr ﬂun e runpnndiernn on S unlimenns desuna rolucién-cun -

centenia KC1 0.5 T y IJaHsz«,S nl" (amor £inuador B} y e hrine-

. s
a

izaron en un mortero © temp*-r'!tura dr mezela de ac Yopa y -

hiclo seco. Este hororm lZ"dO sn tran firid a vas0= prccxpa—

c

tadog dendn se aritd por 18 cinutes 2 4 TC. Le rucpensibn se -

cant>ifuxb durante 10 minutos 2 5,000 repem. a 4 Op vy la pasti-

-

la se lavé 3 vec:s cen 5 voldmengs de agua, ajustando el pH =

desiud~ de cacs lavido a 8.2 ccn NaZCC3 1 M « De2spuds del Gl-




N L T 18 :
ﬁtinu lavnd011a‘paﬂ*"‘lé.a' rfhucp“ﬁﬂ‘,j;

na durente 15 r“nut:t:u- a tcnp=r3tu

ag

7,2 B, ee=-

L_rgslduc v al filtro s¢ lavaron con 10 vclémenss -

‘de amortiguador 5.0 Los filtrados =o mezelsron y se las cuanti-
Lhe B . - .
Pico-la:concantracién de protefna, Este oxtracto pretefnico -

'?dé:utiliaadn para la purificacién re a-tina por pclimerizacibn.

c) "Purificacibn de la actina por polimerizacién,

£1 extracte chtenido de los polvos ceténicos fué centrifupa
‘uo L onora a 5,J00 rupene, a 4 DC; el sobhranadante sn ajustf =
a una cincantracién de 10 =l de.¥Cl y 2 sl de ByCl, ~a aqité -
svavamente por 20 minutos a temperatura arbisnte. A4 crnbtinuae-
£ifn 1la suspensifn sc deif ogitando de 10-14 horns 2 4 %, -1
precipitado de actina pelimerizada s2 rosuspondid an el ancrew-

tiguador 5 y en diali+f scntta octd mismn amorticuacer duranta

1 dfa, comhiando el amortiguador cada 12 horas.
Durante la diflieis, la actina polimerizada (tapbién llama-

da actina F! g5 despolimerirada a la forma monomézica o actina



;Sq.:bnpia;on»por'sonicecifn en una unidzd de ultra-c~ido

n .

uspendieron en la

qugrp:arcniihhiﬁlécr€s dr protoasae,

"f(_ﬁhuf§dturing Sciertific Coulparent) a 0.0 “op dura ‘- 9
‘mifvtos totales, rofartidos en 3 fienpoc do soricacién de -

30 ségﬂndas con intervalos de 30 segundos.

€1 hompgenado se supendid en 5 volidmener de acsetona durants
3J) minutos con agitecién ligere, Este tratamiontec sz hize

Lt
W

dos vecas s, sa filtré e papel Jhatr.os Adnere 3 y se ==

dejc secar a temperatura anbinnte tnda la noche.
l.os polvos ceténicos obtenicdos e utilizeron pera slectro-~-
foresis uni y bidimensional y pars la purificacifn de la -

protefna similar a actinz,



s

( Eﬁén 7atr6n el hg/nl).’ Se "qpiré Y ewﬁiré la.mezcla con

g}’

h}

-io‘Dhuasa ]I\(krlo‘ml ] .,‘ sé:é:ﬁégﬁ ' ml de -nlu=

) una pipata,varias vecas, hasta qu1tar la viscosidad.

Je eliminarcn 1-- =%lulas intactas centrifugande 3 1,003 -
Ceframe por 10 cicutos.

£l sobranadante se centrifug6 a 1N,000 -,p.ms por 20 ninutcs
y el «egdimento se resurnondif en 5 rl o rfe 2 TUR,

~

58 anre-apan inhikidor = da proteasns. Znter pusden anroee-
farse zn el naso (9) -i no se hacen medicirnes do estivida-
des enximdticas.

La fraccidn membrenal v la froccidn citonld-mica obtenidae~
wor este método =e separt:ron en dos partes; una se guardo en

congelecibn y la otra c= liofilizé.



-inh biﬁarns da prnteasas.."

d4) _La suspensibn fragmentada se d)luyo.nn 5 volunnn~n ds aceto-
na 'y ss agitf sn Tcrma continue nor 1. bera e a B,

8) 'Se filtrb ls suspensidn o travhe de nonal Matnan nt-~to 3,
=2 sech 21 2irn nl precipitade = acetona y se susrendid en
una solucifn quo mrntanfar tri--nC1 0,8 off fo A 7,4, ATP -
0.2 nft, 2-marcortontannl 0,5 mh {~nluycidn do-nelimerizane
ta). La suspoansifn «a hizo on proporcicon do & ynllmenes/or
de polvo cetéfnico.

f) 1 volumen do la suszp~.sidn rinal sa gi-lizf contra 50 vold-
men»s dr solucidn du=polimerizonte,

g} La preparacifn se cantrifuz6 por 15 nirutes a 10,000 r.p.m.
v a4 OC, an{ cedimentaron los partifculas celulares.

h) £l sobrenadante de la cenirifugaci?n antarfor «a contrifugé
por 3 horas a 30,0008 cyp.m. 2 4 OC, de esta maneora =e nlie
min6é el matecinl inselubla.

i) La protefne preeante en el sobrenadants o aclin-srizéd por -



2umento:en-l

sonicaniﬁn v d 1 exuracf ‘obtnnido pur nlini'arifn

".parad cen 11'O'in y_ﬂf_undos 911o5-ccn_la pra 7"Fi?iyw

susenciaz dn inhibidores d2 protensas.

7.- £lectroforesis unidimensional (34},

a)  Freparacidn ¢n lag nupstras.

