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ABREVIATU:lAS 

Masa 

l Dal to:i = :nasa de un áto•no de HiñrSgeno= l. 67 x l0-24 ¿. 

l ~ = un :nicrogra.mo = l Jt 10-9 g. 

l me = un l!dlieramo = l x 10-3 g. 

Lonzitud 

l Jl = 1000 :nilimicraa ('llll) 

l nrn= 10 An~stroms (R) 

1 ;: 10-9 in = :;:ilimicra 

1000 ,anóme tro s ( n.-n) 

535 Azufre35 (rarlio1·.ctivo) 

p32 Fósforo32 (radio:ictivo) 

(radioactivo) 

~~etil H3 = Ti .,idinn tri tiMa ( ;nr·.rc.:tda radioact l va ne"lte) 

As = .\bsorbnncia. 

dps de,Jinte.::r••ciones fY.)r segundo 

)&Pi l 'Jicrocurie 
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INTRODUCCION 

Las primeras noticias que tenemos acerca d!l descubrimiento 

4e los ácidos nucleicos, ee re1110ntan a 1869, cuando el DNA fué -

observado por primera vez en loe ndcleos celulares. Sin embargo 

en ese entonces ee desconocían sus fllllciones dentro de la célula. 

No fué sino hasta 1920, cuando ee inici6 la serie de experimen~ 

toe c:ue condujeron n ln identJficacicfo del material genético.Los 

trat:ajos del investigador inglie Predei~ick Griffith (21) con neu

lllOCocos c~psulados y no capsulados, condujeron nl descubrimiento 

de lr. transformaci&n bacteria.na. 

SabP.mos r¡ue la cápsula bacteriana confiere propiedades viru

lent, s a los microorganismos que la presentan, si estas células -

pat6genas, se inoculan a algún mamífero susceptible, generalmente 

provee!'. a una septicemia r¡ue resulta mortal, 

Griffith trabaj6 específicamente con cepa;; de (DiJ?lococcus -

pnennnni.ae), este microorganismo en forma silvestre presenta cáP

s11la y por lo tanto resulti;. virulento. Griffith inoc•.lló a un gru

po de r'.•.ton.e.a, cél11las no ·virulentn::i, a otro erupo CJn célulus V! 

l"'.ilent~s :r.u ··rtP.s rior el c11lor y un tercer ¿¡rtpo con célul::ia de á!!J 

t· 5 tl~~es. 



_,. 

- 2 -

Los 2 ¡>ri-r.er;s ¡:r11.10:; '10 3ufrier)n efectos nJciv:is debido u 

las inocuL~ciones, ¡ier) en el .[;!'.1;10 c¡ne contenía buct€ri~s caps;¿ 

l··d:1s ;nnert-.s 1or <"l cr.J.or ;¡ o.c:ipsulndas los re.ton·'S murieron -

De los reff·lt:<d?s ';'l' ~<rro,j(•ron esto2 !'::rierimentos se. obse.r 

v6 ,,11e :>mboe tir,:is b ctsri·:n·Js inter:·cci::r;arJn !1'.r;. procucir un:• 

n>lP':.1 ce¡n ;i.·.td'g:.n.·.; .,d~ :i:'.~;, se ded•1jo qne L s c~'l111. z p·1t6,:Er.:·s 

'1\l1•··rt:.:: ·~-Jr cl c· l;,r i'1d11·•Ían ?·.tot:e:üeid· el r-n l·.s c~l·tl-s no Vi 

r-i1C''1t"s i~ m'.lner 7.:r.~·'1r·1t~, 111e:v se de:!u~o ;1c existí .. ur¡ 

c~"1:··1~.ot.-1 t,,r,:1P.st'.'iblr- .ne ~rod t,4? 1::. trcn;:forin:.ci6'!1. 

el:· h.' dfm.·:::i -'~ inccrti:h:::bre :' .u1c'.c .,, dnd,.s :.:>r resolver en cu·!! 

t'l .~ 1, irent;_ 1l d .-1~1 ''e!.f:. •:-: '1:: tr:.n.3for::t.~r1')r" .f BUS c~r. ct~r!s-

t ~ ~r s. 

ve::t .i.:'> ; Jr< ~ 'n: re lo~ u' :>€ contabnn O~·,-··:,ld T. .\ver¡ (2.), '.:olin 

'f. ·-·,cT.~?<1 '.2) y •.• cT.yn ·:c·:••.rty (2.). ~lloE loz.r•.rvn i •,:,ort: ntEs -

'"! ·'"!C\'~ <n 1 · <;ln,-if.·· ci:h d~ l.- id~r.t icl d del ::tc.teri..l ,zei:-.éticc¡, 

~t: : id :1 "tr. -i:: ~.,?'"11. ·ni?" de di ~erent;¡s fr .ce iones C!_ 

1:1 ~ ~~ .. :.. T" :'lr. ·J~ -:i .r:;., ~t:Oi-·"1.t•~ L lis~~~ ' r, ::,-r n e ·'ltid .d. :i-; 

b .... t~r: p;•;il ,; -~. ·'1 fr- CC:i:J 1 ··nie1t-, :l.t; ~1 ici1 .;. resto~.; 7 fin:.! 
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estus frP.ccionos en célulus no capsuladas. La fraccidn correspo.!l 

diente al DtlA fué l'< única riue presentcS la (lropiedad transforman 

te sobre céluL:s c¡ne ori,3in¡>..J.mente no eran putcSgenr.s; las convi! 

tió en virulentas, esto sucedicS al incub~r células no capsuladas 

, con restos de b:i.cteri '-S lisc·das capsuladas •. 

