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ABREVIATURAS

Tiv Tivelosa

Man Manosa

Ram .= Ramnosa

Glc Glucosa

Par Parq}osa

AraN Aminoarabinosa

GlcN Glucosamina

EtN Etanolamina

Abe Abecuosa

ACF Adyuvante completo
de Freund

AIF Adyuvante incompleto

de Freund



I. INTRODUCCION

La fiebre tifoidea es una enfermedad infecto-contagio

sa producida por Salmonella typhi, la cual presenta en México

caracteristicas endémico-epidémicas ya cue estf directamente-
relacionada con deficiencias en el saneamiento ambiental y el
aprovisionamiento de agua potable. Es una bacteria resisten-
te a las bajas temperaturas y permanece viable durante varias

semanas en el agua de pozos y depBsitos,

Los avances en 'el. estudio tanto qu!micd como biolbgi~-
co de las endotoxinas, nos ha llevado a conocer piotundamnte
la patogenia de la enfermedad, incluyendo 10s mecanismos de -
desintd:icaci&t_ que fueron propuestos por Stltn'e.l‘ en 1958, al
travds de la interacocifn de la endotoxina con alqunli protef-

nas plasmbticas (1).

Se ha pfbpueato que los mecanismos del huésped que ac
qhn primero en la desintoxicacitn estin relacionados con al~-
gunos componentes del plasma circulants y que 8stos son res=-
pnsables en gran sedida de la ‘-uporvi'vdncu del hulsped al -
choque mdotou!nico (2). Se ha mencionado Qe la h\ncuv--—-
citn de 1a acciﬁn letal ocurre como un Mndo pasoc de reac--

citn, siendo el primerc la degracitn de la misma. '

En este trabajo se decidif investigar los wecanismos-




plasndticos desintoxicacibn de endotoxinas en ratas, tanto
dé la fraccitn antigénica o cadena de polisac&ridos,vcomo de~
la fraccifn tfxica o lipido A, tomando como testigo la molécu
‘1a lipolisacaridica,hcomo lo mencionan los antecedentes pre--

vios (3, 38, 41).

El anflisis del plasma de las ratas tratadas con la =
endotaxina y las fracciones de 8sta, se llevb a cabo por me-~
dio de la thqnica de innunoelectroforesis crﬁzada (4) la ----
cugl,vqrucia a -uAsensibilidad, permiti6 un andlisis rds de-

tallado de 10s resultados obtenidos.




II. ANTECEDENTES

El género ‘salmonella comprende una gran variedad de -
especies pattgenas para el hombre o animales y habitualmente;
para ambos. En el hombre se dan tres formas de ‘salmonelosis-
clinicamente diferentes: fiebres entfricas, septicémicas y gas

troenteritis agudas,

El prototipo de la fiebre entérica ,e‘s 1a4producida -
por S. typhi. La fiebre tifoidea, contraida par la ingestibn
de alimentos o0 aguas contaminadas empieza, en general, de mo-
do insidioso, tras un perlodo de incubacitn de 7 a 14 dlas, -

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

Los microorganismos ingeridos se nultipiican en las -
vias digestivas, y algunos de ellos penctun'cn los linfati-~
ccs intestinales y viajan al través del conducto torfcico ha
cia la corriente sanyuinea, donde se diseminan por todo el -~

cuerpo y se eliminan por la oriﬁa.

Se ha denostrado que duranta la entorl_mdad activa, la
tolerancia es debida a la presencia de grandes cantidades de-
endotakina en la sangre y los tejidos. BEn estudios fuliu--
dos en ratas que no nuestran esta tolerancia dlrinu la fase~
' febril de la enferredad, se ha sugerido que muchos dd'l_Ol -!ﬁ

'tou-ie-"deben a las endotakinas circulantes (2) .



'1l. Endotaxinas.

El inicio de las investigaciones sobre las endotoxi--
nas se establecit en la relacibn entre putrefaccitn y enfer-
redad durante la era pr;e.bacteriolbgica; y muchas de las des-
cripciones iniciales de los efectos de tejidos putrefactos in
yectados en animales son compatibles con la reactividad del -

huésped a la endotaxina.

El concepto de endotaxina como un veneno el cual es -
capa a la desintegracitn de la célula, lo propuso Pfeiffer en

_ol afio 1892,

En otros estudios, Centanni dedujo que las bacterias-
Gran negativas producen un complejé de peso molecular elevado
como parte de su membrana externa, o pared celular, llamado -
"complejo endotfxico", el cual, como un todo puede inducir to
xicidad y muchas otras acciones biol8gicas (6) dependiendo de
la dosis, la ruta de aplicacibn y la Qensibilidad relativa de

las especies de investigacitn,

2. Estructura de la pared celular de bacterias Gram-
negativas.

Lideritz esquematiszt la estructura de la pared celu--
lli"-dt'lqs bac tarias Gram negativas, como se ruestra en la fi

" gura No. 1 (7). El lipopolisaclrido de las entercbacterias -
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se ancuentra localizado en la pared celular y ‘l‘su se encuen=

tra coanstitulda por tres capas'diltintn (8,9) .

a). Membrana citopldsmica, Es una doble capa ¢- fos

folipidos orientados con reéionel polares, asociindose a ===
ellos protelnas por medio de interacciones fisicoouimicas con
pequerias cantidades de carbohidratos unidos a lipidos y pro--

tefinas .

‘Las proteinas estin situadas en ia superficie, en la-
parte media o en el interior y estn constituidas esencialmen
te par proteinas estructurales y de transports. En la menbra
na se realiza la biosintesis de los diferentss constituyentes

de la pared celular incluyendo el ‘poliuclriddrr(m) .

b) . Espacio per igylluxieo.b Contiene peptido-glicano,
responsable de la rigidez de la pared coluhr A11), que se en
cuentra unido bn' la capa exﬁrna al través de la’lipoprqtnlna-"

_ Braun (12).

c). La capa externa. Tiene un espesor.de 75 a 85 mm

estl constituida de fosfolipidos, protsina ‘cq’ocu.ica Yy cdn:i_,
dades variables de lipopolisacérido que le dan la okcpcciﬂ.ci-
dad a la bnéuria Gram .nqativa y‘,gr_u recibe oi hoﬁr& ds en-
dotoaxina. |

3. Eetruceurs del lipepolissctrido.

kntre los diver sos ‘géneros de m:oa"ngm.q“. ___



negativos, las entercbacterias y especialmente Salmonella,  se
han investigido extansaments para la clasificacifn de su gru-
po. Del anilisis estructural e investigaciones biosints(:-=-
cas, se sabe que el lipopolisac8rido de Salmonella estf cons-
tritni(c'!o por cadenas largas se monosaciridos conteniendo heta-
ropolimeros corpuestos de tres regiones diferentes como se -~

ruestra en la figqura No. 2 (9).