Lép supritan o ser analizndas por electroforesis fueron die
sueltar en 12 oclucidn de Loemsli (en zl-uroe ozaeienss fuerone
liofiliz--a~ prevismnnte). A continuacifn, er ajustaren s unc
concontracifin firzl dr 2-mercapicoetanol - % 7, se cale taron 2
tenperatura de ahullicldn dal anua por =% =zinutos v doespués de
alcanzar ls temperatura ambiente se coleazron on loe nnles, La
cantidad de protefna que se enlicé a2 cada pozo fué de 3I0-80 ug

an extractos totalr- y de 5-1f ug en el caso do prot-{nns puras.



e~ar'egﬁ Por wear

"zyltato de nmcnio 2 unz rancenurati‘-—Final dn' 0,08 0 emed =

i_a una concentraciﬁn ?inal de 0,01 %

La solucifn reculadore que 7e utilizb rore elect-cforeeis
contanfa 1 nlicina 0,129 £, 593 0.1 %, trieHCl 1,796 F dn me-
pH 8.3 + La nlnctroferosis ne realitf 2 100 veltior durente ol
tiompo necesario para que el rolerznte utilizare como merceror

llegera a 1 cm de lz base dol gele

Bo~ Electrofurssis bidimeazicnal (53).

Las muecstras pacte clectrafcresis en dos dimansionogs se ==«
resuspendieron en sclucifn de O'Farroll, Los goles cilfndricos
para onfoquo Lsoelfctrico median 12,5 cm de largo por 3mm de ==
didmetro. La composicién de los geles cilfndricos fub lz si---
guicntes urea 9.16 M, scrilamida 3.7 ¥, bicacrilanica 0.02 %y
anfolinas al 0.01 % an un rango de pH de 5-7. La polimeriza=-
cién de los gales se cateliz® cuando se mareno peorsulfete de =--

amonic y temed 2 las concentracicnnecs finales de n.or%yn07g



‘utilizaron en:

TL nal cilfnerico s colocé on la parte ~up-orinr A2l el -

Planc ¥ oo s-1lo con zoarose 2l 1 % en eolunifn WOY y ro gorpth



nn 1as‘mi mas cond:.c" nnes :

,Htlco.ai 10 2y netanol
Tuaran destoitd dos

r’urantr 1 hora.

cidn dnl nese molocular,

)l naturning
El‘ pose molecular €2 liz protefnas analizocdas se detormi-

né por -:'luctx‘aforesis unidirgneionn2l coaparznde la dietancia de
migracifn en relacibn al freata del nel, con la~ dictangisg -

minradas por proteinas de peson welonularss cenrcitdos,



g éa,ﬁﬂﬂ daltones
68,000 daltcnes
‘ 43,000_daltnnﬂs
30,000 calicnas
'720 Uﬂﬁ'daitﬂnqs

B) kbatermln cién del punto 150:15ctrico (53)

': VEL nunto iaoeléctrico de lar proteinas‘se calculd no"elec-'
,trnfor asis bid‘mnnnlnnal dn la slgu1nnte nann*a. nl aerl se cor-
lzﬁp en r«banadaa de 0.5 cM, chda uno por separado se cubrié con
250 ﬁl do aqua hidestileda y se 10ité por 2 horas a temperaturas
ambientes Al final de este tianpo se nidid el pH con un potone
gifrotro convancional. Con los datos chtonidos se trazb la -=-
escala de pH del ~ol. For interpolacidn 27 sst~ oscala en col=

culd el PI dn la prot-inz.
c) lapas unidipencionoles dn péptides (9).

Primnro ne aeparsren por olectrofaresis gnidime~n-icnal las
proterfnns el evtracto hacteriano, lo nient au~ la 2ctina fe =
conejo nurificzda por ciclos de polimerizecién-drspolimeriza-=-
cifin, Dps-ubs se tifioron loz ngeles brovcmente con azul de ew=
Coonnassie al M,1 7 en motanol al S0 &y Scido acético al 10 4 y
se destiiicron con la misma sclucibn, pero sin colorante; sg w=-
elinieron las bandas quo hiban a somoterse a digostifin enzimdtica.

Cada una oo ostas bandas sz recortd y equilibré durante 30 mi--
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fgytpskén una sdlﬁéién;amortiguadora que contenfa tris 0.025 f,;

. EDTA 0,001 M. Pcstariormente las robanadag =--

seiguardaron a =20 °C hasta su anflisis.

P ra digarir las rrotefnas snzim&ticamante y pcsteriormen~

te sspararllos péptldoq resultantes por electroforesis unidimen

g nnal .88 prgparé un 02l ‘de nOllJC-lljﬁlda al 15 % %y so7in deoge-

-

Eplpclén antcrior, excepto que contenfa £DTA a una concentra-=

“¢ién final de 0,001 T,

En ceda pozo del ~=1, so coloc6 con-la-esndtula una reba=-
"naca de la prot-={na fue iba 2 ser digeeida, Toet-riornents ce
cubr{6 con 10 ul de tris 0,12% K dc nM 6,8 , 503 a1 0.5 7, ..
glicarel al 20 %, azul d= brornfanel al 0,0015 7 v ancine de -
acta solucifin se colocarcn 10 ul de la misn: soluciSe ~Ue coae-
tonfa la concentrazifn dessada d. la onzima ¥y jlic-rol a1 10 A,
Lz enzime que ac utilizé en este trabajo ful ls protears V-8 -

de Staphylococeus aurecus. Los geles so corriernn a 100 veltine

hasta que ol coloreante indicacdor alcanzé el ael seaparador. En
oste mecmento la fuente o pnder se apatf durante 30 mi-utos -

tica so llovara a ca™o.

para pernitir que la diqestidn enzini
Transcurrido este tiemso nl nnl se corrié a 12% voltios, hasts
nue el indicador lleqé al fronte del aal, Una un: te~"inada =

lo corrida los geles s= tifieron con azul dn Jooraecio,

11} Furificacién de actina para ser utilizada como ant{geno
(39).

La actino se purificé por ciclos de polimerizacidn-deswie
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'poliméfizaciﬁn, sequin mftodo de Spudich v .att71971. Lag ===
;Lentas de obtencibn fueron de mfsculo y molleja de pavo, La
purificacién final de actina se efoctué por elgctroforesis ==
’unidimensional en qeles de pollagrilamida=5D5, usando el sis=
tena de Laemmli 1970; la preparacibn de la protefna parcialeen-
te purificada (1-2 ng,/ml) se solutili:é por 5 minutos en buffer
de muestra (stlucién que ccntiene: 50100 mi* de Z-mercaptoctanol,
glicerol al 10 %, SD5 al 2 % y tris=-HC1 0,08 ' de pH 5.8 y unas
gotas de azul de bromofenol y =a analizé sobr-~ un a2l preparati
vo de poliacrilanida-505,. A1 final de la corrida la placa --
del ngel se tifi6 por un tiempo dr 15-25 minutos en azul de Cooe--
ﬁpssie al 0,25 %, atanol al 47.5 % y Acido acAtico al 10 “ v -