A ra!z de ést:.s observaciones, se formularon varias hipdte-

sis, una postulHb"' l:i participacidn del mrA en la trans!ormacidn 

, produciendo mutaciones diri¿idos, capaces de 'llterar el conte-

nido eenético de cél•llas receptoras al grado de alcanzar una se-

mej~nza con el contenido genético de las célula donadora. Otra -

hinhesis s•tnone ,_,te Lt informacHn ~enética i;std contenida en -

el D:JA. No otat:>.nte, .•··tin r:.ued:tb:m nrich-ts dudas ~or esclarecer, y 

por t?.nto lns investigaciones continuaron sin notables descubri-

mientes en el ca~~o de la genética de Acidos nucleicos, hasta --

que en 1950 'lfP.rtha C. Chr..se y A. B. Hershey (l.EI) comprobaron sin 

luear a ~udas que efectiva~ente en el DNA radica la información 

genétic~. Para locrarlo, dise~t\I'On un exreri~ento en el que e:n--

pler,ron el fugo T
2 

constituído por a5Jroximadamente 50 " de prot.!!, 

!nus y 50 ~ de D'I·\. 

Tom·-ndo en cuenta que el azufre solo se localiza en la cu--

biert:i :iroteic".>., co·"º constituyen-:.e eatructurctl viri>l, se c1tlti-

varJn f"-JOS T 2 con sus hués:iedes ( E. coli ) en un medio en que 

se :•tlici or.ó s35 esto con l~- finulidnd de r.ue dich<: is6topo se 

in~o:::i"r se :_ lr c~pside vir ·l en forr~. es::iec:!fici!.. Posteriorcen 
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te, se purifíc r'" :; i;iL·.r•Jn l•)S fn¿;)S Y•' marc•:dos. ·:;e pre9.,1ró 

por l:lepc.r· do, ·?tr'J l:it de f .. ¡:o:;; T2 r:i:.~rcr>.d'Js con P32 , eprove-

ch><ndo l., 1:ic·1i:·ci'5n ·o~:'(CÍfi~.: de P en ~cidos nuclPic?s, y-

eet .. mdo t~t· 1 nentP. e:<cl:1 '1· .. :i·1 ;ire~~'lcLi. en :,l:;urM ,1l"'Jte!nr; vi

rnl. T:l n{~.Jcl? !'-r" Pl m-.rc·tje, f•.l~ se!lej.:nte :.1 del s 35 , y lle 

ralea del •.rirus, ·:••<! fu6 ~Uf<f!t.1 en 11bic::ci6n con l«s b .. 1cteri:i.s. 

nenetrLci.Jn dPl 'J"."· e; 'l'.l 0-Jrt ·•br de l' infJr.'l -.C:i. m p;.ra l'l SÍ!,! 

tesis de nns v0~ f•1,:::J,;, .l rletec' r el s35 en el fúnt ·sm" víric i 

<;dheri.do " l · t· ctFri ., 'J d .,3:? en el material nuclear de la -

iescenclenci··. del f !:,) • 

Dee~uás de tfot '3 ob~.rv·cim~s, !OUr;:it!r·)n más t'.<rdP prue--

bas de c¡ue el '1cido 1vt~l< ic·, v!ri'"', s-J lo infect:: en ausencia -

de la cubiert•' ;iroteicr., y <(ue "~"de nroduci.r una descendencia 

viral cam,let ... , !JOr i;-;!'c~ci6'l de un•• cél'.lb. h•1és ;ed. 

En 193B : .. sbury sneti6 e· rlPn .s de D'.fo a difr<:>.cci6n de rayos 

X y observó <;11e h •.bÍ'. u~ C.3.• .Cib'Tlient:> de 33.4 Aº r¡uc :;e pre"e.!! 

ta regul·tr,nr nte ·1 todo lo l«r,;:::J de L, cndena. Sin embareo, sus -

obLervacion'2s no :fu=:ron mny re~rcsent.oitiv"s ya r¡ue trabaj6 con_ 

'1olécuLs de D'l,'. i n:;•n·o. •·1~«,ue su contribuci6n fué mode3te., sir 

vi6 de p••ut"·. p'.:r._ r,11e otros irivestig/.dores, entre los que desta

CRn "los-Uinrl Pr ·n'üb, ~. '· ioslin_: y bnrice 1'iil!!:ins (1952) (S3) 

, hicii;rnn un· ''·~·O!"t••ci6n i 'l¡iortnnt~ ,, .\re .. 1?' elucid.:ci6n ñe L: -

..... 
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estructura tridimensionnl del DHA. 

Por otro l 'ldo, Chr.rgRff ( 1'\) em;ileando procedimientos crornatogr~ 

fices cuantitativos para la determinacidn anal!tica de las bases 

nitrogenadas, ci.U.mind sus experimentos, observando una equivalen_ 

cia. de bases en la molécula de DNA duplohelicoidal, es decir, la 

mis"Da cantid"d molar de lR. base pdrica c¡ue se une con su comple

ment iria pirim!dica. 

En otros labor[\torios se había investig;cdo acerca de las d,! 

mensíones de l3s buses pdricas y pirim!dícas. 

En bnse ¡' t;_¡das las o·:.,aervaciont-e retlir¡adas y conjuntando 

una serie de datos experimentales, en 1953, ,T. D. \"atson y Crick 

(32), ~ro!JUnieron un modelo tridimensional, tratr..ndo de explicar 

lf.'s pro[Jitd:,des físicas y 11uímicas ael DNA. Estos investigadores 

;iost•.ilaron un modelo tridimension-il de la 1110lécula del DNA en __ 

forma de un.1 doble h~lice, formadl\ ésta por dos cadenas de poli

n•tcledtidos !!ntrela?:nd:::.s, y complementaríns entre sí; los ejes -

de l~ c,den·• l'st•b c:mstitu:l'.dos por desoxirrib~sa-fosf'ato y los 

9P.ld:o.i'ios, ec,uí v-..len q bs bases ni tro,::enndas 11..."'lidas por enl1.i

ces de hidrdeeno; siempre purina con piritnida, C-G y T-A y tod:i 

l· se.cuench de mtcledtidos formada por combinaciones d!! ¡fotos 

-:>~-re::; de br·c'!s nitrogenadas. 

