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Splenic lymphocytes from mice treated with Propionibacterium acnes cells as well as
with their cell walls were found to be variably active on the lymphoproliferative re­
sponsiveness. Furthermore, the effect of these bacterial agents on the ex vivo Con A
response of the lymphocytes showed a certain stimulation that was higher with oral
treatments. In the same conditions the influence of these agents on the LPS lymphocytes
stimulation was almost without any statistical significance. In vitro blastogenesis ex­
periments were undertaken in order to elucidate the influence of different amphiphilic
molecules from peripheric bacterial structures on the lymphoproliferative response of
murine splenocytes. Stimulation rates were also determined as a function of the (3H)
thymidine incorporation. Combined effects of mitogens (Con A and LPS) with bacterial
amphiphilic molecules were also evaluated as a function of the DNA synthesis variations.
All cases resulted in a variable inhibition of the mitogenic response which appeared dose­
dependent and more active for associations of Con A and amphiphilic molecules. The
most efective intrinsic mitogenic activities were detected with teichoic acids and intracel­
lular polysaccharides. These last molecules without purification, assayed as cytoplasmic
fractions, appeared modified in the intensity of their action, depending on their glycide/
protide rates.
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La transformation linfoblastica indu-
cida por mitogenos in vitro se utiliza con
frecuencia para el conocimiento de la
respuesta inmune in vivo por su corre­
lation en las fases previas de la mis-

♦ A quien debe dirigirse toda la correspon-
dencia.

ma (25). Esta respuesta proliferativa,
que se inicia por una interaction a nivel
de los receptores de membrana linfocita-
ria (35) de naturaleza glicopeptidica (23),
se caracteriza por incrementos en la sin-
tesis de ADN, ARN y proteinas y va
acompanada de otras modificaciones en
el metabolism© celular (17, 29). Bajo
cicrtas condiciones, son varios los com- 
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ponentes bacterianos que pueden funcio-
nar como mitdgenos de celulas linfoides
y modificar sus patrones de comporta-
miento por enmascarar o bloquear, posi-
blemente, los sitios receptores (10, 32).

Segun datos previos, distintas especies
de Cory neb acterium parvum, clasificadas
posteriormente como Propionibacterium
acnes (5, 8) mostraron capacidad para
modificar la respuesta inmune (12), es-
timulando el sistema reticuloendotelial
(9, 11, 26), aumentando la production
de anticuerpos (1, 7, 16, 22, 24) y la
hipersensibilidad retardada (22) a traves
de la estimulacion de respuestas celulo-
mediadas; segun otros resultados, tam-
bi&i puede disminuir la hipersensibilidad
retardada (15, 31), el rechazo de injer-
tos (7) e incluso Ilegar a producir auto-
inmunidad (20). Estas propiedades inmu-
nobiologicas variables, junto con los re­
sultados discrepantes en relation con su
efecto mitog6nico sobre linfocitos T y B
(11, 18, 30) inducen a estudiar el efecto
inmunomodificador de distintas molecu-
las de P. acnes sobre la blastogenesis de
linfocitos murinos, intentando dilucidar
la influencia de la naturaleza molecular
de los distintos agentes en el fenomeno
de activation policlonal.

Material y metodos
Bacterias y moleculas bacterianas.

Sobre un medio glicerinado (medio GG2)
previamente descrito (6), se ha cultivado
Propionibacterium acnes, cepa «Vogel>
La 2039, procedente del Centro de Co-
lecciones Microbianas de Lausana (Sui­
za): las celulas se incubaron durante 60 h
(a 37’C) en fermentador de 2 1, en anae-
robiosis producida por una corriente de
CO2 (20 1/h) y con agitation magnetica.

