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I. I N T R o o u e e I o N 

La fiebre tifoidea es una enfermedad infecto-contagi.2_ 

sa producida por Salmonella ~' la cual present.a en t-:hico 

caracter1sticas end6mico-epid6micas ya c;!lJe estA directamente

relacionada con deficiencias en el saneamiento anóiental y el 

aprovisionamiento de agua potable. E• una bacteria resisten

te a las baja• temperaturas y permanece viable durante varias 

•mana• en el agua de pozos y dep6•ito•. 

Los avance• en el estudio tanto qu1mico como b io16c¡i

co de las endotacinas, nos ha llevado a conocer profundamente 

la patOiJenia de la enfermedad, incluyendo lo• •caniamoe de -

deaiat~icacif'Jn <JI• fueron propuemto• por Skarne• en 1958, al 

tr•"'• de lil interacoi&t de la endotmina cm alguna• prote1-

na • pla sd tic a• ( 1) • 

se ha prq>Uesto que los mecani•o• del huaaped que ª!:. 

t4an primero en la deSintoic:icacif'Jn astan relacionados con al-

911no1 coq>ooente• del pla•ma circulant. y que ••to• san re•~ 

¡tQlUlblea en gran .. dida de la wpervivencia del hulaped al -

c;hQCfle endotCK••ico ( 2). Se ha •ncicrutdo q11e la inac:tiva·-

cifln de la acci~ letal ocurre cOllO u.n HtJUftdo pa•o de re.c-

cifln, liendo el primero la degracif;n d9 la •h•. 

In ute trabajo ee dec.idi.6 investigar 101 •cani.-oa• 



plaam4ticoa 
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desinte»eicaci&i de endotoxinas en ratas, tanto 

antig6nica o cadena de polisac!ridos, como de-

la fraccit'ln 6Kica o Upido A, tornando coxno testigo la mol~c~ 

la lipolieacar1dica, como lo mencionan los antecedentes pre-

vioa (3, 38, 41) .• 

plasma de las ratas tratadas con la -

endotacina ·Y laa fracciooes de t§sta, se llev6 a cabo por rre-

dio de la d nica de innunoelectroforesis cruzada (4) la 

cu~l, gracia a a11 aensibilidad, permitió un análisis rr.ás de

tailado de. l s resultados obtenidos. 
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II. A N '1' E C E D E N T E S 

El g6nero salmcnella comprende una gran variedad de -

especies patt:lcjenas para el hombre o animales y habitualrrente-

para ani:>os. En el hombre se dan tres forr.ias de salmonelosis

cl1nican-en te diferentes: fiebres entéricas, septic6micas y ga_! 

troenteritis agudas. 

El prototipo de la fiebre ent:Arica es la producida -

por s. ~· La fiebre tifoidea, ccntrdda por la ingesti6n 

de alinentos o aguas cootaminadaa eq>ie;r:a, en general, de mo

do insidioso, tras un periodo de incubacit>n de 7 a 14 d1as, -

ccn malestar, anorexia y cefalea, seguido de fiebre (5). 

Los microorganismos in1Jerido1 ae 1111ltiplican en las -

vtas digestivas, y algunos de ello1 penetran en 101 1 infl ti-

ces intestinales y viajan al tra,...1 del condlacto torlcico h,! 

cia la corriente sangu1nea, donde ae diaerninan por todo el 

cuerpo y 1e eliminan por la orina, 

se ha demostrado 91e wranta la enf•r•dad activa, la 

tolerancia ea debida a la preaencia de 9randea cantidad•• dé
endotmina en la aan9n y lo• tajidoa. En eam4ioa r .. liu-

doa en ratas que no nueatran eat:a tolerancia dlaranta la fa•-

' hbril de la enfenedad, ae ha .u9erido que •cho• de lo• 1tn 
' -

to..1 1e deben a las endotadn•• circulante• (2t • 
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l. Endotaxinas. 

El inicio de las investigaciones sobre las endotoxi-

nas se estableci6 en la relaciOn entre putrefacci6n y enfer

lledad durante la era pre.bacteriol~ica; y muchas de las des

cripciates iniciales de los efectos de tejidos putrefactos i!l 

yectAdos en anilli1lles soo compatibles con la reactividad del -

hu@ sped a la endot01C ina. 

El ccncepto de endotoxina como un veneno el cual es -

capa a la desintegraci&l de la c~lula, lo propuso Pfeiffer en 

el año 18~2. 

En otros estudios, Centanni dedujo que las bacterids

Gram nec¡ativas producen un coq>lejo de peso molecular elevado 

e omo parte de ai menbrana ex terna, o pared celular, llamado -

•complejo endot6K ico•, el cual, como un todo puede inducir t~ 

xicidad y auchas otras acciones biol6gicas (6> dependiendo de 

la dosis, la ruta de aplicacitln y la sensibilidad relativa de 

la• eapecies de investigaci&i. 

2. lUtructu.ra de la pared celular de bacterias Gram

negativaa, 

LUderitz e1quelllllti16 la Htructu.ra de la pared celu-

lar de las bacteria• Gr•• ne9ativas, como 1e nuestra en la f! 
gura No. 1 (7). El lipopolbactrido de las enterobacteriu -
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se encuentra localizado en la pared celular y ••ta se encuen

tra ccmatitu1da por tres capas distinta• (8,9). 

a) , Meni>rana citCJ?llar.iicar Ea una doble capa i:· - fas 

fol1pidos orientados con reqionea pol~res, aaocilndoae a ---

ellos prote1nas por medio de interacciones fiaic~tmicas con 

pequerias cantidades de carbohidr~tos unidos a ltpidos y pro-

te1nas. 

Las protetnaa est&n situadas en .La superficie, en la

parte media o en al interior y eat:an- conatit:u.tdaa eaencicllme!! 

ta pcr prote~as estructurales y de transporta~. En la menara 

na se realiza la bioatnteda de lo• diferente• con•tituyentes 

de la pared celular incluyendo el poli.•clrido ( 10) • 

b). Elf!Cio eeriellU1ico. Can tiene peptido-ql icano, 

re~pm•tale de la r19idH de la pared celular .. ( 11) 1 que •e eh 

cuentra unido a la capa externa al tz'• .. • ele la Upoprotatna-· 

arawi ( 12). 

e) • La cap externa. Tiene Ull eapeacr ,de 75 a 15 11111 

e•t.& cm•titlltda de foafoltpido•, protatna eapecUica y c&.nt!, 

dad•• variablH d• lipopoliadrido 91e le dan la Hpec1fic1-
• 

dad a la bactari:I Graa n_,ativa t Cf&• recibe el aOlbn de en• 

dotaldna. 

3. B1tzuct:11ca del Up~oU . ..clri.do. 
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n911ativoa, las enterobact:erias y e•pecial•nte Salmonella, 1e 

b.an investiga.do extensamente para la cla•ificaci&i de su qru

po. Del an!lisis estructural e investiqaciones biosint~ ~: --

cas, se sabe que el lipopolisac4rido de Salmone~la e1t& ~on•

tit:u1~o por cadenas lal"Cjas se monosaclridos cont.eniendo het.e-

ropoltmeros compuestos de tres reqiones diferentes como se --

nuestra en la f iqura No. 2 (9). 