La regitn I consiste de unicdades repetidas de oligosa
c!ridos, los cuales contienen axdcafcl'cm enlaces especifi.-—
cos, &sgto diferencia los lipopoliuclridos de ditercnbu sero
tipos (13, 14, 15). Las cadenas de oligosac8ridos llevan la-
especificidad i'mnoltgica de los respectivos ant!.qonos 0. -

Las unidades de repeticifin para Salmonella typhi se ruestran-

on la figura No., }; esta regiln se -ncucnttn liqada a la re--
gifn II ndcleo basal é:u es un hourooloqoucl:ido acldico.
y es ruy similar o condn a los lip;qoli.ncludos dc- le 8=~
lla, pero difiere en otros géneros de bacterias (16). Li re-
gi&l II 3se oncucntn ligada a su ves covalentements a la re-- ;
gifm III que representa el coqm.ﬁu lipldico del .l‘—i-pcp’oliag
crido, por 1o cual recibe el nosbre de lipido A, y es un 11-
pido glucosamino-disaclrido uci.indo 111, 18). u estructura-
qn;nicn de esta regibn inc se conoce ﬁnu ‘ahora se iluv-tn,-'
. en la figura Mo. 4 (14). O ”

En la tabla llo. 1 se miestran l.o- uﬂcaru quc cons--

tituyen los nnthonou de nlqunu gm__ de los qmpa- W
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TABLA No. 1

CLASIFICACION SEROLOGICA Y COMPOSICION DE

AZUCARES DE ALGUNOS ANTIGENOS DE Salmonella

terotipo
« paratiphi a |
paratyphi A

e

var, durazo

abortus equi

paratyphi B

typhimurium

typh inur ium

K lwlw o

(rutante)
Bredeney
paratyphi C
“¢chol erasuis
newport

typhi
sendai

enteritidis

-

173 unlualp for & fen

(Kauffman y white) (14)

Grupo

A

Factore 5 o]

1, 2, 12
2, 12

4, 12

1, 4, 5, 12
1, 4, 5, 12

1, 4, 12

1, 4, 12, 27
6, 7

6, 7

6, 8

1, 9, 12
1, 9, 12

Azdcares

Man Rha Par

. Man

Han

Rha

Rha -
. Rha

Rha

Par

Abe
Abe
Abe

Abe
Abe
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B, Cl. CZ' 03' Dl' D2' Oy 2 (13).

Staub y Tinelli en 1956 demostraron la capacidad e~
tienen ciertos azficares provenientes del oligosacdrido ¢. re-
petici®n para inhibir reacciones de precipitacibn con polisa-

cdridos de Salmanella., De estos trabajos concluyeron que la=’

espec ificidad del antigeno 9 en Salmonella typhi estaba aso=-
ciada a la presencia de tivelosa, mientras que la del antige-

no 12 se debe a la ramnosa (13.

4, MBtodos de extraccilin de lipopolisacéridos.

Boivin y Mesrcbeanu en 1932 encontraron un procedi---~
mien to para extraer el complejo endotdxico de bacterias Gram-
negativa con lcido. triclorcactico; resultando Qe los p‘rinci |
palas conponentes de elte-prod\actoAlm de mﬁrll.u po}iucg
ridica ylipidicﬁl con sblo paguefias cantidades de prote!nla - V
adicional. |

En estudios similares, Morgan y Goebel usando mezclas
de sclventes orgdnicos y agua, dbtuvieron productos purifica-
dos (similares a los productos de Boivin) constituldos por pé_

lisacfridos, lipidos y protsina,

Por otro lado, .nurny, Shear y colaboradores (é) ’ re;l_'
lizando estudios scbre necrosis tumoral inducid‘lvpor ondotox}_
' nas, demostraron p:iﬁro quorcl principio activo de estas bné_
tarias Gram nﬁadvn’ reside en el cowplejo ondot_&vﬁtico‘ Y, se=
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gundy; que ests es un lipopolisacirido, el cual forma una dis
persitn coloidal en agua con el tamaiio de las particulas del-
orden de algunos millones de nantmetros.

| Mas tarde, Westphal y Lilderitz en 1352 produijeron un~-
lipopolisacfrido libre de protelnas, aplicando el método de -
fenol -agua para las bacterias Gram negativa (14).

Después d.e la extraccifbn por el m&todo de Westphal, -

Galanos y colaboradores extrajeron lipido‘a a partir de un li
popoliac&‘tido encontrando que la mayor parte de las activida

" des bioltgicas atribuldas a la endotaxina, residen en este 11

pido A (16).

5. Mecaniswos de desintoxicacilin de endotoxinas.

Los primeros estudios que donouinron que la desinto-
xicacitn se llevaba a cabo por medio de un componente plasmi-
ticp, los rul'izb Skarnes en 1958 (1), tiempo despuls, &l mis -
mo encontrd que dos protatnas plllmltlcu interactuaban con - |
el lipopoliscirido de bactsrias Gram negativas, la siderofili
na y un alfa-lipcprotaina. En 1900, !'rq:dcnbe:q y Galanos ad
ministrando endotoxina por via intravenosa en animales de ex~

'p.rimnhcmn, oncmtnndo Qe ‘lu persiste en la sangre por
algﬂn tienpo antas de que sea eliminada principalmnu en el-
hlgldo (3. I:l tiempo en el cual la cndotoxina citcula en la

unqz- pncde dupcndu: de nlqunos tactoru, como son, si la ca
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pa de donde proviene la endotaxina es lisa o rugosa (éo,' 21) .
la dosis del lipopolisacdrido usado (22), el método de extrac-
© citn empleado, asi como el estado de los animales usados. Los
Qsmdios scbre la distribucitn de los lipopolisacirido: sn la
sangre, mostraron que el 1ipopolisaclrid6 circulante estuvo -
principalmnce‘éh el plasma (22, 23, 24). No se detectd en -
-eritrocitos (23, 25), afn cuando algunos autores lo han detec
tado en plaquons Yy en 1eucociton polim:tmuclutes. La de-
sinta:icaciﬁn que tiene lugar princzpalmnta en el sistema re

't!cul.o endotelial se postulb qQue t:enh s inicio en el plasm;

El papel de las upaptohltna'- de alta denn‘.dad como -
.acaruadoras de lipopolisaciridos circulantes _ig gy_rg se ha - -
inv.ltiqldo desde 1956 por St;x;no‘lv(zﬂ.‘ En la spoca actual-
se les ha dado un papol p:imtdul on u dalintnucucim plas :

fdtica do ‘endotoxinas.

