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l. O R E S U M E N 

El objetivo del presente trabajo fué el de evaluar la 
respuesta celutar que presentan los esplenocitos de ratones de la 
cepa C3HeD/FeJ en mícrocultivos, ante la presencia de los péptidos 
de \as porinas de Salmonella ~ 9,12,Vi:d, como antígenos, los 
cuales se presentaron--a-Ta:s-células tanto en forma soluble como 
particulada (en papel de nitrocelulosa). 

f'ara obtener tos péptidos de las po1~1nas éstas se digirieron 
con BrCN. Con el fin de determinar los productos formados se 
separó una muestl"a del digerido en SDS-PAGE, observando.se que 
npare<:ían cuatro bandas al teñir con el colorante de Coomassie y 
sictl" bandas cuando se realizo ta tinci6n con plata. Lo.s pesos 
molr.cularC's calculados para los péptidos observados fueron de :!9, 
!?, lb, 10, ?, e, y b kD11. 

La separacibn de los pbptidos se hiz6 por cromatografía de 
exclusión molecular y por inmunoelectrotransferencia, obteniendo.se 
en el prirner caso un perfil cromatogréfico caracteristico -formado 
por seis picos cuando las fracciones eluída.s se leyeron a una lon-
9 i tud de onda de ~67 nm. Con respecto a la inm unoelectrotrans
ferencia al revelar el PNC con roJo de Ponceau se pudieron apre
ciar cuatro bandas, las cuales después de cortarse se trataron con 
DMSO para formar partículas accesibles a las celulas, con el fin 
<le uonf.irmar la transferencia también se revelaron unas tiras del 
PNC con un anticuerpo monoclonal. 

Los ratones de los cuales se extraj6 el bazo, fueron inmuni
zados con porinas t30 µ.g) los días O y 7 y sacrificados el diu l4. 
La evaluación de la respuesta celular de los esplenocitos ante los 
péptidos se determinó por incorporación de ff3Tdr. 

Los resultados obtenidos indican quE" todos los péptidos 
inducen una uctivación celular, siendo el pt?pt.ido de t6 kDa el que 
lo hace con mayor inten5idad tan t.o en la forma soluble como par
ticuladn y •lUC esta cstimulacion de esplenocitos e.s incluso mayor 
11uc ln obtenida t.:on las porinn:s probablemente debido a la 
PSpí"Cificidad del rt!conocimif'nto a un epit.ope i.nmunodominantc o a 
una mayor exposición del mismo por efecto del rompimiento. Cabe 
scñnlnr tambi.én que el p~ptido de 29 kDn fut;? reconocidQ por el 
anticuerpo monoclonal del tot.c 8F6 anti-pot'inas producido en el 
INH, con lo que .se refuerzan las evidencias de que los peptidos de 
las pot'inas son buenos inmunógenos en forma individual, capaces de 
activar linfocitos y ser rccunocldos por anticuerpos específicos. 



Z.O INTRODUCCION 

2.1 FIEBRE TIFOIDEA 

Ln fiebre entérica más severa y prototípica es la fiebre 

tifoidea y c>l ngente causal es §_f!.lm~nella ll.E!!.! . El hombre es el 

Unico huósped rte ~· ~Y.P.1-!...~ 1 y la tr·ansmisiOn ocurre a través de 

alimentos o agua contaminados con materia fecal proveniente de 

individuos enfc1·mos o portadores. (34) 

La fiebre tifoidea generalmente se presenta en forma endémica, 

sil~ndo un pt~oblema de salud pública importante en nuestro país¡ en 

t987 st~ t'f'¡. ... ortaron tt,078 casos con una tasa de t3.64 casos/t00,000 

ha td tan tu!'>. (o~,40)· 

trua \'t•z t•n el inte.slino 1 ?.-ªllllO[l!-'lla ~.l:'..1!.h! puede colonizar o 

uo la luz intestinal antes cJe penetrar la mucosa del intestino 

tletuntto, a rliferencia de otras enterobact.erias que necesitan 

coloniznr par u tener inva.sividu.d. 14) 

La cvoluci6n de la enfermedad se caracteriza porque durante la 

primera semana de infección, los síntomas, que con.sisten en fiebre, 

leta1·90 1 malestar y dolores generalizados, pueden confundirse con 

una variedud de otras enfermedades. Durante este lnp.50 1 el microor-

uanismo pun~tra en 

linfñticos reglonalcs. 

la pared intestinal, infectando los 9én9lios 

Adern~s §.11.li:ztonell?.: !:J'j?hi en esta fase, no 
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lesiona el r~pitelio intestinal. Aquí In bacteria es fagocitada por 

el mn<:rofngo y llevada al sistema fagocítico mononuclear por el 

torrente circulatorio, de manera tal que en 24 hrs la bacteria se 

unr.uentra · localizada intracelularmente y circulando por todo el 

or9u.nisn10, donde es fagocitada por los monocltos, pero no 

dl1struida. Luego de la multiplicacaci6n intracelular, reingresa en 

el torrente circulatorio provocando una prolongada bacteremia, lo 

cual ocurre durantf! la segunda semana de enfermedad, La infección 

tlel .sistema biliar y otros tejido.s tambien ocurre en este momento. 

Durantf' este pc1·1odo el paciente se encuentra severamente enfermo, 

r.on fieba·e sostenida de. aproximadamente 39 oc y a menudo delira. 

El abdomen es muy sensible y puede presentar manchas de color 

rosa¡ en mucho.s pacientes comienza la diarrea. En este momento1 

lo.s microorganismos están reinfectando el tracto intestinal desde 

la ve~ícula y pueden causar necrosi.s de las placa.s de Peyer. Hacia 

ln tercera semana, los pacientes se encuentran exhaustos y todavía 

con fiehre, pero comienzan a mejOrar si no se producen complica-

cione.s. Las complicaciones incluyen perforación intestinal, 

hemorragia .severa, tr·omhoflebitis, coleci.stitis 1 neumonía o 

formacjon de abs<:esos. El cuadro clínico está caracterizado por: 

rnialgias, astenia, adinamia, hiporexia, cefalea, n.'.Juseas y fiebre 

tte predominitl vespertino alcanzando temperat.ura.s hasta de 40 oc en 

una primera fa.se. Si el paciente no es tratado en forma adecuada 

en este momento y el cuadro se agrava, las manifestaciones pueden 

ser de septicemia, estado, ti foso o shock endotóxico. La tasa de 

mortalidad varia del 2 al lO~. Se observa menor mortalidad cuando 

se dispone del trata miento de sostén adecuado. Puede haber 

recaídas en aproximadamente el .:?O~ de los los pacientes. {4,34,63) 
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Thomas Willis, en 1659, describió los signos y síntomas de 

la ficbt·e tifoidea¡ sin embargo, durante años se confundió con el 

tifo. En 1782 Ruxham describio las dos enfermedades febriles como 

entidades clínicas diferentes: la fiebre pútrida maligna (fiebre 

tifoidea) y ta nerviosa lenta (tifo). Jenner en 1850, demostró que 

la.s lesiones de las placas de Peyer y nódulos linfáticos eran 

cspecífica.s de la fiebre tifoidea. William Budd, en 1856, 

L•st.ablec16 que la enfermedad era transmitida a trav~s de alimentos 

)' aguas cont.aminada3 con materia fecal proveniente de individuos 

enfermos o convalescientes. (27,28) 

Ebt>rth, rn 1880, describió la presencia del bacilo tifoídico 

en secc.:iones histológicas de gtmglios linff1ticos mesentéricos y en 

hígado de pacientes con fiebre tifoidea. Pfeiffer, en 1885, hizo 

el primer ai3lamiento del bacilo a partir de hece.s, (l?) 

La forma de establecer el diagrl'6.stico de certeza de este pade

cimiento debe .5er a través del aislamiento de la bacteria por medio 

de hemo y coproc~ltivo. Entre los análisis .serológico.s se 

encut!ntran las reacciones febriles o reacción de Widnl r¡ue se 

dcsca•ibj6 desde t8?5, la cual más que diagnóstico sugiere el 

antecedente de contacto con la bacteria sólo el anMisis 

1~cpetido con aumento en el titulo, permite establecer el 

dia9n6.stico confirmativo¡ ademtis se ha encontrado como fenómeno 

concomitante en la fase aguda, la disminución en la cuenta 

teU4.:0citarlu. (27,40) 
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So.lmonella ~ pertenece a la familia Salmone!lo.e, e.s un 

bacilo anaerobio facultativo, Gram-negativo, móvil, no esporulado, 

de longitud variable y que característicamente fermento. la glucosa 

y la mano.sa pero no puede utilizar la lactosa o la sacarosa, 

produce abundante ~cido sulfhídrico y descarboxila la lisina y 

ornitina. Se conocen mfis de t,500 .serotipos de salmonela.s. Según 

ln da.5i ficaci6n de t:nu ffman-White, ~nella UF.hi pertenece al 

arupo D y comparte con las diferentes especies de ese 91~upo los 

nntígeno.-s som:.iticos 9, t2¡ los fla9elo.s contienen el antígeno "d 11 

r en la su¡1erficil' paseé el antí9ea10 "Vi". La fórmula: 9, 121 Vi: 

d. denota los antígenos de ~ ~l'..E!!..! en forma abrev lada. 

(11,32,37,441 
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'fol.>la. 1. PRINCIPALES CARAC'fERISTICAS DlOQUIMICAS DE §, !l'.J!!!! y lb 

( 11,J~) 

PRUEBA 

INDO!. 

ROJO DE METILO 

MOTILIDAD 

GLUCOSA 

!.ACTOS.\ 

SACAROSA 

MANi'roL 

T'ROJIUCCION DE ll~S 

'rRIPl.E AZllCAR HIERRO 

LIStN-descarboxilasa 

OllNITIN-descarboxilasa 

ác.ido ~cido y gas 

ar.ido y gas 

ncido Y. gas 

Pared alcalina, Pared llcida, 

fondo ácido. fondo écido. 
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2.3 ENVOLTURA CELULAR 

l.a bacteria cuyo h~bitat es el inte.stino, debe poseer algún 

mecanismo que proteja a .su membrana citopla.'Sm~ticu de la acción 

detc1·9ente de la.s sales biliares, ácido.s grasos y de los 

9licéridos. Las bacterias patogenas deben tener propiedades 

capace.:s de adherir.se a las cDlulas eucarlótlcas y/o a los teJidos 

invadidos, (11,·HJ 

La cnvolt.ura de la.s bacterias Gram-negattvas consi.ste de t1•es 

c11¡1a.s e.st~nciales¡ membrana citopla.smtttica {o interna), capa de 

peJ•tidoglicana, capa delgada (20 a 30 Á) den.sa a lo.s electrones (y 

'Jllr. corresponde a la pared celular de las células Gram-po.sltiva.s), 

y la meml>ra na externa, una capa exterior (de 60 a 180 l.). En tos 

cortes cxarninado.s, e.sta.s dos últimas capa.s aparecen íntimamente 

unidas. La membrana externa, o capa •L, e.s muy .simil1ar, tanto por 

.su t'Omposicion '=orno en su aspecto trilaminar, a las típicas 

ua•ml.J1·anas binl6uicas. Muchos tipos de proteína.s .solubles que se 

r•rP.srntan en el cito.sol, se localizan entre las dos membranas en 

un compartimif!nto conocido comrJ el espacio peripljsmic:o. Las dos 

membranas estan interconectadas por las también llamada.'5 zonas de 

adhf'.dón. Ln envoltura celular est~ a menudo cubierta con una capa 

capsular mas bien amorfa o también llamada capa adicional o capa A 

representada como un mo'1elo de subunidade.s regulares de naturaleza 

proteica. M·9,601 
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FIG.1. 

TAIPSINA, \ ::!' 

- I ~AOENAS LATEAAl.ES 
DEL LPS. (AHTIGEICI 
o~ 

Ltsoz1ua-------\CX:.OO:x;)Q;;x:lt:X;;QC()jfí1------
., PROTEINA. } 

CSFOLIPIDO MEM811ANA 
----~ ~llOTEINA. INTERNA. 

TRITON X-l<JO 

Fig. I Esquema de 111 cubierta celular de un microor9anismo 
Gram-nt.'*gativo. Su.s. componentes se deta11an a Ja derecha de 1• imagen, mien
t1•as que a Ja jzquierda se indican los posibles puntos de acción de agentes 
desestabilizadoi'e.s de Ja envoltura celular. En Ja memb1•ans interna, la 
mayoría (o Ja totalidad} de la.s p1•oteínas intervienen en Jos procesos de 
t1•a11spo1•te J' de catálisis, mientras que en la membrana exter·na eKiste un 
11úme1•0 de enzimiJ.s muy reducido, y por electroforesis se demue.5t1•a que Ja 
variedad de proteínas es también mucho menor (De Schmaitman, C.A. J. Bacte
I" i o l., IOtJ: 553, 19 'r I /. 



2.3.t. lilEllBRANA INTERNA (CITOPLASlillCAl 

l.a membrana citoplasmica consiste de fosfolipidos y prote'inas 

en cantidades aproximadamente iguales, los cuales Juegan un papel 

importante en el transporte de nutrientes, en la fosforilaclon 

oKidatlvn, y por medio de poli.somas unidos a la membrana, en la 

síntesis de fosfoli pidos, peptidoglicana 1 ipopol isacár ido. 

Ademas1 estnn probablemente involucrados en la divisibn celular y 

sirven como una ancla para el DNA, al menos durante la replica-

e ion. (4?,~0l 

:?.3.;? P E P T l D O O L 1 C A N A 

(M U R E 1 N Al 

En las bacterias Gram-negativas .se encuentra una monocapa de 

peptidoglicana rodeando la membrana citopla.srn:ítica. La rigidez de 

la cnpa de peptidoglicana permite a ta ct!lula que mantenga una 

presión osmot.ica rte aproximadamente 3.5 atm. en el citoplasma. La 

tlegradacion de la pepl.idoglica.nn con lusozima resulta en lisis de 

la:s células causada por la incorporación de agua a traves de la 

membrana citoplasrutitica al cito:sol. La capa de ·peptidogl icana 

con.'óiste de una red en la cual cstan inmersas cndcnas de amino

a-zucares, t¡Ut' contienen residuos alternados de N-acetilglucosamina 

y acltio N nr.etilmurf1mico 1 l!stns están covatentemcnte unidas entre 

.'!Oí, \•in entnces cruzados que pueden formarse entre los 
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tctrapaptidos, los cuales est:in unidos a los residuos del :icldo 

N ac:etilmnr.:ímico. La pt!ptido~licann e.s probnblr.mente también 

rL•.sponsahlc, junto con la pared celular, de la forma bacilar de la 

huctcria~"=· Se ha observ:1do que de manera aislada tiene la misma 

for01n qu~ las cctulns de t.a.s cuales ha sido ex.traída. (49,69,7t) 

13-1,·i p -1 '.i 
--GlcNac GlcNAc 

Lactil 

L-Ala 

V-GlU··.:t-N 

L-Lys 

13-1,4 D-Ala -··------i 
--6lcN Ac-- ------- --.------>GlcN Ac 

Laclil 

1.-Ala 

D·Glu-N 

D-Ala----------1 

(Gly)5 

GlcNAc -------> 

-----------~ 

F jgu1·n 2. Estructu1·a (fe l:J peptidoglicana formada por resi
duos altel'no.:; de N-o.cetilmu1•amico unidos por enlaces P-1,4, un 
tt•t1•a¡>t!>ptido formado po1• residuos D J' L también alte1•nos y un 
t~11Juce Pt.>J.ltidjcu 1¡ue une al g1•upo carboxilo te1•a1ino..J de un 
tr.t1·apeptido con un g1•11po NJJ., o COOH libre en uno de Jos 
ti:-t1•apeptido lrccinos. (lt) .. 
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2.3.3 ESPACIO PERIPLASlllCO 

El espacio per.ipl:ismico e.stll localizado entre las membranas 

in terna 

un ·10 

ex:t.erna. Ha sido reportado que representa entre un 20 y 

del total del volumen celular aunque se han sugerido 

va lores mucho m~s bajos. El e.spucio está compuesto por proteinas y 

oliuo.sa..:.=ia•illos, ln.s proteina.s periplasrnicas comprenden aproximada

mcntt~ el .¡.;.: del total de la.s proteínas celulares. Con respecto a 

sus funciones, pueden distinguirse tre.5 clases de proteínas 

peripl<í~mica.s: 

11 Proteínas con una runción catabólica (p. eJ. 5'-nucleott-

dasa y fosfatasa alcalina) convierten los solutos para los cuales 

no existe sistema de tran.sporte a una forma que pueda .5er 

transportada a travé.s de la membrana citopla.smatica. 

~} Pl'oteína.s que tienen afinidad por Jo~ azucares, iones y 

ami.noacidns. E.stn.s pr~ted1a.s .son esenciaJe.s para t!l transporte dcJ 

soluto en cuestión. 