La reqi&i I consiste de unidades repetidas de olic¡os~ 

c&ridos, loa cuales cootienen azdcare• con enlaces espectfi-

cos, Asto diferencia los lipopolisaclridos de diferente•· •erE 

tipos (13, 14, 15). Las cadenas de oli9oaaclrido1 llevan la

especificiclad bnunolt'Jl;Jica de loa respectivo• ant1qeno• o. 

Las unidades de repetici&i para sal9IOl'lella txehi ae nuestran

en la figurcl No. 3 1 est. reqiflt M encuen tr• li9ada a la re-

«a it:n 11 ndcleo basal, 8ate ea u.n heteroologoaclrido acldico;'.'1 

y •• r.uy aimilar o con11n a loa lipcpoli•clridoa de· Sallllane-

lla, pero d:Lfiere en otros 9•nero• de bac ter ia. e 1', . 1-* re -

9itJn II 11e encuentra liCJ•da a m vea covalente .. nte a la re-

CJ ifln III Cf!e repre 1en ta el componen te liptdic:o cÍel lipapol i9!, 

clrido, por lo cual recibe el nadare de ltp~do A, '/ .. 11n 11-

pido 9lUC08lllinO-diMc&rido acilado C 17, 11) • La Ht:NCt:u.ra• 

Cfltaic:• d• Hta_ rewi6n Cfle .. conoce huta abara .. ilu.•tra. • 

m la fi9'lr• lo. ' ( ltt • 

En la tabla lo~ 1 M •Htran lo• aatcar•• q11e cClft•·· 

titilyen lo• antt9enoa de alCJUnH S.!pll!• 4e _lo. 9napo• A,• 
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NLA No. 1 

CLASIFICACI<Xf ·sr::ROLOGICA Y COf.ll'OSICIOO DE 

AZUCARES DE ALGUNOS ANTIGENOS DE Salmonella 

(Kauffman y White) ( 14) 

t.erotipo Grupo Factores o A ideares 

c.· 
~· 

paratiphi A A l, 2, 12 Man Rha Par 

!· 2ara~Ehi_L 2, 12 . f.l4n Rha I.>ar 

var. durazo 

.... ab or tus ª!l:! i B 4, 12 llan Rh.- Abe 

s. paratyphi B l, 4, 5, 12 Man Rha Abe 
i. typh inur ium 1, 4, 5, 12 Man Rha Abe 
t• J!.. t;yph i.nur ium 

(ti.U tan te) 1, 4, 12 t-:an Rha Abe 

i· B redeu<?l' 1, 4, 12, 27 Man Rha Abe 

~· E!ratx2ni e el 6, 7 Man 

!· choleraaiis 6, 7 tlan 

!· ne!!!Eort c2 6, 8 r.an Rha Abe 

!· txmi. D 9, 12 Man Rha · T'¡v 

§_. aendAi 1, 9, 12 Man, Rha Tyv 

!· en ter i ti.dis 1, 9, 12 Man Rha TyV 
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Staub y Tinelli en 1956 demostraron la capac idac'l que

tienen ciertos azt1cares provenientes del oli<Josac&r~cio e. re

peticitn para inhibir reacciones de precipitaci'On con polisa

c.iridos de salmooella. De estos trabajos concluyeron que la-· 

especificidad del ant19eno 9 en Salrnooella typhi estaba aso-

ciada a la presencia de tiveloaa, mientras que la del ant1qe

no 12 se debe a la raimiosa ( 13. 

4 • t1' todos de ex trace it:ln de lipopoliaaclr idos. 

Boivin y .Me1rc:beanu en UJ2 encontraron un p~ocedi--

miento para extraer el complejo endottlcico de bacterias Gram

nec¡ativa con &cido tricloroacttico1 rewltando Cfl• 101 princ.!, 

palea c01t.patent.a1 de este ·prometo •on de natl.lraleza pQliuc! 

rtdica y lip1dica con s61o peCflell•• cantidad•• de protetrla 

adicicnal. 

En estudio• similar••, Mor9an y Goebel ~undo mzclas 

de aol wn u• or9an ic oa y •9U•, d» tu vieran prodllc toe purifica

doa (limilarH a loa prodllctoa de IOiVin) canetitl.ltdoa pcr pg 

liaaca ridoa, ltp ido a y prot.etu. 

Por otro lado, ttirray, a .. r y colabCC'adorea (6), r•!. 

Usando estudio• sci>re necro•i• tullOl'al inducida por endotox_i 

naa, de11101tnrcn prU.ro qi&• el principio activo de e1t.a1 bac 

tm:~• Gram Hfati.•1 reside en el c:mplejo endot&cico y, ... 



9undu1 qi¡e ••te e• un lipapoliac~rido, el cual forma una di! 

penit.n coloidal .-i agua can el tamaño de laa part1c..'Ulas del

orden de alguno• millone1 de nan&.b::os. 

Mu tarde, Weatphal y LUderitz en 1952 produjeron un

lipopoliMc&rido libre de prote1nas, aplicando el dtodo de -

fenol-agua para las bacterias Gram negativa (14). 

DespuAs de la extraccit>n por el mltodo de tJestphal, -

Galanos y colaboradores extrajeron l1pido A a partir de un li 

popoliaac&rido encontrando que lil mayor parte de las activida 

des biolt.)icaa atrihu1daa a la endotaicina, residen en este 11 

pido A {16). 

5. f.lecani•1101 de deaintacicacit.l d• endot01dnas. 

Loa primeros eat:u.dioa que de•o•tr•ron que la desinto

xicac itin ae llevaba a cabo por madio de un componente plasml

ticp, los realizO Skarne• en 1958 (1), tiempo despuls, ~l mi! 

mo encontr6 "-'e dos protatnaa plalllllltica1 interactuaban con -

el Upopoli'ac&rido de bacterias Qram n89ativa•, la sidero!il!, 

na y un alfa•lipcprotetna. In 1980, rreudenberg y Galano• a~ 

ministrando endotadna por v1.a intravenoN en animalH de ex-

. periNntacitin, encootrando 91• ••ta per•i•te en la un9re por 

alt(ln tier.ipo anta• de Cfl• aea eli11inacla principalmnte en el

h1fado (l). ·¡:1 tierpo en el cual la mdotoxina cire11la en la 

1&nqre puede depender de alguno• factorea, como ion, si la ª.!. 
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pa de donde proviene la endotaxina es lisa o ruc¡osa (20, 21), 

la doai• del lipcpolisac&rido u&ado ( 22), el mAtodo de extrae· 

cifJn eq>leado, aa1 como el eatado de los aninales u saeto.;. Los 

estudios acbre la distribuci&\ de loa lipopolis~c&rido:.; :.r:. ld 

aanqre, mostraron CJ.le el lipopolisac&rido circulante estuvo -

principalmente en el plasma ( 22, 23, 24) • No ae detecte en -

eritroci~os (23, 25), adn cuando alguno• autorea lo han detec . 
t.ado en plaquet.a1 y en leucocito• polimorfmuclurea. La de-

ain tC1Cicacitn que tiene lugar principal•nte en el sistema r! 