6, Gmcnudadn d. Llpoptduml. -

t.nu lipq»zoulnn lon coqlojo- -1cl:mol.cunnn do -

uptdol nochdon a prou!nu. lo cual les cen!im h canc-

. buatiu de ser soluble cn lgu _ Las xthtouml o-un ca

rwhriudn pox una ngi&s aum de apcau-hunu 15 -
,h oq:uc atribulda a una cuburn de Ltpidos pulaxu (toctg 7
| I!ptdo-) R | gmpoa prouuo-, Y un nlc'oo hidroﬂ'btco u\umo—;“
- cmlt.ttnldo par txiquelridon Y lluuo dc colnu:ol. e LT
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Las intaracciones de l.u'lip'optou‘im- con enzimas y-
con llgﬂhbl componentss celulares, estfn dadas por las propie
dades de llpn'ﬂcu de las particulas y por las movilidades -
de sus constituyentes moleculatil. Entre las posibles conse-
cuencias de canbios en las propiedades din&micas de los 1l1i1-
pidos se podr}nn citar, la separacibn lateral de fases, que ~
pueden producir alteraciones en la cinbtica de inserciones mg
leculares y las translocaciones que pueden cenducir a la fu--
sifn y/o agregacitn de lipoprotsinas con ellas mismas o con -
otras mol@culas y merbranas (27). '

Los l}pidol Yy en especial los triglicéridos son menos
densos que el agua, de aqul se deduce que & medida que aumen-
ta la ptwo:ciﬁ de 11pidos a proteinas en las lipoprotetna--
nu.‘h densidad diﬁhuyc. Se hace uso de esta propiedad p§_
Ta k'mnrbln diferentes lipoprotainas del plasma por ultra-
ccnﬁltuncih. Las fracciones lipoppotefcas npa:a’du por -
ultracentrifugacitn soni '

‘1. Quilomicrones '

r O Lipoprou'!nn de muy baja densidad
3. Ltpw:onjnu de baja duul.dnd

4. Liﬁqzoumn de alta densidad,

Tsbitn pueden separarse de acuerdo a sus propiedadas
slectrofordticas: | D |

1. mnmm'rmu
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2. Lipoproteinas pre-beta
3. Lipoprotefnas beta
4. Lipoproteinas alfa (28).

Las propiedades electrofor@ticas que presentan las 1i
poproteinas ha permitido que se analicen por m#todos electro-
foréticos, los cuales a su ve‘z han aumentado en sensibilidad-
hasta lograr técnicas cada vez mejores y reproducibles para -
el estudio tanto de las lipoproteinas como de otros componen-

tes del plasma.

7. Innunoelectroforesis.

El andlisis de la heterogeneidad de las proteinas iq-
dividunien se lleva a cabo m&s ffcilmente por electroforesis,
La separacifn de las proteinas en un campo eléctrico la esta-
bleci® Tiselius en 1937, empleando la electroforesis libre o-
de frontera nbvil. No obstants, debido a f“ relativa comple-
jidad de este m&tho, la Gl.CttOfOt‘lilbd. zona en un medio -
estabilizador camo el papel o el acetado de celulosa ha reem;-

plazado a la electroforesis libre para uso clinico.

En 1952 se describi® un método de dos etapas que com-
binaba la électroforesis con la inmunodifusitn para la identi
ficacitn del takoide tatfnico mediants el suero especifico. -
Poco tiempo despubs, el método cliai;b de 1a inmuncelectrofo-
resis ful li\ti'éadcido por Williams y Gtabai. Aoﬁ'elu técnica,
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la el _ctroforesis y la doble inmnodifusibn se hacen sobre la
misma laminilla recubierta con agar. Durante los filtimos 20«
iﬁoa, la inmunoslectroforesis se ha vuelto fundamental para -
el an_niais de proteinas en el campo de la medicina y la ine-
vestigacibn (29). Las t@cnicas electrofor8ticas han sufrido-
un gran n@mero de modificaciones; la migracibn del antigeno -
dentro de una capa uniforme de suero anti fué usada por Ress-
ler en 1960 combinéndolo con una electroforesis preliminar. -
Laurell utiliz® una técnica similar la cual se llamd "electro
foresis cruzada antigeno-anticuerpo”, usando un suero especi-
fico (30. Este mé todo consiste en una cambinacifn de electro
foresis simple en gel de agarosa y elor.:troinnuodifusibn. La~-
bri_mu dimensibn es una separacifn electroforética de una --
~ mezcla de proteinas, por ejemplo, un suero en un gel de agarg
s libre de sueros antiespecie. Durante la segunda dimen---
sibn, en contraste a la inmunoslectroforesis de Grabar, la in
runoprecipitacitn tiene lugar en un gel de agarosa contenien-

do un suero oligoespecifico o poliespecifico (31).

La velocidad con que se desplazan las moléculas, estd
detarminada, entre otro factores, por su carga neta, forma, -
tamaflo, etc., Asl, una particula de mayor carga, se moverf a-
~ mayor velocidad que otra que poses una carga menor y los com-
ponentas con poca o ninguna carga, permanecerfn uuéiom---
riol'.: A ®u vez, la carga neta depende del pH de 1la solucibn-
’. uorﬂqﬁadotn en la que ase nncu-lntza el sistema, El estado =

1_0ni.¢o de la solucifn amortiguadora es de gran importancia en
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la elrctroforesis, ya que las solucioqgl amortiquadoras de ba
ja fuerza ibnica permiten velocidades de migracitn mis rdpi--
das y poco desprendimiento de calor, mientras que los de fuer
b7 ¥ i@nicns altas, si bien ayudan a mejorar la definicién de-
las zonas, ocasionan una produccifbn mas alta de calor y velo~-

cidades de miqracipn mas lentas (32).