'·ctu l-:ientr. se s· .bP •le i~, moléc•lla de Dtfo no prescnt;1 r:·.-

1i f'.r, ~ id:1, e.:tfc c'Jm;ti tu!ri por doe cadenas de ro U nncledti--
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clo.¡, rntreJ.--.z,,d:?.s helicoidnlmonte, sus ·~.o'lÓ·~·:ra,; C)n;;titutiV·JS 

oon oesoxirribonucltcót.!.<!·Js, ·1u0 ,, su vez están comouestos de -

un:• base ni troeenadr. (./trie' o ;:iirimídica), ácido fosf1rico ,y ~ 

na desoxirriboso. de ti:io ú,t-:ir, y la uni.Sn a~ 111. b~st nitro~ 

n••da se E-fectún c':ln el i1tomo de c
1 

del a~úcnr .. , su vez el nu

cleStido ~~"':i!. 1 i;: r'.D <?'l~re ::d '.'ºr enlaces fosfvdi<hter, t:'.' de--

cir €·1 gru:>a f\,~f ·tll ñ" c.·d• nucledtido f'St~~ unido al c
3 

de 1•1 

desoxirribo.::« de~ •vtcl"·~tid·1 ~·1y: e ente. L'.•.s b1rnes est,~n ·~ :'il; -

il:-.s ó wi-. di:Jtncir1 de 3,4 ,\·' 11n de otrn, antre lr. unión A-T -

PXiaten ? enl"ces de '!, r.ie'ltr.s .• •ie entré c-.d'.'. C-r., h'ly un tr,!. 

I 1s. h "''"" -.or ''ªr poco sol1•bles en a:_-ui;. constituyen loa e-

l<:''llCr.tos hir'rÓfo1iOS de 1 • r.nléculs, mientras que los eI"U~l05 ---

fosfiíto y residuos dp. carbohidratos ~.or poseer ce.rgll.B !p1ed.''-:'1 e2S_ 

puestos al exteri'.>r de la 'llOlécnlt<. Existe una ,?eriodicid.:.>d a _ 

lo lar::o de l·•F. molécuL.s Ct\dn 34 A 
0 

corresponden a un eiro 

d0 180° cl~l '<rrolln'lliento de h's cadem:s; es decir, a cada 10 

nilcle:Stidos de l'"< sec1.lencin corres:ionde un<s vuelta de l:c c;,denü. 

[-. estructur;. de h moH011h· de n;~;, está mantenidrc. :ior l'-'S in--

t~·r' ccio:-t'!S i:i~:rófob.·s ~r.trio l•.ca roses y ¡:>or enl.-.ces de H <1ue -

trPn lo" :ic:r~" :fo b:cses. Des~uéi; de seeuir la tr;?.yectori:i 'list.2_ 

ricº º" .l•>.~ i!l•.restigacion?.D 11ns s':Jbresalientes del :!JllA, i;n la 

º ~t·:· lid:tcl se co"locen michas pro!Jiedades de e,gt:i. moléc11la y 
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, d r•1 ,125 ¡¡· . • "11 rl :!.el n•Jcl.-~otido mF!l'ca o. . .. ec un r• ::.oi&otopo suce!.'tl. ~ e c 

!'inr;uno c!e loe: 9roccrii·~ientoo par::i l<'. iodinución "in vi tro" 

de nucleótidoG es totF.l·~ente satisfactoria, siempre hay algún i!l 

conveniente, existen 'Tl•ri:.dr.i.s técnict•s, una de ellas eo la iodin! 

ción con ICl, c,.ue rec;uiere de la conversi&n del ácido nucleico -

en una sal soluble en solventes or31nicos y conduce a la degrad~ 

ción del polinucleótido(Ascoli y ~ohan, 1966) (14).La iodinación 

con ?1-succinia'llidn ".pr,rn1te'!lentc :1J produce <ce~adación, ( !lra::imer 

1963)(14), ¡wro solo pe. !~'~:.;s o.nti<1ades de yodo son uniclas, si-

endo su ttso inconvc•1ientr,, otro ~.irio de "!létodo e::: por iodinación 

con I 2 en solución ac•.ios~.; lr' rencción es :nuy semejante a la que 

emplea tricloruro r<c talio { TlCl 
3

), eal vo <¡ue es :nás 1-:Jnta y las 

purinas no reaccionan. L?. iodin11.ci~n del n;<;. tc:nhitfo se puede i!J. 

ducir caler.tándolo con yodo -:le1:iental en 9resencia de tricloniro 

'Ulrico, sin embareo ln reacci·fo no ocurre cu,.,ndo el m1A es calen 

tado en pre:;enciP. ele yoduro. Al parecer el ::i~todo rila conn:lien-

te y F. ficaz es el (lue emplea TlC12; el Dii.\ puede ser iorlinado 

''in •1i tro" por calentami!mto en °!':>l•F. i ~n '1t:11c.~a u~ tri<.:loruro de 

talio iodinado en pl!=5. F.l ~·oi!o ,;e -.:·.~ ~ 1 :.i·•,, :ior '.ll~dio dr· •m e!! 

le.ce covnlente, form~.nclo 5-~·?doci to cina. 

-·.-, :.;;.y :-~"cción con residuos rle ti.~iC:in" o .-.<i.r:'!i.•:'. • '-'Y -
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simples de :l''!I, hay •Jna considP.rnble incori1oraci&n del ie&to¡¡o

rndioactivo y U"la insienificunte alteraci&n del peso molecular -

:ide.n:fo ele la ca!lacidad de restablecerce y transformarse. Alrr~ 

dedor del 95 ~ de la citocina de la cadena simple puede ser io

dinada, la formaci&n de 5-yodocitocina es irreversible, excepto 

cur.nd? h11.y una roturr, de un pe11ueño segmento de la cadena.----

La comprobación de la uni&n ñel iodo con el DNA, es?ec!fi

ca~entP. con l~s pirimidas, es por la absorción de luz ultravio

leta si el enlace eo est~bls au.uentará la ñensidad de la molle~ 

la y dicha absorción se efectuará a 310 um, y si ésta se reali-

za a 260 um, indica ue esta asociación es 'l!UY inestable --- - -

La iodin'<ción "in vitro" del lUfA es un procedimiento pare

cido al del !N\. ól.e c••den.~ s'O'ncilla, exce'!JtO por•¡ue se forma •1:i.::i 

pp, ''"'ña cantidad de 5-yodouracilo y poco uracilo hidratado. 