U.culo endotelial se poatulf> Cf.1e tenia 1U inicio en el plas11111.. · 

El papel de laa lipoprotatna• de alta denaidad como -

acarreadoras de lipopoli•c&ridoa circulan tea·.!!!. !!:!2 se ha -

inveatjqado deade H56 por Skame• (2'), En la tpoca actual

.. le• ha dado un papel pr i11ardial • la d.e•1n tmdc:ac: itn pla • 

... tica de en dotm ina •. 

· 1, Generalidade1 de lipaprot1.S.aa1, · 

La• lipgprota~• aon ca11plejoa •icramoleculan• de .. 

Upido1 _a1oci.ado1 • protietn.1. 1.o cual lH ccnfiere 1a caree• 
. . -..,,, . '• 

. tar11tM:a de Mr 1olubl• en agua. La• Upgprotielna1 Ht&n ca 
• ' . •. • . .-¡o 

ractt•ri•da• pes una r.1ien •tarna .s. aprmcillad&Mnte 15 --

. de •111191« atribl&1da • una .cubierta de Upidoa pal•re1· (foat! 

ltpido•) 'I 9riapo1 proe.ico•, y ~" ntc!eo hidrotébico intem~ 
• 1, ",_ 1 _, ' 
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La• int.eracciane1 de la• lipaprot:etn.1 con enzima• y

c:m •lfJUftO• CCJll'atent.1 celulare1, e1t&n dada• por las propi! 

dad•• de 111parficie de laa parttculu y por las rnovilidades -

de 1111 CCl\atitl.lyenta1 molecular••· Entre laa posibles conse

cuenciA• de cantlio• en la• propiedades din&micas de los 11-

pido• H podr~n citar, la Hparacitin literal de fues, que -

p.aeden proclacir alt:eracione1 en la cinltica de inserciones m2 

i.culare• y la• tran1locacione1 que pueden caiducir a la fu--

1ifln y/o a9r99aci~ dti lipciprot:e~u con ella• mismas o con -

otra a mollculaa y •ll'Oranail ( 27) • 

Loa U.pido• y en empeciAl loa tri9Hc•ridos am menos 

denaoa 91• el qua, de •CJ&1 •e de~ce lf.le a mdida cpe aumen

ta la pcaporcifln de Upidoa a prot.e1na1 en la1 lipoprote1na-

na1, la dtn1idad di•inuye. S• hace u10 de ••ta propiedad P!. 

ra MfArar lH difuentH lipcprota1na1 del pl••• por ultra

cmtrifu1acU!n. La• fraccianea lipap.,otafc•• aepar&daa por -

.al tracen tr ifu9ac ifln •an • . 

1. O&ilcmicran•• 

2. Lipaprota~• el• •r baja .S.aiclad 

l. Lipcprotatna1 de baja clm1idad 

e. Lipaprota!na1 ele al t.a denddad. 

tlllai .. pueclm aepanne de acuerdo • 111a prcpiedadea 
1 

el• trohrltM:a11 
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2. Lipoprote1nas pre ... beta 

3. Lipoproteinas beta 

4. Lipoprote1nas alfa ( 28) • 

Las prqüedades electrofortlticas que pr·esentan las 12:, 

poprote1nas ha perrr.itido que se analicen por ~todos electro

for~ticos, los cuales a su vez han au~ntado en sensil>ilidad

hasta loqrar técnicas cada vez mejores y reproducibles para -

el estudio tanto de las lipoprote1naa como de otros componen~ 

tes del plasmJ.. 

7. :tnmunoelectroforelia. 

El an&li•i• de la het.eroqeneidad de la• prote1nas in

dividuales se lleva a cabo 111&1 flcilrnente por electroforesis, 

La 1eparaci6n de las protetna1 en un ca..,o ellctrico la esta

bleci6 Tiaelius en 1937, empleando la electroforeais libre o

de frontera mOvil. No ob1tant.e, debido a la relativa C011i>le

jidad de Hte mltodo, la electroforeli1 de aona en un medio -

aat.aDiliador cano el papel o el acetado de celulosa ha reem

plaudo a la electroforeli1 libre para u10 cltnico. 

En i952 se de1eribi6 un .. todo de d.01 etapu que COll

binaba la lhctrofore1ia ccxt la inmnodifuaifln para la ident,!:. 

ficacitin del tmoide tetlnico Mdiant.e el aue~o e1pectfico. -

Poco tieat»o deapua1, el .. todo clldco de la imunoelectrofo

re1il t• litti'Gaucido pot' Willia• y Grabar, en ••ta tacnica, 
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la •1 • ..:trofor••h r la doble in111nodifusi6n se hacen sobre lai 

milll!A laminilla recubierta con a9ar. Durante los 6ltimos 20~ 

anos, la innunoelectroforesis .. ha vuelto fundamental para -

al anUiaia da protetnas en el campo de la medicina y la in-

veeti9aci6n {29). taa t8cnicas electrofordticas han sufrido

un gran nQmero da modificaciones; la miqraciOn del ant1geno -

dentro de una capa uniforme de suero anti fu6 usada por Ress

ler en 1960 canbin&ndolo con una electroforesis preliminar. -

Laurell utiliz& una ~cnica similar la cual se llamo •electr~ 

fore1i• cruzada ant19eno-anticuerpo•, usando un suero espec1-

fico (JO. E1te mltodo conaiate en una canbinaci6n de electr~ 

fore1i• •imple en gel de a9aroaa y elactroinrm.todifusiOn. La

pri1n1ra dinansi&t •• una 1aparaci6n alectrofor6tica de una -

maac:la de prote1na1, por ejemplo, un suero en un gel de agar~ 

A libre de 1ueros antiaspecie. Durante la aegunda dimen--

litin, en con traite a la inmunoelectroforaaia de Grabar, la i!}_ 

nungprecipitacitln tiene luqar en un gel de agarosa contenien

do un auero oligaeapectfico o polieapec1fico {ll). 