lueqgo se destifieron en etancl al 20 % y fcido acético al 7,5 7,

lLas bandas de interds (actina) fueron cortadas y noutrali-
zadas exhaustivamento en tris-ﬁbl do il 6.8 y 0,01 i ¥ la pro--
tefna Fub eluida por incubacién en un buffer de muestra con ---
2-3 cambios cada 12 horas a 37 °C. Despufs de la eclucifn la -
protefnu e dializé contra NHAHCC3 0,05 M v luego se liclill:zé
y se determind protefna por métodos de Lowry v Zradforde Lucgo
la protefna liofilizada se disolvid en un peruciio volumen deg ~-
NaCl 0,15t y fozfato de sodie 0,01 M de pH 7.2 y =n pracipith

con AlC1 al pH di-riruyd y se roajuctd 2 7.0 con MalH 1M,

3’
21 producto de este precinitade se tratd con gluteraldshide -
al 0.1 % por un tiempo de 2~10 horas a temppreturz ambiente,
luego del tratamiento con glutaraldshide se volvié e reprocle=-

pitar con ﬂlcl3 y o2 reajusts el pH a 7.0
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Otre forma de preparar el antfgeno fué la siquiente : of
sa tiesne la certeza de que la actina este completamente purg,
se disurlve en solucién rigulodora cde mugsira y as calientz -
por 3-5 minuios en bafie narfa a 170 °c. La protafna solubili-
zada () »g/ml) se precipita dizsctamente con AlCl, =11 By
alternativarente se trata scn glutaraldshide al Cul 7 por un -
tiempo de 2 a 10 horas a temporatura ambiente, Despuds del =
tratamiente con 8gste Bltimo se trata con AlCLy 2l 0,1 7  e;eew
(recufbrdese que cusndo sg precirits con :\lcl3 el pH dieninuye

¥ qus es necesario roajustarlo a 7.0 con lalH 1 M),

El precipitado obtenido (antigeno) se guardé a 4 °C 0 -=

bien en congelacién a =20 c’{'J, ya Gue es muy sstable.

12) Protocolo de inmunizaciin (6, 1z, 39, 52).
£1 esquemz ca §nmunizacibn en conejoz machcs ¢ la raze =

Hueva Zelanda fué el siguisnte:

S8 incculeron dos antfgencs preparados dn fusnte difarante

y en forma diferente (parz cada antfgenc un conaje).

Dfa 0 : Los conpjos fueron s-ngredos de la vena marglnal de
la oreja, para obtener el suero contrcl.

Dfa 1 s Se tomsron 0,3 del precipitacdo da ornt-ina, ce mezeiéd
con un volumen inual de ACF y se inyectt al aninel per visse
subcutdnoa 8 intramuscular.

Dfa 14 : Se tomaron 0.3 mg dul :recipitado de protcina vy ge --
mezclaron con igual volumen de ALF y se inyecteron al co=

nejo por vias intranuscular y subcutdnoa, haciendo milti-

ples puncionese.



T
Dfas 3 28, 42, 5%, 70, Se i:b"cu}é_r.:-c':rj"-'ln;f;on'ejdz; an forma simi
e lpr al.dfé . 7 : ' '_' :

"Desnuds de 7 dfas do la Gltima inyeccibn se inocularcn 0.1
no de precipitado cada dos dfas por vfa intravenosa, heciendo un
tetal de seis. Tres dfas dessués =2 inocularon 7.3 mg de oroci-

Pitado por via intravenosa y a los sais dfas 0.5 mg.

La ohtencidén 4o la sanare se efectud a les 7 dfas despubs-
de la dltime inyeccidn de antfrano por puncidn en la vena maroi=-
nal en la orejae La sangre se coloc6 en un tubo, se removil el,
‘coaygulo con aplicador o espdtula y se dojf durgnte toda le noche
a4 DC; ol suoro se cslecté por centrifugacién e 10,000 repemes -
por 10 ninutos y so precipfitd con un volumen igual de solucién -
saturada de sulfato de amonio sohre hisle por 15 minutos. Las --
glohulinas asf obtenidas se coantrifugaron a 1N,000 r.p.m. por 10
ninutos y dializaron contra «olurién renuladora de trig=cl “a -
pH 7.5y 0.22 [, "221 7.15 If y 8<ida B-amino eaproico 1 mif, Une
pzrie de innuneoglobulinas (anticuerpos) =e utilizé para pruetas
de innunocifusién y otra se guardb en coagelacifne
13.- Prucbas de insuncdifusidn :

a) rrocipitacibn =n tubo caviler.

For copilaridag fuscon llenados varioc tubos capilares con
iguslas vulémenes do antfprnos (actina) coen cus anticueros com=
trespcndiantesy Se ma:claron perfectemente por inversicnes --
continues y agitacién, para después dejsrlos reposar durante -
24 horgs en posicldén vertical. La presencia do precipitado -~-
en la interfase indicé 1, reaccién antigenc-anticuerpne Los -

ant{genos también @ mezclaron zon cusros normales chtsnidos ==
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da. los .conejos, entes de inmunizar uvdndosc como contrcles.

b) Doble innuncdifusién en portaobirtos (6, 12, 14, 52, 54),.

En portaobjetos, limpios y desengrasadrs colocados rohre --
una base fija perfectanente horizental se vertiercn 4 ml de ==
solucién reguladora de beratos do pH 8-80.2 y 0,02 [ con anaro=-
sa al 1 . La Soradacifn de los pozos =¢ hizo en forma hexo--
gonal con un difmetro de 2-3 mm y la distancia entre &-tos y -
:k nozo central fué de 6 mm. Los pezos =2 llenaron con pipe=
tas Pasteur y las placas se cclocaren dentro deo una cénarg e==
himeds a tomperatura anmbients, sxaninando ccn dotalle lac 1fw=
neas de precinitaci®n despubz dn 1-6 dfas, Fora eliminar loa
falsos pocitives debido a 1a roac-ifn no onpacffica de la pro--
tofna € reactiva cen nolisecéridos d- la proparaci®n, lae nlae-
cas s~» su-penciioron en citrato de <ndio 2l S & durante 45 minge
tos. Luene Lo= Aelos =2 lavaron cen nolucién ro-ularors de --
fosfatos por 24 horac, Las plucas ya lavadae =¢ colocsreon en -
una ertufa bacteriolfinica a 35 Og; una vaz dechidratadas se ti-

-

~mra enn anddeet et 21 0,1 7, elininande oY - o0 Ao z0) Ome

[

ante con una solucifn de mutonol, Acide acttico glesial y =---

3]

acua destilada en projoreifn 5 ¢ 1 ¢ 4 respectivamonte,

c) Titulucifn d- =usros v antisueros (4, 6, 12, 14, 52, s4},
Se afectud por 1a tésnizns da innunodifueiblin do Cuchteclony.