Fl .nurca.~e rie D'I,\ con isótopos radioactivos, también :1uede 

efect!l~rse "in vivo", e~1vlean1o a bacterias como organismo incor 

por11c1or y a la timidina, {:11eti1-H3 ) como nucledtido marcado ra-

diot:ctiv: .. nente. F.l rrocedimünto descrito por Aspelgot ( 1964 )--

el 'lucleótido 111arcado se adiciona al medio de cultivo de alguna-

Cº'.'ll t.».ctPrian:·, ~-)r {'jemplo Eacberichi&. coli, microor¡;unismo--

:••e lo incor:•or f'r:il•f·nte, y al c .. :bo de varias eener:.iciones -

nmrl"ciñ"R '~ cos~ch;-.n l"l' colonias y posterior'.'lente se procede 

al ".is1a~iento J !lll1·ificaci6n ñel ·,ntE:rial -~~n~tico ya marcado-

n? - rc,..df: e~ Eo-'i ;uí.ttno y HP. re ... •i:iere •Ípica.nente la ínc·1~.ació!l 
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:;e) (; .G), o?l ;.Niu,·to ~,,'. islndo y !J'irificado sor filtr d6n un 

zel y filtro milll· .. orr,, ~lo otst"-nte lo!J ~olin·:ce6tidos ·Jsrcndos

l~i:; 
con I -· pres~"lliin •.l::_un:;c .:·ecul iaritl:::<les vent~•jOs<le; co,no la f!: 

cilidad de d€·ti'·cci6n de l&s rrit!iaci·Jnes gama, el doble .:;arcaje -

de u-:llécnlas, la elevuda resoli¡ción autorradiogri:fica, !l<leiás --

por el an:nento ele c!enr.idnd es facti'l;le la separ<l.ci6n (1 e polinu--

cleotidoe no ·narcndos, vor centrifusdci6n diferencial, debido al 

Actuab:ente re trf>bajr. en la introducci6n de inforc;aci.Sn g~ 

nétice SÍDJie?Jdo diversas •r.etodolo::;ías; (Woodworth, 1976)(35) -

conc>i¡;ai6 la introaucci6n de frc,~.entos aislados de D!'!A nativo-

e. c•.tlenas ÍnteGras de D!l,i, e!!!ple::.ndo D'!;.ligasa de ~' COl1lfll"2. 

lió la unión por un incre!r.cnt.o rn la velocidad de sedimentaci6n -

de las r.ioléculas. Voebere (19i'7Hll) propone une. ti!cni.:a "in vi-

tro" fe :iropa,:;2.ci5n de 1;'r~.ementos de D!J,\ en bacterias, e;nplea un 

ele;nento e:enético proc:..rionte ( fBt;O o plásmido) que funcione. co-

'.110 vector éste es incubado con los fraementos del Df{A, en prese11 

cia de las en7.i-r.as r'!':ueride.s, para la incorporeci6n, lueco las-

noléculae recombin(Jntes son introducidas en la células huésped--

por transduccJ.:ín, «f.Í (r;t<t f11ncÍ01· ·:n e;'º ;edio d~ exprcsi6n.---

Bogenhagen (1971l) ( 7 ), lo{:.-ra int>-oi;Hcir ~!Y'Ot en la doble--

'!!ente ",d:ían eitlo introducidos W. ~úcleo de Acetat;lf"ria, en foi; 
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ma ,1,. DNA o !!~·'.A T'Or ~e dio de una_ micro inyección en • 1 r.Jcleo .--

( 24) lli.ni;on ;¡ col- ( 1978) han introducido el gen de la tirnt dinn-

cinliaa( aislado del virus HP.rpex) a c~lulas 1:iurinuo, io!mpleúlldo -

un 11denovirus. 

La idea de introducir infoI'lllación genética a células euca-

riontes por medio de la síntesis de un CO!Dplejo Dfü\-IgG, fü.é --

idea orieinnl~ente del Dr. Carvajal {12)y estudios realizados -

por Rodríguez (1976) ( 28) calc•üÓ el peso !l!Olecular de las po.r

tícullls ( 7. 5 Y. 10 7 ), RomP.ro (1976) ( 29) hizo el cálculo del "'l'Í-

mero de dichns partículas a una concentraci:5n dada de IeG-DU;. -

400:1 (4.03 X io13 partículas/ml),; posterior~cnte los experi--

Mntos real 'izados por el Dr. Carv,ijal, Drt~. Isabel Baeza et al-

"in vivo" ·~n ratones y en humanos han dado pruebas muy firrnes a 

~sta 1netodoloeía para el tratamiento de enfermedades e;enéticus-

( 5). En este traba~o se ¡ilante~ un mecanismo para introducir a-

células euc~riontes la información Eenética procedente de partí 

125 
~1las parecidU a virus pero for:nedas de IgG y DNA-I ' ; si -

ae tiene como :intecedente que los virus estan constituidos es--

truc't11ralmente por moiáculas de ácido nucleico y una cápside de 

:laturalezn proteica, •d]e·ni!s predentan la propiedad de ser ino--

-~nos, P.3 decir c<i.¡iaces de transnitir su 'll!<terial genético a la-

~élula h•.1ésped, es posible construir partículas si'llilares a vi-

!'lis forrando· moléculas de u•rA con n'la cubierta proteica c~nsis-

~e!lt€ en It;G .diri.:;iJu contra 19.s céhilas bl;inco, este anticue! 