La biomasa bacteriana recogida por
centrifugation durante 15 min a 8 000 g,
en una centnfuga Sorvall mod. RC-5B,
se I a vd tres veces con agua destilada. La
suspension bacteriana, ajustada a una
concentration de 50 mg de peso seco/ml, 

se rompio con «Ballotini III» (Sigma)
en un homogeneizador Sorvall Omni­
mixer durante 15 periodos de 2 min
cada uno, centrifugandose a continua­
tion a 1 500 g/15 min. El sobrenadante,
conteniendo el extract© citoplasmico (EC)
y paredes celulares (PC) se centrifugo a
15 000 g/30 min; el sedimento, que con-
tiene las paredes, se lavo tres veces con
agua destilada, se resuspendio en un pe-
queno volumen y se liofilizo posterior­
mente. Los extractos citoplasmicos se
dializaron frente a agua destilada, se
concentraron en rotavapor y se liofiliza-
ron. Estos extractos, previa precipitation
fraccionada con alcohol o sulfato amo-
nico (80 % de saturation), dieron lugar
a fracciones citoplasmicas con distinto
contenido de proteina y de glucidos (EC-,
EC3, ECJ.

Los peptidoglicanos (PGC) y los aci-
dos teicoicos (TCA), se obtuvieron a
partir de paredes celulares previamente
digeridas por tripsina 1:250 (Difco) en
tampon fosfato y sucesivos tratamientos
con ribonucleasa B y desoxirribonuclea-
sa I (Sigma), segun el metodo de Am-
strong et al. modificado por Rasanen
y Arvilommi (27). Por otra parte, se ob­
tuvieron acidos lipoteicoicos (LTA) a
partir de membrana siguiendo el metodo
de Wicken et al. (37).

A partir del liquido metabolico sepa-
rado en la primera centrifugaci6n del
cultivo bacteriano, despues de haberlo
concentrado 20 veces en un rotavapor
Biichi a 35°C y dializado frente a agua
destilada, se han obtenido polisacdridos
extracelulares (EPS) por precipitation
con alcohol a 4° (3). De igual manera se
obtuvieron los polisac&ridos intracelula-
res (IPS), a partir de los extractos cito­
plasmicos; seguidamente se rehidrataron,
recogicndolos en un pequeno volumen
de agua destilada y se liofilizaron.

En algunos experimentos in vivo se
utilizaron celulas completas de P. acnes
inactivadas por tratamientos termicos a
65 C durante 1 h.
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Mitogenos. Concanavalina A (Con A;
Calbiochem, Grade A) y lipopolisacarido
de Escherichia coli 055: BS (LPS; Dif-
co) fueron utilizados como mitogenos de
linfocitos T y B, respectivamente. Estas
substancias, al igual que los metabolites
bacterianos, fueron esterilizados en solu-
cion por calentamiento a 100°C durante
60 min en bano maria.

Controles analiticos. La homogenei-
dad de las muestras se comprobo por
comparacion de espectros IR (2, 21) y
determination de substancias reducto-
ras,(34) y de proteinas por el metodo de
Bradford (4) para evitar las interferen-
cias producidas por la presencia de poli-
sacaridos.

Cultivos celulares. A partir de bazos
de ratones Balb/c se obtuvieron sus-
pensiones de celulas linfoides (28) en
medios MBSS y RPMI sin suero fetal
de ternera. Se determino la viabilidad
celular por la prueba de exclusion del
azul tripan (19) y se prepararon las sus-
pensiones celulares con 2,5 — 3 X 10°
linfocitos/ml.

Ensayos de transformation linfoblas-
tica. Las suspensiones de linfocitos de
bazo murino en medio RPMI, distribui-
das en alfcuotas de 1 ml/tubo, recibieron
los mitogenos Con A y LPS y las mues­
tras bacterianas, asociadas o no, a las
concentraciones que se indican en los
resultados. Previamente se hicieron prue-
bas de blastog&iesis con distintas concen-
traciones de Con A y LPS para conocer
las dosis optimas de estimulacion. Los
cultivos, por triplicado, se incubaron a
37°C en atmosfera de 5 % de CO2 y,
al cabo de 48 h, se anadio un pulso de
10 /4 (1 /j-Ci) de timidina tritiada
(H3-TdR)/tubo con una actividad es-
pecifica de 103 mCi/mg (Amersham).
A las 24 horas se determin6 la sintesis
de ADN en funcion de la cantidad de
H3-TdR incorporada (13).