La agarosa es un polimero lineal, compuesto por uni--
dades alternadas de bD-galactosa y de 3, 6-anhidro-n-qalacto--
ll.'eﬁlazldls por uniones alfa-1, 3 y beta-l, 4 (33). Tiene-
la propiedad de secarse formando membranas delgadas, transpai
rentes e incoloras que, una vez teifiida, son ideales para su -
valoracitn, Cuandoc se emplea agarosa como medio de soporte -
en la electroforesis, son determinantes entre otros, la con--
centracibn a la que se emplea el gel y el grosor del mismo, -
Ya que en esta caso, una buena resolucifn depende de las di=--
mﬁnlion-s de los poros formados por la matriz del gel al ~~--

crear un efecto tamizante (34).
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IIrf. METODOLOGTIA

El lipopolisac&rido (endotoxina) de S. _t_;xg_t& y las --
fracciones de &ste: polisacirido y lipido A, se obtuvieron en
el Laboratorio de la Divisi®n de Inmunoquimica de la Unidad -
de Investigaci®n Biomédica del Centro M8dico Nacional y fue--
ron objeto de otro trabajo de investigaci®n (35, 36), las =---
fracciones asl obtenidas se difgrehciazon por métodos filsicos
y quimicos, por lo que aqui s8lo se 'me'ncion'ara lag técnicas -

que se utilizaron para la obtencifn de estas fracciones.

1, Cultivo de la bactearia.

1.1. Cepa utilizada,

Salmonella typhi, con los determinantes antigénicos -
9, 12 de acuerdo a la clasificacién de Kauffmann y White, de-
la coleccitn de laboratorio de Inmunoquimica. '

Esta bacteria se cultivé en el siguiente medio s6li--

do:

Extracto de cat.'az_&lv»dc DUGY:cscotecnsacnncasass 500 @
’.ptm.q....'Q‘.‘..'.Q"'I'...'i......l..tl.ll‘. 1°q
Cl_mrod.‘lOdio.'..........-....g-..-........'...* 59 -

Aq.r 0.6.00#00.00.loo.l..Qotoc-‘;cqqqiaonucqqd-. 25 g
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~ Se rcconstitugb el medio en agua destilada, en una --
propomim de 40 g/1 colocindose en tubos de ensayo; se este-
rilizt en autoclave ; 15 libras de presibn durante 15 minutos
vy se coloc® an forma inclinada para solidificarlo. BEL culti-
vo de las bacterias en este medio permitié su identificacibn-

como colonias de aspecto liso,

1.2. Preparacifn del infculo.-

Se tom® una asada de varias colonias cultivadas en el

madio anterior y se suspendieron en un medio de cultivo liqui

- do cong

EXtracto de Cerebro ..ececescarssnvsnsnsssseses 200 9
Extracto de corazln de bUuey ...cccovevessscsres 200 g
PEPLONA (.ivvervarvsnsteasatcassssessssescnsss 10 G
Cloruro de $0di0 teveesseenssnseasssasassannons 59

'o.f.to dl.“ico ® 400 80000 satBsaORRIRebBe e 2.g

Ests medio de reconstituy® con agua destilada, en una
proporcitn de 37 g/1, se esteriliz8 en autoclave a 15 libras-
de presitn durante 15 minutos. Se deid 48 horas en incuba---
¢itn comprobindose su esterilidad. Una vez finalizado el ---
tiempo de incubacifn, de ests cultivo se utiliz_b p«;ra inocu--
lar botellas de Roux.

Se utiliz® el medio de cultivo anterior aiadido de -~ :
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agar al 1% para favorecer su solidificacifn.

El medio reconstitulido en agua destilada, se coloctb--
en cantidades aproxinadas de 100 ml en cada botella, las gue-~
se esterilizaron, se les dejb solidificar y se colocaron en -
la incubadora a 37°C durante 48 horas para asegurar su esteri

lidad.

En estas condiciones se inocularon varios lotes de bg‘
tellas (2 ml de cultivo por botella) hasta completar 200: des
pués de 18 horas de incubacibn a 37 se cosech8 el crecimien

to obtanido en soluci®n salina isotBnica.

1.3. Cosecha.

Una vez 'retirado el tapbn de las botellas en condicig.
nes asfpticas, se introdujeron 25 ml de solucibn salina isotb
nica, se moviliz® hasta desprender todas las colonias y se pa
80 a un matraz estfril; el lavado se repitib en dos ocasio=--

nes. ' -

Se centrifugd la suspensibn de bacterias a § 006 rpm-
durante 10 minutos a 4°C y oi iodiunto se lavl tres veces -
con solucibn salina isotSnica hasta o tener bacterias libras-’
de medio de cultivo. Para inactivarlas, se enple_b acetona ..)g
%0 a vblun?n. La suspensibn éo bacterias muertas en acetonx-

| ucnnt:ifugb. se elimin® ol lobienidanu y el sedimento se -
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resuspendi® en acetona (p/v). El proceso anterior se repitib
tres veces y el sedimento obtenido en la dltima centrifuga---

cibn se coloch en cajas de Petri y se secd a 37°C,

2. Extraccifn de lipopolisac8rido.
(Método de Westphal y Jann) (37).

El fenol se conoce como un excelente solvente para mi
chas proteinas. El cdeficiente de particifn de mezclas bif&-
 sicas de fenol y agua efectflan una extraccibn de proteinas en

solucibn acuosa bajo ccndiciones cantroladas de pH y fuerza -
ibnica en un solo paso de reaccibn. En contraste, los polisa

cﬁridc;l, munopolisaciridos, lipopoliucﬁridos y Acidos nuclei
cdl, son generalmente solubles en agua, pero insolubles en fe
nol, pueden precipitarse varios polisacfridos. de la solucibn=-
acuosa, por adicibn de fenol liquido. El fenol es un 4cido -
d8bil, la constante de disociacibn a 18-19°C en agua es l,l--
1.2. X 10730, pas mezclas de fenol y agua tienen una constan
te dieléctrica alta. Estos hechos forman las bases de un mé-
~ todo de particibn de protainas y polisaciridos yfo fcidos nu~-

cleicos entre fenol y agua.