!l')r i:er e.1pecífico para la idcntif'icr.ci6n y fi jaci'.ln del illl!IU-
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'11Z<'no que le üié o;•i¡:;er., .;i.r.ultanec·,1ente c1unple f.,ncdn •:t:-.:s_-

tural r·l ft•nciomo.r C07!0 é '!1"ide, '.l''r-itiendo l,ti! b. int.roüncció•1 

:1ol DrlA prote:;'drn1'1' ·~·'. :a '!cci&n <1e las 'lllA~as i!e 1 '::-. cfl 'las

bl aneo. 



MATERIAL Y METODO 
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~- r .. , ~ ... • ....... 

Obte'lciÓ"! del D"!.\ de hí:,-.do de conejo. 

!'l ".1Pt-:l:h em il" -<lo _, r• l· __ tXtracci:h del D'1;,. fué el de ---

1)5~ ) . (30 ; • 

"rimº!" lvnte se ~ crificó : l conejo, 3F r<>alizó h1 disec--

-;''.1rtió. De irl'n"C:!·<tO se colnó en 15'l 111. de :;o lución s:llina-ci-

obtener un·· :n •S"·- vis,~os'.'-; se vació :· "'l tui10 de centrífu:;·•., 01ar.:i 

:ioeter!?r:J,:ite s):::~tcrla a agitación con vortex, para ho.nog~nei-

zar. 

Al ('Xtr;;cto tisul r .e le a.zrec1 11'.uril sulf-.to al 2 ~ en -

solución s·,lin -.-citr;.to 'l/'I , co:-i l · fin•_lid.·d de lisr>r l!ls cél!!_ 

las, '' continu'.1.ción se so.nP.tió a se ver' n¿;;i tación manual durt!llte 

30 min. a 5° C. Al tér;:iin-:> d; éstr. O!Jeraci<Sn se ajustó 1C1 conce.!l 

tración de 'laCl ' !'•'.. 

Co:-i el ob~.;to de des rrotd!:'lizar el extracto celul ir_, se a:l!!,_ 

dió 1-;. '.!!E'ZCla clorofor::::i-but-n:>l frío (.+:l, V/V) lent<:.11ente y --
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En seeuU.a se :..omet i.6 a centrifugación a 2 500 g duran ~e 15 

nin ll 15°c, el s•)br.inadante obtenido se sepa.ró pon pipeta, eote-

?roce:iimiento se repitió ó veces haotr, lu eliminación ue protei-

nas. FinalTiente, los ácidos nucleicos fueron precipita~os por la 

adición ñe et,,nol al 95 'f, a 5°c. A continuaci&n se procedió a la 

extracci&n del D!IA; una fr!i.cción fué sustra::.da de la soluc5.Ón por 

una vurilla de vi~rio giratoria y el rem!\Jlente se so~etió a cen--

trifuzación a 1500 r.p.':l. du:-:-inte 15 .ni'.'!, el so:irenadante se de-

C\lntó, el !Jreci.¡>it\ldo se colo<·Ó en Mbción salina 0.15:.! p:!=?.8, 

ea fraccionó y se alTia.cenó en congelaci&n. 

2.- Deter:ninación de la conccntr<;ci&n de DllA 

2a) r,!étodo espectrofotooétrico t>egún '.:lH<r¡;¡1ff-Davidso'1 (135~ "14a) 

PB.!'a rletP.rr,iinar la concentr'-ción del il!tl. del i1Í¡r<1do de --

conejo se hicieron lect·1ras de la absorbancia del ácido nucleico-

en un espectrofotómetro ZEI3S P'AQ III a 260 mn, empleando una ---

alícuota Ce muestra de 0,05 ml de la solución del DllA, adicionada 

con 11n ml de soluci&n aalina NaCl 0.15• pH=7.8, y se aplicó la --

s i"1iente fórrnulá: 

C= As 

as ' b 

Donde: 

as= Indice 4e abeorbancia es
pecífica del DNA 

C=::oncPntr!lción de il'1.\ 

As= Absorbancia del ;mA a ?60 

nrn' 

b= CtP. ~s~esor del DBBO de 
111z = 1 cm 
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- 2b) Método colorimétrico. 

El método ~mrleado fué el de Dische (1955) modificado--

por E11rton ( 1956) ( 8). Esta técnica está fundamentnda en la valo-

raci&n de la desoxirribosa del DHA. Se prepard una curva tipo em 

pleando diferentes alícuotas de una soluci6n de D~A de timo de--

ternera (100 .Qe/'!U) en ácido percl6rico o.5N, ajustándose el -~ 

volurr.en de t.odas las alícuotas a l ml con el ácido percl6rico y-

el color se desarroll6 con 2 ml de reactivo de difenila'llina;· ___ _ 

ilcspués de incubar d•Jr.::nte l hora las muestras fueron leidas 

a 600 nm en el esnectrofot6'1!etro Coleman PlOd. 35/6. La sensibili-

d::od i!f ésta técnícf' ~s c•.<paz de cuantificar desde 5 a 100 ,_g/ml • 

de l)~'A. 

!'arcado del DNA con 1125 

).- Iorlinecídn rl"l DlH< con 1125 "in vitro" 

El método seenido para la iodinacicfn del DJJA de conejo füé

el de··:critn "ºr co-erford (1971)(14) ,el 1125 se obtuvo. de Nev; 

F.n!::Lme; r:uclear, es •m ele'llento que decae a un isdtopo estable-

del Zelu::-iu·n, viene en for:na de HaI en O.lM de lfaOH, con una --

cctivid?.d ~·-' l'.lO uCi. PrLnera.11ente se hicieron las diluciones -

''<:>l C·J'n¡;edo imsta tener una actividad de 10.0 )lCi, se prepar6 

urw. l'l?cla, CO'llplJesta de 10 )le de m:A de hepatocito de coneju,

'.).4 ~l de ~cetato de amonio '.),1::1- dcido acético 0.04M, 2.5xl0-4 

"'I .., ,.:-, i· •le r1 ;:5 1 ~li . Tl"l de " ' < ' J :a '· .1~ • .3 a concc·ntr~.ci6n final de 
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1.5 x 10-311., t:J·.'.' s::;to en condiciones de pH'=5. La '!lezcla '" ;r.-

lent.5 durante 15 'lli:l n 6o
0
c, en b!lño Marb, des_;ués se :nfrió -·· 

con hielo. Pooterior,nente por cada ;: :nl de volumen se adicionó--

0, l ml de acetato de a'JlOnio 1:11-NH
4
0H 0.5M pll=9: se sometió nuev.!! 

mente a calentamiento durante 20 min a 6o0c. 