Interpretation, de resultados. Los re­
sultados se expresan en cpm ± DS, apli-
cando la signification estadistica segun
la t de Student (28), para la comparacion
entre las diversas series. Excepto en los
casos no significativos, donde se indican
los valores de P, todos los demas dieron
una signification estadistica aceptable en
la que siempre era: P < 0,02.

En aquellos casos en que se mide la
interaction mitogeno-agente bacteriano,
se aplica el criterio de evaluation de aso-
ciaciones farmacologicas segun el indice

., A + Bde mteraccion: LI. = ———En estos
A-B

casos se representan los incrementos (A)
de la incorporation de H3-TdR en los
cultivos con el mitogeno (A) y el agen-
te (B), aislados, o en asociacion (A • B).
Segun el in dice sea =1, > 1 o < 1 la
interaction sera indiferente, antagonica
o sinergica, respectivamente.

Resultados

Efecto mitogenico ex vivo en ratones
tratados con P. acnes. En la figura 1 se
muestra la respuesta blastogenica ensa-
yada ex vivo, sobre linfocitos de bazo
murino, obtenidos despues de someter a
los ratones a los siguientes tratamientos:
a) administration oral de celulas enteras
de P. acnes a razon de 5 X 10s celulas/
raton/dfa durante 8 dias; b) una inyec­
cion intraperitoneal de 8 X 1010 celu­
las/raton; c) inyeccion de una dosis in­
traperitoneal de paredes celulares de
P. acnes (500 ^g/raton); y d) inyeccion
de dos dosis intrapcritoneales de pare­
des celulares (500 ^g/rat6n/dosis) con
un intervalo de ocho dias. Como puede
observarse, en celulas de bazo obtenidas
a las 48 h de finalizados los tratamientos,
tanto la bacteria entera como sus paredes
producen un cfecto mitogenico intrin-
seco que es mas intense para la bacteria
completa, administrada intraperitoneal-
mente. La respuesta frente a paredes ce-
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Fig. 1. Activacion policlonal ex vivo de linfoci-
tos de bazo murino, procedentes de animates
tratados con celulas de P. acnes muertas por
calor y administradas por via oral (A) o intra­

peritoneal (B).
Se hicieron tratamientos intraperitoneales ad-
ministrando una (C) o dos (D) dosis de las
parades cclulares aisladas. Los datos represen-
tan valor medio de 5 animates (3 determina-
ciones/animal) (X ± S.D.). Las respuestas en
celulas testigo sin tratamiento varian de 345

a 875 cpm.

lulares parece guardar relaci6n con la
intensidad del tratamiento.

Este efecto blastogenico intrlnseco es
comparado con el de los mitogenos es-
pecificos (Con A) y (LPS) a sus dosis
dptimas de estimulacion policlonal ex
vivo. En la figura 2 se representa la in-
fluencia de los tratamientos anteriores
con celulas y paredes de P. acnes sobre
linfocitos de bazo sometidos a activacion
policlonal con 1 pg de Con A o 50 pg
de LPS. Se observa una potenciacion del
efecto mitogenico de Con A, principal-
mente en los tratamientos orales con ce­
lulas enteras de P. acnes. Sin embargo,
con la administration intraperitoneal, ya
sea de celulas o paredes cclulares, el 

efecto es menor, sobre todo para aquellos
tratamientos con dos dosis; los resulta-
dos obtenidos del efecto combinado care-
cen de signification estadistica (P > 0,5);
lo mismo sucede con las celulas estimu-
ladas con LPS. En estos casos, se apre-
cia una ligera disminucion de la mito-
genesis en las poblaciones de celulas B,
cuando se inyecta intraperitonealmente a
los ratones dos dosis de paredes celulares.