La velocidad con que ae deaplazan la• moléc1.tlas, est.4 

da•rainada, entre otro factorea, por au carga neta, forma, -

tlMilo, etc •• Aet, una parttcula de mayor carga, se mover& •

•rae velocidad que otra que poa• una carga mnor y loa com

pcnenta1 can poce o nin9una car9a, per111anecedn e1tacim•--

rioa. A au v.1, la car9a neta depende del pK da 11'. 1oluci6n

uortivuadora en la qt.\e •• encuentra al sistema. El Htado -

ie.lico de la 1oluci6ft amortiCJUadora ea de gran importancia en 
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la el "lCtrOfore•b, ya que la1 1olucione1 amortiguadoras de b! 

ja fuerr.a itlnica permiten velocidade1 de miC]I'aciOn mis r4pi-

daa y poco de1prendimiento de calor, mientras que los de fue::_ 

1a1 itlnica1 al tas, si bien ayudan a ~jorar la definición de

l•• zona1, ocasionan una producci6n mas alta de calor y velo

cidadu de miqraci&l mu lentas (32) • 

La aqaro1a ea un pol1mero lineal, compuesto por uni-

dade1 alternada• de D-9alactosa y de 3, 6-anhidro-L-qalacto-

a, 'enlazadas por uniones alfa-1, 3 y beta-1, 4 (33). Tiene

la propiedad de 1ecarse formando membranas delgadas, transpa~ 

rente• e incoloras que, una vez teñida, son ideales para su -

valoracien. Cuando 1e emplea aqaroaa como medio de soporte -

en la electrotore1i1, son determinantes entra otros, la con-

centracitln a la que •• emplea el qel y el qrosor del mismo, -

ya que en ••te caso, .una buena resoluci~n depende de las di--

11an1icne1 de loa poros formado1 por la matriz del gel al 

crear un efecto tamizante (34) • 

. . 
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III. ME T O D O L O G I A 

El lipopolisac!rido (endotoxinal de ~· typhi y las 

fracciones de éste: polisac!rido y 11pido A, se obtuvieron en 

el Laboratorio de la Divisi6n de Inmunoqu1rnica de la Unidad -

de Investigaci6n l:liorn!§dica del Centro tAdico Nacional y fue-

rcn objeto de otro trabajo de investigaci6n (JS, 36), las --

fracciones as1 obtenidas se diferenciaron por ml!todos f1sicos 

y qu1micos, por lo que aqu1 s6lo se me·ncionar& las tacnicas -

que se utilizaron para la ob tenc i6n de e a tas fracciones. 

1, Cultivo de la bacteria. 

1.1. Cepa utilizada. 

Salmonella typhi, con 101 detarminante1 anti9'nicoa -

9, 12 de acuerdo a la claaificaci&n de Kauffnann y White, de

la colec:c ien de laboratorio de Inmnoqutmica. 

do: 

lita bacteria •• cultiv6 en el •iCJUiante •dio a6li--

Extracto de cora1en ·de buey •••••••••••••••••• ,. 500 CJ 

PeptOlla • ••••••••••••••••••••••• , • • • • • • • • • • • • • • • 10 g 

Cloruro· d• •odio •••.•..•...•••••••••••••••..• · •• ._ 5 9 

A9•i" • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • ~ • • • • • • • • • • • • • • • 25 1 
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Se recm•tit:uy6 el medio en aqua destilada, en una -

proporcitin de 40 9/1 coloc&ndo1e en tubos de ensayo, se este

riliz6 en autoclave a 15 libras de presiOn durante 15 minutos 

y se coloc~ en forl!Yl inclinada para solidificarlo. El culti

vo de las bacterias en este rmtdio permiti6 su identificaci6n

como colona• de aspecto liso. 

1.2. Preparaci6n del in&culo. · 

Se tom6 una asada de varia• colonias cultivadas en el 

mdio anterior y se suspendieron en un medio de cultivo 11qu_! 

do cona 

Extracto de cerebro ........................... 
Extracto de corazen de buey ................... . 

PeptCll• ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

Cloruro de sodio .............................. 
Po•fa to dil64ico .............................. 

200 g 

200 g 

10 g 

5 e¡ 

2 q 

lltAI Ndio de recon•tituy6 con agua de•tilada, en una 

proporcitln de 37 9/l, •• ••teriliz& en autoclave a 15 libras

de pre1ien ~rantAI 15 minuto1. Se dej& 48 hora• en incuba--

citJn comprob&ndose 1U HtAlrilidad. Una vez finalizado el --

tiell¡)O &I incubaci&n, de ••te cultivo se utili1& para inocu-

lar botAllla 1 de Roux. 

se utili1& el medio de cultivo anterior ai\adido de --
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aqar al 1% para favorecer su solidificacien. 

El rredio reconstitu1do en aqua destilada, se colc~6-

en cantidades aproximadas de 100 ml en cada botella, laE que

se esterilizaron, se les dejO solidificar y se colocaron en -

la incubadora a J7ºC durante 48 horas para asegurar su esteri 

lidad. 

En estas condiciones se inocularon varios lotes de bo 

tellas (2 ml de cultivo por botella) hasta completar 200: de~ 

puGs de 18 horas de incubaci6n a 37•C se cosech6 el crecimie~ 

to obtenido en soluci6n salina isottinica. 

1.3. Cosecha. 

Una vez ·retirado el up& de las botellas en condicio 

nea a .. pticas, se introdujeron 25 111 de solucitin salina iaot~ 

nica, 1e movilizo hasta desprender todas las colonias y se p~ 

st> a un matraz estaril 1 el lavado 1e repiti6 en dos ocaaio--

ne1. 

Se centrifu96 la suspen•itin. de bacterias a 5 000 rpm

ctu-anta 10 minutos a 4°C y el 1edi•nto •• la~ trea veces -

can 1olucitin Mlina iaotOnica hasta oM.aner bacterias libras-· 

de •dio de cultivo. Para inactivarla1, se emple6 acetona .'?!, 

IO • voluNn. La suspensi&n de bacterias 111ertaa en acetonl>·· 

1e centrifu96, H elimin& el sObrenadante y el ~iedimento se -
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reau1pendit!> en acetona (p/v). El proceso anterior se repitiO 

tres veces y el sedinento obtenido en la tUtima centrifuqa--

citri ae coloc6 en cajas de Pe tri y se sec6 a 31•c. 

2. Extracci6n de lipopolisaclrido. 

(M!todo de Weatphal y Jann) (37). 

El fenol 1e conoce como un excelente sol ven te para ~ 

chas prote1nas. El coeficiente de partici6n de mezclas bifa

si.caa de fenol y agua efectaan una extracci6n de prote1nas en 

aolucitn aCUOH bajo ccndicionel controladaa de pH y fuerza -

itnica en un aolo pHo de reaccitlri. En contraste, los poliS!_ 
1 

c&rido1, 1111nopolisac&ridoa, lipopoli .. c&ridos y ICidos nucle! 

coa, aon generalmente 1olublea en ac¡ua, pero in1olublea en f~ 

nol, pueden precipitarse vario• po11 .. carido1 de la aoluci6n

acuo•, por adici6n de fmol liquido. El fenol ea un &cido .

dfbil, la conatante de diaociaci&n a 11-u•c en aqua es l. l--

1.2. X io-10 • La• mzclaa de fenal y aqua tienen una conata!!_ 

te dieHctrica alta. Eatoa hechoa f9r•n lH bHH de un mA

todo de partici&n de protetnaa y poliaaclridoa y/o acidoa nu

cleicoa en tr• fenol y ac¡ua. 