A cada uno de 10s ~ueros obtenidor de las conejos (I, TI) pre-

parados contra actinas dz mlsculo y molleja de pavo resdecti--

vamanta, se les hicicron las siguientes dilucinnns en P85 0 SS

1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1532, 1:64 . Lezs curles fueron dis--
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- .tribuidas en los pozos de la periferia de un hexdgono siguiendo

ol sentido de las manecillas del reloje. £l pozo central fu§ -
llenado con =u corres:ondiante antiganc (actina) en concentra=

cién de 1 mo/ml.

En ostas innunodifusiones se detecté la rracc’én antigeno-
_anticuespo v tam9ifn en cudles dilycicnes del cuern seo Drosghe-

taba tal razccidn,

Sg utilizaron tambifn dituciones rimileres y di-tribuldae
de iguezl forma al ceso antorior, p-ro colecando en el centro =
“la freccifn sonicada ds Se typhimurium LT-2, pare rstablecer =

1o posibtle reaccién cruzada.

Insayos similarcs fueron efectuados cen los sueros norma--

los o prainnuness

Zn 1a mayo-{fo de loz casos antariores se Droeontohan  w-w
reaceionas de precipitacidn con ol suero concontrade o Yion ==
haste la dilucién 138 (en alqunos casos sdlo hasta 1la dilucidn
1:2); por lo nue sa procedié a utilizer la dilucién 1:2 para -

las pruehas sigquientes,

d) Reacciones de identidad .

- Cada una de las actines se coloct en =2l centro de un sistee
ma de inmunodifusién a una concentracidn de 1 mg/ml y 2 sy ===
alrededar se llenaron los pozos con los sueros normales (prein-

munes) y los antisueros,



33

-j Ei”extiac§b bactbriana ubteﬁ}ﬁbﬁpoé,énn;éééiéh'éé'colocﬁ —
“en el npozo cehtr'ai a una 'conce-n‘tra,;imf-r'_\,dei’."; na/ml y en los po-

z0s qqallc rqdean se llenaron c:nifuerﬁé preiﬁﬁunes y‘antisue;-
£os conira actina. Lo nisno go 9f~:tﬁ6 con ia fracrifn nemhrae

nal y la fraccién cito l&emica de la bacteria.

-'-cad: antisuerc ce ccloef on el perzo ceortral de un sistena =
d2 in unodifusibén v a su alrededer se llenaron con las actinas -
da.nfsculo da connio, micculeo dz pollc, mellsja o mi-culo.de =
pavo;  todos a una concentracifén da L =mg/ml. En los pozos ==~
rastanteos se adiciond extracto sonicado de 12 bacteris an cone
gentracibn de 5 ag/ml y por Jltino on cuero conarcial onti 106G
de ccnejo preparade on chivo 2 une dilueién 1:100 e bien albd-

mine bevina cen concontracifén de 1 ng/ml; amboe cone controles.

l4e= Cunntificacifn dn rroteinr-.
- a) [8todo d~ Loery, 1771 (42).

£1 color final n- ol ronultede do la reaccidn de Miurct =
de grotnfna nen ol 46n gohre en fliald y le reduc-ifn del fo--
fonvlibdeto-fosfotungstato per la tirosina y el tiiptéfano —--
prasentecs en la pretefna tratadae Lac lactures se hacen a ==
750 mue. Para soluciones mis concentradas las lacturas pueden -
realizarge corcanas a 500 mu.

Técnica

f5trfn de albdnina de 100 ug/ml. 1lanco dr 20-100 ug de -

protafna.
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*Soluciones @ ‘ s
a) Cusg,* 5 HéD © el OsE
b) Tartrato de sodio yrpotaéic al 2:5 ,
c} CarYcnete de scdio.al 2 ﬂ,'eﬁ HaQH 9.1t

d}) 1 volumen de “a" ;f'llfyqlumhn dé,"bﬁﬂiz"

‘e} 50 vollrcnas ds "p";‘¥' 1zvn;unén5dé

. Bem 2
30 ninutos.
“4e% Lsor @ 750 mu ¥ caleular la‘coqcpntpagién,éar‘inferpolacién

en la gurve patriin.

h) fiftodo da Zradford, 1976 (3).

tractivos @ Solucifn de azul 4o Zeenascia 5-250; dicolyer =
100 7g en 50 ml do etanel ol 35 ¥, agragar 100 ml ds H3FEA al
85 4 w/v, diluir 2 1 litro. .

" Thenica :

.olocar en tubes de ensaye 0.1 ml de solucidn de proteina -
que contonga entre 10100 ug. Agregar S nl de azul de Coomarnle
y mnzclar por inversifin r vertex. edir la abserbancie a 595 -
nn, dospuds do 2 mirutosz y ant-s de 1 hora. £1 hlanco dobrrd --

contonar 0.1 ml de solucién reguladera y 5 ol ce reactiveo de =

azul de Coopar~in. €1 problrra sz ide por interpolacién on curva,



gar 21 z2pim
cetfnicos. 'Una vaz

z8cibn-des, oling

cohrmqyilidthsi,

daliones ‘el iGue

50l s8-oh=nsvd ursole

‘na goﬂoerpial‘g al marcador € 1f. {fi~usa 1)

3.~ Zorastariz.rifn de la sctina par electroforesis bidinencine
‘gicnezl.
~S@.verificbd de nuevc ol R de la sctina purificara2 v su PI
de S.4. £1 PI de la orotafna sr calould sordn la curva de e-
calibracifn obtenida por el aradiecnto de pH form=do en =1 qel y

tomando eon cuenta la movilidad de las protofnas. (finuzas 2 v 3).
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90 X
: 68 K
ACTINA
: a3 K
o 30 X
20 K
S T 3

Figura 1
Carril 1

Cerril 2

Carril 3

v

AElectroforesis unidimensional de la actina purifi-

de misculo esquelético de consjo.