3) Proteínas involucradas en la degradación o modificación de 

Gomponcntcs nocivos tates como los antibióticos y Jos metales 

pesados. 14?,S?l 



2.3.:J.I ZONAS DE ADllESJON 

PoP microscopia electrónica son vi.sibles sitio.s de contacto 

entrl'." las membranas citoplásmica y externa, los cuales llegan a 

se1• apnrentes soto cuando las membranas .se .separan por 

plasmólisis. Hay aproximadamente de 200 a 400 de estos sitios por 

cólula, miden de 20-30 nm de espesor y cubren aproximadamente el 

51. de ln superficie de la membrana.. S<.• .sugiere que e.stfjn invotu

(:l'a1la.'> en la pl'nctraci6n del DNA del fago en la célula, en la 

.sintc.si.s dí' LPS r de atguna.s proteina.s de membrana externa y en 

la pr~11fucciún de pilis sexuales. (49
1
59) 

2.:J.4 NEJllBRANA EXTERNA 

Se ha determinado por micro.scopia electrónica que la membrana 

c>eterna e.s .similar a la membrana citopl~smica y tiene un e.spe.sor 

11e 7.!'.: nm¡ cu la micJ'OSGopía electrónica aparece como una capa 

metlia l!lectrotrnn~lúcida 1 colocada entre dos capas electrodensas. 

La uwmbr:111a exti:>Pna e.st.:i constituida por proteínn.s (9-t27. de 

protel nas cel u la re~), el anti :Jeno comun a en terobacteria.s (ECAI 

1~omo un componente menor (O . .::?.% del peso celular .seco}, fo.s

fnl:¡iirlos r lipe,1puli.sacbrido (l.PS) como con.stituyent.e.s mayore.s. 

E~t.ti .-:1n·all'ntementc unida a la c3pa fte peptidoglicana, vía una 

1 ipo¡irotl•ína. Actúa como una barrera hidrof6bica 1 pero no ejerce 

un papel acti\•o de transporte. (U,59,74) 

15 



La membrnna externa protege a la bacteria debido a In gran 

hilJroiobicidad que le confierP, impurtnnte en la evasión de la 

fagocitosi.s por el cambio en la constitución de lo.s antr9eno.s dt! 

sup1~rficic, proteje contra otra.s defen.sa.s ine.specífica.s del 

ho.spedero 1 como son la lisozima, la i3·lisina, varias prote·inas de 

lo.s leucocitos y las sales biliares del tracto intestinal. Se 

piensa que las cadenas específicas -O se . proyectan de la super

íici.t? de la membrana externa y, por tanto, resguardan la super

ficie de la c~lula de la acción de los anticuerpos y el comple

mento, evitando el contacto íntimo con la membrana externa. La 

mcmllrana externa hace que la difusión de los antibióticos hacia el 

intE!rio1~ de la bactel'ia sea lenta, dando oportunidad a ésta de que 

tos inactive. (19,60) 

Estudios rel:1cionad.c;>s a la tocalizaci6n de los componentes de 

la mt•mbrana externa indican que el LPS y casi todas las proteínas, 

lienen sitios expuestos a la superficie, los cuales pueden actuar 

con10 receptores de Jagos, colicinas y donadores de células en la 

c:onju gaci6n y pueden i·eacclonar con anticuerpos, enzlma.s y agent~.s 

químicos. (10,49) 

I.a mayorta de los estudios sobre la mr.mbrana exte1•na se han 

realizado en ~.! !!.2JJ. y ª-: ttrJ~ur(l!ffi, sin embargo, los resultados 

qtH' se obtienen Je estos pueden ser extrapolados a ~: !r.J?:hi. 
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:?.3.4.1 F O S F O L 1 P 1 D O S 

La composicion fosfolipidlca de la membrnna extet•na es muy 

~unilar a la ele la membrana citoplasm:'ltica (lípido.s ¡1olare.s 1 

predorninnndo \os losfo9\1céridos en rC"lación a lo.s esfin-

~olípi.<los), con un ligero, pero significativo enriquecimiento de 

fosfntidiletanolamina y Eosfatidilinositot: (·iS,60) 

2.3.4.2 L 1 P O P O L 1 S A C A R 1 D O (LPS) 

El LPS, el cual es caral':teri.stico de las bacterias Gram

neaativas, es una molécula amfipfltica a menudo dividida t~n una 

partL" hidro fObica llamada lípido A, y un sacbrido hidrofílico. La 

¡.inrtl~ hidl~of1llca con.sistp de un corazón oligosacríricÍo, el cual 

usnatm~nte es llamado an\ígeno·O, es una estructura polimérica 

IormacJa por unidades rept?titivas de .carbohidrntos, nrlcma.s de estas 

dos, 1~e9 i.011es se presenta unu región espec"ifica de polisacárido. 

Una representación csquem~tica de la estructura general se da en 

la Fig. 3. El LPS tiene .seis o siete cadenas de ~e.idos grasos 

semejantes a la cadena de disacárido 9lucosamina 1 todas la.5 

cadenas de .:icidos grasos en el LPS est~n saturadas, y contienen 

~citlos grasos 3-hidroxi-oxi-acil. Presenta gran cantidad de grupos 

caroados negativamente, sobre la propia uni6n de los residuos de 

azúcares r1roximales. ttt,59,86) 
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EA ..: Etanolnmina 
J:DO Acido 2-oeto-3-deoxioctul..lnico 

F i9u1•a 3. Repl'esentacjón 1..~.squemlitica de l:i e.st1•uctu1·a quí'mica 
del LPS ele §_, trphimul'ium.1.i9¡ 

T i -°'r··· 
. 1uu-100-H•P-H•"-cuu-u11-&1c 

«t.IWOlll 191fUNA 

(Pefttaa•clr"IGOI 

Fi:1ura 4. Re9ió11 ele/ 11úcleo b;isal' de S. typbjmurju'!!. /De Wein
b:iun, G. Mic1•obi.al Toxi11.s. Cha.pt1..•r ;¡; J97'TJ. 
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El antígeno O consiste de alrededor de 40 unidades repetiti

v:t."" de 3 a 6 residuos de azúc:ar. El número de unidades repetitiva.s 

va1•ia, siendo uniforme en un cultivo o una cepa, t!.sto depende de 

las condiciones de crecimiento, mientras que la pre.sencia de 

ciea~tos profago.s en el cromo.soma pueden alterar drá.sttcamente la 

c.strur.tura y composición del antígeno-O. Estas propiedade.'!I .son 

usadas para. drtcrminar .serotipos o, 6 

p:1ra id en ti ficar sub··ccpa.s de una 

como método 

especie. Las 

inmunológico 

cadenas O 

cspeclfi..:a.s c..lel LPS son factores virulentos, los cuales ayudan a 

Ja invaciOn bacte1•iana. Son attamcntQ inmunogénicns y capaces de 

in•luctr anticuerpos cspf!Cíficn.s .• (49,59,86) 

Los lipopolisacáridos constituyen la mayoría de lo.'!1 compo

nentes antigónico.s superficiales, (antigcno.s .somOtico.s O), y son 

1·e.sposablc.s e.le la actividad endotoxica de la.s células Oram

neg:.i.tivns. Se .supone que la i~egión del lípido A e.'!I re.'!lpon.'!lable de 

ta actividad de Jas endotoxina.s de lo.s lipopolisacárido.s bacte-

1·iano.s. Esa porcion lipídica del complejo está orientada en la 

~011a ti 1d1·0 fObica de la membl'ana e-xtcrior. La un ion del LPS a la 

rtH•111tir11na drpr.ndc tanto de enlaces hidrofóbicos como de enla.ce3 

ion1<:os 1 q11f' est~n mc1Jindos por cationes polivalentes (p. ej. @I 

(60,&f,) 
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2.3 ..... :J ANTIGENO COMUN DE LAS ENTEROBACTERIAS (ECAI 

F.1 antigeno común de tas Enterobncterias (ECA) es un poli

sacérido ricí.do que contiene N-acetil-D-glucosamina 1 écido N-acetll 

D- ffiB\lOS3mi.nUl'ÓIÜC0 1 ·\.-aceta mido- ·\.,f;-did eoxi-D-9a lactosa, pare lal 

mente estr.rificn.clo por el tir;ido p~lmitico. F.CA se presenta unido a 

la membrana externa por medio de los fosfolípidos, que forman una 

ºancla''· El antígeno común entrrobacterinl o antígeno de 'Kunin 

estó presente en la mayoría de las enterobacterias. Algunas cepas, 

contienen a ECA en .su forma inmuno96nica. en la cual est~ a.saciado 

con el LPS por un enlace covalente con la parte del corazón del 

lípido A, similar a Ja forma de unión del antígeno-o. (49,60) 

2.3.4-.4- E•'ECTO DEL EDTA SOBRE El. LPS 

11acc ~& ar.os, Rt~pnske demostró que el EDTA en buffer de tris, 

junto con li.sozima, convier·tcn las células de bacterias Gram-

1w9ativa.s en csfcropla:stos, y ahora se reconoce el papel del EDTA 

como un desestabilizador de la interacción LPS-LPS que destruye la 

mcmb1•an3. (:xtcrna.. El EDTA remueve aproximadamente la mitad del LPS 

de la céluln, prc:sumiblernente por los complejos que -forma con los 

ca.titlnes divalente.s (los cuales estnn involucrados en las 

interacciones LPS-LPS}. (49,60,71) 



2.3.4.S PROTEINAS DE •EJIBRANA EXTERNA 

Miura y Mlzushima describieron por primera vez el aislo.miento 

de la membrana externa de ~ichia coli empleando esferoplastos 

prepa1·ados con lisozima y EDTA 1 ést.os se Usaron por choque 

o.smótico y po5teriorment~ se separó en un gradiente de sacarosa la 

mt"mhrann externa de la citoplasmática. El método anterior fuó 

modificado por Osborn con el fin de disminuir la cantidad de LPS 

en ln.s preparaciones de PME. Schnaitman describió una metodología 

que evita la prepa1•aci6n de esferopla.stos y consiste en el 

rompimiento de las bacterias en una prensa francesa, seguido de la 

~edimentación de ta envoltura celular y de la sotubilización de ta 

membrana citoplasmética con un detergente no i6nico(S3,6t,7t)· 

Schnaitman fué el primero en informar que Escherichia coli 

contenia una proteína principal, la cual constituía el T0'.1. de las 

proteínas totales de la membrana¡ poco despuas, él y otros 

invt•stigadores demostraron por SDS-PAOE que en realidad eran 

cuatro. Sct11nitges y Hennin9 describieron una proteína prinr.:ipal, 

que sl? podía separar en dos bandas por electroforesis, en 

condiciones reductoras. Actualmente se sabe que el número de las 

PME es variable y depende de la información genética de ta 

bacteria. Su expresión puede verse afectada por factores tales 

como tas condiciones de cultivo, tempero.tura, etc. 

Las PME que más se han estudiado son las de ~ coli y ~ 



~.l.E.!1!-.!!l'!t..l.J!.!!!· Di Rlenzo, Nakamurn e Inouye en t978 y O.sborn y Wu en 

i980, hich!ron una rcvl.sión extensa de ellas y las clasificaron en 

prott?ínas principales y menores. (1~,62) 

La.s proteínas principales pueden estar expre.sada.s con més de 

100 000 copias por célula. y se han descrito alrededor de to, sin 

embargo, generalmente sólo se expresan S. Dentro de las protefnas 

principales se encuentran: 

t) Proteínas matrir.rs o porina.s (Omp C, Omp D, Omp F 1 Pho E)1 

c1ue intervienen en el transporte pasivo de .sustancias de baJo peso 

:nolecula1' a través de la membrana (60)i 

.2) rroteina modificable por el calor (Omp A), involucrada en 

los procesos de conjugación y que actúa como receptor para fagos y 

colicinas17 ,751• 

3) Lipoprotcína de Braun, ta cual está unida covalentemente a 

la peptidoglicana y cuya función es la de mantener la integridad 

estructurnl y funr.ionnl de la membrana(&2)· 

[.a proteína OmpA de ~-· !!.2li es similar a las porinas, es rica 

Pn estructuras P-laminare.s, aparece rodeando ligeramente a la 

membrana. t.as mutantes carentes de la proteína. OmpA, producen 

rnembranas externas ine.stable.s y no son capaces de llevar a cabo la 

conjugacion. OmpA esttJ presente en aproximadamente toS copias por 

célula. Es modificada por calor1 tiene un pe.so molecular aparente 

C"ll SDS-PAGE de 35 kDa, mientra.s que en .su forma no desnaturalizada 
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e:s de 28 kDa. La protefna OmpA purificado. no es hidrofObica. La 

carencia de la p1·oteína OmpA e.sta compensada por un aumento de las 

y fo.sfoli pidos, y posiblemente tamblén del LPS. 

(4?,60,6:!) 

Junto con la Upoproteína de Braun la proteína OmpA está de 

alguna forma involucrada en el mantenimiento de la integridad 

estructural de la membrana externa, nsí como en la forma de la 

ct?lula. (49,59) 

La.'S f'ME se encuentran principalmente cstructurad.:is con la 

conformación terciara f3:··laminar. La cantidad de proteínas 

prinr.ipales de membrana externa por unid.:id de superficie de nrea 

de membrana C?x:terna es constante ba,jo condiciones variable~ de 

crrcimiento. Las principales PME, hall sido purificadas y en muchos 

.:asos "' actividad hiologica depende de la presencia de LPS. 

(1'},&2) 

24 



'IJ
 ... <

Q
. " ., .. !"
 

e 
o~ 

~ .. ::i
 

;g 
~ 

... .. .. 
~~

· 
<> ... c.

 
~ 

::i
 

Q
, .. .. .. ... .,,, ., Q
 :: ~· .. ... Q
, .. e .. e t7
 

: 
t<

 "' 
., 

"' 
.. ::i

 .. " .. ;; ., ::i
 

i "' .. -



~4 P O R l N A S 

(CANALES JNESPECJFICOS DE DJFUSJON) 

I.n~ prf1tc1nas codificndn.s por los genes ompF, ompc, y phoE 

~li y la.'\ codifica.das por lo.s g'!nc.s ompJ.\ ompD r.n ª'-: 

~l'f~h.i'l'.Ll!rl!.1_1.!! son l1amada.s porinas, po1·que producen poros relativa·· 

mente i11e.s¡1ec1 [ic:n.!> canales 'iUe permiten el pa~o t.le pequ~ña.'5 

moléGulas hidrofilica.5 a través de la rr.embrnna l'Xterna. La impor

tancia fisiológica. de tas porina.s está en que permite la difusión 

Je l"s nutrientes, antibi6tico.s, o inhibirtore.'!: a través de la mem-

brann. 

2.4.1 PROPIEDADES DE LAS PORINAS 

La membrana externa de las bacterias Gram-ne9r1.Liva.s debe per

mitir la absorción de los nutrientes. y la eUminn<.:'lón de lo.s pro

tluctos tic dc.secho. Se ha enconlNtdo que la membrana externa de las 

har:terins entl!ricn.s es permeable a soluto.s hidrotílico.s mayores 'de 

&00 daltons. El primero en aislar estas porinns fue Ro~Lnbuch 

(197'1·), quien les llamo "matriz proteica", ya que .se ll~s consideró 

como las rc.sponsa.blc.s de la Iuncibn de la membrana externa, de 

determinar la. forma de las bacteria.s. Sin embargo no existen aún 

evidencias de que las porinas contribuyan a mantener determinada 

forma de las células, por lo que el uso del término matriz pro

teica ha sido abandonado. (59,60,62) 



Tan to en ~ ~1.! como en §.: llP..!!J.l!!.!!.!!.!!.!! pueden encontrarse 

vat•io.s tipos dr. J.lOrinas en una determinada cepo.. La cepa ~ ~l.! 