Para la. tjcni.ca, • auapendm aproxi•da•nta 20 9 -

de &al•cnella mh.i. Cbactaria aecar • JSO al de •CJU• a 90-C. 

H añaden 350 111 de fenol al· 90• previaa.nta calmtado a 65-

68 'C con ac¡itaci&n vi9oro.a y H colac• en un baiío Mrta por• 

15 •inutoa a 65-n•c~ Po•t:erior•nte .. enfda a 1o•c en ua• 
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baño Je hielo, la enulli8n 1e centrifuga a 3 000 rpm por 30--. . 

t5. minutos, lo cual re1Ulta en la formaci6n de tres capas: 

una capa acuo1&, una capa fen6lica y un residuo insolubl~, al 

9Wla• vece•, al tpial se forma una capa en la interfase fenol 

agua. La f;ue acuou ae aep&ra! y la capa fen6lica y la ins;?_ 

luble n trat..n a 65•68 •e con otros 350 ral de agua como se -

da11eribi6 anblriormente. Los extractos combinados de la fase 

acuo .. •e dializan por 3 6 4 dtas contra agua destilada para

eliminar el fenol y pequeñas cantidades de sustencias bacte--
, 1 • 

riana• de bajo pe•o molecular. El dializado ea una 1oluciOn-

li9era•nt:e opaleacente, que contiene el lipopoliAc•rido y -

lllA1 ••ta •1cla .. concentra a l5•40•c a pre8i&~ reducida a

t.ner un volumn aproximado de 100 ml. De•pu•·· se centrifuga 

para eliminar el material in•olubl• y la soluci&n acuosa •e -
Uofiliu dando 1.6•2.Q 9. 

Para eliminar el. RNA bacteriano, al. extracto crudo -

Uofilisado 1e le aftada ac¡ua para dar una •oluci&n al 3' la -

aual • centrifuga. por 6-8 .hora• a 20 000 rpa, El sedimiento . . 

M rem1p1nde en •CJU• y la 1olucUm H recentrifuga por 2 & 3 

wce• a ll 000 rp• duran t. 3 hora• cada w1. El sedi•nto· f! 
nal •• raaaspende en una cantidad mtnima de agua y H liofili 

u dando JOQ•SOO 19. 

3. lxtraccien del poli•aclrido . . 
(Pr••n) (15) • 

' 
Para clbtlilner un poli•aclrido puro, es necesario hidr2 
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lizar el conplejo de las cflulas secas tratadas con 4cido ac~ 

tico O.l N, alqunas veces es necesario usar ácido acftico IN. 

E.ate procedimiento fué usado por White, y modificado po::it•. ---

' riormente por Freeman quien aisl6 el polisac!rido con un alto 

grado de pureza. 

Para realizar la técnica, se pesaron 15 g de bacte•-

rias secas y se suspendieron en 90 ml de aqua, adicion!ndose-

10 ml de 4cido ac~tko IN. Esta suapensiOn se coloct> en --

agua a 100°C durante 90 minutos. Una vez frta la suspensi6n., 

se centrifuq6 a 5 O?O rpm durante 1 hora, obtenidndose un pr~ 

cipitado que ae llamad ~y un aobrenadante ~· El precipita

do se resuspendi6 en 90 ml de agua destilada y se añadieron -

10 ml de acido ac•tico 1N. 

2a~ hidr6lisia ac•tica en la• mismas condiciones an-

' teriorosz 

Centrifuqaci6n a S- 000 rpm durante JO· .min. 

•racipitado_B 

leaupenaitn en 90 ml de 

•9U• daa.tilada, •ñadir 10 

111 de •e ido ace tic o 1N. , 

Sobrenadan te 8 . -

lra. hidr6liaia en laa miaa• condiciones anteriores: 

Centrifuqacitin • 5 000 rp'l't/ JO ain. 



Precipitado~ Sobrenadante ~ 

Concent¡ac i6n: Se reunieron los sobrenadan tes A, B, -

y e, y se evaporaron durante JO minutos en un rotavapor. El

sedi•nto seco qued6 adherido a las paredes del matraz, se dl:_ 

solvi6 en 25 ml de aqua destilada, se centrifug6 a 5 000 rpm

durante JO minutos, el sedia.nto se descart6 y se utilizO el

aabrenadante en las siguientes precipitacion~s alcohOlicas: 

lra.. precipitacitin con un volumen de alcohol et1li.,--

El sobrenadante anterior se llev6 a 25 ml de aqua ---
/'-

e8tilada, .. adicione el mi1mo volumen de alcohol et1lico y -

M dej6 reposar durante 1 noche. 

Centrifugaci&n a 5 000 rpm/ 30 min. 

Precipitado_A 

Se dhol vi& en 25 ml 

ele atua dHtilada. 

Sobrenadan te ! · 

(50 ml) 

lra. precipitacien con 5 vol. de alcohol et1licoa 

~ 

Al pncipi tado disuel. to ae 

11all6 A y M le adicionaran 

125 al de alcd\ol et1lico. 

Al sobrenadan te •• le ~-

llam& a y •• ai\adieron -

225 nJ. de alcohol ettli .. 

co. 
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Reposo durante 10 horas. 

Cen trifugacifm a 5 000 rpm/ 30 rnin. 

Precipitado ~ 

Se di sol vi6 en 

50 ml de agua 

destilada 

Sobrenadan te A Precipitado B 
0

Sohrenadant~ 

Se disolviO en 

(se descartO) 50 r.ü de agua (se desear t6) 

destilada. 

Reposo 20 horas a 4°C. 

2a. precipitaciOn a l vol de alcohol: 

Centrifuqaci6n a 5 000 rpc/ 30 min. 

Precipitado !, Sobrenadant.e !. Precipitado ! Sobrenadante ~ 

Se diaolvi6 en se diaolvi6 en 

20 ml. ele agua (se obwvieron (se obtuvieron 

100 ml) 20 ml de •CJU• 100 ml) • 

deatilada destilada 

Uni6n de precipitados: Uni~ de aobrenádanteas 

A+B•C A+B•D 

2•. prec ipi tac i6n con 5 vol de alcdlol e 
, 

, 
A lQS p~ecipitadoa disueltos C 

se aftadieron 200 ntl de alcohol 

et1lico. 

A loa aobrenadant.1 D H ,._ 

añadiercin 900 al e» alcdlol 

etUico. 
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Repo•o 24 horas a 4•c. 

Centrifugaci6n a 5 000 rpm/ 30 min. 

Loe sobrenadantes y precipitados se trataron en la -

misma forma hasta tener 5 precipitaciones con 1 vol de alco-

hol y 5 precipitacionea con 5 vol!11tenes de alcohol despu6s de 

la dltin1& precipita.ci6n con 5 voldnenes de alcohol, se proce

diO a las precipitaciones acfticas. 

lra. precipita.ci~ ac8tica 1 

Lo1 precipitados proveniente• Los precipitados pro

de e •• disolvieron en 80 ml- veniente1 de o se di-

de agua destilada dolvieron en 60 ml de 
' -

agua destilada. 