Actina pura comercial de misculo esqualético de =-

conejo.

Acting y otras protefnas de miszculo esquelébtico de
conajo, chtenidrs al final del primer ciclo do e=

rolimerizacién-despe! inerizacidn.

Farcadores de peso mclecular, cuya movilidad en el

gel sirve para determinar gl PR de 1a sctina.
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on soncdazién s 0 °C y otra sa. Leftlsh
-~ Few ‘Eloctroforesis unidimensional do las frag:ciones nombranal
y ritopldenica v de lus poluas cetdnices de la freccidén =

mambronal bacteriana.

A loe axtractos obfenidoe dr la hact-ria en lee ~muartified
‘la cantidad re proteina por los mdtorr- de Lewrty v apadford, --
Je dicoluioren B0 uo de e=da fraec:ifn an 57 vl de =0lunion ree
guladora de ruestra y se separaron o' nctreforAticamente funto-
con la actina de conejo previamente purificada, loe marcadores
de Pl y en alguc¢n cas0os actina pura comerciel ( figuroe 4, 5,-
10y,

[h-dcvese que los potrenes elwcirofcraticos de la fraccién
mombranal y sus pnlvos catdnicos con 1d nticos, mientras nue la

fraccidn nitop'dsmica as diferente a &-~izn, aunque e connorten



varios péptidos. En?tod

con novilidad igual arl

daltonesy

6.- fle?ﬁrqfarési

que. ol do ac‘ina de’ conejo qu Py da 5 d .

En'la'fiﬁura 7 ‘so praeaenta el gel de la fraccién citoflés=
nica, en este ss ebsarv, 2 pressncia del piatilc con BTy PL -
sirilar a achtina, ein amberoe lus otros de: péptidos presentos

on la fraccidn memhranal ne sen ohsorvados.

Zn 1. finura § ce tirne 2l qgel de la electrcferacie bidie
mansinnal de los poluts cetdnicos ohtenidn~ de 1a fro-cifn mem-
branal y se tisne el mispr recultedo oue on el goso dr la fiqu-

Lz 5 .

Te= Pugificacién de 1. rrotefna bacteriana con Py FI seno-=-

jante o actinz do conejn.

Se hizo por el método para E. goli de flakamura y Uatensbe
de 1978 y que tlene muche en ccilin con el de Spudich y Jatt -=-

1871, para purificar actina de misculo do conejos Se utiliza--
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figura 5 & Zle-krefernsis uridimensicnzl de oytcachos chhonides
do Salmonella tyrhimurium LT-2, »<t‘nz o =arer-oree
do nearr molagulap, ;

sarril 1 - Eelye eobfnice hitanido oo 1n fraccifin soniceda
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Figﬁra'?fs; Llactroforus;~ bidimansional ds la fracei6n cltoplaq-

‘;nica de Salmonella typhimuciuym LT-2, nltanida por -=

“eliminacién de la pared con 1150:1ma.
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nida de Selmonella typhimurium LT-2 per eliminaciér

g2 12 oared ~cn U-rzing,



ACTINA i ER
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gen iqg?ﬁolyp 'éﬁﬁﬁiqésyda la fraccidn membranal.

4e'toma:pn muéstfas de cada uno de los ciclos de polirs-iza-

Cgldn gue se hiciersn y se les cuantificé la cantide? de protaf-

métodos da Lowry y Pradford. Estas mu-stras fuerom

'éorridaSIen:EleEtrqforesis uridimensional vy se encontré gus en-
e L .

~'an-1ps primeros cisles su encontraban patrones electrofor$ticos

“oim ;pr@é:al ektracto corininal, sin embargo en las extrancio--

nes dltimas no sa dotect péptido alquno.

‘Se puonac en la pacibilidad de que dura-te al tratspiento
de iz baéteria para ohtener la fraceidn memhranal 2n donde se -
alternan la congelacién y descongelacién, la posible protefna -
actina pierda sus propiedades de polimerizecidn-despalimeriza-=
cibn, o bien la accidn de enzimas proteolftices que alteran -~-
sus prodiedadas, Esta dltima crcidn fuld ~linina<a ya U0 so ~
intentS la purificacidn a partir de la fracczidn nembransl de la
protafna en presencia y ausencie de inhibidores de protaa-ns. -
Tambidn ze intentd la purificacidn a poriir de 1o fraccidén mem=
bronal directamente ya que no ~o o9aervl niceuns ventaia al tra
tar la fraccidn memhranzl cen la acetona v feornar los poluns --
cotbnicos. to og tuvo Bxito a pezar de que we inicid la nurie
Ticacién a partir de 15 gramos de polvo catfnico o bion 50 gra=-

mos de fraccifn membranal (peso hdneda).

Otro métode de hornogenizocién bacteriana utilizade fué la-
sonicacidn. Lo fraccibn sonicada de la bacteria ,rasent6 patro

nes elactroforfticos cimilares a la fraccién menbranal, tanto -



para electroforesli u"idim' '*cﬁp,Q;ﬁiﬁpnsinqal {figuras

La purifiCacidn Jde 1a posible actina bacteriana se ininié
a paruir d los 1olvos catdnicos obtenides de la fraceifn co=-
g;cada. Se tomarcn muestras 40 cada uac de los cislo~ de poll=
ma:izacidn-despollma:izacién vy se les cuantificé proteic» por -
-los métodos de Loury y Bradford, a zafa una de las muo=tran ssg
les tome la cantidad nacesaria para eslectroforesis Oridimencio=
nal como bidimensicnal, Se cbtuvieron resultasdos <imilat-e al-
anterior, en lcz primeros ciclon =p frosent-han patrrnne nind~
lares al obtenide con 1os -olvos cetfnicos y en las Gltinne =--

mupstras no se observé polipdptido alquro.

La purificacién tanhidn =o intonté a partir ds 12 iraceién
soidicads ar de sin tratar con acetcna, cen 2 proccancla 6 cusen-
gia do inhibideor :s de proteasas y sin ecbargo en todos los casns

no sz tuvo éxito en la ~urificaciénr,.