K·JZ contiene las porinas OmpF y OmpC cuando crece en condici.one.s 

noJ'mnles de cultiva y la porina PhoE se presenta cuando la.s 

cC?1ulu.s c1•cccn en nu.sencia de fo.!f.atos. Se ha observado que la 

(1NJtt•ína PlloE forma un poro m.l.s cHc1ente para el paso del fosfato 

orgttuico e iuorotinico que la proteína OmpF. La.s ctilulas de ª' 
~_/.l~2-1XL'l9~j}t.~} LT.:? crecen en lo.s medios ordinario.s presentando sus 

t.l·e., porini.ls OmpF 1 OmpC y OmpD anteriormente denominnda.s por .sus 

pesos moler:nlare.s 1 3S kDa, 36 kl>a 34 KDa re.spectivament.e. La 

c:intidad relativa de estu.s porinas se encuentra baJo una eficiente 

i·e9ulacl6n dada tanto por ta actividad osmótica del medio, como 

por la tcmp1H·atu1·n. Las porinas est:in presentes en forma con.stitu

tiva, pero algunas vcce.s son inducidas bajo cierta.s condicione.s de 

<:r·ccimicnto1 o est~n codificadas por un bacteriOfa.90 o por un 

plásmido. Schnnitman encontró que varia.s muestras clínicas de las 

1.1uc se aisló ~ SQ.U producen una porina adicional, llamada 

pr-oteína 2: o Le, la cual no ext~te' en la c~pa K-1~ y e.s codificada 

por un profagQ. En las cepas encapsuladas de ~ ~ll e.s frecuente 

e·ncontrar (tue producen una porinn caracterí.stíco, comunmente 

llu.mntl.:i ¡1roteíou K. La. cantidad total de c.stns proteínas, es 

l·e:tati vamt•ntc con.~tante )' muy grande, por lo que las porina.s son 

una~ dt· las prtJtelna.s m.js abundantes en ~· soli y 2: trphimurium 

''"" tt'!1'minos 1te masa; estas puecten representar por arriba del 2Y. 

del total tic las proteínas célula.res. (7,49,59,Ttl 
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TABL.t :.!. CARACTERISTICAS aENER,ILES DF. L.tS POR/NAS DE§.: trJ>/limu
!:..i..E.!!l..: ( 6 O) 

CARACTERISTICA 

Peso molecular 

Número de copias 
por r.élula 

Rt>GPplor para 
ÍO!JO.S O bnr.tt?
ricinas 

Gene estructural 

Punto isoeléctrico 

Formn oli9om~rica 

Ditimetro del poro 

N.D. No determinado 

OmpF 

35 kDa 

Mayor d? to5 

N.D. 

ompF 
minuto 21 

4.TT 

Trímero 

t .4 nm 

OmpC OmpD 

36 kDa 34 kDa 

Mayor de I05 Mayor de 105 

PI-142,PfltOn PH42, PM 31 
Pll.221 PH!Jt 

ompC ompD 
1111nuto 46 minuto 28 

4.78 N.D. 

Trímero Trímero 

t ,4. nm t .4 nm 



~rABLA 3.CARCTER/STICAS GENERAl.ES DE LAS POR/NAS DE !f: co/i kl2 
F !" S2)J.. (601 

CARACTERISTICAS 

Peso molecular 

~./Umero de copias 
POl' Célula 

Receptor para 
fago.s o bacte -
r.icinas. 

Gene estructural 

r.1nto i.soeléctrico 

Forma ol iaornér1ca 

Diámetro del poro 

Otras caracterís
ticas. 

OmpF 

37.2 KDa 

Mayor de toS 

Tula.,T.'?,TPt 
TP2, TPS ,K20 
Col A 

ompF 
minuto 20.7 

s. 9- 6 . .:! 

Trimero 

1.4 nm 

su 3ínte.d.s .se 
reprime en al -
ta osmotaridad 

N.D. No determinado 
kDn' Kilodoltones 

Om¡>C 

3f> kDn 

Mayor de 105 

TP2, TPS ,PA-2 
TP6, Tu lb, T4 
Me! 

ompC 
minuto 46 

4.41 

Trímero 

1.4 nm 

Se expresa en 
condiciones de 
alta o.smotari -
dad. 

PhoE 

37. 711 kDa 

Mayor de I05 

TC23 ,TC45 

ompD 
minuto 5,9 

N.D. 

Trímero 

1.4 nm 

Su .síntesis se 
deprime en con -
diciones limi
tadas de fos
fatos. 



Se han secuenciado la~ porinas encontréndo5e que existe una 

horno logia muy grande entre OmpC, OmpF y PhoE. La e~tructura 

secundaria· de las porinas demuestra que existen de U a 15 

extensiones entre residuos de aminoécido.s, las cuales adoptan la 

conformación ?-laminar, ~sto sugiere que la protl!ina at.ravieza la 

membrana mucha$ veces por tener estas extensiones. Se ha demos

trado que las e~trucutras (3-laminares est::in 01·ientadn.~ perpendicu

larmente hacia la superficie de la m~mbrnna. (59,60) 

Las porlnas de la cepa K-12 de ~ co11, OmpF y OmpC est~n 

inmunol6gicamente relacionadas con la proteína PhoE. La forma 

desnaturn.lizada de cada una de estas proteínas asociadas a la 

peptidoglicana reacciona con el antlsuero producido contra la 

¡-.roteína OmpC purificada, estos re!Ultados su9ie1·en que todas 

estos porinas son derivnda;ot de un gen ancestral común y que se han 

conservado muy bien \ns estructura~ de sus ucnes tluranl~ la 

evolución. 

J •. as porinas de ~ ~.~.!.~ tienden a formar cristale~ hexagonales 

bidimensionales cuando el complejo membrana externa-peptidoglicana 

es PXtrahtc1 con SDS a temperatu1·a.s por ab.1Jo de los 60ºC. Ta\e.s 

:11·reglos pueden ser formados en la ausencia de la capa de 

peptido9licana 1 y el LPS {lfpido A o :icidos grasos). estimula este 

pr(-.ceso. Las porinas pueden ser extraídas y llevadas a una 

solucion (ie NaCl t M en solución de SDS, pero siempre que se usan 
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('.'itn.!: condit-:ionr.s lns porinns .~l' pr1•sentan en forma de trímeros, 

t!'~trcchamentc nsociados 1 que contienen un triplctc de orificios 

que i'ctiPnl~n la tinción negativa. Cuando los trímeros .son 

=alcntartos a toooc en SOS, éstos se disocian en mon6meros1 cada 

unidad monomerica contiene un canal en su superficie externa. Se 

ha proput!5to que estos tres canales se fusionan a la mitad de la 

membrana y salen del otro lado como un canal central único. Esto 

r.xpl icaria porque la. hermtttica o..sociacion de las tres subunidade.s 

<'.S nr.ct~Jiaria. para la producr:i6n de los canales funcionale.s. Sin 

e•mbn rgo, otros c.stucl io.s con la por ina PhoE, indican que en la 

mrmhrana externa los tres canales permanecen sin unir.se. 

( ·1·?' 6 o ,r, 2) 

Las protl•rnas OmpC y OmpF de ~ coli actúan como receptores 

de1 fago Tula y los fagos Tulb y Mel re~pectivamente. La proteína 

OmpC debe interactuar con Ja región del corazón del LPS para 

experimentar un cambio de conformación antes de que é.ste pueda 

actuar c:omo un receptor de fagos. Alternativamente, la proteína 

OmpC t'l LPS pueden constituir dos parte.s independientes del 

t.:nmple,ju rect.•ptor, ambos .son esenciales para la exito.sa activación 

tlt~ Tulh. (I0,5?
1
71) 

l.as por-inns son fnbricndas continuamente durante el ciclo 

ct•lu lar. Las lipoporoteinas y las porinns proveen de má.s de 

'1·00,000 contactos f'ntPe el saco de rnureinn y la membrana externa. 
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2.~.2 UEN DE Oma>C 

El 9en de la porinn Ompc <le ~ ll'.211.! tiene la secuencia 

nucleoticUca siguiente: (54) 

Los si tio.s del rompimiento con el BrCN se presentan con letra 

rt>rnarcada )' .subrnyados 

ti 20 29 ll 11 . 51 
mm~m•WWillWW~mrum~mmm 
r V s s G 1 1 1 Q 1 i n 1 T B G 1 r 

15 14 ll ?2 101 110 
mwrnwmwmllimmrummmmamm 
iC! V 1 V Q S L L V P 1 L L V l G 1 

119 121 m 111 1ss 111 
amamrummmww•mwmmmmm 
1 N 1 1 8 1 1 N 1 D O ! 1 L D L P O 

11J 112 191 200 20? !ll 
wrnwmmrummmwmwmmm•mw 
1 V D G L H T P S D D 1 G S D G S Q 

121 m m 2H m m 
mmmmm~mw•wmwmmmwmm 
T T la 1 G i 1 u B T Q V ! D Q L T 

lll 290 291 lOI lll. lli 
mm•w~wmwmw•mwmwmmm 
G 1 G Q Y B T Q'i Q G N Q T E S S N 

m ·m m m m no 
mmMmmm=rn~mmwmmmmm~ 
DSYTiVIPIGLIPIDIGS 

m m IOT 111 rn m 
mwmmmmru•mmmwmfilm~mm 

FDTGRNIGVTTDV!SYND 

rn m m 110 m m 
mmm~m••mfilm•mwmmmww 
1 L P B F G G D T 1 G l D N F ·10 O 

m m 515 m m m 
mmm•mammmmmwmmmmmm 
B G H G T l N ! 8 N ! D F P ~ L V D 



551 510 519 !'B m 591 
~rnmm~mrnmrn~ww~m~•mru 
GLDPALQDQGINGSVSGB 

601 111 m m 111 m 
illlliill•~~m~ill~w~m•w~am 
N ! N Q i i L L N Q N a o o 1 a o s 

619 m m m 191 101 
~~m~m~w~m~~~~~mmmm 
r. 1 1 1 1 a 1 a 1 1 v a a • 1 r 1 s 

m m rn ''° 119 111 
w~~~WWillilllli~ill~~mW~ill• 
iillQQNNllNliLIGNQ 

li! 111 l!i 111 IOl 111 
~m-~m~-~~~WWW~illWlliill 
D i 1 1 V 1 ! a a L 1 ! D ¡ N N 1 y 