Efectos mitogenicos de fracciones ci-
toplasmicas y metabolites de P. acnes.
A la vista de las interacciones lectina-
bacteria, administradas por via oral, en
cuanto a respuesta policlonal, se han en-
sayado in vitro distintas fracciones cito-
plasmicas en las que se ha variado la
relation protido-glucidica mediante pre­

Fig. 2. Respuesta policlonal ex vivo de linfoci­
tos esplenicos de animates (5 por grupo) tra­
tados con P. acnes, en presencia de Con A

(1 pg/ml) y LPS (50 pg/ml).
Los tratamientos A, B, C y D son aniilogos a
los utilizados en la figura anterior. Las medias
de las respuestas patron fueron: 110.212 ±
1.034 cpm para Con A y 51.004 ±218 cpm

para LPS.
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Fig. 3. Respuesta policlonal frente a concen­
traciones variables de extrados citoplasmicos
de P. acnes (Et, E,, Et) en presencia de 1 pg/ml
de Con A (-------- ) o 50 pg/ml de LPS (------- )
medidos en % de respuesta control frente a los

mitogenos aislados.
Las medidas de las respuestas patron fueron:
256.371 ± 3.825 cpm para Con A y 70.564 ±
2.187 cpm para LPS. Se realizaron tres deter-
minaciones por ensayo y tres ensayos en cada

grupo.

cipitaciones seriadas con alcohol en frio
o con sulfato amonico. De este modo se
han obtenido varias fracciones de las
que se han utilizado en concentraciones
crecientes, las denominadas EC2, EC3 y
ECj, cuya actividad mitogenica intrfn-
seca se indica en la tabla I.

Tambien en estos casos se cstudia cl
cfecto combinado in vitro de las asocia-
cioncs mitogcno-extracto de P. acnes.
Las curvas de interaccion para distintas 

! t i i i i ii I i t t i t 11» I

io io2 io5^
Cones, extractos (pg/mll

Fig. 4. Curvas dosis-respuesta blastogenica de
los indices de interaccion mitogeno/extractos
de P. acnes (Et, Et, Et) en presencia de 1 pg I ml
de Con A (-------- ) o 50 pg I ml de LPS (-------).
Se realizaron las mismas determinaciones indi-

cadas en la figura anterior.

concentraciones de extractos bacterianos
y para la dosis optima de cada mitogeno,
muestran una inhibition variable en la
estimulacion por mitogenos, que es mas
acusada para Con A (fig. 3). Este efecto
combinado es dosis-dependiente e inverse
al comprobado en tratamientos in vivo;
segtin parece, la mayor interaccion anta-
gonica resulta ser la correspondiente a
la fraction EC3 corao se aprecia al com-
parar las curvas de dosis-respuesta en
funcion de los indices de interaccion
(fiig. 4).

Respuestas linfoproliferativas en pre­
sencia de moleculas anfijilicas de P. ac­
nes. La capacidad inmunomodificadora
de las distintas moleculas anfifilicas obte-
nidas a partir de celulas de P. acnes
(EPS, IPS, TCA, LTA y PGC) ha sido
cstudiada al igual que la de los extractos
bacterianos (EC,, EC3 y EC,). Se pro­
duce un efccto mitogenico de caracter
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Tabla I. Incorporacidn de H’-TdR en presencia de distintas concentraciones de extrados
citoplasmicos de P. acnes.

Valores netos de cpm/cultivo de ~ 2,5-3 X lO^/ml de linfocitos. Pr/Ps representa la relacidn
proteinas/polisacAridos en cada fraccion citoplAsmica.