8.~ Caracterizacifn rer dige<tifn anzi-fticn deo 17 arting e -

concio y de la protefna banteriana si-ilar a Aet

En el patrén elactroforftico rreultante de 1a hidrdAlisie -
con protessa Y=3 de §. a2uraus, pera la protefna hactorians en
d-tectaron un mayeor ndmero de pAptidog. £n la actina da conein
se prosentarcn 2 phptides de ler cusles ambos tienen la nisme -
inovilidad que dos de los péptido- totales presentes en la =---

bacieria (figura 11).
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43 K

( 29 k)
(24 x)

Figura 117 : Electrclornsis de les péptidos resultantec ge 1la
‘ o proteflisis do la actinz y de la protofns =imilar

o %sta da= Salmonella typhimurium LT-2.

: Cgtrilcsi}, %, 4y 6 ; Fretofnaz Ho f-rinoea con 25, 60, 109 .y

© 180 ug/ml do ~nzima, roepectivananta,

‘Carriles 3, 53 “ctine dr conoin con 56 v 100 un/ml de rozime -

: resprotivicontn.
Carril 7 : ctins do arnnio sir proteflieis.
"Carril 8- : Protefno hacinriena similar a actina, sin FLo===_

teblisis.
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"Qem Furificacifn de a‘:rt:i.ﬁ'aé‘;:de atsculo de pollo, mfsculo y ---
rollaj. d= pavo. ’
La purificacién se hizo por el ndtodo de Scudich v Watt -
1971. Las -ctinec chtonida- de miscule y melleia de pavo sg =
purificaron por varios eieles =2 polir-rizaciéne=despnlimerizg~
gibn, ya “we fusrcr utiliz-der Dac2 le elabcraczicrn de artfe--

cusrpos en censfos { finura 12 ).
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Carril 1
Carril 2
Zarril 3
Carril 4
Carril 5

H

Zlactroforesis vnidimeansional de actipas de

diversas fuentas,

Actina dem mdsculo de polle.

sgtine de misculo da erneie {reninura).
ffarcador »s de praeo molecular.,

Actina de nolleja de pavo.

Actina de mircule do pava.
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Comg se ruestra, se sre<erté reaccifn ~ruzada ertre loe -

antisueros I 6 11 con la actina de conaje.

d : sirilar a‘(a), pozo central fraccién bacterfens sonicada
( 5 ag/ol ).

e : similar a (b), po:zo ce tral fraccién becterizna senicada
{ 5 mg/ml ).
En arnbos casos se presentf una handa do orcocipitecidn «--

hagta 1a dilucién 1 : & o

Co= Reaccicnas cruzadas de los antieuoroes I y IT centra acti-
nac  de ciferantes fuentees (1 ma/ml) y cr-tro exicoctos -

de Jalronnlla {5 ng/r1}.

o o IKe)
o 0 °©cQ0
0@00 o ojcjo ojojo
) o0 o © o ©
a b [ d
0o o c O
oo o@e
0 © o o0
e f

a : pozo central @ ~uwro hiperincune I, dilucifn 1 2 2 .,
pozos do la periferia ¢ 1, actinz d- mieculn da pavo; 7,
»ztina de molleja de pavo; 3, de wdsculo ¢a conejo; 4, de
misculo de polle; 5, ‘raccién ~onicada hacteriana; 6, sue~
Lo anti IgG de cenajo preparade en chivo, dilucifn. 1:100

( ccntrol positive ).



b 3 siniler a.(a), pozo c
c s similor.a fé),fpo:c S;‘alb =

nenative ).
d 'z similar a (c), pozoe central : suero hiperinmune TI,

similar e (2), pero los pozos d= la prriferia contienen

1, actira gn miecule dn pavey 2, dr nirculo fe pollp; --
3, de mdsculc do consjo; 4, 5, 6 fracciconne batt~rianas

sitco-18smicz, meshranal o -onicada re-nectivamente,

f .3 'similar & (2}, pozo centrl : susre hipacinmuna II,

Cuando se hicizcen lee oxpurimentos racz{procos, colocan-

ifarsntag fransirnae do Telrenalla -

[<%

do en ol pozo central Ias

¥ en la naciforia 2re snticunros egiezfficor eratca »ating, ce

vhtuvieron rasuliadoe similaras 2 loe ~ntoriercng,




AESULTADOS DE LA5 INKUNCOIFUSITRES
LOS ANTISUERCS COH ACTINAS Y LAS

DE LCS SUERCS NPRWMALES Y

FIACCITNES RALTERTANNG,

SUERCS ACTINAS DE FRACCICNES ANTI 198
\
FUSCULD OE g MOLLEJA DE| BACTERIanps | OF CONEJD  JALRUMINA
] PREPARADA EN| gorue
POLLGepuege | pave | pavo cHIve
Fm | FC | FS
NORIALES
1 - - - - - - - - -
11 - - - - B + -
HIPERINMUNES
1 + + + + + + ¢ + -
38 o+ + + + + ++ + -
Fit 4 FAACCION MEMBRANAL
FC : FIACCION CITOPLASRICA TADLA 1
FS : FRACCION SORICADA

95



YI. o DISIUSIEN 3

Se purificéd actina de misculo esduelétizo de conejo por el
‘método de Spudich y ldatt, an el cual se alternaban ciclos de --
"polimerizacifn~despolimerizacidh en prasencia y ausencia de KC1
Ol fi y ultracentrifugacionese Se vorificéd la ~ureza v el POl de

la zctina por electroferssis unidimensional corriendo a la vez
actina pura comercial v otros marcaderes da reso nolecular ~-
comp son ¢ fosforilasa, alrr=ins, ovnalbdnina, anhidransa carhéde
higa, inhibidor de tripeina; -uyas prros molrnenlar~s =en 94,200,
68,000, 43,000, 130,000, 20,000 daltrpos roscectivamente. Zrngone
lrindo;e que en al gel de polia-rilamida~-373 12 proteina ~urie-
ficada tiene la misma movilidad gque la actina pura comercial y
que la ovgalbimina, que P35 el narcador de PM utilizado, cuyo ==
valer corresponds a 43,000 daltonea, También g geracteriz =
gsts frotefna por alectroforasis bidimeoncicnal encontrendose ==
un PI similar al reportado en la biblioorafia pars alfa-actina;
en algunns casos cuande ss toman muestras de protefnas en los -
primeros ciclos de polimerizocifin~desnolimerizazifn, -e encon~-
ted que acends do la actina también =e ohtenfe mio-ina y ntras

protefnas.