paza la t_lcnica, se suspenden aproximadaments 20 ¢ ==
de Salmonella typhi (bacteria seca) en 350 ml de agua a 90°c,
se afiaden 350 ml de fenol al 904 previamsnta ;alﬁudo a 65=-
6,0'c‘ccn agitacitn vigorosa y se coloca en un bafio marfa por=

15 minutos a 65-68°C, Posteriorments se enfria a 10°C en un~
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bafio Je hielo, la omluipn se centrifuga a 3 000 rpm pof 30--
45 minutos, lo cual resulta en la formacitn de tres capas: --
una capa acuosa, una capa fenblica‘y un residuo insoluble, al
gunas veces, al final se forma una capa en la interfase fenol
agua, La fase acuosa se separa, y la capa fenblica y la inso
luble se tratan a 65-68°C con otros 350 nl de agua como se ==
dascribi® anteriormente. Los extractos combinados de la fase
acuosa se dializan por 3 6 4 dlas contra agua destilada para-
eliminar el fenol y pequeiias cantidades de sustencias bacte--
rianu' de bajo p¢|o|molocu1ar. El dializado es una solucipn-
ligerarmente opalescents, que contiene el lipopoliuc!rido Yy -
MA; eata mezcla se concentra a 35-40°C a pruibp reducida a~
tener un volumen aproximado de 100 ml. Despus se centrifuga
para eliminar el material insoluble y la solucibn acuosa se -

liofiliza dando 1.6-2.0 g.

Para eliminar el RNA bacteriano, al extracto crudo ==
liofilizado se le afade agua para dar una solucifn al 3% la -
cual se conﬁttuqtpor 6-8 hox.‘-n a 20 000 rpm, E1 u:dimientol
se x".-upondg en agua y la loldcipn se recentrifuga por 2 & 3
veces a 33 000 rpm mfmﬁ 3 horas cada vez. El sedimniof_i.
nsl se resuspende en una cantidad minima de agua y se liofil_:l.;
ta dando 300-500 mg.

-

" 3. lxtrlbéi.&\ del polisacirido
(Freeman) (15).

Para cbtener un polisaclrido puro, es necesario hidr_r}_
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lizar el complejo de las células secas tratadas con &cido acé
tico 0,1 N, algunas veces es necesarid usar 8cido acé&tico IN.
Eate procedimiento fu& usado por White, y modificado poOSt: ~=
riormente por Freeman quien aisl® el polisac8rido con un alto

grado de pureza,

Para realizar la t8cnica, se pesaron 15 g de bacte«--
rias secas y se suspendieron en 90 ml de agua, adicicnindose-~
10 ml de 4cido acético IN. Esta suspenrsibn se coloct en ==~
agua a 100°C durante 90 minutos. Una vez fria la suspensidn,
se centrifugt a 5 000 rpm durante 1 .hora, obteniéndose un pre
cipitado ;;ue se llamarS A y un scbrenadante A. El precipita-
do se resuspendil en 90 ml de agua destilada y se afiadieron -

10 ml de &8cido acltico IN,

2a, hidrolisis acética en las mismas condiciones an-

" teriores:

Centrifugacitn a 5 000 rpm durante 30 .min,

Precipitado B Sobrenadants B
Resuspensitn en 90 ml de
agua destilada, sfiadir 10
ml de &cido actico IN.

-

dra. hidrblisis en las misoas condiciones antericres:

Centrifugacifn & 5 000 rpm/ 30 min.
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Precipitado C ‘ Sobrenadante C

COncengacibn's Se reunieron los sobrenadantes A, B,-
y €, Yy se evaporaron durante 30 minutos en un rotavapor. El-
sedimento seco quedd adherido a las paredes del matraz, se di
solvib en 25 ml de agua destilada, se centrifugd a 5 000 rpm-
durante 30 minutos, el sedimento se descart® y se utilizd el-

scbrenadante en las siguientes precipitaciones alcoh&licas:

lra. precipitacitn con un volumen de alcohol etfli--

[«]+ 1

El scbrenadants anterior se llevt a 25 ml de agua ~--
h o
estilada, se adicion® el mismo volumen de alcchol etilico y ~

se dejd reposar durants 1 noche.

Centrifugaci®n a 5 000 rpm/ 30 min.

| precipitado A | | Sobrenadante B’
e disolyit en 25 ml ‘ |
de agua destilada. (50 ml)

lra. precipitacitn con 5 vol. de alcohol ot_uico:

. . 7

Al precipitado disuelto se Al scbrenadante ge le ==
11amd A y se le adicionaran llam8 B y se afladieron -
125 ml de alcchol etilico. 225 1l de alcohol etflis-

co.
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Reposo durante 10 horas,

Centrifugacidtn a 5 000 rpm/ 30 min.

Precipitado A Sobrenadante A  Precipitado B 'ScbrenadanteB

Se disolvib en Se disolvi® en
50 ml de agua {se descartd) 50 ml de agua (se descartb)
destilada destilada.

Reposo 20 horas a 4°C.

2a. précipitacibn a 1 vol de alcohol:

Centrifugacién a 5 000 rpn/ 30 min.

Precipitado A Sobrenadante A Precipitado B Sobrenadante B

se disolvis en Se disolvib en
20 ml de agua (se ochtuvieron - (se obtuvieron
100 ml) 20 ml de agua 100 ml) .

‘destilada o destilada

Unibn de precipitados: Unibn de sobrenadantes;
A+Ba=C -~ "A+Be=D ‘

r

2a. precipitacifn con 5 vol de alcchol:

’
’

A 1Gs precipitados disueltos c A los sobrenadantas D se ~-
'se afiadieron 200 ml de alcohol . afiadiercn 900 ml de alcchol
etilico, - R ~ etilico.
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Reposo 24 horas a 4°C.