Indice
Muestras Pr/Ps

ECi 0,21
ECs 0,85
EC< 0.05

10 /xg

3.489 ± 483
19.319 ± 564
6.981 ± 608

50 fig 125 fig

6.628 ± 605
22.944 ± 996
17.583 ± 1.546

11.178 ± 1.069
22.985 ± 973
27.554 ± 2.926

Fig. 5. Activacion linfoproliferativa in vitro en
presencia de EPS, IPS, TO A, LT A, d-LTA y
PGC, a las concentraciones de 10 (U), 50 (£J)

y 125 pg/ml (□) respectivamente.
Sc rcalizaron tres determinaciones por cnsayo

y tres ensayos para cada grupo.

intrinseco y dosis-dependiente mayor en
presencia de moleculas de TCA que el
obtenido con moleculas de IPS (fig. 5).
Las dosis mas bajas de PGC tambien
mostraron activacion policlonal; a dosis 

superiores (50 y 125 pg respectivamente)
el efecto fue de total inhibici6n.

Los LTA ensayados tenian una acti-
vidad semejante al EPS, aunque su des-
acetilacion (d-LTA), a traves de colum-
nas de Dowex 50 H+, disminuye el efec­
to a la dosis inferior, mientras que existe
una diferencia poco significativa (P>0,2)
para concentraciones de 50 y 125 /xg/ml.

Al comparar mediante representation
tridimensional el efecto combinado de
los mitogenos (Con A, LPS) con mole­
culas de polisacarido (B, C y D) y de
un extract© citoplasmico (A) (fig. 6), se
ve que la interaction es antagonica, va-
riando en funcion de su concentration y
de su grado de pureza; el intrapolisaca-
rido (IPS) es ligeramente mas activo que
el polisacarido exocelular (EPS).

Finalmente, se representan compara-
tivamente las distintas curvas de interac­
tion mitogeno-molecula anfifilica (fig. 7),
comprobdndose que la mayor inhibition
se obtiene en presencia del mitogeno
(Con A) asociado a las moleculas de
d-LTA y EPS respectivamente.

Discusion

Aunque algunos autores (18, 30) man-
tienen que tratamientos con C. parvutn
inducen diferentes respucstas inhibidoras
de la proliferation, Godal et al. (11) en-
cuentran un efecto mitogenico in vitro
con celulas de C. parvum inactivadas por
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Fig. 6. Perfiles de activation mitogenica de linfodtos en presencia de distintas moleculas
de P. acnes.

Extracto citopl&smico (A), polisacSrido intracelular crudo (B) o purificado (C) y exopolisaca-
rido purificado (D). Las respuestas mitogdnicas patron fueron: 256.671 ± 3.700 cpm para

Con A y 70.886 ± 2.155 para LPS.

calor, al actuar sobre linfocitos T de
sangre periferica de individuos normales
y suponen que estas celulas han adqui-
rido dicha sensibilidad por exposition
del huesped a corinebacterias del medio
ambiente u otros antigenos con los que
mantienen reacciones cruzadas. Sin em­
bargo, Zola (38) no encuentra efectos
mitogenicos de C. parvum para los linfo­
citos T murinos y si algiin grade de ac­
tivation frente a los linfocitos B. Estas
discrepancias pueden ser explicadas por
intervention del GMPc en las celulas B
murinas (36). Los resultados presentados
en cste trabajo indican claramente que
tanto las celulas enteras de P. acnes,
inactivadas por calor, como sus paredes
celularcs aisladas, son capaces de modi-
ficar ex vivo la respuesta linfoprolifera-
tiva de celulas de bazo murino. Este
cfecto se manifiesta particularmente en
las poblacioncs T dependientes, estimu- 