Los 1cbrenadante1 C y D 1e descartaron 

Ambo• •• precipitaron con leido ac•tico al 97\ 

sol, e (80 ml) Sol. D (60 ml) 

A ••ta 1oluci6n ae añadie

ren l 252 ml de leido act• 

tico 9lacial. 

A esta 1oluci6n se añadie-

ron 939 ml de leido aceti

co glacial. 

lreaipitado 2_ 

le ctholVifl en 

Celltrifu9acien a 5 ooo rpm/ 30 min. . ' . 

Sobrenadante C Preciritado ~ Sobrenadante 
; 

Se dbo.lvi6 en . .E. 
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Se descarte Se descart6 

44. 7 ml de agua 25 ml de agua 

destilada destilada 

2a. precipitaci6n con !cido ac~tico 98%. 

A la soluci6n del precipitado A A la soluci6n del precipita

se le a die ionaron 699 ml de ac1 se le adicionaron 391 m1 de-

do acético glacial. &cido acl!tico glacial. 

Centrifuqacit>n a 5 000 rpm/ 30 min. 

Precipitado Sobrenadante Precipitado Sobrenadan te 

Se disolvi6 se disolvi6 

en 50 ml de Se descart6 en 30 ml de 

agua destila aqua deatilada. Se descarte 

da. 

Los precipitados disueltos en agua deatiladA se utili 

zara\ para l.levar a cabo tres •riea ·de precipitaciones aleo-, 
h6licaa con 1 volumen y con 5 volt1mene• de etanol, liqúiendo-, 
el protocolo anterior. 

Al finalizar la Gltima'precipitaci&l con S voldmenes
de alcmol, loa precipitado• obtenido• •• disolvieron en agua 
destilada durante 1 recambio• m1ceaivoa cada 8 horas, para f! , 
nal•nta liofilizarlo el pol1aaclrido puro. En la 1iquiente• 

plcJina H auHtra una Hque• que sintetiza eate proceo. 
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'Cll'mNCICti DEL POLISACARIOO 

C6lullls secas disueltas en agua destilada l 1a. hidr6lisis ac~tica N/10 

Centrifu9aci6n 

Sedimen~ ~renadante A ReUl'lU!n y conc. 

Sobrenadante B de sobrenadan-

Sobrenadante C tes 
. ~ . 

Precipitaci6n alcoh6lica-

/ 
. sob¡e~adan te 

Precipitaci6n alcoh&lica (SV) 

/ ' 

(1 V) 

Sobrenadan te Sedi¡-nto 

Precipitaci6n ac6tica 94' (v/v> / ., 
Sobrenadante · Sedimento - Fracci6n I 

PreciJitaci6n 1 
ac6.tica 96' · 

. / ' SábrenadAnte ledimento Fracci6n II 

/ 
3 ••rie• de precipitaciones ale. 

1 
. Di&liaia . 

. , 
Liof ililaci6n 

. V• YolCINnu 
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4. Preparación y purificaci5n de 11pido A (36). 

Las formas l:.sas de las bacterias Gram negativas son-

!l'As deficientes en lipido A que las formas rugosas, las ,-ua-

les esUn presentes soore la pared celular de esas bacterias-

y pueden aislarse por una gran variedad de procedimientos. 

La composición del 11pido A y las porciones nucleares 

de lipopolisac!ridos se reportaron por Fromme y Schlecht como 

independientes de las condiciones de cultivo, no ast su por--

ción polisacar1dica cuya longitud puede variar bajo diferen--

tes coo.diciones. 

El principio endot~xico de los lipopolisacSridos est~ 

localizado en su 11pido A. En contraste a la qran variabili

dad de las cadenas O espectficas, la estructura qu1mica del -

ltpido A es mucho m!s constante. 

J;;n esta ~cnica se efectu& una extracci6n del ltpido

A de formas bacterianas ruq~sa• por el lllftodo de fenol-cloro

farmo éter de petr6leo. 

Este prooedimiento de extracci&\ ae ua& en eate eatu

dio, ,particularriente con Salmonella minneaota Re 595, la cual 

repreaenta una fuent:e rica de lipido 1.. La bacteria aeca ae

aupendi6 en. una 119'zcla de f .. 01 (90 9 en U l'll de ACJU•), cl2 

roformo y her de petrfUeo en una rel.lei~ de 21518. "Eata --. . 
aaapenai&n ae hanogenizt> por un. periodo corto de 50 a. De•-· 
puaa de la centritugacien, el aedU.nto H re-extrajo dos ,;.. 
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ce¡¡, J.os sobrenadantes colectados con cloroformo y ét!'!r. de p~ 

tr~leo se eliminaron en un rotavapor (40ºCI. Al fenol so---

brante se le adicion6 aqua gota a gota hasta que p~ecipit6 el 

lipopolisac4rido. Se centrifugo, se lave 2 veces con fenol -

al 75i y tres veces con acetona. El material seco se disuel

ve en agua destilada y se centrifuga a JO 000 rprn durante 4 -

horas. El sedimento se redisuelve en agua destilada y se li2 

fil iza. 

4.1. Electrodillisis del lipopolisac!rido: 

·Las preparaciones de lipopolisac!ridos contienen io-

nes divalentes, tales corno f.19++, Ca++ y aminas blsicas, tales 

como espermina, espermidina, cadaverina, putrescina y lisina. 

91 presencia afecta las propiedades biol6qicas y fisicoqu1rni

caa del lipopolisac4rido y del 11pido A derivado de él. El -

papel _de la electrodiUisis es _.liminar primero la mezcla de

iones y entonces reemplazarlos por un i~n sencillo. 

La electrodillisis de 101 lipopolisaclridos se llevo

• cabo por el ""todo de Galanos ( 19) en un aparato que con ti!, 

ne trea clr.iaras separadas· por membranas de dillisis, con ele~ 

trodo1 en la 1 clmara s ex ternas y el lipopolisaclr ido en el 

centro. El pH (7.2) H mantiene con1tanternente por lo que se 

n111.1traliza continuamente la c&mara central, la cual •• enfda 

con aire fr1o circulante. El contenido de la clmara se renti,! 
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va dos veces en una hora. La di~lisis se detiene cuando el -

pH de la dir.iara no cambia a alcalino (despu~s de pocas horas

ª 40 mA). El lipopolisacárido resultante, ahora presente en

la forna de ácido libre, se convierte a una forma solubh. por' 

su neutralizaci6n con álcali o amino como trietilamina. 

El lipopolisac~rido electrodializado se hidroliza en-

80 m1 de !cido ac~tico al 1% a 90ºC durante 90 minutos. Des-

pu6s se centrifuga y el sobrenadante se elimina, el 11pido A

se lava una vez con 20 ml de Scido ac6tico caliente al 1%, ~ 

dos veces con HCl, una con agua. y 

-
5. liuestras de trabajo. 

Para este trabajo ae emplearon JO ratas de la raza -

Lon9-Evans divididas en 9rupos de 10, con pesoa que oscilaron 

entre 300 y 350 g. 