El producto de la reacci6n ful posteriormente socetido a Cl"2, 

matoe;rafía en Se!'lhadex G-200 fino¡ la e: lución se efect•1Ó con ace-

tato de amonio O .nt pH=9. Se to:naron alíc11otas de l 1111 cada 5 min 

con el c:ilector de fracciones LKB Bromma '.0lod. 1000; con el objeto 

de ohtener el perfil de elución del DlfA-I125 y I libre,se midió -

la radioactividad corresponñiente a cada f~acción en un contado~-

de centelleo s6lid{I con crist•üP.s de l~aI Marca StARLE codelo ---

12:'\5. Con P.l calibr-1oor :.7~rca llIDIAC DOSE se obtuvo la actividad-

e<ue presentaron fll!lbas fracciones. 

4.- Aisla:niento y purificación de linfocitos humanos. 

Los linfocitos se obtuvieron de ana persona ti,,o A, por pun-

ción intravenosa en condiciones estériles. Se vació la sangre en·-

una ~robeta de 1000 ml, previamente heparinizada; para esperar la 

precipitación lle células blancas, en inc•:'baci6n a 37ºc. Al cabo d~ 

3 dfr.s se obt1~vo el nar;uete blanco; el cual se ae,mr6 de li.s ·--· 

de:ni!-E r~Rcciones por :nedio de !lipetas P«steur; a continuacicfo se-

obtuvo la viabillrlad por conteo en la C:!:nara de r:ewbauer, ¡ior el-



,, __ , __ 

l:l r,¡in, la 1llt.i"1« resus~'el'!:ii.ón :;~ i1ho en ::ieuio ie cultivo TC--

co·no c~l c1las blt,nco, 

5. -Obtención del i;uc;ro 2.nti-linf::> cito humHno. 

r,on los linf"ocitos obt,;nidos c:i1;io ya se indicó se procedió-

ti:!»., por ¡:¡unción intr:wenosa i-:r~roduciendo " su torrente : aneu! 

neo canti:laC::e~ Jr; 1 ;: i;} -:.!11.1.las. 'st'ls in-.·mii':.ci&n~~ se ·".'eal! 

zaron sem!l..."lr.l :ie'l":e, dllr-.,n te 6 se<nanas C·,nsec>.1tivas. !Jr.a vez c¡ue-

se consi.:ier:í :1a't-sr con3e,:.;>1Uo la producción de IgG anti-lin!'oci-

to humano, ;; la SP'rnna ~., ~~ •I:tLn:l :i!l.'!!Ullización, se proccrliÓ a-

la obtención del si>,,.ro rlel .. r:i!.ul; el !JNcedi-~i<?nto ,;~_::;1irlo ¡:,_u~-

el .üeiüente: prii:.eranente se anestesió al ~··iHlno 0or la : dminia 

tracHn intrave11osr. ile ::etar.iina, los 3 1 t. de sane;re ae1 :ininal-

se extrajeron ñirecta.n•~nt» º'" ~·:~ V'!11a aorta, recibiendo el nnjo 

en u11 matraz pre•;i-.,~ente ne :::ncr1 ni zado, esta s!.m::;re «e cent.rifueó 

::i. ;:: 000 ,., n. ''• f:nr rite 10 "lin, con la finalidad dé· :; 'para:- el --

a un rroceso de ,T.trific;...::ión (Peter<'.ln y >orber 1J55)(f6), 11asta 



:néto•h t1e. e.:cl· :- i.'5" del ~-"l 'l:ri.¡i,,~,;, los linf·Jci to~ .:.i; l!!varon 

co .. n.1 c~l ~1lae bh· '1CO. 

5 .-Obtención del ~'~é!'O c.nti-li?ifocito hum«.no. 

r.on los linfocitos obtc,nBos co~~ ya se indic& ·se procedió-

a i::i."11.nizg.r a ·,m e<;.tin'.l{ l-;.1rro ".dulto), est:i l'aé de -:mnera paula-

tin'l, !JOr ;>llnción intro.v-::nosa introduciendo " su torrerite 'an.9-ti 

neo canti:ia<le~ .l.·1 1 ¡: lv"' ~!l·.!las. 1 stus in ·nni..-::;ci5n~:: se ·real! 

se consideró :.rnhr conse; _ _,1ilo la producción de IgG anti-li:i.'.'oci-

to hum!\no, 5 1': sp·,una ~'- i.::;. •5::.ti.:n:1. in:nunización, se proce11iÓ a-

la obtención del s1•"ro <1~1 ~rü7.ctl; el ~r.:>ce<liüento S€,3'1ii!o füé-

el ~i¿;i1hmte: prh:erv. ter.'; e se anestesió :ü "-¡tlino !1º r la ' dminil, 

tracHn intravel'l'»K• ,;., ::etar.1ina, los 3 lt. de sanc;re cel "<ni!:!al-

se extrajeron nirecto.1·~nt" -5<: ~·'.l. V'!l'l!l ao:-ta, recibiendo el fh1jo 

en uri. matraz previ-':-.ente !lCtc•·r·:!li:!ad-:>, esta s~n~re :~e cent.rifueó 

:l 2 000 "'• n, n, r1nr nte 10 "lin, C0!1 la fin"llidad dé :o 2paraz- el --

a un rroceso ds ,~~irifii::;..ciÓ!1 (Peter<on ;¡ >orber 1355)(1!6), '1asta 
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'.l :·:, ~ ~ lr. f!·ucc ión corresponñiente a lr-. !.:;>. 