111 l30 139 HI 151 111 
~~~wmmwmmill~~™mmmmw 
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Hay evidencias de un conh·ol positivo en la .:síntesis de la 

proterna 08,'pF por AMPc. (S?I 
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Algunos estudios con células intactas llevan a la conclusión 

de que nl9un113 de las porinas son específicas. Se ha observado que 

la p~rdidn mutacionn.l de la porinn OmpF hace decrecer la velocidad 

Ut> lu hictrolisis de los nuclcótidos 1 este resultado conduj6 a 

:i.luunos investigadores a pensar que ln porina OmpF es un canal 

f'~prci fi.co de nuclcOtidos, tal conclu.uón no es aceptable porque 

In Vl!locid1.1.tl de estos proce!';oS esta inf1ut-nciada por la magnitud 

de la \."ICl'lllCalJilidu.'l de la barrera l•n l"t!lación al tamaño del ·soluto 

en rn•oce50 de inmersion. Estudios en liposomas demostraron que el 

canal f'hoE prefiere compuestos anionicos. {60) 

2.4. 3 FUNCU~N GENERAL DE LAS PORINAS 

Los poros hidrofílicos en las membrana externa explican la 

irnpermebilldad a las sales biliares y la muy buena permeabilidad 

para los nutrientes. Mutantes deficientes de porina.s tienen 

incrcmP.ntartn su Km pel'O no se altera su Vmáx re~pccto a la 

inco1'1.1ornci6n de los solutos. (49,59) 

Los hallazgos mas importantes sobre la ciul?tica de incorpora

ci.Sn a travl~.". de porinas son: 

i) t.a Ví'locidnd de di fusión está determinada por la diferen

cia. en r.oncentN1ciones de los dos lados de ta membrana. La 

in nnencia <le In tempertura .subre ta velocidad de penetración es 

bnJa. 11·91 

ii) Los !':olutos que son voluminosos no pueden difundir a 



i11) La \•rlocidatl de d1fus.lon de los soluto.s a trav~.s de los 

poros esta iufluoncinda por factores tales como su tamaño, carga e 

hitl1·ofobicidad, lo que origina una gran diferencia en los 

~ociiciente.s de permeabilidad de la mayoría de los solut.os. Los 

.solut.o~ que tienen cargas negativas se difunden a trav(!.s de OmpF y 

OmpG tl•~ ~~· ~!l de forma mas lenta que ~"tU."S contt·apnrtes no 

carualla..s y 1¡ue los solutos con Jos cargas negativas, que difunden 

rna~o; lc•ntamcntn. St• ha clemo.strallo que los canales for•mados por la 

p1~otc:ina l.:imD y la protc;n::i PhoE tienen una preferencia por 

i:icrt•.1S :.ustratns flebido n ta presencia de sitios de uni6n 1 que .se 

cn.:ucnt1·au ¡1r.:.•zumiblementc a la l!ntrada de los poros. (tl,4.·9,úO) 

.i.v) Ln ia1t:orpo1~acion de porina.s en la bicapa lipídic~ conlleva 

:i un aumento de- la conductancia de la membrana de varios niveles 

•le maunitud. La rroteín:i forma g:randes canales acuosos en la mem

l1r:.inn. La formación de los .;anales es inducida irreversiblemente 

¡1or· 1?1 \'Ultajc. Los canales existen tanto en estado abierto como 

r:cr1~ado 1 los r.ualcs <.•st:in C"n equilibrio entre sí. 

VI En atyuna.s cepas se PI'l•scnt:l mas de una eta.se de porinas. Se 

ha demostrado í(\H~ uno. clast.• de porinas es suficiente para la 

t:t:\\1 ln. lH) 

vi) El termino poro :se ha introducido para indicar en general a 

tos r:analcs ele Jiiu:;ión. Sin cmba1~90, algunos poros adem:i.s de 

.sus p1·opit'l1ades generales, tienen afinidad por ciertos solut.os con 

:is 



uprox. f\Da 1 lo 

exclusión pura ª-: !:l:l'.~l;JJ!I )' ~ ~_11 es de 

cual es probablemente una ventaja para el 

orannísmo po1·que permite la entrada de pequeña.5 micelns, de 

so lutos hidrofobi.cos y •le grandes peptidos ni espacio 

periphsmico. ('1-9) 

·La.s flOl'ina.s desnaturati.zadas, son poliJ>éplidos a.cíd1cos con 

un punf..u i.soelectrico de alrededo1~ de 4.8. Una alta osmolaridu.d 

rr.!-ulta C>n la ciesapririr.ión •le la proteina Om¡>F, la cual e.stll 

cuantilati\·ementc compensada por la síntesis de mas proteína OmpC. 

Multiph•.s copias del 9en ompF J'P.sultnn en una S\lf.•t~rprotJucción de 

lu prof..t.• noi OmpP n expen.'ias d~ tas p-rotc1na~ OmpC PhoE. l.a 

...:.i.11•t·r111·odttt:<~j1 .. u de la pt·otl'ína PhoE, la cua.l C5tb acompañada por 

nna d1~u:i.n11ción de la cantütad de la proteína OmpF y la proteína 

l•tnl en las celulas. (4'},591 
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2.5 I' E P T D O S 

:?.5.1 TRAllA,JOS l'REVIOS CON l'El'TIDOS DE DIFERENTES PROTEIN AS 

.SC' tir·nl'n :intccede11t.t•.s de la 1.Huest.ión de atuunas proteínas 

c:o11 n1·omur11 1lt• Ci.anóacno (BrCN}, C>nti~e las cuales se encuentran la 

la t.er·mol i~ ina (78) la prot.e1na 111 llel gonococo 

(77 }, cnt.re ot.ras, los cuales dl'scriben los métodos de digest.ión, 

SPpara1..~iun de los p~ptitlo.s furmado.s y purificación de los mismo.s, 

así como la antigenicidad e inmunogenicidad que se obtiene al 

i;omparar los péptidos con la proteína completa 1·espect.iva, en 

t•n.!.ayo.s tant.c1 celulares cc)fllO humoralt!'.S, l::i,'T7,78) 

2.5.2 MECANISMO DE REAl!l!ION DEI. DrCN 

El Ui-C:N es uno el<.' los agent.f."s quimic:os Pspcc:íficos para la 

t•.c;t:1.~1-:rn rle 1..·adt•nn.s l'üllpept.iclicns MI re~it1uos d1~ aminoácidos bien 

•lefiuit1lls. El na•r.nnismo consist<• rn iiue et D1·C'N rompe el enlace 

fll!ptid11;0 1 en donde el grupo carhunilo es aportado por u.n residuo 

d1• uwt.innin:i, el c:ual se convierte en un residuo C·terminal que es 

la la<:tona ele la homo.scrina. El núme1"0 de fragmentos producidos a 

pa rt i.r de un pot 1 p~pt.ido poi~ el bromuro de cianbgeno puede prede

c1 rsf' seuun el numero tl~ rt-sutuos ele met.ion1nn de la cadena {45). 

La dcscripcion esquemática de la ruptura peptídica por 

Pl lh·CN St" prc•st~11La en la Figuara 7. 
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f'ioura 7. Mecanismo de reacción rle la 
polipé¡1lido~ r1or accion del 

rscisi6n de 
DrCN.145) 

H H 
R-C-N-CH-C-N-R¡ 

. 11 1 /1 o o 

Bromuro de cianógeno 

H 
R-C-N--CH-C,' ,Nll--R¡ 

CI én, ,,O 
'-"en, 

1,1 

tn~~ 

Tlocianato de 
metilo 

R -C~N··,..,Cll1- ~C.:O Peptidil homoserinlnctona 
8 en., • ;o 

· -.....:-c11~,,.. 

H3N'-R ¡ Aminoncilpeptido 
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El DrCN pi-aduce rompimiento eu la.'5 porinns, ya que estas 

contienen tres residuos de metionina, lo cual repercute en la 

producción de cuatl'o péptidos, los cuales tendrían un peso 

molci:ular• estim:i.1Jo dt:' :?.t, 9, 6 y 4- kd. (PCGENE) 

Con el fin dl? solubilizar el DrCN pal'B. que pueda reaccionar 

con las proteinas, :i;e han probado soluciones de écido fórmico a 

1tih~l't~utes concentPaciones, hahil!ndoso en1:ontrat10 que la solución 

de :1cirlo fórmico al 701. es la mas adecuada. Con esta concentraci6n 

se inhil.Jr la fc11•macü111 de bromuro y se evita una posible oxldaci6n 

dvl trlptu-fauo pre.st .. nte en las protc1na.s. Concentraciones més ele

vada.$ clt•l 701. re.5Ultan en una ncc:ión inhibidora de ta actividad 

dr.l tironnlr'' cJp r.innogeno. La •:oncC'ntración recomendada del BrCN en 

í.•l Jci1lu fu1'1r.ico al 707. f..•s dl' too m9/ml, la digesti6n se lleva a 

1:abo a :!':>OC durante 20 hrs (45). 

El rom¡.limiento con DrCN se pone de manifiesto determinando 

los pesos moll"culares de tos productos de reacción por anélisis en 

SDS·PAGE. (5,77) 

2.5.3 DIGt:STION DE PORINAS CON DrCN 

Mt•Jiant.c rl uso del programa pnra computadora. PCGENE 1 es 

l•O~ilrlc <lt.'"lf!l'01i11ar los póptidos que se formarían al romper las 

¡ior1nu.s 01npC y OmpF, ya •1tie funciona simulando una digestión con 

llrCN, propo1·ci<1nandonos las características fi.sicoquímlco.s de 

i.lü:hos pópt.idos, 1:omo son el punto isoell!ctrico (pi), la cantidad 

de aminoácidos y el peso molecular de cada uno de ellos (tabla 4). 
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Tabla ·l. Ca1·actf!1•l stjcas Fis.i.coqui micas de los p~plidos de las 

po1•inas OmpC r OmpF respectivamente, de g_,, g_~J.!. 

OmpC 

Posicion en la secuencia Longitud Peso pi 1/21 f 
(Da I 

3) atn- 143 a Met- 342 200 ªª 21,445 9,0 10 m 

21 Arg- 58 a Met- 142 85 ªª 9,484 3.6 2 m 

11 Lis- 2 a Met- 57 56 ªª 6,002 4. 5 3 m 

4) Ser- 343 a Phe- 377 35 ªª 4,040 3.6 >20 h 

OmpF 

31 Leu·· 137 a Met .. 3:?9 1?3 ªª 21 1 Ot7 4.7 J m 

21 Thr·- 61 a Met- 136 76 ªª &, 384 4.1 }20 h 

1) Lis- J a Met- 60 58 na 6,070 9. 1 3 m 

·H Ser- 330 a Phe- 362 33 ªª 3,610 3' 1 >20 h 

a:i ami110Acidos 
h 1101•11. 

m mj11utos 
f T lempo 11ec:esario para Ja ruptu1•a 
pi punto isoi!Mctrico 

01'de11.11io.s ,,,.~ .'lcuerdo a su longitud 
(1lt.• Jnouc/Jr }' colbs. J91J2. P1•ima1· r structurc of t11 .. • ompF gene that 
"·odt•s for a muJou1· vutc1· we1nbl':Jlle p1•otei11 of Esc-:l1t. .. I'icia coli J:-12. 
lVut:lt•ir ;1cids 1•t.•sca1•cl1 JO: 6957'-696/J). 

40 



La nbsorcion del triptolnno a 280 nm constituye el fundamento 

de ln deturminación de péptidos y proteinns por medición de la 

nb.sorbnncia de la.~ fracciones de clucion obtenidas por cormat.o

~rafia de exclusitm molecular. Se ha observado que las proteínas 

rotas por DrCN i.•ic?t~den algunos determinantes antigénicos, pero 

uana11 nuevo.s ep1tC>pes no presentt?s sobl"t~ la proteína completa, tal 

c.s el caso de la lisozima y la rirotei na 10. Se ha establecido que 

muchos e11ítopes inmunodominantes e.st{)n encubiertos por la 

conformación de la proteina. (S,77) 

Los estudios de la lnmunogenlcldad de p~pUdo.s se han reali

zado, no solo en pépt.idos obtenidos por digestion con DrCN sino. 

tambien l"Xisten a.lgunos en los que el rompimiento se da por enzimas 

prot.colíticas, o bien otros que son sintetizados químicamente. 

( .:! 3 1 3 r, 1 3 6) 



2.6 VACUNAS CONTRA LA FIEBRE TIFOIDEA 

La primera vacunacion contra la fiebre tifoidea se realizó en 

1896 por 'Wright, quien inoculó con bacilos mucrt.os de Salmonel!l! 

t.1·.1!.!H u dos oficiale~ ml!dicos de los cuales uno de ellos recibió 

posteriormente a la bacteria viable no present.6 síntoma alguno 

ele la enfermedad, considerandose así que la vacuna babia conferido 

protl'ccion. Mas adelante Visokovich realizt.> estudios similares en 

la Union Sovtética, sin poder obtener pruebas concluyentes sobre 

el valor protector de las vacunas antit.ifoídicas similares a las 

de Wright. Sin embargo se corroborb que ni siquiera el restabJeci· 

miento de una fiebre tifoidea aguda protegía completamente contra 

una segunda infecci6n. Se han hecho múltiples ensayos para 

encont1·ar la forma mt!s adecurida e inocua de protección contra ta 

t~nfe1·me,tatl 1 siendo uno '1e los prime.ros intentos el de Pfei!fer 

l:olle, en t8&5 1 quienes demostraron que el suero de pacientes 

convale.!ocicntes prote9ia a cobayos contra dosis lrtnles de bacilo 

tifoídic;o. La p1·imera inmunización experimental con una .suspensión 

de microorganismos vivos de ~alnlQ.!}_ella ~-y..E,hJ, fué realizada en 

conejos por Frankel y Simmons en 1&86 y en ratones por Bauner y 

Pieiifer en 1887. t.:liKovich posteriormente empleó bacilos muertos 

con el mismo proposi.to. t.o anterior indujó a Wright. en Inglaterra,_ 

}' a Pfeifier y Kollc en Alemania, a emplear en t897 por primera 

vez, vacunas inactivadas en la inmunización de humanos. Cuando 

estas vacunas se aplicaron en la India, Egipto, Italia y 



Sudofrica, s,!· encontró unu disminución .slgnificatlva en la 

rnorhilidad, asi como una atenuacion de los .síntoma.s en los 

individuos vacunados que sufrieron la enfermedad. Las vacunas 

ti foidicas elaboradas con bacterias muertas siguieron utilizándose 

durante df;!cadas .sin conocerse .su efecto protector real, ya que se 

carecía d(~ modelos animales parn probar su eficacia y no se 

logl'nl.Ja relacionar el efecto protector con algún indicador 

sl'1~otbo i co. 

Eu f9:!(;, DesrN.tl\a pro11uso el empleo de vacunas a¡:•licadas por 

vía 01·a1, hc-d1a.-s a basl' dl• bactc-rias atenu:i.das. F.l efecto de las 

mi.srna.s fue t•.stutlJado eu el r.jcrcito francés, en donde, de.safortu

nadu11H..'1tte1 hulJieron muertos entrE.· los individuos vacunado.s., 47 , 

F.n f955, bajo los auspicios tle la Orvanización Mundial de la 

Salud IOMSI. s11 !"enlizaron c.studios de campo en Yu9oslavia 1 

Guy:iua, Polonia y la Unión So\'iétlca, con el fin de probar ta 

L•ficacia de las vacunas p1•cpara<ta.s a ba.se de célula.s enteras de 

§_3-_l_mQ.i:!.tl!!! ~.YPhi inactivada.s •con acetona {vacuna KJ y con 

calol·-fenol (\'Uc:una L). E.stos est.Iulios de01ost.raron que la vacuna K 

fUí! la 111'-!JCJl' y se encontró que la protección c1·a ·mayor cuando .se 

aplica.b~n c.11;s dusis 

1':1 lwcho de que la.s \'acunas parcntcrales presenten efectos 

colate•·alcs i11dt~sN1bles ha mot.i,·ado la JJúsqucda. de nuevos inmu

IW\fl:nns 111'ote•}tor·ps. Ha la fecha .se han c~tudiado do.s vacunas que 

5(' adrnini.stpan por vía oral y que .se elaboran a ha.se de bacterias 

vi va.s. Una de ellas .se prod ucc a hase de una cepa de Salmonella 
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~l'..P.!Ü dependiente de e.5treptomicina para .5U crecimiento y otra con 

unn mu tnnt.e deficiente en UDP-4-galactosa epimerasa (designada por 

Germanie1· como Ty :!ta). Estudios in vitro con esta vacuna hnn 

demostrado que se desencadena una buena respuesta humoral del 

intestino, el cual product~ una reacción especí[ica sustancial 

rnayo1· para I9A que para IgO e I9M. (17,::!2,4C.,67) 

Los üsludios realizados con la vacuna de Ge1·manier en Egipto 

•.lemost1~aron r¡ue rs en paz tlr. p1~ntegcr al ?S'l. ele la población vacu -

n:i11a. Se ha encontrado que la vacuna 01·a1 con capa enló1·ir.a es muy 

supcrü•t· a ta ¡1reparada en cbpsula de !Jl~latina, también se ha 

observado 1¡uc el nivel de protección se relaciona con el numero de 