Tamhién se purificeron actimee de misculo de pollo vy pavo
y da molleja de pavo, vtilizando el miemo método y sclamente -
sa verificé su movilidad en geles de poliacrilanide~305 {elec-
troforesis unidimensional), encontréndore gque es la misma quo
la actina de conejo y la ovoelhdnina., Con los resultados an--

teriores consideramos quo ¢} método de purificocidn de actina -
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géra fuentes de misculo y molleja de pavo, misculo de consjo y
Poilo'es excelgnte, ya que se puede obtener actina pura y con

nuy buenos rendimientos.

En el presente trabajo se estudiaron por slectroforeasis «
unidimensional las fraccliones membransl y citoplfsmica obtoni-
das por ol métode da Kaback y una fraccién obtenicda por sanie~
caci6ne Se observé en los joles de poliacrilamide=S7° due la =
fraccién membranal y la fraccién sonicade presentan pa*rones «
slectroforéticos similares encontrAndo=e un piptico con la mip
pa movilicad aue la actina y que el marcador e P ytilizade,
aderds deg otros paptides con muy pequefia diferencia en su mo-=
yilidacds £1 patrén electroforftico de le fraccidn citopldenica
es diferonts: a las fraccionos anterioras, =in embargo presenta
el pépticdo mencicnado anteriorments. Al analizar por isoeloc-
truenfeque se obscrvé an las fracciones membranal ¢ en 1a soni
gada un polipéptido con el PMy PI sinmilar a la acstinz de co--
nojo y otres cos phiptidos con el PO similar, arco unc son el -
FI .52 4cido v otro con ol FI m&e hi-igo que clla, En la freccifn
citoplécemica solc sa chaorvéd el 28pticdo con FMy FI si-ilar a -

actina,

Teniendo los resultados anteriores se procedié a intonter
sy purificacién por el m&todo do Hakamura y 'Jatanabe, miemo -
que utilizaron Winkoff y Damadian para purificar actina de ===
E. coli v que os similar al de Spudich y Watt perz purificer =

actina da miscule de conejo.
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burante 12 purificacifn de 15 poeible actina bacteriesne me
tomaron muestras de las fracciones en los diferesntes ciclos de
polimerizac-ibén=cdescolimerizacién y se 2nalizaron por electrow=
foresis unidimensicnal, &n las primeras muestras e o:sarvoe==
ron patrones simileres a 10s presentados para las fracciones -
membrenal y sonicada o tien citoplfsmica, sin embargo para las
musstras que se tomaron on los ciclos finales no se obsarvé -

péptido alguno.

£1 tratamzientc con acatona a los homegeneizados de conejo,
pevo y pello hece jue se vean enriquecidos en actina. En nues=-
tro caso particular sl se parte de 100 gramos de mizculo de ==
conajo se obtienen de este aproximadamente 20 gramos de polvos
ceténicoss Por cada grero de pelus cetfnico se obtienen enire -
10 y 15 mg do proteina pura. 5i ae disunrluen en buffar de  -=
muestra los polvos cetni~o= rreparadoe a partir de cuslouier -
fuente ya eea conejo, pollo o0 pavo, se encuzntra actin: como «-
componente principal «n la electroforesis. E£n el cnaso da los
extractos bacteriancs analizado: no =a ohservé sinilar enrique-
cimiento (los datos establecsn que a partir de 300 grancs de =
paso hUmado tie hacterias ze lo~ran ootunar 30 my de proteina -
pura)e En nuestro trabajo se inicid la purificacidn a partir -
de 50 gramos (pran hdmedo)} vy considerarvr ‘os resultados nbte--
nidos on E. goli, =e nsperaba chtener & mg de protafnas pura).
Sin embargo no hubo &xito en la purificacién, adn cuando log =
extractos finales se liofilizaron y se les cuantifich la canes

tidad de protelna, ningln polipfptido fud cheerv-do en la ===
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electroforesis unidimensional, Ls purificscidn de la posible -
actina de Salmonella se intenté de diferentess formas ein tener
Exito. R partir de fracciones bacterianas obtenidas por elimie
nacién de la pared con lisozime y de fracciones obtenidas por
sonicacidn, ftatadas o no con inhibidores de proteasas y can o

sin acaetona,

Algunas consideraciones importantes son las zicuientes:
que la posible actina de Salmonella heya nerdido su capacidad
de pelimerizacidn-respolimerizoeién, o bien que -2sta proriedad
nc la lleve a cabo en las condiciones en que le efnectuan otras
éﬁtinas; Que la actina bacteriana no este eovpresando sus pro=
pledadas ds polimerizacién-despolimerizacibn, o bien que los =
péptidos obsertvados an las slectroforesis «<san el resultado de

la lisis de otro con mayor paeso molecular.

Gtra forma de caractarizacién de la posible actina de S.
typhimupium LT-2 fué jor el mAtodo de Cleveland, Para allo se

utiliz6é la enzima proteasa V-9 de Staphylococcus aureus, la ==

concantracién de enzima que mejor nog definié las bandas dg ==
péptidos fué de 50 ug/ml. Para la actina de conejo se encontra-
ron 2 péptidos, mientras que para la protefna bacterisna 6, dosa
estos de estos Gltimes comparten con la n-tina de coneio la me-
misma movilidad, lo que hos hace suponer gue algunas porciones

de estructuras primarias szan similares.

Considerando lo anterior y tomando en cuenta que la actina

as una protefna altamente conservada, se procecdi6 a elaborar --
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anticuerpos contra esta protefna de mclleja y mdsculo de pavoe.
Sa detectaron por inmu-cdifusiones hBandas de precipitacién de
los antisuares con sus respectivas actinas después de 650 dfas
de inyecciocnas constantes del antigeno. Al compar ar con otras

protefnas se advierte que terdf 4 veces m4s en producir anti-e-

guerpos en el conejo, respecto 2 la albdmina hovina,

En todos los casos anallzados se obeserv6 uyna sola banda =
de precipitacién, tanic en los antisueros con su respectiva =-
actina, como con actinas de otras fuentcs o bien con las ee==
fraccicnes bacterienzs, razén por la cual se puede pensar aua

la bacteria contiane actina.