C.- Cl;;i.c·ic ·ió-; c'c· It;-<:: i:i :11'.n·'l n'!ti-linfoc:.to h~mano 

f'l rnr:ro purificitdo se ajust6 el pi! a 7 .8 con r;aOñ 6N y zc 

reali:t.·:S la eeparaci&n de euclotulinas por pre·~i;ii tP..ci6n con una 

soltKi&:-i rnt•1rrtda de sulfato de !i.J~onio. l'l proceci·1iento para la 

preci.!)i tDci fo f 1~ el aigiiiente: A un volumen d¡ulo tle suero cor" te-

r.ic1o en t':J t•1t:., .~r· ccntrífueo, be :;.dicionó el(l~l,)_ 00 :e':.!' d8 
'{ t:: •j 

10 rnin se :n3ntnn en ·¡e~ t!lcidn, pouterio?"at:nte se centrifu..;6 la

m'il::c!.9. a 6 000 ,·, ~· :1. d11rante 15 dn lY-'jO refriecra.ción ( 5°c) .- . 

Se decc . .-1+.6 el so'brene.r1antt! ()ara clb:i:vtr el snlfato dP. '-'':o-

r.ue no son 7'.l, este rroc'3dí.~íento se re ¡:ií tió 6 veces hastn r¡1Je se 

o'!oR . .,rv& la turbi:lez. necesaria r¡ue btlic". la precipitación de las-

saleo de a':!Onio. El sedí~ento de la última centrifueación se re--

suspt>nde en 11n buffer 11ol•1ci6n a3lina-amortieuador de boratos ---

0, 15'-!, p't=7 .8, llasta alcunznr la 'llitad del vol-.¡men original del--

enero. La suspenoi&n se dial izó contra el 11isl!IO buffsr durante 18 

,,..,r, e :· 5°r,, con ob,jct:> dP. eli.~in!l.r reaid•.1os de su1fatos. Para eli. 

minRr l!l.s e!l.1!1aeloll'Jlinas desnaturalizadas, las euglobulinaa se -

cP11t;•ifu311ron" 5 000 r.ti.on. d•lrante 15 mina 5 ºe, dcsgués se---

friicci~nRron en ~lícuotQs de 5 ml y se euardaron i:in conr,el3ci6n.-
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5•1.- THul•Lci6n clel e•.1_ero por hema¡;lutinación directa o ectiva. 

Se fOl"'~aron dos e;:ru~oe de s•1eros, uno obteniclo de eq•Jino no 

i:1r.t11:1i?.ado con linfocitos '.1t1m:lnos, 1,ue constituye el control 6 -

testi.go, y por otro lado el ex"eri~entul constituido por suero -

de equino previamente in"lltnizado con linfocitos huinunos. Para -

efectuar la titulación ae "-'!IO'ls sneros; se ¡ire pararon diluciones 

con factor dt;> 2, y se adicionó el antígeno ('.linfocitos humanos)

al suero, induciPndo la he:n8.Glutinacid'n activa, se incubd durante 

1 hora a 37ºc, :iosteri'J:r-.1<:nte s? hiciRron las lecti;.ras. 

7 .- .'le terminación r1~ la c.Jncentr"2ción •1e eu.~lobi.1li.."l·c.~. 

Esta c•<F-nti fic•icién se hüo sizi.1hmdo el mltodo de LQwry mo

dificado(Folin-Ciocalte(;lt) (195l)(l3), es9ec!fico para cuantificar 

conc-entri·cHn cii;o J)rot¡,in:>.s. :5P ;>:reparó una curva ile cali~,rf.cid'n -

de O !'. 1 mz d~ al b>.t·ninu ?m11ana, l~.s 1-:cturus se efectuaron en un

es¡iectrofot6 m!tro ZFISZ PQ III P. 750 nm (',spectro infrarrojo),una 

vez tr!lzada lu c11rv:\ ti!JO ::e interpold' la concentreción d.;ol pro-

blema~ Despu1fo de la deteninac>i.6n de proteinas lae fu¡;;lobi.Jlinas

r-e rli.U iz!l.ro:l contra P.B.S. (buffer de fo;;fotos d<!! sodio O~Olll -

con o.015:r. el-e i'.a':l p''= 1.;), <1•tr"nte 20 h. a 2°c, pare. eliminar

bo!'ntos. 
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qe P."'.r>l«S ,,1 -,._r\'t.n11o fü¡ ?eter.;o::;. y Sorber (l355H1!6), i:;.tili-

ntnilo el int'lr•~c·n1:L.1)r •:-.iÓ!'lico DEAE-cel•Jlo2a que absorbe las - -

nroteinas 'l''"l nii ;;o:: 7'3 C"•JS¿;lobulin!!.8 a v:I=7 .5. 

El eel ª"' r.elnlostl, "'" ~-'lcontr11hu !1ir!ratado en una soh•ción 

,le Tris-F.DTA 0.oc1;: p:!=?. 5, r dicü•nada con a3iclia de sodio al --

" .02 ~l. corio conr-el"nti!?r. 1:1 1~todo Je preparación f•.'é el si¿;.tie:ito:i 