dosis, se presenta una protección atta al emplea•· 4 do.sis, cuando 

ln vacuna se aplica en ·una a rea de alta incidencia y /o preva len

e: in. En Chile, se encontrb que con tres dosis ndminist1·adas 

(4;tip~uln.s con r.a.pa entérica), a lntervalos de 2 :.!.l días entre 

cado. dusi.s, se inducia uno. protección del Si al 67i:, respectivo.-

lfiCll te (l•l,21,84)• 

l'ur otro 1n<lo, se han e.stntliado los antígenos e.le superflcit• 

espt•c1 f it:Cl.'S de !?_a_t1n~.!t~l!~ ~J:11_tij como probables candidatos n 

vacunas t~l ... nl1•a la fiebre tifoidea: antígeno .somático "O" 

(endotox1na y/o lipopolis:icarido} 1 anti!)eno flagelar "11" y r.I 

Durante mucho tiempo se pensó que el 

antiacno somatico "0" Jugaba un papel importante en la protet;ción, 

por to qu~ se elaboró una vacuna a base del oti90.:sac&rido de 

repetición del lipopolisac~rido (LPS). La protección obt.enida con 

C".sta vacun:i fué escasa y de corta duración (27,3?,85)· 
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T.:imt1itin .s1~ hun probado en el modelo humano, vacunas híbridas 

t.:n11 t<1xoi(lt• coler.ico1 fabl'icarlas: por ingcnierin genética sobre 

insertando un plasmldo que 

nnti9eno O de ~ cholerae i.:oc1ifica i1a1•a la bi.o ... intr.o.sis de un 

(Tna1Jnr.r,1JB)1 la 1;ua1 ha dadu t1ur.nos resultados, aunque aún esté en 

1·~ lll1.t i o. tn, lbl 

Gou rf'.!-J.1ccto al antiucno fla~l'l:ir "H", se ha. demostrado que 

tatn\'nC.:o ..-st.a l'Plac:i.onadu cHrectamr.ntr. r.on la inmunidad protectora. 

Tully r colbs. (19&2) observaron que al inmunizar chimpancés con 

unu l:e¡.ia l'U!JOSa tle §.: .~Y..rJL~• se inducía la producción de 

anticuerpos i;ontra el antígeno "11", pero no se obtenía protección 

aun con t.itulo.s ali.os de ant.icuerpus anti.flagelares. En 1963, 

Andc1·son demostró que en ra tonps inmuni-zados con una mutante 

r.nt·Pnte rle fla!Jr.lo de ·?~ !r.IPJ., Sl" ohtcnia el mismo grado de 

I.a n•lar.io11 11<! lo.s a.nticu,~rpos nnti ·Vi con un estado inmune 

l•l'(ltei::-tor ha siclo c.lcmostr:ula t•t•dentt~mcnte por Robbins y colbs. 1 a 

tr:1vt!.s rle ~stncllos e.Je campo rea-lizados en Nepal y Sudáfrica. Por 

lo que st~ ha enfatizado en la impol'tancia que tiene el antígeno 

"Vi" en ln v i.rulencia de la cepa infcctante1 así como la conve-

nicn.;ia de i;onscrvarlo en las preparaciones de vacunas 

En 1?70 Vrnnc>mnn l' colbs. demostraron que las fracciones 



rnton contra la bacteria virulenta. Resultados .similares fueron 

obtenido.s por MoHnari y Larralde. En trabajos posteriores 

Molinari y Cabrera demostraron que las fraccione.s ribosomalr.s dt~ 

~.l!.!!ª.!..':.>}~l!_~ ~.l'.E.!U: inducían también proteccion en ratones(56,57,&3)· 

Pal· otra parte, "Johnson presP.nt6 evidencias de que las 

p1·otu1nas r·ilmsomale.s eran las r1ue protu91au a los ratones. Smith 

fliulyc su9iric1·on que tanto el ARN como ln:r;; proteínas, se 

1·t-•1uit.-rt·n ¡1a1·a. obtener protección. Los trabajos rcalizarto.s por 

Ei~l'llStt'ill Johuson d<"mostraron que la.s fracciones ribosomales 

ele ~~l_r_n~_fl!~U..!!: están contaminadas con LPS proteínas de la 

envoltura ce! u la r113,33, 51, 76)· 

En trabajos posteriores, John.5on y colb.5. demo.5t.raron que las 

protcinns de ·la envolturn celular de Salmonell'! typhimurium son 

las que protegun a los ratones contra la infección por c5ta 

tJa cteria. Estos experimentos ponen en duda el papel qne juegan las 

f1'accimws ril.Jc.rsnmalcs en la. protecc\ón y apoynn lo sugeri<.10· p~1r 

M:t tt"S y Vusipo\'i.si, en r.l sentido dr. qut> los antiuenos protcct.ort•s 

di' f;.il~•:.on~Ul! se~ lor.aliza11 rn la superfir.ie hacteriana(3J,5 0,52)· 

J..a.s PVidt"nclas de que las f\ME están rxpnestas al medio 

L•xtel'no llevó a investigar su eficacia como inmunógenos protec-

to res (9,18)· 

Los hnllazgos mtis importantes en cuanto a la capacidad 

inmunogena y protectora tic las PME y porinas son: 
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t:u~si y collJ.s, demostraron c¡ue las por-inas ext1·aídas dl~ una 

cepa ruuo~a de> ?: ~l'..1~.h ilfl_!!}~!.11-..U:i protcgt.~n nl ratón a un reto con una 

cepa lisa homóloga. El mümo efecto .::¡e obtuvo en forma pasiva con 

nntir:uerpos CSlH!CÍ f i G0~(·'\-1,4~)· 

Isibasi )' colbs. han demostrado que en pacientes con fiebre 

t.1 foidea se producen anUcuc1·pos di? clase l9M hacia una PME de .::?8 

kOa t.ltH'.'lnte la fase a.9uda de su padecimiento. En In convalesccn

cia, la respuesta es de IgO y se d1ri!Ji.6 hacia las poriuas (3& a 

·11 l\ll:1). Adcm:is que la vncunaci.on de ratones Ntll con lO µa a 30 µg 

1lc r~n~ tlc> ~· ~}'...l!Jl_~. induce ¡1rcitcc1:i0n dc-l too:: al re·to con 500 

t.U•h~ ?.t~,Yi:d )' re-to con 

la mi~ma ,10.sis (le ?: ~YJ~H.!!.t:lll!.'_i_t!_!~t. También han <1.1-mostrado •(ne lu 

adudnis1.1·ación pa.si\•a 1le sucr•.l de conejü anti-PME 1le ?,; trl!J.!J 

? 1 1.::!, V 1:d, con E ierc protección del 100:1. al reto con 100 DL50 de $.! 

~l..l~.hJ ?,t:?,Vi:d y ~ ~~.! Ty;?¡ y del 80'l. al reto con ~ 

!.r.PJ..U!'Ll!..1-:.!__l~J~· El suero du coneJo anti-PME utilizado en el ensayo de 

prot.ec:c:ion pasiva recono1:1o por inmunoelectrotransferencin, todas 

las PME dP tas dos cepas de ?..: ~l:'.PJ!! empleadas en el reto, pero 

solamente a ta.s porinas de ~· ~him~ium. La transferencia pasiva 

t.lcl suero anti porina.s pudo prllt.eJer ni ratan lle un rl!'to letal 

·~on ~· !r.r1.tiJrf.l!!.t:.~!!!n virulenta. 1::10,::u.~6) 

Antilau•r¡•os rnonoclonnlt~s (lgM) anti -pot·ina.s rll• ~· ~-Y~h..i. ? 1 

l:!,\'ial coufll•f'l'O una protección del 60X al reto cun 20 DL~o de :;;! 

t.I.1!..~Ü f},t::!,Vi:rt 1 mit?ntras r¡uc auticu1.?1·pos monoclonales auti··l.PS no 

produ,;c-n nlnuun efecto. Ln administración de anticuerpos monoclo

nales ant~~idiot.ípicos de la.o;; po1·inas a ratones DALD/c no1·male.s 

·1-7 



!..l'~IHH·.:. unn l'f'.5p\ll!Stn df!' nnticuerpo.:s anpno~s de reconocer a las 

por1nus pur tn111unlH!le:<:trotr-nnsíercnc.iu.. Ln vncuna.i;ibn de ratones 

NlH i:ott 30 ~LU de PME dl? ~: 

rC"spuf'~ta pr-olifr.•rati\·n dC' linfm;it.os, en presQncin dC" pori.nn..s de 

~-· !-r11?J, §~· !~rr1llJ~!.!!.l:.!.H.m o f:.: ~g!J.. La inmunización de ratones 

C~7Ill/ti con PME de ª-: !:.D!.!1) i11duj6 iJJ ''itru una re.spuesta 

v1·ulif1!t'ati\'U. especifica de linfocitos T. (30,81) 

De11tl'o (te los ~st.udio.s de protcccion con porina.s resaltan los 

.sluuí~ntcs hechos: 

tJ Los untigenos protr-rcos en ausencia. d~ las cadenas 

O-L·:~11ccíficas •l~l LPS puedt:r1 producir inmunidad. El sue1--o del 

Pati:.n inmuni7.atJ1) cnn PME rle la cepa Rb::! (carente de la cadena -O 

del l.PS) i::ont.1ene sólo anticuprpos anti-pl·oteína.o;. (58,81) 

::?} Se ha observado una clara dependencia del efecto de la 

rr.spuesta inmune a la dosis. La ruta de inmunización no tiene una 

infhrnnci:i. importante sobr~ lu ro.spue.~a inmune excepto para la 

hipC!rsensihiUdad tardía en las v.i.as intramuscular y subcutanea. 

3) L:l porina. es un antígeno pr-otector y su potencial inmune 

c.s s1vuificat1vumeute mejorado por el LPS. La niayor eficiencia en 

)u p1~otl'c,-;i6n con porinas al inoGularsP junto con el LPS .se puede 

dt~l·r~r· ~~ •]th·: 

j) L<>s nnt1cuer¡-111.s anti··l.PS pueden contribuir a la' prot~c~ 



li} 1~1 l.PS puclle a.ct.ua1· como un adyuvant('. 

i.íi) Et LPS puede for·ma1~ un complejo con ta por-ina ó inducir 

un camLio de cu.ufi~1u1~ación dl~ la misma, haciP1H.lola m.::is inmu

noul!nica. (6i) 

La ctt•t.C'cc1ón de h.1.s ant.icue1·pos antiprotci11as podría servir 

¡i:n·a un:t pr·lH!ba t1i.a9uústt.ca t11~ lu tifoidea, parli1:ularmente en 

.-:<nrns c1HH!micns donde la pt'tt(l-bn d•~ Widal no ha .-;ido sati.sfacto-

ria. (581 



3.0 J u s T J F 1 e A e 1 o N 

Dasundose en los hallaz!JOS t~ncontrndos t!n torno a la 

inmuno9eni.ci.dad de pépt.idos, por diferentes aut.ores en c.livcrsas 

proteínas, el presente proyecto .se enfoca en la producción de los 

peplidos de las porina.S por rompimiento con DrCN y ta det.crmina

ci6n de su capacidad estrrnulante de la proli fernción de esplenoci

tos, como una medida de su inmunogenicidad, para evaluar el valor 

de estos péptidos como vacunas antitifoídicas. 

r.o 



oi.o O D J E T 1 V O S 

OBJETIVO GENERAL 

Obtener·, separar pul'ificar lo.s peptido.s de porinas de §.: 

~l'J.'l1J., :,,s¡ como evaluar su capacidad inmunogénica. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Ohf.<·n1·l' pcptld<1.s tJr portrHl.'i l''-'r trat.amient.o d<' ó.st.as con 

llrCN. 

:J., F:laboriu~ un mapa pe¡:it{d ico, rnedi.ante electroforesis en gel 

de pnlia•:rilamida, en presencia de dodecil sulfato de sodio 

(SDS-PAGE). 

·l. Separar y purificar tos paptidos, por los método.s de cromo.-

tnu1·afia (HJ.t' filtrn.cion en 9cl 1 Lsoelectroenfoque 

nvt·l~ct~otr•anferc1\u1a. 

inmu-

r.. D1.•l1~r11d11<tl' la ):11·olifcracion de csptenocitus en cultivos 

•"(•t11lar1•.1.;, i111lur.11la l'n•· lo...,; p~ptidc1s de por-inas. 

r:t 



5.0 MATERIAL Y JIETODOS 

5.t JIATERIAL 

Se ernplt!O el material de vidrio comunmente u.sado dentro del 

trabaJo de labo1·atorio, 

5.1.1 MATERIAL BIOLOOICO 

Cepn de Salmonella ~ 91t::!:,Vi:d, aislada de un paciente 

con dia9nostico clínico y bacteriol69ico de fiebre tifoidea. 

Ra hines hembras. sln9Dnicos de la cepa C3He8/FeJ de ts-20 g. 

5.1.2 MEDIOS DE CULTIVO 

- Agar infusión cerebro corazón (BHIJ. 

Medio mínimo de sales "A" (D1oxon). 

Solución de lavado lkpes 10 mM pH 7.4. 

Medio para c\lltivo celular HANl:S jSi9ma). 

Medio para cultivo de células RPMI (Si9ma1. 

Suero fetal bovino (Si9ma} 

S.t.3 REACTIVOS Y SOLUCIONES 

Todos los reactivos empleado~ en eJ pre.sent.e tr·abajo ·fueron 

dP. 9rado analítico y de las marcas J.T.Baker, Si9ma1 Merck y Bio

Rad. 



5.2 111 E T O D O L O G I A 

!i.2..0.1 CULTIVO DE DACT•:RIAS 

t.u.l ha~;tcria.?: cmplt!adas ¡i;u·a la ohtcnción dl:' porinas se cre

cieron dura11te 6 hr.s a 37nc y :!00 rpm {New Dt'tuuwicJ\. Scientific 

Cv.) en uw1lio llllUimo A .suplenwntado con O.t:~ de extl'ncto de 

lc\':J1lura y 0.5:~ tle !}lucos.a. f"o:steriormcntc la.s 11acte1·ius :o;e cose

i::hnr·o111 t'n fase de crccimif'nto logarítmi.ca1 por centrifu9acion 

(Centrifuou Sorv:&ll RC5C. lnstrument. Dupont) a 1650 xg durante tS 

min a •1·°C. La pastilla bacteriana se c~e.suspendio en amortiguador 

e.le lle)JCS 0.01 M J•H 7.•J., con.scrvtmdost! a. -:?OºC h::ista su uso. 

5.2.0.2 OBTF.NCION f PURIFICACION DE PORINAS 

La oltt.e1u;ión de po1•inas $~ cfc-ctt1ó cmph~n.ndo el método 

'lf'.~c1·11.t1 }'ot· Ntka itlO¡f,O)· Las ha.ctf"J'ia:s cosechadas en la fa.se de 

crt:l':'in1ic•uto lt>~.:r:u·1l1Jllco, st._• a .. iu~tal·on a un.a dr~n.si<lad óptica de 

1.0 a (1tiO nm, ['•O.ilL"l'íormentt.. _\o;e rornpi.:-ron por .sonicac16n ILab 

line Ultt'~lJ'il" Lab.sonic system soni.cator), en períodos de dos 

mtuutus t'll ba.ñü de hielo hasta disminuir la absorbancia a O.:l, a 

fJfJO nm, Scvuido de la eliminacion de las ba<::terias enteras por 

ceutrifu!)aci~'ln a. 7000 xg /tS mín, la envoltura celular se obtuv6 

poi· ultJ·ace11t1~ifu9aci<>n a 100 000 xg/30 mi.n a .:!OºC (Ultrncentri

fu9a. Dcctmau l.D·M), osta se solubilizó en Tris 10 mM1 pll 7.7 con 

SDS ul ::!'.~ y se in1;uhó 30 min a 32ºC, posteriormentl" se ttltr-acen-



lrli11cru r el .sedunento ... e somct.iú u una se9undn solubilizncion en 

las condi.ci.onl•S descritas ante1·iormcnte. El :st•dlmento formado 

cont.en1a pcpti.doglicann, de donde :c;c ext.rnjeron las proteinas 

unida.!i a ella solubiliz~ndola con Tris 50 mM, pll 7.7 que cont.enia 

sos al 2Z, EDTA 5 mM, NnCl 0.'1· M f3- mercavtoutanol al O.O~'l.¡ 

.Jespul!.s dt• un periodo de in.:ubncion de 2 hrs n 37oc, se ultraccn

tri.fu9i') a lOO 000 xg/30 min a ::?.snc 1 r.1 .sobrcnadante se pnso a 

tra\'C.s i.lc una columna de Sr.phucryl S-200 (80 cm x :?.& cm, Pharma -

cia C'hcmh;al Co.) con unu vclt>cidud de flujo de 4 ml/hr. Se 

rr1;Upl'l'V la [racciou 1_¡ue eluyc innwdiatamentc dt•spues del volumen 

\'ac.o, dct.c1.:t.alla poi· abso1'l1an,:iu u :?80 nm (U\•icurd, S LKB :?l381. 

Pat'a l'eut1liza1· la columna, C?.stn se lavó cc1n un volumen cqui· 

\'a\cnlt• a dos veces ~l volumen lllln\ del gel. 115) 

5.2.0.3 DETERllllN.\CION DE PROTEIN.\S 

l.n. 1:uant.Lficaci6n dt!l contenido •de proteínas en las prepara-

1_:to11u.s de ¡iorinas purlf i.cadas (Nlt:AID0) 1 se realizo de acuerJo al 

rnctodo d(· t.uw1·r (1'~)· emplrnndo albúmina sl!rica bovina com1J 

prole.na clt! t·cfct·{'ncia (Siuma Co.t. 

a.:?.0.1- DETER!lllN.\CION DE Ll'S. 

r-:1 1:ontl·11ido rJc LPS prt>S('ltte en las ¡11·cpan1cionPs de ru .. rinas 

-'C' 1h~t.er11.in6 de manr.1·a i.ndi1~eca cunntificando el contenido de 

.:.1:l1Jü :.!··r:ctu 3-ma.nooctulónü:o (KDO) tic acucrdu al mc\.odo Je 

Kart.llani.s !3b)· Empleando una curvn patrón de KDO. 



s.2.0.s ELECTROFORESIS DE PORJNAS EN CELES DE POLlACRILA

MIDA EN PRESENCIA DE DODECIL SULFATO DE SODIO. CSDS-PAGEI 

Lu SDS~PAGE paro. porinas se realizó en una unidad electro

forót. ica para. 9ele.s verticales en placa (Lt:.B Instrume-nts), 

.si.5tenta díscontinuo de electroforesis en condiciones reductoras. 

El gel 5eparnclor contenía 11.2% de acrilamida, 2.5% de bb

acrilamida, O.In de SDS en amortiguador de Tris-HCl 0.35 M pH 

8.8. El gel introductor contenía S~ de acrílamida 1 OJ3% de bis

acrilamida, 0.1% de SDS en 11morti9uador de Tris-HCl 0.125 M pH 

f.1.&. E:l arnorti9undor de muestra Iué Tris O.i2S M pH 6.8 conte

uif•11<.h1 SDS al :?:t.1 f3-rucrcaptoct:inol al 5%, gli.cerol al t01. y azul 