S.l. Plaama de ratas tratadA1 con lipopolisaclrido. 

La• 1111e1tru H obtienen por cateterilaci6n de la ve

na femoral 1 se le extrae a la rata l 1111 de Nngre y 1e coloca 

en un tubo que contiene heparina1 .. le inyectan a la rata al 

tr•~• del cataterl S r.q de !ipopoliaaclri.do de !• typhi en -

o.s ml de •CJU• destilada e1tjril, libre de pir&l¡eno• y 1e to

man nuHtran a los s, ·15, 30 y 60 minutoa de9P1t1 de la ino•; 
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culac:jn y •iguidndose el mismo procedimiento para la obten-

ci6n del plasma, se guarda a -70ºC hasta su uso. 

5.2. Plasma de ratas tratadas con polisac~rido de 

Freeman. 

La obtencidn de las muestras para-comprobar el efecto 

del polisac&rido de 2· ~, se lleva a cabo de la misma ma

nera, es decir, por cateterizacidn; se toma una muestra test! 

qo y se inyectan 5 mq de polisac4rido en 0.5 ml de agua desti 

lada estdril libre de pireqenos y las muestras siguientes se

toman a los 2, 5 y 1 minutos despu~s de la inoculacidn y si-

guiéndose el mismo procedimiento para la obtencidn del plasma, 

se guarda a -1o•c hasta su uao. 

5.3. Pla•ma de ratas tratadas con llpido A. 

Las muestras de la• ratas tratadas con l!pido A tam-~ 

bién ae obtuvieron por cateterizaci8n; se toma la muestra te~ 

tigo y ae inyectan 60 ug en 0.5 ml_~e una aolucidn amortiqu!. 

' dora de fosfato• 0.1 M a pH 7.2 y •• solubiliza con una pequ~ 

Aa cantidad de trietilamina; •• toman las otras muestras por

cateterizac idn a lo• 5, 15, JO y 60 minutos, •• ••para. el - -

pla ... y •• guarda en congelacidn. 
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6, Obtencidn de auero anti-rata obtenido en conejo • 

. 
Para obtener el auero anti-rata, se sangra un grupo -

de 10 rata• Long•Evan• por puncidn card!aca, se deja reposar

la 1an9re por 24 horas para retraer el co4gulo, se separa el-

1u1ro y •• congela en 1l!cuota1 de 1 ml cada una. 

Se diluye el 1uero 1:2 con 1olucidn salina isotdnica

e1terú al 0.9• y H ligue el siguiente esquema de inmuniza-

ci~n: 

conejo Mueva· Zelanda macho de J Kg. 

Dla Suero de rata Vla de admini1tracidn 

1 l 1111 en AC:r (l 1 l) Intrad•rmica 

•7 1 1111 ·en Air (l:) Intrad4rmica 

14 0.5 •l de suero 1ntraveno1a 

1S 1.0 •l de 1u1ro lntraveno1a 

2l Punc15n cardlaca 
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7. Inmunoelectroforesis cruzada (4). 

Procedimiento. 

la. Dimensi6n. 

l. 15 ml de solucidn de aqarosa al 1% preparada en -

una solucidn amortiguadora de barbital pH 8.6, u•0.02, esta -

soluci6n caliente se coloca sobre una placa de vidiro (8.5 x-

9.5 cm X 1.5 mm), la cual se coloca sobre una mesa horizon- -

.tal. 

Preparaci6n de la 11<>luci~n amortiguadora: 

Tris (hidroxianetilamino .. tano) 

Acido dietilbarbitdrico 

Azida de sodio 

Lactato de calcio 

'·'3 q 

2.24 g 

0.065 q 

0.053 g 

se diauelve en 500 al de aqua de1tilada, y 1e ajusta

el pH a 8.6 con un potenci<!metro. 

2. De1pu~1 de la •olidificacien de la a9aro1a, 1e ·-
' 
procede a la forma~i~n de poso• IObre la a9aro1a, con un di! 

metro de & -· 
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3. Las muestras se aplican por medio de una pipeta-

de constricci6n doble (1-10 ul). 

4. La placa con el gel se coloca en la c!mar.a .,,: ;c-

trofor~tica, conectándose al amortiguador (mencionado con an

terioridad) por medio de puentes de papel y se conecta el flu 

jo continuo de agua a 4°C. 

5. La electroforesis en la primera dimensi6n se lle

va a cabo a 250 V en 90 minutos. 

La colocaci~n de la placa en la clmara electrofor~ti

ca se nuestra en la figura 5a. 

2a. Dimensi6n. 

6. Se detiene la electroforesis y se procede a .cortar 

los diferentes canales al trav6s de los cuales corri6 la ---

auestra. 

7. se transfiere la parte del gel que se cort6 y se

coloca sobre otra placa de vidrio del mismo tamaño, la cual -

• coloca sobre una mesa hori10ntal, a la parte sobrante de .. 

la placa de vidrio •• le añade el suero anti•i:ata obtenido en 

conejo (300 ul) en t ml de agaroN al 1' a una temperatura 

aprcacimada de so•c para evitar de1naturaliaaci6n de la• pro-

tetnaa del auero. 

e. Se deja solidificar el gel, M coloca en la c._ .. 
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ra a¡ectroforatica y •• conecta con puentes de papel ~ la so

lu1i6n amortiguadora. 

9. La.electroforesis en la sequnda dimensión se lleva 

a cabo a 90 V por un periodo de 18-22 horas. El esquema de -

e ata segunda dimensi6n se muestra en la fiqura Sb. 

7, 1. Lavado y secado de las placas. · 

10. se quitan las placas de la cbara electrofor~ti

ca y 1e presionan con tres capas de papel filtro, un papel s~ 

cador y otra placa de vidrio y se lea coloca encima un peso -

de aproxiltlAdamente 15 minutos. 

11. Deapufa de presionar, ae lavan con una soluci6n -

de cloruro de sodio O. 1 N por un par.todo de aproximadamente 8• 

10 dta1, caai)iando la aoluci&n diariamente. 

12. Se hace un lavado P?•terior con aqua destilada 

por aproximadamente 4 horas. 

ll. Se preaiona nueva1n11tnte el gel de la misma forma -

lfle en el pa10 No. 10 y•• .. ca·en una e1tufa a so•c. 

1.2. '1'9ftido de la1 placas. 

14. Ya aeea1 la1 placaa, 1e tiften con a1ul de CoOllla•• 

••ie brillante por un pertodo de 10 ~inutoa. 
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PreparaciOn del colorante: 

Azul de Coomassie brillante 

Etanol 

Acido ac~tico glacial 

Agua destilada 

2.0 g 

J :iúml 

40 ml 

180ml 

Se hace una mezcla de etanol, !cido acético y agua, -

se le adiciona el colorante en polvo, y se mezcla; se deja r~ 

posar por 24 horas y se filtra. 