Una Porma de comprobar lo anterior serfa eluir la banda =«

corraspondiente a actine de la bacteria y utilizarla como anti-

geng y verdficar si tarbifn da reaccién de identidad ccn las ==
:ctinas de divarsas fuontes., (tra tfcnica de cran utilidad see
rfe 1la de Towin 1979 (67), ~orocida como inmunotransferencia en
la cual se aprovecha la sepzracifn olactroforftica de las pro=--
teinas para luego tran-Tarirsn a ctro medio de soporte como es

el papel de nitrocelulosa. La handa de interés cuya movilidad

88 la misma que actina eg detoctada por una reaceién inmunolGe--

gica colorida,

Eg tanblén recomendable tener diferentns ecriterios, como =~
por ejemplo intentar su purificacién por otras técnicas como =~
extraccién en columnas de intercambio iénico, en columnas da =-

saphadex o en DEAE~celulosa, etece ( 19, 26, 39, 63 ).
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En el caso que se logrard su purificaciftn se verificaria
si &sta es capaz de pclimerizer y daspolimerizar y en jue con=
dicionas lo harfa. Los Tilamentos formados podq{aw 88C Obspre=
vados al micrescopio elactrfnico y podrén ser comparados con -
los filamentos de actinas. También se demostraria si esta molé-
cula es capaz o no o2 unirse a le fraccién pasada de micsina =
(HEM) de conejo. Ctros estudios de utilidad serfan 1a formaes
gién del complejo actina-miosina y verificar su movilidad on =
electroforesis, observando si la protefnz 21 formar »l comple-

Jjo desaparecs del lugar que gzneralmente ocupa.

(tro criterio Gtil en caracterizar a la zctina, cnoria ver
la capacidad para formar el complejo ccn la DMlasa 1, 51 la ==
fraccidn de la bacteria de nunstro interéds se une a esta enzi-
ma luego podrd ser disociado con formamida o bien hidrocloruro
de guanidina (Zechel, 170), (2, 27, 335, 77). Esta caracteriee=

zacién adends es tarmbién una forma de purificacifne

€on nucstros rocultados se puedn Pensar que tenemos una =-
proteina siwiler a actina en 1a fraczcién membranal y en la ~e=

fraceidn cito-l4amica da Salmonella typhimurium LT-2 aunnue ==

faltarfzn c*ros critarios para cenficmarilo.

Pogiblemente la nctina bacteriana saea coxprasada cuando le
bacteria sufre unz altvracién on gl transporte de potasio 0 ==

algln otro evento relacienado con tal proteina,

En el caso de los microtibulos cuyo componente esencial es
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la tubulina, protefna tarbién altamente conservada en sucarion-
tes y an algunes procacricntes cuando =stan en Tase laj de cre=~

girmiento (Esaudomona, Photobactorium, Protsus, Saprospira), ~-

agtos microtdbulos se conozen como rapidosemas, estructurzs ==
que sa pressntan gn estafileococos ds Torma L, la cual no 25 ==
una condicidn normal de creciwianto de la bacterin, careciando

de pared celular,

En nuestro caso no se trabajo con cultivos gue estuvieran

en la fase lag de crecimients, aino en plena fase log.

Con respecto a la purifis=zcidén d2 la pecsible actine de --
5. typhinurium LT=2 an 1» preparacidn de extractos no =e¢ hize
con la prensa fronch como he sido reportado, sino por sonicae==
cibn y por elininacifn da la pared con lisozima m&s cicles de
congelacifn-desconcelacifn, esta homogenizacidn pusde ser el =

factor determinante para no purificar la protefna de interés,

ya que por los métodos utilizados no se tuvo 4xito.
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CONCLUSICNES

¥=-Sa gncontr6 por. eleztroforesis unidimensicnal, unz proteins
en las fracciones mombranal, citoplienmica y scnicada do ===

Séiﬁonglla tychimurium LT=2 ccn movilided similar en el gel

:de.poliacrilamida-SDS 2 las actinas de =isculo da conejo, =
 p3vo y polle ¥ ds molleja de pavo, y Que es igusl a la ovo=
alt<=ine que tiens un PNl de 43,000 daltones. Adends se en=-
gontruron otras protefnzs en lzs fraccicnes bacterianas con
una_ licera mayor movilidad que las actinae vy el marcader de

Pi: cerresrondienta.

—frForrnlg;trofnresis hidimensional zae oneontrd que la proteinz
:1baétb§iana?édc@§5 de-taner un Pl .eimilar a la antina de fo-=
Agejo.tione'un PI similar a éété. Tambifn <= datecteron en =
i§é:f{§écidnu5 hacteriancs mambrénal v sonicnda 2 protelnes
maé;coh Pl similar 2 astina, poro con un PI mA= Scido y otre

can el PI més bésico.

~ o se logro nurificar la posible actina presente en lag ===
frascicnes bactorianas, por ciclos de polimerizacidn-despoli-
merizacidn on condiczinnes similares descritas paro otras e—es

actineas,

= Zn la proteflisis enzimdtica con proteasa Y-8 de Staphylococcus
aurrus, la actina presentd 2 paptidos; mientras gue una prode.
telna hacterinna presenté 6, Dos de los péptidos de la proi~-

s

teina “n:teriana tuvieron 1la misma movilidad que l0s da ~=ee
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‘aétina; ;;

Se purificaron actinae de miscule de polle, da misculo y. mo=--

lleja.d pavu. Las ‘dos dltimas fueron utilizaZas como anti-

-genqa,eo laselabpracidn da anticuerpos contra actina en cone=-

Lds-sﬁesb;‘hibéfiﬁmunﬁs chtenidoa presentaron reacciones de
‘thncl'itacién en las inmuncdifusiones con sun regrertivos -
'antljenOS (:ctinar), con actinne de otras fucntee como la «e
gctina de mdszulo de conejo v do mbsculo de nollo, 2:{ como-
también_ccn las fracciones mombranal, citopldemica y conica-

.da ‘de §. tvgﬁimurium LT-2 .

Los guaros normzles cttonidos antes de inocular el antijeno a
los congjos no presentzron reaccicnes de precipitacidn en las
inmunodifusiones ni con l.s actinas, ni con las fracciches -

bactaerianas.

Cch nuestros resultados consideramps que existe una proteina
similar a actina en S. typhirurium LT-2, pero gue ec irpor--
tante su purificocifn para conficrmar que la antina ~xisine en
l2 bacteria, por lo que on sl presente trabajo se incluysn -

-

2lgunas t8cnicas como alternativaes para lograrlo,
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