,¡f' hro111ofcnol al 0.005'.I.. {43) 

La clcctroforc.sis :se llevo a cabo durante aproximadamente G 

hrs empleando 20 mA por placa y como amortiguador de corrimiento 

T1·is 0.0!5 M, 9lici11a 0.192 M, SDS al 0.1%, pH 8.3. Posterior

mente, tos geles se tiñeron durante t hl' en una solución de azul 

de Coor11ass ie R-2.50 al 0.25Y. en metanoJ-~cido acl!tico-agua 

(45:tO:·~St. Se d<'.stiñeron empleando una solución de metanol-tu:ido 

no0Uco-a9un t5:10:85} hasta que el fondo del gel qued6 tran.s-



5.Z.0.6 DtCESTION DE PORIN AS 

La digestión de porinas se realizó según indican los 

si u u it>nlrs pa.sos: 

l. Liofilización de las porinas. 

:?..·Se Pl't'('aran las siguientes soh1cionC".s: 

ilcido forrnico al 70i~ 

-solución de NaOll S N (se emplea como medida de seguri

dad, para que en caso de que se derrame el DrCN 1 éste se neu

tralizc rupi.damente con NaOJI y evitar a.si la formaci6n de llCN). 

:J.· Dentro de la campana de ex trace ión de gasc:>.'S Sl' procede a: 

a) Colocar un pc>S\.1 aproximado 11le lOO mg de DrC!N dC'ntro dP 

un \'ial dl' vitlrio, se tapa se t1·a.slada hasta la balanza 

aual,'tica en t.lunllc Sl"' t1etc1·111inu su peso exacto. 

l.J) St• adiciona t ml de ~cido fórmicCI al \'ial qur contiene 

al UrCN. 

e} La solución que .se forma se adiciona a un segunilo 

\'ial, en el cual se han depositado t mg de porinas liofilizadas. 

et) Se agita la mezcla, se tapa perfectamente y se protege 

tte la luz envolvienrlola en papel aluminio. 

e) La reaccion se mantiene durante 20 hrs. 

f) Transcurridas las 20 hr.s la mezcla de i~cacción .se 

r.r.1Jo1;a tll'ntro de una mC>mh1·ana pnra dialisis 111u~ pe1·mit.P ta 



sr.parncion de maltwula.s de .!,000 tlalton.5) y ;se di.ulizn. contra PDS 

pll 7,,1-i cun seis cambios del amortíguu.duP durnntr rtos dins, de 

~.ooo mt 1:ada uno. 

5.2.0.'l'. ELECTROFORESIS DE PEPTIDOS EN OELES DE POLUCRI-

LAMIDA CON DODECIL SULFATO DE SODIO jSDS PAOEI. 

La •?lirGt1·nf-01·e5is 1le p~pti.ctos se rt.•aliz6 en una unidad para 

tJCdcs ver·ticales (LKD lnstrumcnt.s) en condicion('$ reductoras y 

.«>i$tcmn <lis..:ontinuo de amortiguadores. El gel separn.dor contenía 

SS/. de ncrilnmida, 2.5% de bi.~-nct·ilamida, O.l?'l. de SDS en amor-

ti.\}ttado1· d~ Tris~llCl 1.5 M pll 8.&. EJ 9el introductor contenía S.Y. 

de acrilamida 1 O.t3:t. de bis -acrilamida, O.tx de SDS en amortigua-

tlor lle Tri.s ~IICl 0.1:?5 M plt 6.8. Como amortiguador de muestra se 

usó Tris O.L!S M pH 6.8, SOS al Z'.I., f3-mercaplol't1tnol al 5%, 

alicerol al 10% y azul de bromofenol al 0.005%. (7 0} 

5.2.0.7.I TINCION CON COLORANTE DE COOMASSIE 

El cot'l'lmil'Ilto clectrofGl'f·lico se llC!\'6 n cat10 empleando 20 

mA por pln<~a cnmo nmorliVtHitlor de corrimiento Tris 0.0:?.5 M, 

ttliciua O.t'J::!. M, SDS a\ O.tl pi! 8.:t. l.os gt-les se tiñeron 

emph•nw.h-' la ti11c1ou con Coomnss1e por la rapidez y .sencillez que 

ímplica su reall7.acíón, y la ti.nci6n con plata por su capacidad 

para revela•' con mayor .stH1sibilidad las bn.ndns más pequeñas o 

meno.s concentradas en las muestras, en la primera se .5Umer9ieron 

durante t hr en una solución de azul de Coomassie R-2SO al 0.25% 



f"ll mctanol~bcitlo acético-agua (4·5:l0:45), y .o;:e clecolornr·on 

(•ln{ll,•n111Jo una .c;o1ur.i6n de mt•tuno,·acido nc~tico·auuu (~:t0:8~) 

ha.stn 11nc el fouiSo del gel '{Uedo tro.nspa1'r-nte. l.a scgundn form.1 

1Jc t.inci6n se realizó seaún lo.'5 siyuientcs pasos: 

S.2.0.7.2 TINCION CON PI.ATA (Bio-Rnd Lnboratorics) 

L Se colo·r.o el 9el a teñir dentro de 400 rnt de una solu

cibn fijadoN1 que conten1a •J.O'.~ de metanol y t0% de ácjdo ac:éticü 

tV /V), cuidan1lo no tocar l!l gel directamente con la.s manos, tanto 

en e-'lP paso como r.n los .su ce.si vos. Dejar en esta solución p(JI' 60 

mjn. 

!:'t• Cambia el ael n una solt11!iOn de t0% lle Ptunol y !i% d~ 

.:kldo ac~tico (·J.00 ml) por 30 minutos. 

3. S<! r.outino ta fiJaciOn del gel, en 400 ml de una soluc1on 

nueva de t0% de etanol y lj,% de ácido acético (V /V} por 30 mln. 

·~. Se oxidó el 9el con :!00 mi de la ~olución oxidante pre-

vJ.nmr.nte preparada (lle ido peryodieo 1.4- 9; etanol &.O mi; be. 

act?tico 10 ml, y H20 ltO mi), durante 10 n\inu tqs. 

5. Se enjuago en 400 ml de a9u11 de:sioni.zada por to minutos. 

r,,. Se r~pitió el lavado llos veces má.s en '100 ml tle agua 

dcsionizada por 10 minuto~. 

, . Sr. llevó el gel a un reci picntt! quf' t:ontcnía. :!00 1111 del 

rrn1ili\•o 1f(• nitrato de plata (.:? mt d<• NU.10ll conr.entr:a!o; :!8 mt df? 

NaOll O.t N ·.recien preparada>; ~ rnl de AgN03 nl :!O'l., y H5 rr.) de 

agua drsioni.znda) y .$e mantuvo ahi por 60 minutos. 

8. Se enjuaaó con 400 ml de agua. de:sioni2ada durante 1 m1n. 

?. El gel .se colocó en 200 ml de la solucion re\'eladora (O 5 
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mi de fu1·multlehídt.l al 371.; r.o mv •le acíJo ucet.ico y tOOO ml de 

aoua dt!Siotllzadnl, el tit!m¡w que llchiO permanecer fué lle 11proxi

rna<Janwnt.t! 30 st!9, hasta que la solución reveladora se tornó color 

ca le,. humo. una vez •1uc bsto ocurrio, .se desecho la solución reve

la,tora y se adicionaron :?.00 ml de solucion nueva por 5 min. 

to. So volviO a cambiar el revelador y se esperaron 5 min. 

11. St• dt."lll\'u la r1~at:ció11 CL•lt ·lOO ml dt? :.icit.lo acético nl 5i': 

(\'/\') por r. minutos. 

5.2.0.11 flf:PARACION DF. PEPTIDOS POR CROMATOORAFIA DE EXCLU

SION MOU:CIJl.AR 

EmplC'aut11J tant.o una columna de 60 cm de larao X t.5 cm de 

tJi,ur,t!t1·u uoffw otra de 1 m de taran X t cm dr diamctro, .se hizo 

una «:romato!J1·u.(1a por filtra1·i!ln t•n ucl, el so¡lorte empleado fué 

t~I' pr1li:u.:r1lamida (Blo!Jel P<lO), el r:ual St" hidrató to1ta la noche 

nn el amortivuaLlur de eluc1.on, (.leido ac~tico al tO'I.), y se 

t...~m11aco en a111bas columna.5, dejando.se lavar por dos dias, una vez 

hr.GIH• est.o, .Sf~ cnlo,.:aron O,S ml de pépt.idos, a una concentraci6n 

Lit~ 500 t.:.!•/ml, las fracciones se recolectaron en volumenes iguales 

dt.• 1.t5 ml, cmplc-audo un colector tic fracclol1es para cromato

v1·a[ía t.•n ucl. (LhD Multiva1.: :?111), obt.eniC'udosp las lecturas de 

aL~~11-l1aui.;.ia .1 :!80 nm en t•l Uvicurd por reoistro en el ~raficador 

¡11,t.en1;it1mf: t.r ii:u. La.s frnct·ionl'.s 1:olcctadas, se leyeron también a 

::!80 nm en r.l es1•cctrofnt:'.>111etro, y c•stos resultados se 91•nficaron 1 

¡.1:l J'n ohtf'nrr el patrón dt~ el uc i.Jn. 

Una YCZ que se hubó determinado en que tubos se encontraban 



los picos de eluclón se procedió u. someterlos a t.lialisi.s contru 

PDS pU 7.4, con el fin de eliminar et llicido acético, y así poder· 

los •~mplt.~ar t.•n \(1,s ensayos dé activación cetular. 

5.2.0.9 SDS ·PAOE DE PEPTlDOS SEPARADOS 

Con t·l fin •le c:orrohorar r¡ue los picos de 11b.-.orcitin r.c;tuban 

dados por los péptldos lus cuate~ ra habiun :i;ido scpa1·ndos1 se 

sometieron muestras de las fra.ccloncs a corl"·uniento:s etcctro

foróticos, habiéndose previamente concentra.do estas fl'•accioncs 

por liofillzacion. La tincion de estas electroforesis se hi-zó con 

p\nta, debido a ·que la cantidad de proteína era mucho menor en 

estas muestras, y por tanto requería de un método m~s sensible de 

t 1nci6n. 

5.2.t.O lNMIJNOELECTROTRANSFERENCIA. 

La ctectrotrnnsferencia de i1épt.Ítto.s y porlnas de tos !JCles 

dr. poliacri\amtda a papel de nitrocelulosa (PNC), se llevó a cabo 

durantt.• 75 min. n 500 mA en un c<¡uipo Transphor (LKn In.st.ru 

rnentsl. Empleando como amortiguador par:l la transferencia gli

clna t?:?. rnM, metanol al 20~ en Tris 20 mM, pH 8.3. Transcurrido 

t•.ste tiempo y para comprobar que la transferencia se ltevb n 

cabt">, se tiñó el PNC con rojo de Ponceau durante S minutos y se 

lavo en se9uida con PBS-T (Tween 20 al o.tz en PDSJ. 

Con el propósito de confirmar la transfercnci:i y de saber 

si un anticuerpo monoclonal anti porinas Ootc 8F6), reconocía a 

fjO 



aluuno 1lt' lo.s P.<:t~tidos, se rcv~l6 el PNC sumrt.1cndoJCl al 

::sioult~ut.f! t.r·ft.tamlcnto: 

L g,~ rmlocnrnn ·en .solución d\~ lllo'lueo du1·untl' 3 hrs a 37oc, 

th"):S ti.1•a.s en rns ·leche al 21.). 

-· Se:• la\•at't>n •\. Vt!ces con PBS-Twrcn 0.11., con agitaci6n 1 5 

3. Se incubaron las t\.t·as t:ún P.l primer anticuerpo sin 

dUuiP (usando sobrenn.dant.e de cclulas SP2 como control nega~ 

~ tivo), poi' :!·&. hr.s en agitnci.:>n a J7ºC. 

·\.. Se Ja\'aJ'on G vecc?s r"n acritaG"ión 1 durantn 5 minutos cada 

\'CZ. 

G. ~e adiciC1n6 <~l 11onjucratlo ¡JgO de cabl'a nnti~J·at6n con 

pt~ruxitl:lsn), tti1uldo t:r.oo c<.•n sohrc1ón de t1lur1ueo, 5 ml por tira 

por· ?O min en a9itadon a ::noc. 

(,, St• );J\'0 COll rns·TWl'l'll .sei. .... Vf!l!l~S y ll'í~~ Vf!CC.S con PDS 

.'">Glo, minutos ':-u nuít.ac.:i.011. 

7. f•'innJ1cwnl~ se rc\.~e1aron la:s Li.1·as con una .solución de 

Diami.noLt.•ncit.Una 15 mul 1 10 ml tlt! PDS .- lO µl tlc u2o2, 

a. Cuando tns bandas 11ue apa1·ecían sohrc Jas tiras de papel 

Sl' obscrvaJ,on con claridad se detuvo la reaccibn con agua. 

5.2.t.t. TRATAMIENTO DEL PNC PARA ESTIJllULACION DE ESPLENO· 

CITOS (11 

In ~il!JUi•·utc 1na11f.'ra: 

'" 



l. Una ve'l. que .3e hn t.erminndo la t.ransfeNmcia, se t.iñe con 

l'OJO de f'nnc:ea u y SC! lava con PDS ·Twecn O.t% pnrn obser\•nr las 

lHll\llils. 

;:. R~1;01·ta.r las llaoda.'i 

:-1. La\•a1· cun PBS~1'WE>l"íl o.t:~ ,~.stlH'il. 

·l. l'a~~ur u tuhu.\ cst~ril, .. -;. 

~. J.aVar t.'Oll rOS f~SllffiJ }' ~f'Cal~. 

f1. Cot·la ,. t~U ¡H•duzo.s }'l!'.4, \1 c-ñn.'5. 

7. Pnsnr a tubos de vidrio estériles. • 

8. A!}rcgar al1rox. 100 µl de DMSO a9ltar y di.50Jvrr. • 

?. lucuhar· a T.A. t.5 hrs. 

to. Rl'.su~pendcr en amortiguador de carbonatos pll 9,r, estéril 

c-n t.ul.rn ~stttril, 1:ou n.9itación con.st.aut.e, adicion31~ t g<Jt.3. c:ida 5 

sl!!_I hasta 0.5 mi. 

il. [.nva1· ;'.! VPC-:t"!-S <:011 UANJ\fi., 

1 '' Hl'.$U.S)"•t.~11dr.·t" ~11 900 ~~l de.• RPMI 1,L·lO ii.I ' 100 p.l Sf'U, w 

1.11~ pasos .!;t.'iialaclns con <.>l n.st~rí*it:0 1 .se 1JubiC'ron ren1i7.:JJ~ rn 

(:oncticinucs de csterlli.«.Jad, dt>nf.l"•o de la campana. dP IluJo tarui

naz-. 

S.2.1.2 ISOEl.F.CTROENFOQUF. (IEFI ¡~SI 

En la tt?cntca de 1.soetcctroenfoquc se separan las proteina.s 

al :1h:anzur su punto isoclect1·ico. Se empleo para verificar ln 

l'\ll"C"Z:t dt ... lo$ péptidos las pnrintts ul confirmnr los pi troricos 

rf.'p1n·ta.•tu.:;; (•at·u Ga1Ja uno 1Jc {~Uns. t.u.s pasos 'Jlll\ se s.i.y1u_•11 pa1·n 

•k:!>'1rr·o1J:u· t>s~:1 te<a1icn .son lns sicruit•ntrs: 



t. Una vez limpio el material con nuuu y etnnol, colocar lo. 

placa de vidrio sobre el soporte azul. s~ deposita una pequeña 

cantidad dr. n!fua sobre su superficie. 

, Se coloca Pl la<to lq.1of11Lco de un nc~tato para elec

troPnfoque I.KD sobre la placa dt! vidrio y .se sacan las· burbujas 

que 5C hayan formado. 

3. Colocar el plastico separador alrededor de la placa ya 

montada. 

•\., Colocn1~ la placa de pl~.st.ico que contiene los carriles, 

5. Una vez hecho el emparedado, se sella colocando pinzas 

alrededor del mismo. 

6. Se preparan tas siguientes soluciones: 

a)Solucion dt:n~a ftl~idal 

!i'}8 µ.I de lnmobilina pll 3.6 

-•H6 ¡LI de lnmobilina pll 4.6 

-314 µ1 de Inmobitina pll 6.::? 

-Agua cbp 15 1111 

··$ mi de Acrilamid:'l 

-7.3 mi glicerol al 97% 

-Agua cbp 30 mi 

b)Soluci6n ligera lb~sical 

-4::?•\. µ1 de Inmobilina pH 3.6 

-640 µI <le lnmobilina pH 4.6 

-?30 ¡LI de lnmobilina pll 6~ 

-Agua cbp 15 mi 

-5 mi Acrilamina 

-A911n r.bp 30 mi 



7. La solucibn ligera se r.olo•:n en el recipiente i.zr¡uir.rdo 

dt~l hacedor de gradientes, y ln _!;01Uci6n densa en el derecho 

(donde se coloca también el motor). 

ti. Se adicionan 75 µI de TEMED l' ao µI de APS 11 cada roci-

¡:.1icntc. Se ngita moment.incamente, .~e coloca el motor .se 

enciende. Colocal' el cono. Abrir las v~lvulas de salidu de 

conexion, y depositar la mezcla en el emparedado. 

'), Una vez pulimeri·z.ado el gel, se r~tiran las pinzas y .se 

coloca In placa sobre el refigerant.e previamente engrasado. 

to. Se mojan tiras tic papel filtro con la solución de los 

electrodos y se colocan en los extremos del gel. 

tt. Se acomodan los electrodos y se realiza un precarri-

miento de 30 min a 2.000 V, IS mA .:?O Wn tts. 

t.:?. Se deposita la muestra se realiza. el corrimiento a 

~000 V, mA y S Watts durante toda la noche. 

t3. Ap:nJa•· el sistema, sacar la placa y proceder a fijar la 

proteína durante hr. Posteriormente se tiñe con azul de 

CoC1mnssif:' tluranle 15 minutos y .se pt·ocede a decolorar. 

S.2.1.3 ACTIV ACION DE ESPLENOCITOS MEDIDA POR 

JNCORPORACION DE TllllDINA TRITIADA l:JllTdr) 

1. E.5quema de inmunización. 

a) Inmunizar lotes de 3 ratones por vía intrnperitoneal los 

dias O y 7 con 30 µg de PME de Snlmoncll'! ~U'.!!! en HANl:S. Se 

inocula tambit?n un rat6n control con HANKS. 



., Obtención de e.!oplenocitos ldia i-1-). 

a) Empleando condiciones de esterilidad desnucar lo.s ratones 

inmun~ y control y limpiarlos con Yodo al 3%. 

b) Extraer el bazo colocandolo eu S ml de HANKS en condi

ciont~s de e:sterilidad. 

3. Tratamiento del bazo. 

!t.) Disgregar el lJazo to.mizando con malla metlilica y adicionar 

G ml de HANKS. 

b) Centrifugar a 1200 rpm durante to minutos. 

t":) Luvar dos veces con HANJ.:S eliminando en cada ocasión el 

sol1rf:'nadaute y resu.spenJer las células. 

,1) Adicionar i ml de cloru1~0 de amonio frotar suavemente 

durante 5 minutos. Al cabo de ese tiempo adicionar to mi de 