15. Las placas se destiñen con una soluciOn decolo--

rante en per1odos de 15 minutos. La soluciOn decolorante con 

tiene los siguientes reactivos: 

Etanol 

Acido ac' tico glacial 

Agua destilada 

180 ml 

40 rnl 

180 rnl 
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IV. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

Las 1111estras se analizaron por medio de la inmunoele~ 

troforesis cruzada, posteriormente se efectu6 una tinciOn pa-

ra prote1nas. 

Para poder analizar los resultados se requiere de un-

patrOn de bandas, aqut se mencionan algunas de las bandas que 

son de mayor importancia para este trabajo: 

1. Albt1mina 

2. Siderof ilina 

3. Alfa1-lipoprote1na 

4. Alfa1-antitripsina 

s. IgG 

6. Transferrina 

7. Ceruloplasmina 

a. Hemopexina 

Lo• resultados se analizar!n con respecto a la movil! 

dad electrofor6tica y 1a la forma física que toman estas ban-

das durante el tratamiento. 
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l. Demostraci6n de la int.eraci6n del lipopolisac!ri-

do de _§. ~ con protetnas plasmAticas. 

:\~·::;>:~::-~·~~: :~tf'ifÍílÍMI~= ..... ·.·· ,:n~~---·-·. 
·-,)· 

LPS-15 
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Como podemos observar en los resultados, la interac-

ci6n lipopolisaclrido-prote1nas plasmlticas se observa con -

mas claridad en 15 y 30 minutos, tiempo en el cual empiezan a 

observarse modificaci6n en la movilidad electroforética de 2-

pr.ote1nas: la siderofilina y la alfa1-lipoprote1na como se 

n.iestra por medio de flechas1 se torna como referencia la ban

da de la albdmina, ya que la siderofilina y la alfa1-lipopro

te1na presentan movilidad electrofor~tica similar a la de la

albdmina en un testigo negativo. Observlndose esta modifica

ci6n hasta los 60 minutos despuds de la introducci6n de la en 

dotoxina. 
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2. Demostraci6n de la interacci6n del polisac4rido 

de §_. typhi con prote1nas plasm&ticas. 

La interacc16n de las prote1nas plasrnlticas con el p~ 

lisac4rido de§.• typhi, como se observa en los resultados es

por un periodo de ti.elpo muy corto, esta fracci6n de la entoxi 

na se liga a una alfa1-antitripsina lo cual se observa por la 

modificaci6n electrofor6tica que sufre esta prote1na. 

1n-2 
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3. Demostraci6n de la interacciOn del ltpido A 

con proteinas plasrn6ticas. 
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Como se puede observar en estos resultados, el l1pido 

A interacciona dnicamente con la lipoprot.e1na de alta densi-

dad, la reacci6n es mas visible a los 15 minutos en los cua-

les, la lipoprote1na presenta movilidad variada con respecto

ª su posici6n original, ademls de la disminuci6n en su caneen 

traci6n. El tiempo que permanece ligado el 11pido A a la li

poprote1na de alta densidad es similar al del lipopolisac~ri

do total y esta interacci6n se inicia con el contacto del 11-

pido A con esta prote1na plasm4tica. 
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V. DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSION 

De los resultados mostrados podemos inferir que, como 

ya se hab1a observado en revis.iones anteriores (39, 40) que -

el lipopolisacSrido (endotoxina) interactaa con una lipopro-

te1na de alta densidad y una siderofilina cu~ndo 4ste se en

cuentra en plasma1 esta endotoxina se une a estas prote1nas -

plasmttica• desde el momento en que se pone en contacto con -

el plasma circulante y deja de interactuar en el momento en -

que se agota del plasma para ser eliminado por Organos del -

sistema ret1culo endot.elial. 

El hecho de que la int.eracci6n de la fracciOn polisa

car1dica con la alta1-antitrip•ina sea por un per1odo muy cot 

to, nos lleva a proponer que ••ta int.eracci6n es por afinidad 

inespec1fica, ya que la molacula a la que •• une el polisac4-

rido •• una 9licoprot.e1na que nÚestra cierta afinidad proba-

blement.e al trav•• de la fracci6n poliaacartdica. 

11 poliaaclr1do •• la fracci&n antiqfnica de la endo

taxina y aparente•nte cuando ea inyectado solo a lu r11.taa,

no ju99a un papel i...,ortante en lo• mecanismos intr1nsecos de 

4e1intaxicacitln. Sin ent»ar90, como parte inte9ral de la rnol! 

eula d el 111y importante ya que interviene co11e acarreador .. 

de la fracci6n lip1dica en el proceso de la desintoxicaciOn -
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tanto plasm!tica como sistémica (41). 

Por otro lado, las formas de uni6n del 11pido A a la-

lipoprote1na de alta densidad puede explicarse de diverF«3 -

formas, pero una hipOtesis viable es la siguien'te: la lipa--

prote1na de alta densidad estS formada por dos.superficies, -

una interna formada por grupos no polares, en la que se en---

cuen tra el colesterol y los triglicEridos y una capa externa

en la que se encuentran grupos polares que son las prote1nas-

y los fosfol1pidos. Las prote1nas que se encuentran en la -

parte externa de la lipoprote1na al pH al que se esta traba~

jando (8.6) se encuentran cargadas negativamente, razOn por -

la cual corno tal puede mic¡Ear hacia.el &nodo. 

~l ltpido A que estl c~eato entre un 40 y 60% de -

4-L~aminoarabinosa, un azdcar •in.ado, puede unirH a la al-

fa1 lipoprote1na modificlndola ·~ diaminuir ciertas cargas ne

g~tivas netas disminuyendo •u densidad electr&nica (17). 

Los grupos ne9ativos de los foafol1pid~s as1 como los 

giqJOS cargados negatiWlllSlte d8l. lfquido A pul!Cen mirte por meaio de -

cationes existentes.en el plasma, corao es el caso del calcio, 

~- tal manera que di•aú.nuye la densidád electr6nica de la li

pqu;-ote1na1 a lo anterior hay que a9r~qar que la for•ci6n --
"':" ... 
ca.-~ C°"'1llejo varta ya sea en la estructura de la lipoprote!na ........... -
Q til' su conformaci&n de tal •nera que la aodifica tan>i•n en .• . 
IP peso molecular. -·. 
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Que el 16n calcio jueque un papel importante en el -

proceso de desintoxicaci6n plasmltica, es debido a los resul

tados obtenidos en algunos trabajos (40, 41), en los cuales -
, 

se ha encontrado disminución del calcio plasm!tico del hués--

ped con choque endotoxémico. A medida que la endotoxina está 

circulando por el plasma disminuye notablemente la concentra

ci6n de calcio. 

Conclusi6n: con estoa reaultados se demuestra que la 

endotoxina se une a la lipoproté1na de alta densidad por su -

fracci6n lip1dica. 

El estudio de loa mecanismos por medio de los cuales

•l hudsped animal transporta, modifica y deqrada estas impor

tan tea mol6culaa es a6lo el inicio de un amplio campo de in-

veati9aci6n. 
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