ladas por Con A, mientras que las res­
puestas a LPS apenas aparecen modifi-
cadas. Es significative el hecho de que,
aunque los tratamientos in vivo con ce­
lulas de P. acnes y sus paredes, producen
efectos mitogenicos semejantes a los al-
canzados in vitro con las fracciones cito-
plasmicas y las moleculas anfiffiicas, sus
interacciones en presencia de mit6genos
como Con A y LPS son de signos total-
mente opuestos en ambos cases. Cuando
las celulas esplenicas de ratones trata-
dos con P. acnes o sus paredes son esti-
muladas por Con A ex vivo, se produce
un efecto potenciador de la mitogenesis,
mientras que la estimulacion con. LPS
apenas sufre modificaciones estadistica-
mente significativas (P > 5). Por el con-
trario, cuando los linfocitos de bazo se
tratan in vitro con extractos o metaboli­
tes de P. acnes y, sucesivamente.se es-
timulan con las mismas dosis de Con A

sucesivamente.se


232 M. M. MELGAR, 0. PEREZ-SILVA, I. GIL, E. GdMEZ Y A. PORTOLfS

Cones, metabolites (pg/ml)

Fig. 7. Curvas dosis-respuesta blastogenica
segun los Indices de Interaction mitogeno-agen-
te bacterlano (EPS, IPS, TCA, LTA y d-LTA)
en presentia de 1 pg/ml de Con A (-------- ) o

50 pg/ml de LPS

LTA son desaciladas por paso a traves
de columnas de Dowex.

Aunque God al et al. (11) sugieren
que las bacterias tienen una action mito-
genica analoga a la fitohemaglutinina o
Con A, no se tienen datos todavfa para
afirmar si hay una competici6n a nivel
de receptores o si se puede tratar de mo-
dificaciones a nivel del metabolism© de
acidos nucleicos. En cuajquier caso, hail
resultado con un efecto mitogenico mas
acentuado (a las dosis utilizadas), las mo-
leculas de TCA e IPS, ya que los PGC
resultaron toxicos a dosis superiores a
10 /xg/ml, por lo que la action inmuno-
modificadora de estas moleculas debe
ser estudiada con mas detenimiento. Se
esta pendiente de conseguir el marcado
isotopico de estas moleculas para estu-
diar las interacciones receptor-ligando a
nivel de membrana en distintas condi-
ciones experimentales.
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Resumen

y LPS que en el caso anterior, se ob-
tiene un efecto claramente antagonico
dosis-dependiente, que tambien resulta
mas marcado para las celulas sensibles
a Con A. Es probable que en estos efec-
tos exista intervention de mecanismos
alquilantes de fosfolfpidos, ya que al igual
que Hirata et al. (14, 33) encontraron
Una serial moduladora de la mitogenesis
por mediation de fosfolfpidos de mem­
brana, tambien aqui se muestra una va­
riation del efecto (para la concentration
de 10 /<g/ml) cuando las moleculas de

La respuesta blastogenica de linfocitos es-
plenicos de rat6n varia en funci6n del trata-
miento aplicado: a) celulas muertas de Propio-
nibacterium acnes, o b) sus paredcs celulares.
El efecto de ambos agentes sobre la respuesta
de linfocitos tratados ex vivo con Con A pro­
duce una estimulacidn variable, que es mayor
en Ids tratamientos orales, En las mismas con-
diciones, la influencia de estos agentes sobre
la estimulacidn por LPS de linfocitos apenas
tiene efecto significative. En experimentos ana-
logos in vitro, empleando las mismas moleculas
anfifilicas y midiendo la respuesta en funcion
de la incorporation de H'-timidina, se produce
una inhibition variable de la respuesta mito-
genica de caracter dosis-dependiente y con ma­
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yor intensidad para asociaciones de Con A y
molficula anfifilica. Las actividades mitog6ni-
cas intrinsecas mis efectivas corresponden a
los icidos teicoicos y polisaciridos intracelu-
lares. Moteculas de este tipo no purificadas y
ensayadas como fracciones citoplismicas, pre­
sentan variaciones en la intensidad de su ac-
cidn, que depende de la relacidn glticido-
prdtido.
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