llA NKS. 

P) Centrifugar nuevamente a 1200 rpm durantP. to minutos, 

desechar el sobrcnadnnte y adicionar t ml de RPMI. 

fl Determinar v labilidad empleando azul tripa no. 

g) Diluir con RPMl hasta tener una concentración de 2 

millones de ct?tulas/ml. 

h) Colocar 200 000 células por pozo en placas de 9& pozos de 

microcutti\•o en 200 µl. Se agregan concentracione.s de porinas de 

:JO µg/ml, y 50 tLl dl' pé1•t idos .:solubles y en PNC, en una placa de 

polietilcno de '}6 pozos. Las células se cultivan ~ rlías a 37oc 

en atm.s~rt~ra h1Jrneda y Si! dl' CO.::?· 

i.)Durnntl' 1il$ ultima ... 18 horas de cultivo se adlciona a cada 

pozo t tLCi ele ::JHTdr y al finul de la incubacion .~e cosechan en un 

cP.sed1ador .semiautomático (mea. Mini-Mash 11) 

,ji La incorporación de 31-tTdr se determina en un contador de 



centelleo 1le rndiaciones f3 (Conta1lor O Beckman LS 5801). 

kl Obtener esplenocitos de animales no inmunizado.s, los 

cuales .St> cultivan del modo ante.s dr.scrito. 

t:oruo testigo po5itivo de e.stimulación .se emplean Células 

provrnient('.'li dr ratone., inmune.s controle.!!, a las que se a.di-

clonan to µg/ml de Concanavalina A por pozo. 

Se incluyeron pozos de céluta.s cultivada.s con pn.pet de 

ni trocelulo.sa 

mitogenica. 

proteína para descartar su actividad 



6,0 R E S U L T A O O S 

6.1 ODTENCION Y PURJFICACION DE PORINAS 

rnd.ocJu <lt· Nikahlc>(60)• f~l perfil (:rumalCJur.:if.ico dt~ pu1•ificaci6n 

l't•r l'Xclusión molcculur se olJ.·st·rva Pn lu Fi9. 8. t.as por.ina5 se 

l'l'cul1.•cta1·011 en la l r:!c<:ión t, 'l ue uJ u ro i u media lamen te despul?s 

clel votumC'n \~ncío, ~.stas contl'nian menos drl 1;~ de LPS como con-

tami11ant1?. 

En la figura 9 se observan las bandas correspondientes a las 
po rinas OmpC y QnpF. 

6.2 OllTENCION Y CARACTERIZACION ELECTROFORETU:A DE 

PEPTIDOS 

[Jr~pllP..C> <le tl i(Jf'l'itlas las portnas y una vrz sepa rudo.e; lo.s 

productos dr. e;;t.11 di9v.s.tiou Sl' ob:s<!l'varon las bandas r¡ue aparecen 

t•rt l:is fitJlll a~ 10 r tt. En los 'c:arl'iles co1•respondif'ntc.s a los 

pn¡•lido.s apa1't'c:t.•n cuatl'o bant.la.s (1;Q11 Coo111a.s.siel )' .siete bandas 

t1:011 Platul •JU(• se pueden obs:ervar claramente, estas bandas 

fu~ron oh.ser\·adas en todas la.s muestras de p~ptldos con lo que .se 

t1r.mw~st1·a la rt.•producibilidad del mCtodo de obtención. 
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PERFIL ~CD DE PURIFICl\CI<N 
.s PORINAS 

.1 

25 50 75 100 
NUMEOO DE FJW:x:ICN 

f'i9u1·a a. l'vrfjJ <."'romatogrllfi<.'"o dP pu1•iJ'it:ación fil' po1•inas 
de ~ LJ'_p_hi, poi• exclu .. ~jo11 molecular. Colum1111 ile Sepl1ac1•1·J S··200 
(P/1armat.•ia Che-mica/ Co.J, con una velocidad di' fluJo de 4 ml/l1r. 
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Figura JO. Patri!n electroforético de Jos péptidos de las porinas de 
s. ~ digerida:< con BrCN, Jos cuale:< :<e ob:<ervan en los carriles 3 y 4, 
después dP haber sido teñidos con colorante de Coomas:<ie. 
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Mediante la medicion de la distancia recorrido por los 

peplido.'51 al teñir con azul de Coomassi.e y plata, se purlo conocer 

el prso mulér.:ulur nproximado de coda uno de ellos, enr.ontrandose 

r1ue recorrPn las distancias reportadas en la tabla 5. Ba..5ándonos 

f•n la rt.~t.ación logaritmlcn. entre el corrimiento de las mue~tra.5 

en SDS-PA.OE, expresado por el Rf, con el peso molecular de 

los compuestos 1 se procedió a <:l1nstruir la curva de ca libración 

eorrespondiente, la cual .se muestra en la fi9. t2 



CURVA DE CALIBJIACIOH DE PESOS MOLECULARES 

' • Q 

.l SDS·PACE al 151. 

.1 

Rr 

Y = (-2.839)x + 4.888 

. s .2 . s 

F i~7. 12. CL11·1~a J.'atl·dn de lu.s cst.ñ11tla1·e .. <r cJ,;i 1-11!.so.-. a1t1Jecu·-
Jn1·~s obte11i<10.s pa1·n 1111 gel tle pnliacrilamidlJ :il JSX, en (,•outli-
c ü.11H.~.:s l'C</t1C:to1•ns. 
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Intc?l'l'ulando el RI ubtrnido para los péplidos en la 

c:u PVD pa t1·on .se t:onocieron los pesos moleculares de c;ada uno de 

los mismos (TalJla 5), cabe mencionar que estas longitudes de corri 

·-miento !\on C'l promedio de va1•la.s electroforesis. 

Los pesos moleculares calculados para los péptidos indican 

qu~ la digestión se realizó sólo de forma parcial, por lo que la 

bnnda de mayo1· peso molecular corre.~pondería en realidad a la 

unión dt.•l pt?¡itii1o de 8 kDa con el de 21 kDa, y el de t6 kDa a una 

unión cut1·e el de 9 kDa y el Ül' r.. kDa. 

G(•ll el fin de c:o1t.se9uir una t!igestión completa .'Se cam

biaron las condiciones de reaccion n9re9anrto 30 m9 m:is de BrCN 

df':spul.!.'i «.Ir 20 horas de haber puesto los primeros too mg de BrCN1 

)' st.• tlE:Jú durante 24 horas m.ls. Sin embargo no hubó cambios en 

cuanto a los productos de reacci6n obtenidos, por lo que .se deci

dió tl'allajar con los peptidos que producía la primera digestión 

1 in r. o m l' le ta). 

l.a ctetcrminac1ou de ln c:oncl!ntracibn de péptidos obtenida 

t1~ns la dinr.stiv11 ~e i·eaJi·¿ó mC'diaute el método dr l.owf'y. La con

Ct!l1 t1·ai.:ic.n tlc ¡1&ptido.s as1 obtenida fue U.e ~00 µ9/ml. 



TABI.A !>. -Valo1·l".s de Ja <li.sttUJt:ia 1·eco1·ritla voz· Jos 
11eptidos y lo~( e.standa.re.s dl' pti.sos moleculares e.Ypre-.sacls por el 
RI, a.si t:omo t>I ¡>e.so moleculat· co1•1•espo1uliente a cnda uno de 
t'l/OS, 

POLIPEPTIDO Longitud recorrida Rf PM(Da) 

E Albúmina s~rica 
s Bovina (DSA) 0.5 cm 0.0357 66,200 
T Albumina de huevo 
A blanco de gallina 1. 3 cm 0.09211 42,699 
N Anh1drasa carbonica 
D bovina 1.11 cm o. 12116 31'000 
A lnhibidot· de la 
R tri¡isina, de soya 2.5 cm o. 17116 2t 1 500 
E J.isozima del huevo 
s blanco de gallina 3 .11 cm 0.2714 14, ·ioo 

I' UNO :!.t r,m o. 1500 2~,?83 
E DOS 3 .O cm o. 2t•l:! 19, O•iO 
I' TRES 3 .4 cm 0.:!429 tn,7?t 
T CUATRO 4,.~ cm o. 3 l•i3 ?1?02 
1 CINCO 4,r, cm 0.32116 9,0111 
D SEIS 4.11 cm 0.342? 8,2t3 
o SIETE 5.2 cm 0.37M 6'1116 

El f1·e11te de colo1•ante rl"co1•rió una dista.neja de 14.0 cm. 
El RI se ctJJculn .según In formul:i: 

RI , 
distancia recorr·!_~~ P.9.f !ª protein'! 

distancia recorrida por el frente de colorante 

St:> o .. "(aron e.stá11da1·es de pesos moler.ulares pa1•a SDS-PAGA', 
pat·:i. rangos lMJos (Bio-Rad Labo1'1Jto1•ies, Rjc/1mo11d, C.A. J. 

15 



ti~ lSOELF.CTROENFOQUE 

Pa1·a ul.Jscrvar la pu1·cza y et pi de los pé1>tidos obtenidos se 

dt•Gi•lio 1•1:;111o~u1· l•;st.a tL>Gnica, Pl aspecto final dt~l !Jet después 

\h• fi.ua\izado el 1;ut'l'inücntu t11~ tuda ln noche fur: el f{UC se mues-

tt'a en la Hg. l!l. 

Como st.• puedr ve1• el peptido de 2? J:.Da tiene un punto 

i.sue\tictrico lle •\.,(), en tanto r¡uc el pepti.do ·de 2l l<Dn tiene un 

pi u11ruxirnado 11e 4.7, se confirma ']UC' las porinas presentan un pi 

tlc: ah•rt.lcllur de •\..8, mediante la comparac1on con los est:indarcs 

usado.e;, (anhidra.su carbónica pl:5.•); P-lacto9lobulina A pt:5,l3 e 

6.1· ~mi' AR A(:ION DF. Pt:rTIDOS 

6.4.1 CROMATOORAFIA POR FILTRACJON EN GEL 

Gumo ya se menciono antes, se usaron do.s sistemas de cotum-

nas rlifcrentr.-s pal'n ta st•parnción dr los f1éptidos, encontrandose 

hJ$ ,;roma too ramas que se muestran en las figuras 14, tS y t6 . 

• 

7r, 



Fi9u1•a 13. Isoelectroenfoque de los péptidos de porinas de ~ 
!I.El!l. POI' el método de las inmobilinas, los péptidos aparecen en los 
c.,~ar1•iles 1, 2 y 3. Las porinas se encuentran en el carril 11 y Jos 
t•stándares en los carriles 14, 15 J' 16 t pi de 5.9, 5./3 y 4-.6 respectlva
m ente J. 
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PllRIFICACIOlt DE fEPTIDOS DE S. twr~i 

COUllllA MI 

5 
4 

lllllillO DE FllllCCIOlt 

F19u1•a J4. CJ'omatograma de los péptif'Jos de 11orin<Js 1 

empleando u1111 columna de 60 c.~m de JongitU<I r J.5 cm dl~ d.iámt.it1•0, 
t:tn Ja que Ja fase estacionaria Ja .for/lla el bio!fel P-.10 de BIO-RAD 
]" vi hquido de elu<..'ión es :ícido acético al tOX, Ja co1•1·e.sponden
cia que se su9ie•1•e pa1•a Jos 11úme1·0.s es la siguiente: 

PICO NUMERO PEPTIDO 
29 IWa 

2 19 kDa 
3 t6 kDa 
4 9 kDa 
5 8 kDa 
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Fi9u1·a J!i. C1•umnto91•ama rcgist1·mlo pa1•a Ju columa de 60 cm 
dl' lar90 1 emple:Jmlo el 91•aficador "'VJJ una JampllJ'lJ de /0119itud tics 
011d:i dt1 .260 11n1 1 Ja linea co11ti11ua l'í'Pl't~senta la ;ibso1·ba11c.ia r la 
Ji llf'll tlisconti11ua la tra11s111it.:111c:'.ia. La. velocidad del p:111cl fué cte 
O.:? nu11/mi11. El 11ume1•0 J 1·t•111·estlJJta al p6pticlo de 29 kDa y el ~ al 
<le 19 kDa. 
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Sll'AMCIOH DE PlPTIDOS DE PORIHAS DE s. lyphi 

COUJllll DE BIOCIJ. P-311 

ltJMiltO DE l'JIACCIOH 

I'.i!)Ul'il 16. Cromat<19l'Utll/1 1lt.• los J'&ptitlos tlt .. po1•i11as dti S. 
~.J~l'!.L! 9,J.!,V1:t1, t'nlJl}f!.tJJ"JdO 1111 S(IJ'OJ'tt' dt• R.ioge-1 P-30, acid0 
1wr . .ili1~0 al JO.'( (<:omo liqu.ido d1.• t.•lui:·üHI), la ,-:otu1111ui <lt' rid1•io 
t'lllJ'/c.-ula tt:>ui.·J uu tlit1ml•tJ'O 111. .. J t~/11 }' llll&'J Jou9it11t1 tle I m. La 
l't .. J;u:i.'i11 dr• /tlS 1•icvs con los pc¡-1tJdos es J;i que.• .J 1.:011ti11ua'-·i611 .se 
d t• ~"·c.· J' i 11 t•: 

PICO Nl!MEllO 

eo 

rErTIDO 
~9 kDa 
19 kDa 
tfJ J\Dn 

9 kDa 
a kDa 



Con el fin de det.e1•mina.1• la longitud de onda a la aual 

absorben mejor la luz cada uno de lo.s piao.s obtenidos en la 

columna de exclusión molecular se rrnliz6 un barrido rlel espectro 

ilt> ahsorcion 1le cada ptco oht~nido a trnv~ ... de la cromatografía 

1Je exclu.sion molrcular. Encontrundost~ que a 267.0 nm e:s la longi

tud de onda u tu c;ual los cuatro pir.os absorben m~s, .sin qutt 

intt•1·fieru la nb.sorbuncia que .. 1 acido acatico tiene sobre Ja luz 

ultravioleta (UV), figura t7. 

El volumén muerto de la columna fué de tS ml, la velocidad 

de flujo fué de 12 ml/h1• y el volumén de las fracciones. de t.tS 

mi. 

ti.4.1.1 SOS·PAGE DE PEPTIDOS SEPARADOS 

tlf'spué.s de haber .sometido la.s muestras pro\•enientes de la 

.separación por . filt.rnción cu uet, a la SDS-PAOE y de haber teñido 

con plata, el gel resultante mostró el aspecto que .se representa 

en la Figura t&. 

Se encontró que el pico de mayor tamaño correspondía al 

peptido de :19 kDa. Lo.s muestras de los otro.s picos no presentaron 

handa alguna en la electroforesis, probablemente por la baja con

centración en que se encontro.bo.n debido al efecto de la dilución 

'}lle implica la separación por filtración en gel. 
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SIJAMCIOll DI PEPTllOS DI PORllMS DI S, typhi 
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Fi9t11•a 17. l't•rfil cromatográfit.•o del d.igt•rido de J . ..,01•i11:i.s 

dt• =-~~ ~t..1?_{1J. con D1•CN, en columna <le I m de longitud poi• I cm de 
dit1metro, al leer.se ia. abso1•bn.11ci:1 de Ja.s frat:t.•io1ws obte.•JJida.s, a 
una lon~;1 itU<f <le onda dt~ :!67 nm. A co11tin11;u:ió11 st• <letall:i Ja 
1:01'l'PSJH.">JJtlt.•ncia suge1•id11 de los pi<:os con los Jlóptidos. 

l'ICO NUMERO PEPTIDO 
t 2? kDu 
:! 19 J..:Da 
3 16 !<Da 
•1. ') l.:Da 
r; 8 l\Da 
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PM 
kDa 

97 

66 

43 

31 

22 

14 

1 

·~~ 
·~-~ 

Fi!Jura JIJ. SDS-P.A.GE de las fracciones elujdas de la columna 
de 60 cm, depues de llaber sido dializadas contra PBS pH 7.4. 

Carril 
! 

3 
4 

Mue.strn 
Porinas 
Péptidos 
Est~ndares de pesos moleculares 

Banda correspondiente al péptido de 29 kDa 
(pico uno del cormatograma). 



6,'l-.2 INMUNOELECTROTRANSFERENCI.\ 

Emplcan\.lo un gel analítico para clectrofo1·usis, se separó 

una muestra r.on péptidos de porinas y en seguida se colocó en un 

.::astcma tle tran.:sfcrencia, El lJU.!io de corrieut.e se suspendió a los 

4·5, 55, 65, 75 y 85 minutos, encontrandose que a los TS minutos 

aparecen las bandas de los peptidos y las porinas. Una vez e.sta

blecidas la.s condiciones a las cuales se transfieren los 

pt!pti<lus 1 st! 1·epiti.6 la transferencia pudiendose aprt'ciar tan 

.s61l1 ·I han1Ju~ al teñir con rojo de ronccau, las mismas que .se 

ol·.H•rvan al t(•ñlr con azul lle CcHlRHl.'5Sie (:!? kDa1 l? kDa, t6 kDa y 

6 Kl>a). 

Drl PNC f}Ut' contenía los p~ptictos transferidos se cort<l.ron 4 

ti.ra.s que· dPspués .se revelaron con anticuerpos monoclonales, 

pntli1~11dost• ot•servar una ba.uda de color ro.sa intenso en la tira 

qnf? s~ bloqur.6 con PBS-Oelatinn (péptido de .:!9 kDa), En la. figura 

t? .se puede apreciar el n..specto que presentaban las tiras de PNC 

dl!spuo.s de haber sido reveladas. 

El papel tle nitrocelulosa se trato conforme a la tácnica ya 

rtescrita, emplPan,lo DMSO, obteniendo.se los ¡•éptidos dentro de 

partículas muy finas de papel suspendidas en el medio de cultivo. 
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F it1u1·n 19. Tiras del J.lapel de 11itrocE'lulosa con 11eptjdo.s 
i11munotra11.sfe1•jdos, despues de haber sido l'eveladas con un 
a11tjcue,.110 monoclonal antj-porinas. 

SP.í! Sobrenadante de cl!lulas SP2 (mieloma de raton) 

&F6 Sobrcnadante de hibrldomas productores de anticuerpos 

nnti-porinas. 

as 



li.r. ESTIMUl.ACION DE ESPl.ENOCITOS 

Con td fin de conocer las cf¡llndiciones de microcultivo m:,.s 

fa\·orables para realizar la activación de la5 células de bazo, se 

¡1rucedio a montar una placa de potietleno de fondo plano con 96 

pvzos, en la que se varió tanto la cantidad de c~lutas por pozo, 

corno ta concentracion de SFB en el medio de crecimiento RPMJ. El 