Centrifugacibn a 5 000 rpm/ 30 min,

Los sobrenadantes y precipitados se trataron en la =--
misma forma hasta tener 5 precipitaciones con 1 vol de alco--
hol y 5 precipitaciones con 5 volGmenes de alcohol despuds de
la dltima precipitacibn con 5 vol@menes de alcohol, se proce-

d!._b a las pracipitaciones acéticas.

lra, precipitacidn acética:

Los precipitados provenientes Los precipitados pro-
de C se disolvieron en 80 ml~ venientes de D se di-
de agua destilada dolvieron en 60 ml de
. agua destilada.
Los scbrenadantes C y D se descartaron

Ambos se precipitaron con &cido ac8tico al 97%

Sol, C (80 ml) Sol. D (60 ml)

A esta lolucipn se anadie~ A esta solucibn se afadie-
ron 1 252 ml de fcido acd- ron 939 ml de dcido ackti<
tico glacial, ' co glacial.

" Centrifugacitn a 5 000 rpm/ 30 min,

Precipitado C Scbrenadante c_: Precipitado D Scbrenadante
Se 4isolvi en Se disolvi8 en ‘D
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Se descartb Se descartd
44,7 ml de agua 25 nml de agua

destilada destilada

2a, precipitacibn con &cido acético 98%,

A la solucidn del precipitado A A la solucidn del precipita=-
se le adicionaron 699 ml de aci se le adicionaron 391 ml de-

do acético glacial, Scido ac&tico glacial.

Centrifugacidn a 5 000 rpm/ 3Q min.

!

Prec ipi tado  Sobrenadante_ Precipitadq Sobrenadante
Se disolvib ’ Se disolvib

~en 50 ml de Se descaftb en 30 ml de N
agua destila |  agua destilada, Se déschrtb

da.

Los precipitados disueltos en agua destilada se utili
zaron para llevar a cabo tres series de precipitaciones alco-
hélicas con 1 volumen y con 5 volmenes de etanol, sigquiendo-
el protocolo ‘anterior.

Al finalizar la dltima precipitacin con 5 voldmenes- -
de alcchol, los precipitados obtenidos se disolvieron en agua
destilada durante l recanbios ncuivon cada 8 horas, para fi

'nalmnnt- liotiliurlo el polisacirido puro. En’ 1- siguient.s--

o plqi.m se muestra una uquc-l que sinutiu uu procoo. : =
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‘GBTENCION DEL POLISACARIDO

Cé&lulas seé,as disueltas en agua destilada
la. hidr8lisis ac&tica N/10
Centrifhgacibn
Sadimento - ) Sﬁ:zenadante A Rewnisn y conc.
| ' . Sobrenadan te ’B de scbrenadan-
:Sobrcnadante' C tes

Pracip'itacmn alcohblica=-

(1 v

Sobrenadante
A Prccipitacipn alcoh_blica (SV)
Sobrenadante - Sedimento
Procipiucipn acética 94% (v/V)

Sobrenadante ° = Sedimento - Fraccibn I
Precipitacifn
ac/‘,tica 96%

Scbrenadante §od1mnto - Fraccibn II

e

3 series de precipitaciones alc.
Di!lilil
Lioti.l’iucibn

y- vol@nenes
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4. Preparacidn y purificaci®dn de lipido A (36) .

Las formas lisas de las bacterias Gram negativas son=-
rds deficientes en lipido A que las formas rugosas, las ~ua=--
les estin presentes sopre la pared celular de esas bacterias-

y pueden aislarse por una gran variedad de procedimientos,

La composicitn del lipido A y las porciones nucleares
de lipopolisac8ridos se reportaron por Fromme y Schlecht como
independientes de las condiciones de cultivo, no asl su por--
cidn polisacaridica cuya longitud puede variar bajo diferen--

tes condiciones.

El principio endotbxico de los lipopolisaciridos esti
localizado en su lipido A, "En contraste a la gran variabili-
dad de las cadenas O especificas, la estructura gquimica del - .

1{pido A es mucho mis constante.

En esta técnica se efectu® una extraccibn del 1%pido-
A de formas bacterianas rugosas por el método de fenol-cloro-

formo &ter de petréleo, _ -

’

Este procedimiento de extracci®n se usb en este estu-

dio, particularrente con Salmonilla minnesota Re 595, la cual

representa una fuente rica de lﬁpido M. La bacteria seca se-
suspendit en una mrzcla de fqnol (90 g en 11 ml de agua), clo
fﬁho y &ter de pet:mcq eﬁ una rolacipn’ de 2:5:8. 'Elt.l -
mipensi;‘n sa homoginiz& por un.perfodo corto de 50 s, Des-~
puls de la centrifugacibn, el sedimento se 'rc-eittljo dos ve-~
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ces, Los scbrenadantes colectados con cloroformo y &ter de pe
trbleo se eliminaron en un rotavapor (40°C). Al fenol so----
brante se le adiciond agua gota a gota hasta que precipitd el
lipopolisac8rido, Se centrifugo, se lavd 2 veces con fenol -
al 75% y tres veces con acetona. El material seco se disuel-
ve en agua destilada y se centrifuga a 30 000 rpm durante 4 -
horas, El sediinento se redisuelve en agua destilada y se lio

filiza.

4.1. Electrodiflisis del lipopolisac8rido:

"Las preparaciones de lipopolisacdridos contienen io=--
nes divalentes, tales como Mg++, Ca++ y aminas bdsicas, tales
como espermina, espermidina, cadaverina, putrescina y lisina.
Su presencia afecta las propiedades bidl&gicas y fisicoquimi-
cas del lipopolisacirido y del 1lipido A derivado de &1, El =
papel de la electrodidlisis es eliminar primero la mezcla de=-

iones y entonces reemplazarlos por un ién sencillo.

La electrodi8lisis de los lipopolisacdridos se llevb-
a cabo por el método de Galanos (19) en un aparato que contie’
ne tres cinaras separadas por membranas de didlisis, con elec
trodos en las cimaras externas y el lipopolisacirido en el --
centro. El pH (7.2) se mantiene constantemente por lo que se
neutraliza continuaments la c_lmau central, la cual se entrlla

con aire frio circulants. El contenido de la cimara se renie
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va dos veces en una hora. La diflisis se detiene cuando el -
pH de la c8nara no cambia a alcalino (despufs de pocas horas-
a 40 maA). El lipopolisacirido resultante, ahora presente en-
la forra de &4cido libre, se convierte a una forga soluble por’

su neutralizacitn con &lcali o amino como trietilamina.