i·atón empkado para el ensayo fue un C311eD/FeJ, las cuentas por 

minl1lo d<' los t1~es pozos que contenian lo mismo se promediaron, 

c-n la tabla se presentan tanto las medias de las CPM como .sus 

lll".S\' inciont>.s 1~.s t:1nda 1" corre.spondicn tes. 

En vista 'le 'lllC cuancto .se '~mplean 200,000 células/pozo se 

p1·1?scntan vntorc.s de CPM mas bajo.s que cuando se U.'5an i00,000 

células/pozo (lo que repcrcutiria en que se tendrían fondos 

menores al realizar la activación), y que con esta cantidad 3e 

obsi:rvan valores mjs altos que cuando son empleadas 300,000 

G~·lula~/pozo (prol.Jablcmentc por qu,e el medio se agota mfJs rtJpido, 

deteniendo la proliferación), se decidió emplear 2 x to5 

célula.s/puzc.. 

F.n cua11to a la con•::cntración tic SFB en el medio de creci-

mirnto !'ir. rliuió c>mplcar el medio RPMI suplemr.utado al 10Y., por 
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produoir una estimulacit1n inespeciticll menor 11 las concentl'n-

Una vez estandarizadas las condiciones del microcultivo 

celular, se procedió a realizar el experimento de lB activación 

de esplenocitos, y se mont.6 una placa de fondo plano con 96 

pozo.s. Los re3ult.ados obtenidos para la incorporar.ion de timidina 

marcada con n3, de cada uno de los p~ptidos de las porinns obtc· 

uidus por rompimiento con BrCN, se presentan en la tabla 7. 

I.u l'f'Jll't?sentnciones gráficas de los indices y coeflciente5 

de t'.o;timnlución se presentan en las figuras 20 y 21 respectivo.~ 

mente. 
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TABLA 6, Hedja.s y de.sviacjone.s ttstanda1· •le las CPM 
regist1•:Jdas en el ensayo realizado pa1·a. determina1· las condi· 
cjones Ól'timas ele microcultivo 1 baJo IB.5 ,,·uale~fi St!' llN~a a cabo 
nlt.'j(>l' la 111,·orpo1·acló11 espe,·ffi1:n de 3HTd1• 

C~lulas/pozo Concentración de Media Desviación 
SFD en RPMI. Estand11r 

50,000 171 .o 16.9 
50. 000 2 7. tt2.0 28.3 
~o, ooo 5 z 117 .11 11. 3 
~o. ooo 10 z 710.0 45.& 

100. 000 l?·i. 7 ·i. ó 
100,000 2 z 762.0 l•H.9 
100,000 5 z 1, 1146. o .:?5;?. o 
100,000 10 z 1,553.0 103.6 
200. 000 :!113. 7 3 t.? 
200 1 000 2 z 467.:? 11:1. 9 

2001 ººº 5 z 53t. 5 74.4 

:?00 1 ººº 10 z 3110.11 57.5 
300,000 443.11 3!L6 
300,000 2 3911.5 59.5 
300. 000 5 351.3 30.7 
300,000 10 167.0 :!lL4 

El testigo de f:onco.na1ri1.Ji11a A presentó u11a medL3 de cpm de 
9, 7 JI. !J, usantlose 200, 000 <:élulas/ pozo r medio su11Jementado con 
Sf'B .11 10.'! 



TubJn 7. Ml?dias y deviaciones eshndar de la.s CPM obtenidas 
por la leclura •~n el conlador de radiaciones t3, para cada uno de 
los antígenos usados en In estimutación de esplenocitos de raton .. 

ANTIGENO MEDIA DESVIACION E!lTANDAR 

RATON INMUNE 
Ct!lulas solas 493.0 64.6 
Pori11as solubles 91253.0 2, t40.0 
Papel de Nitrocelulosa 770.0 204.0 
r~l•tido de 29 kDa 

Transferido 7,408.0 1'279. o 
Péptido de 19 kDa 

Transferido 6,797.0 605.0 
Péptido de 16 kDa 

Transferido 15 '007. o 2,974.0 
Péptido de 9 kDa 

Tran.sferido T,178.0 1,002 .o 
Péptido de 29 ''°ª 

Soluble 6,517.0 599.0 
Pt!ptido de 16 kDa 

Soluble 10,685.0 T3T.O 
C:oucana valina A fjtj, :1•\.3. o 4,345.0 

llATON TESTIGO 
C:éJulus solas 313.0 93 .o 
Porinas solubles 867.0 TI .O 
l'upC'l dr. Nitrocelulosa 400.0 23.0 
Pél'tido dt.• 29 ''°ª 

Tl'nn~fe1·idu 430.0 59.0 
Péptido de 19 "ºª Transferido 127.0 49.0 
Péptido de 16 "ºª 

Transferido 528.0 19.0 
Nptido de 9 kDa 

Transferido 937.0 3511.0 
Pilptido de 29 kDa 

Soluble 662.0 112.0 
Péptido de 16 kDa 

Soluble 475.0 48.0 
Concanavalina A 17,268.0 848.0 



El tratamiento de los da tos Sfl' hace cnlculando los índices 

de e.stimulacion y los cor-ficie11tes de e.stimulaci6n según las 

formnla!li si!Jniente.'!i: 

Indice de estimulación CPM del inmune con antígeno 
del inmune -CPM del inmune STñ antígeno 

Indice de estimulaci6n CPM del testil1_2 ~ !lntígeno 
del testigo CPM del testigo sin antígeno 

Couf icicn te de Indice de estimulación del inmune 
E.stirnulaci<ir1 -iñ-ciiCe de e.stlmuia"Ción dei testigo 

?O 



Tabla a. Indices y coeliciente de e.s&imulsciólJ 11ars cada 
uno de los a.11t1'9e11os empleado.s en In estimulacióu de esplc11oc.i
tos. 

ANTICENO INDICE DE ESTIMULACION COEFICIENTE DE 
INMUNE TESTIGO ESTIMULACION 

Pl,rinas .solubles 111. 77 2.77 6.78 

l'éptiilo transferirlo 
( 28, 883 D11) 9.62 t. 2 8. 02 

Péptldo transferido 
( 19,040 D11) 8.83 1.0 8.83 

Pép\ido transferido 
( 15' 791 Da) 19 .49 1. 32 14.77 

Péptido transferido 
( 8, 213 Da I 10.10 2. 34 4.32 

Péptido soluble 
(28,883 D11) t!l. 22 2. t2 6.25 

rcvtido soluble 
(IS, 791 Da) 2t. r,7 t. S.:? 14.25 

f'apel de 
Ni trocelnlos:i t. Sfi l. 211 t .22 

Coucnno.vnlina 1:1·~· 57 SS. l 7 2.40 
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IHDICES DE ESYllfüL!lCJ~ DE PEPJJDOS DE POR!tt\S 
25 

z 11. E. HltlE !llD 1. r. n:mco 
o 
~ 

Q 29 
~ 
M 

= t 15 
~ 

~ 
~ 
u 
~ 19 
w 
~ 

0 
w 
o 
~ 

~ 
z Pll P1S P3S POR P2! P31 

ANrIGFl!OS 
P4I 

Fi!JUl'll 20. Indices de estiDJulación de p~ptiflo.s de po1•int1 .. ">, 
com¡.1uJ':J<,•io11 <leo Jos in<lices pa1·.1 111.s ratones inmune y testigo 

POR POR IN A 
PIT PEPTIDO l Transferido (29 kDal 
P~T PEPTIDO Transferido fl? kD11) 
PJT PEPT!DO 3 Transfcr-ido (16 kDa) 
P1·T PEPTIDO 4 Transferido ( ? kD11) 
PIS PEPTIDO l Soluble (29 kDa) 
P3S PEPTIDO 3 Soluble (16 kDa) 



comcmms DE ESI!lftl!ACIOH DE PEPTIDOS D/POR!tl1S 
17,.......--------------, 

z 16 ffiD INCOllPOMCIOH DE IIMIDIHl1 H3 

o 15 
~ 14 
u 13 
a 12 
~ 11 
= 19 
E 9 

i 
7 
6 
5 
4 
3 
2 
1 

F ig1u•a ~J. CoeEiciente.s de estimulación ele Jo.s di~E"rente.s 

anti9e11os usatlos e11 Ja inc:o1·porat.•jon dP timidina marcada radi oacti 
vamt•nte con n3, -

POR PORINA 
PIT PEPTIDO 1 Transferido 129 kDn) 
P2T PEPTIDO 2 Transferido 119 kDn) 
P3T PEPTIDO 3 Transferido IHi kDn) 
P4T PEPTIDO 4 Transferido 1 9 kDn) 
PIS PEPTIDO 1 Soluble 129 kDa) 
P3S PEPTIDO '3 Soluble 116 kDa) 
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7.0 D s e u s o N 

l.n extracción de porlnns empleando el método de Nika.ido, 

(f,O) ¡icrmitia la obtención de dos porinas¡ OmpC y OmpF, tas 

cuales .SP identificarón por SDS-PAGE. Esta.s porina.5 al ser 

digeridas por t1·atami.cnto con BrCN produjeron no sólo los cuatro 

pt:ptidos es¡:1erados para cada una de ellas. sino adem.'.'ls :.? péptidos 

adicionales (debido a una di.gestión incompleta}, de pesos molecu

lares de alrededor de :?9 kDa y I& le.Da, en el ca.so del de 29 kDa, 

éste no puede ser sino la union de dos péptidos {2l y 8 kDa), ya 

'1UC ~stos se encuentran ,juntos en la cadena poli¡.1eptídica 1 en 

tanto 1¡nc el ptiptido de t6 kDa correspondería a la unión del de 9 

KDa t:on el de 6 kDa poi· la mi.:--ma 1·azon que el anterior. Aunque se 

trataba 
/ 

llr p1·0La.r la inmunogenicidad de cada uno de los p~ptidos 

f'Lll' .scpa1~a1lo, t'll ninouna de las digestiones se consiguió provocar 

un rompimiento total, sin embargo la digestión parcial resultó 

muy t'eprüdur:ible, por lo r¡ue se decidió trabajar con las frac

ciones de las porinas así obtenidas. 

Como se pudó apreciar en los cromatogramas presentados para 

cada uno de los sistemas empleados, la columna de 60 cm de largo 

por l.5 cm de ditlmeti~o presenta los fondos dP. lectura mbs bajos, 

sin cmbur~(' f'n ella resulta mos difícil observar un segundo pico 

mur cercano al primero, por lo que podria pasar inadvertido1 lo 

que no sucede con la <:ulumua de 1 m de longitud por t cm de 
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diametro, que raliza una mejor separación (por la formacion de 

mas platos teoricos), sin embargo, nos presenta unas lecturas de 

ab~orbancia de fondo."5 més alto.s y un cromatograma mfls irregular 

el cual .se atribuye a la re.solución de tollos los péptidos obteni

dos r¡u~ serían .seis por cada porina, doce en total, los cuales 

por su similitud en cuanto a su peso molecular no put"den .ser 

.sPpni·ado.s con eficiencia por é.'!itu metodo. 

En los en.sos en que se tiene una mezcla tan basta de compo

nentes, lo que se sugiea~e es usar un sistema cromatogrtHico 

líquido de alta presión (JIPLCI, el motivo por el que no se usó 

f>ste método fué que no .se contaba con la columna adecuada para el 

l'ango de pesos moleculares de los péptido.s. 

Mediante el u~o del isoelectroenfoque fué posible conocer et 

pl de los diferentes péptido.s (dentro del rango de l.~ a 6.5), 

así corno confirmar la pureza de las proterna.s empleadas y de los 

péplidos obtenidos, ayudando tisto a ,eliminar po.sible.s intr.ríeren · 

cia.s ¡:io1· contaminnción con otro tipo de compuestos, diferentes a 

tus de nuestro in tcrés. 

f'or ml'dio de la electroforesis, se pudo demostrar que el 

pico uno del cromatograma, corresponde al péptido de 29 kDa, se 

suuierc r¡ue el pico dos corresponde al pbptido de 2t kDa y el 

plco tres al de t6 kDa. Lo anterior se fundamenta en que .siendo 

el pbptido de ? kDa el que contiene todos los triptofanos (3) dr. 

la proteína, es el que m:is absorbe a 280 nm. como se pudo ver 

en las figuras t6 t7, es el pico tres el único que absorbe 
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11wnn.s n. .:?67 11111 y mLls a :.!80 nm. 

El twcllo dr que el monocl1lnal &Ff> (clase IUM reconozca 

solo ln banda correspondiente nl Péptido de 29 kDa. pero no a los 

üt.ros pt~ptidos, indicaría que el determinate antigénico contra el 

1:ual reacciona el monoclonal, está formado por una parte de la 

otra parte de la secuencia del 

péptit.lo de a ~Da, y que el BrCN rompe en una parte intermedia del 

t~pílope. 

t=r111 re.s1•L11:lo a la inm11unuc11icidarl de los péptido.s se puede 

<kd1· l]ll(' e::: r.l cte tb J.:Da l'l que indu1;c una respuesta celular 

ma)'or ta11to t.•11 la forma solubl~ como r.n la tranfcrida, l'ºr lo que 

es mur probahle que sea en al9una región de cslc péplido en la 

14uc se encuentre el cpítope inmunodominante, r.n este sentido no.s 

i1u~linar1amos n pensar que este determinante anti9éníco debiera 

r-star en el péptido de 6 lr;.Da en vista de que el péptido de 9 l<Da 

transferido no da una respuesta muy alta por sí mismo. 

Corno S(.• )'Uede \'er en las figuras 20 y 21, la inducción de la 

l'f.'«•J•llt•.:.lu t;t!lulat' i•ara el pcptidu de 16 k.Da 1?s incluso mayor que 

¡ia.1·a la:; ¡iol'inas (c:<>mparu1ulose ambos cuando .se encuentran en 

::.olucii,¡1), lo q1u• pudiera significar el aumento de la respuesta 

inn~11nP ¡.uJr la espl•cificidart dí!l reconocimiento del anticuerpo 

h;:icia un ("pitope tlcterrninado. 

Una vez montada la técnica de HPLC para con.seguir una separa

ción más fina. para el di~erido de porinas y habiendo sintetizado 
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dichas proteinus poi· ingeniería oenét.ica (obteniéndo.se una sola 

¡iorim1 1 ya .sl'n OmpC u OmpF)1 como yu se e.sL.:i hn.ci1?ndo en el labo-

1·a tn1·io, SP.1'."I po.sible terminar de responder las cuestiones trata

das f~n rl pre~entc trnbajo. 

La c.Jctcr·111luaci6n tle la ulticacion del c..letcrmlnantc antiyéuico 

inmunodom.tnantt~ resulta de utilidad en cuanto a t•l dc!.arrollo tkl 

rnodt'lo d~ una nueva vacuna antitifoidca, ya que esta scrti más 

t'..SPt!C• rica e incluso pudiera aplica1•se el péptido unido o. otros 

tox1)Hlt's como el tct~nico para favorecer la respuesta inmune 

despertada por ambos. 

F.l pa.so a .seguir dl'ntro dr.l contr.xto de la hu.11¡quet1:1 de una 

vacuna cfil_'a2'. contra la fiebre tifo.idea mediante el emple?o dl' Jos 

}'é¡itülo!I de la:~ porinas, e.s el di' pr·ohar Ja respuesta humoral quf? 

r~5l<.1.'i 3011 ca¡i:u:f's 1Jr indnt:ir, ya St .. a poi· la técnica dl• t•nsaro 

'imnu1we11t:im,1tico (EI.lSA) o alouna o.tra t¡ue permita medir el 

titulo rlc• antictl(lrpos y proba1• la J'l'sistencia dP •1uc proveen r.n 

el modelo murino, cuando los animales sean inmunizados con 

difercntL•s concentraciones de póptidos y ¡:iosterlormente retados 

cun divt•1·sus DL50 de ~ ll'..P..~ viva. 
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11.0 e o N e L u s 1 o N E s 

Emph~ando los métodos •1l'Sc1'ito.oe; a lo lnrgo del presen,te tra-

l•ajo, ttt•!' pO$l\1\t• uhlPner )' :st•pa1·ar los ¡1ñptido.~ de las porlnas1 

Oll'pG }' Ou1pF 1 dt• ~.: .~r1_i_l_~i 1),i:?.,Vi:1t, producidos por digestión coit 

}' 6 J.;.Dn y e1·an producidos por una diuestibn parcial que, sin 

ernbnrgo, ful> reproducible bajo lns condiciones de reacción 

empleadas. La pureza de los pcptidos quedo demo.stl•ada por el iso-

clcclroenfo11ue 1 siguiendo el método de tas inmobilinas. 

La separación de los péptidos resultó ser mé.s adecuada 

empleando SDS-PAGE e inmunoclect1·otransfcrencia, que usando ero-

matocr1 ... u."t'ia por lle cxclusi6n mulccular, debido a que ésta última 

no es a(kcuada para separar m<'~r;las tan complejas y de compuestos 

1.1111 simita1·cs, cumo la mezcla c..h~ peptidos resultante de la diges-

tinn. 

Por 11:Pdio lle ln nctivacion Je esplenocito.s se d~terminó que 

r·s C"l pópl Ldo dc- 16 t~Da el •.(lll' induce la mayor respuesta. celular, 

)' :i trav1~s de la inmunoelectrotransferencia que el péptido de 29 

kDa es el •-tue se reconoce por el anticuerpo monoclonal 8F6 (lgM) 

produr.:i<to contra porinas de ª..: ~_r..J.?J!.!.. Estos resultados demuestran 

que tos péptidos son buenos candidatos como componentes de vacu-

nas cont1~a la fiebre tifoidea, ya '-lUC presentan una inmunogenici-

dad inl.~lu:so 1nayor quu las porinas. 
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