El lipopolisac8rido electrodializado se hidroliza en-
80 ml de &cido acético al 1% a 90°C durante 90 minutos. Des-
pués se centrifuga y el sobrenadante se elimina, el lipido A~
se lava una vez con 20 ml de 8cido acético caliénte al 1%, —

dos veces con HCl, una con aqua y

~

5. lMuestras de tr;bajo.

Para este trabajo se emplearon 30 ratas de la raza =--
Long-Evans divididas en grupos de 10, con pesos que oscilaron

entre 3Q0 y 350 g.

5.1, Plasma de ratas tratadas con lipopolisacirido.

’

las muestras se obtienen por cateterizacitn de la ve-
na femoral; se le extrae a la rita 1 ml de sangre y se coloca
en un tubo que contiéﬁe heparina; se le inyoctnh a la rata al
través del catter/ 5 ng de lipopolisacfrido de §. typhi en -
0.5 ml de agua destilada olflril. libre de pirnqcnOl.y se to~-

man muestran a los 5, 15, 30 y 60 minutos despuls de la ino-;
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culacidn y siguiéndose el mismo procedimiento para la ohten~--

cién del plasma, se guarda a =-70°C hasta su uso,

I

5.2. Plasma de ratas tratadas con polisacérido de

Freeman.

La obtencifn de las muestras para-comprobar el efecto
del polisacdrido de S. typhi, se lleva a cabo de la misma ma-
‘nera, es decir, por cateterizacifn; se toma una muestra testi
go y se inyectan 5 mg de polisacfrido en 0.5 ml de agua destj
lada estéril libre Ge pir8genos y las muestras sigu}entes se-
toman a los 2, 5 y 7 minutos después de la inoculacifn y si=--
guiéndose el mismo procedimiento para la obtencién del plasma,

se guarda a -70°C hasta su uso.

5.3. Plasma de ratas tratadas con 1l1pido A.

Las muestra; de las ratas tratadas cén 1fpido A tam=--
bién se obtuvieron por cateterizacifn; ce toma la muestra tes
tigo y se inyectan 60 ug en 0.5 ml de una solucidn amortigua
- dora de fosfatos 0.1 M a pH 7.2y se solubiliza con una peque
fia cantidad de trietilamina; se toman las otras muestras por=- .
cateterizacién a los 5, 15, 30 y 60 minutos, se separa el - ~

plasma y se quarda en congclncidn.
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6. Obtenci®n de suero anti-rata obtenido en conejo,

Para obtener el suero anti-rata, se sangra'un grupo =~
de 10 ratas Long-Evans por puncién cardfaca, se deja reposar-
la sangre por 24 horas para retraer el cofgqulo, se separa el-

suero y se congela en alfcuotas de 1 ml cada una.

Se diluye el suero 1:2 con solucién salina isoténica-
estéril al 0.9% y se sigue el siguiente esquema de inmuniza~=~

cilén:

Conejo Nueva Zelanda macho de 3 Kg.

Dia Suero de rata " Via de administracién
1 1 ml en ACF (111) Intradérmica
7 1 ml en AIP (1:) , Intradérmica
4 0.5 ml de suexo Intravenosa

18 1.0 ml de suero Intravenosa

33 Puncién cardiaca
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7. Inmunoelectroforesis cruzada (4).

Procedimiento.

la. Dimensifn.

1. 15 ml de solucién de agarosa al 1% preparada en --
una solucién amortiguadora de barbital pH 8.6, u=0.02, esta -
solucifn caliente se coloca sobre una piaca de vidiro (8.5 X~
9.5 cm X 1.5 mm), la cual se coloca sobre una mesa horizon- =

tal,

Preparacifén de la solucién amortiguadora:

Tris {(hidroximetilaminometano) 4.43 g

Acido dietilbarbitdrico | 2.24 g
Azida de sodio 0.065 g
Lactato de calcio : 0.053 g

Se disuelve en 500 ml de agua destilada, y se ajusta-

”

el pH a 8.6 con un potencidmetro.

2. Despuis de la solidificacifn de la agarosa, se --

\ B
procede a la to:mngidn de pozos sobre la agarosa, con un dif

‘metro de ¢ mm.
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3. Las muestras se aplican por medio de una pipeta--

de constriccibn doble (1-10 ul).

4. La placa con el gel se coloca en la clmara «.2c--
troforética, conecténdose 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 dimensibn se lle-

va a cabo a 250 V en 90 minutos.

La colocacifn de la placa en la c8mara electroforéti-

ca se huestra en la figura 5a.

2a. Dimensibn.

6. Se detiene la electroforesis y se procede a cortar
los diferentes cahales al través de los cuales corrib la ----

miestra.

7. Se transfiere la parte del gel que se corth y se-
coloca sobre otra plaéa de vidrio del mismo tahaﬁo, la cual -
se coloca sobre una mesa horiz@ntul. a la parte sobrante de -
1a placa de vidrio se le afiade el suerc anti-rata obtenido en
conejo (300 ul) en 9 ml de agarosa al 1% a una temperatura --
aproximada de 50°C para evitar desnaturalizacibn de las pro--

tq;nal del suero.

8. Se deja solidificar el gel, se coloca en la cima-
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ra eiectroforética y se conecta con puentes de papel » la so-

lusitn amortiguadora.

9. La electroforesis en la segunda dimensibn se lleva
a cabo a 90 V por un perlodo de 18-22 horas. El esquema de -

esta segunda dimensifn se muestra en la figura 5b.

7.1. Lavado y secado de las placas.’

10, Se quitan las placas de la c8mara electroforéti~-
ca y se presionan con tres capas de papel filtro, un papel se
cador y otra placa de vidrio y se les coloca encima un peso -

de aproximadamente 15 minutos.

11. Después de presionar, se lavan con una solucibn - -
de cloruro de sodio 0.1 N por un par;odo de aproximadamente 8~

10 d1las, cambiando la solucifn diariamente.

12. Se hace un lavado posterior con agua destilada --

‘por aproximadamente 4 horas,

11. Se presiona nuevamente el gel de la misma forma -

Que en el paso No. 10 y se seca en una estufa a 50°C,

7.2. Tefiido de las placas.

14. Ya secas las placas, se tiiien con aszul de Cooma--

ssie bDrillants por un por;odo de 10 minutos. *
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Preparacibn del colorante:

Azul de Coomassie brillante . : 2.0 g
Etanol ' 130ml
Acido ac8tico glacial . 40 ml

Agua destilada 180ml

Se hace una mezcla de etanol, 8cido acético y agua, =
se le adiciona el colorante en polvo, y se mezcla; se deja re

posar por 24 horas y se filtra.

15, Las placas se destifien con una solucifn decolo=-=-
rante en perlodos de 15 minutos, La solucin decolorante con

tiene los siguientes reactivos:

Etanol ' 180 ml
Acido ac&tico glacial ' . 40 ml
Agua destilada 180 ml
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IV. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Las muestras se analizaron por medio de la inmunoelec
troforesis cruzada, posteriormente se efectud una tincibn pa-

ra proteinas.

Para poder analizar los resultados se requiere de un-
patrbn de bandas, aquil se mencionan algunas de las bandas que

son de mayor importancia para este trabajo:

1. AlbGmina

2. Siderofilina

3. Alfal-lipoproteina
4. Alfal-antitripsina
5. IgG

6. Transferrina

7. Ceruloplasmina

8. Hemopexina

Los resultados se analizarfn con respecto a la movili
dad electroforética y'a la forma fisica que toman estas ban--

das durante el tratamiento.
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Como podemos observar en los resultados, la interac--
cibn lipopolisac8rido-proteinas plasmiticas se observa con --
m&s claridad en 15 y 30 minutos, tiempo en el cual empiezan a
observarse modificacibn en la movilidad electroforética de 2-
proteinas: la siderofilina y la alfal-lipoproteina como se --
muestra por medio de flechas; se toma como referencia la ban-
da de la alb@imina, ya que la siderofilina y la alfal-lipopro-
teina presentan movilidad electroforética similar a la de la~-
alb@mina en un testigo negativo. Observ&ndose esta modifica-
cifn hasta los 60 minutos después de la introduccibn de la en

- dotoxina.
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2. Demostracibn de la interaccién del polisac&rido

de S. typhi con proteinas plasmiticas.

La interaccibn de las protefnas plasmiticas con el po
lisac8rido de S. typhi, como se observa en los resultados es-
por un periodo de tiempo muy corto, esta fraccibn de la entoxi
na se liga a una alfél-antitripsina lo cual se observa por la

modificacifn electroforética que sufre esta protefna.
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3. Demostracibn de la interaccibn del lfpido A

con proteinas plasmlticas.
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‘Como se puede observar en estos resultados, el lipido
A interacciona @nicamente con la lipoproteina de alta densi-~
dad, la reaccifn es mas visible a los 15 minutos en los cua-=-
les, la lipoproteina presenta movilidad variada con respecto-
a su posicibn original, adem&s dekla disminucifn en su concen
tracibn. E1 tiempo que permanece ligado el li{pido A a la li-
poproteina de alta densidad es similar al del lipopolisacqri-
do total y esta interaccibn se inicia con el contacto del 11~

pido A con esta proteina plasmitica.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSION

P

be los resultados mostrados podemos inferir que, como
ya se habla observado en revisiones anteriores (39, 40) que -
el lipopolisac8rido (endotoxina) interactfia con una lipopro=--
teina de alta densidad y una siderofilina cuando @&ste se en-
cuentra en plasma; esta endotoxina se une a estas proteinas -
plasmiticas 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 8rganos del -~

sistema reticulo endotaliall

El hecho de que la interaccitn de la fraccifn polisa=
caridica con la alfal-antitriplina sea por uﬂ perfodo nuy cor
to, nos lleva a proponer gue esta 1hcarlcc16n es por afinidad
inespecifica, ya que la molécula a la que se une el bolisaca-
rido es una glicoproteina que miestra cierta afinidad proba--

blemente al través de la fraccién polinacatidlca.

El polisacdrido es la traccipn antigénica de la endo-
toxina y aparentements cuando es inyectado solo a las ratas,-
no juega un papel imPortantnvcn los mecanismos intrinsecos de
desintoxicacifn, Sin embargo, como parte integral de la molé
cula s es muy &mportlntn ya que intarviene como acarreador =

de la fraccifbn lipldica en el proceso de la desintoxicacibn -
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tanto plasmitica como sist€émica (41).

Por otro lado, las formas de unibn del 1lfpido A a la-
lipop;Qteina de alta densidad puede explicarse de diverSeQ -
formas, pero una hip6tesis viable es la siguiente: 1la lipo--
proteina de alta densidad esti formada por dos superficies, =
una interna formada por grupos no polares, en la que se en--=
cuentra el colesterol y los triglic&ridos y una capa externa-
en la que se encuentran grupos polares due son las proteinas-
y los fosfolipidos., Las proteinas gue se encuentran en la --
parte externa de la lipoproteina al'pn al que se est& tfﬁbaé-
jando (8.6) se'encuentran cargadas negativamente, razbn por -

la cual conmo tal puede migrar hacia.el &nodo.

El 11pido A que esti compuesto entre un 40 y 60% de -
i-Lfaminoarabinosa, un azdcar aminado, puede unirse a la al--
fa lipoprotsina modificndola al disminuir ciertas cargas ne-

gativas netas disminuyendo su densidad electrbnica (17).

| Los grupos negativos de los fosfolipidos asi como los
grupos cargacos negativamente del lfquido A puecen unirge por‘l:\edio de ~
caticnes existentes en el plasma, coro es ei caso del calcio,
de tal manera que dilminuya la densidad electrfnica de la li-
ggg:oh!nn alo antﬁrior hay que agregar que la formacibn --
dal complejo varia ya sea en la estructura de la upop:ou_!m
Q en su conformacifn de tal manera que la modifica también en

sy peso molecular,
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Que el ibn calcio juegue un papel importante en el --
pfoceso de desintoxicacibn plasm8tica, es debido a los resul~-
tados cbtenidos en algunos trabajos (40, 41), en los cuales -
se ha encontrado disminucifn del calcio plasmitico éel hués-~
ped con choque endotoxémico. A medida que la endotoxina estd
circulando por el plasma disminuye notablemente la concentra-

citn de calcio,

Conclusifén: con estos resultados se demuestra que la
endotoxina se une a la lipoprotaina de alta densidad por su -

fraccibn liptdica.

El estudio de los mecanismos por medio de los cuales-
el huésped animal ¢transporta, modifica y degrada estas impor-
tantes moléculas es sblo el inicio de un amplio campo de ine-

vestigacibn,
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