3e P.liminó lri .-.:;ir1ia ele sodio ¡>or lE<vados ex;mt1stivos con --

·:e0;¡ 0.5::, el ,~-~'.l ?. ;;;;:;ür fvé l<>. elimi::?r,cicfo del liaOH del 5el--

lavándose con ;;.cm r!<:l3ti1r,da v/v c·:>n .;>l D:?,',E-celulosa mezclad::is -

con <..:~i t:.>~i-~'1 con,,tc-nt<: ~un vorte:é, :;es-·' ida d"" unu centrif11.z·cción

a 1500 r.;i.m. i•trc·~.t!' 5 !.l:-i: d 0 c;cnt .. !'l.-JJ el sobrenud·.inte, esta ope

rPción "e · fer.hÓ :-,!•.>t··. ·~·1stal' el p'! E. 7 ,4. ú contimmción el gel 

se !üdr t; co:-i ? • '3.1. ;.r<!p,r~do S·)lqbili>"::mdo f'):,,fatos de s-:idio--

0.011.l c·ln :). 015'~ f."' "t1~l J:= 7.;. y ;ireenfriado a 5°c, este buffer

se !l.dicfo-i:S <:)n ».:,: t:·ción ~onst. n';e, lue.e;o se centrifn:.ó a 1500 -

r.p.m. chtr•·rit<Z '.) ~t'l, He decant-1 el ~.obre11!.!d:•'lte. rrnu vez prepara

rlo el eel >:!! 1 e fliía•1i ~ ¡:;ota :,i. ¿;jta a las eut;lo b>.ilin'":i con · . .:;ita--

ci?n conshnte, (1 ::. ele T:.~r-c'l'l•.ilos':!, :ior JV:ng ele e<>~naclobulina -

i:!l1_1~..tr«). S'e r1~;i::S e· .... f',~j~~ ... !:10 ~- -?::>~ :1•.lr':.!.!'lt~ 5 hora~, al tér:~i!lo de--

las c•Wl6s B~ sometió a c-sntri:;"115~.ci.Jn '' J 000 r. p.m. d•1r::nte 15-

-r.in :inra _!)l'OCi .. ibr L·.s elobulin1s y ch.nss ?l'oteínas '!~le n::> s:in 73 

'!ued .'Jc!O en <'l ;•::>brer.tl.'1:·.nte l!lS .:;n.~a.:lobulinas IgG. 
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3.- Prepar:>ción de las :iart!cnlaa similares a los viru3. 

El com9lejo Ie'J-D:rA-I125 , se preparo mezclu.'ldO ln lgG con -

el D!IA marcado con yodo 125 r'1dio:•ctivo, en una proporción de 400:1 

Se preparnron 2 tipos de partículas, los controles o testigos 

integr•<dos de D~A e rg-; de equino no inmunizado con linfocitos hu

~anos y los ex9erimrntales fabricados co~ IeG de ~quino previanen

te ine.iunizarlo con los linfocitos h•rn:?.nos y DNA-r125 • 

T .nto la IgG co'!lO el ll'"A ~.e encontraban di::;~1eltru; en '30l•1ci.Sn 

~t•.lina 0.15'•'. pH=7. ~, C'I l:i pro )orción ya ;nencionada; ,_e dializaron 

co•1i.r,~ "'1'.?. sol11.ción de c1 ~ratos de sodio 0.02:11 pH=7, y .ie ajustó -

l~ conce11tr~ción c'el '.laCl n 0.15:1!, ,, continu~r!ión se diali<:.Ó el 

CO'!l;1lejo contra soluci:fo .~alino. !laCl 0.15M pH=7, ·,¡asto. eli·ninar 

l~:; citrftos. Je ;urific~ron :v.ir cro1atocr~'.fía en Bio¡;el !t-50 para 

elimin?r el exceso de I¿;i} en la n¡~zcla. Se obtuvieron la.a fr,-,ccio

nes ·:11e conte~~<-~ l::s nart!cnlas y se :netieron a los viales ':"' <'e!! 

telleo .••Ólido para obtener l!is cuentas correspondientes a su radio_ 

actH·ido.d, el perfil de <Jlución ::e ohserva en la fig.(6) 

Se hizo una dilución de 1:40 para obtener el espectro de ¡,b -

s:>rc:ión d-: l:is "nrtículas, fat:;s se concentraron por pervapor¡·ción 

l••ec~ "~ <?:,<t .•ri l izaron ;:ior ultri;.filtr-lci<:Sn a tr::>véz de filtros --

Yilli.~ore c:in <1'-á.r.~tro dc poro G.e 0,45 .cicr.,s, p:isterior.:iente se--



cé~.'Jla~ hlunco ''in vitr">". 

r.1 cn:7lejo Ie;G-JHA-I12~ se adiciond a un cultivo de linfoci

toa vi~.tler., y se incnbó durante 1 hora¡ el cultivo de cada uno -

de lec c>os ¿;n1c-o~' ( c:rntrol l' experimental) se re~.li::Ó .;:¡ 3 h1bos

c1e r>nSL'ye. 

La inc"hacidn conr;frtió -. .., coloc:'r 'ón cc,da ~ubo 2.5 :·: 206 -

célliltts bln:1CO !' 1 ::il ele lr.,1 11artíc·tl:>s (~.OS :X. 1013 p:-.r1·ículas/:!il) 

r."civr:.:.: concliei·jnec .A c•n:t ir.u~.ción r.c- :-ieti·:-r::n ft contar los tubos--

F~,ri.. obtcnrr 1:: r"r'i'l ·ctivifü·d total inic'. ~' ·~.~!'.7.e, l•.1e¿o ce la'::.-

ron loa cél•1l~s bL-nco con ~oluciJn ck E:.nks con l:i. finolidud rle-

eli:!!inar loe resid•¡os del co:nplejo de Ief,-DN'A-I125 , acto seguido-

se volvieron a contar las células, ~<sí se obtuvo la rc.rlionctividv.d 

ca:itcda dur¡inte la incub<..ción. :n sc¡;uida las cél1Jle.s f•:eron lise.

dns por la ~.dición de Ll'.•.1ril-i;ulfab 2 f., se desproteiniz6 el ---

extr~cto ce1'.ü:: pcr la adici&n óe la :nezcla clorofori:.o-1"•t-<nol--

(.¡ :1); los re3t.os cel\1 bres se centrifu~.ron !: 2 500 r.p.'1. rh1!0a."lte 

l; :::in, fin:.l'l· nte se c~n10 l:.i. rc.c'.io~ .. ctivilild del Robreri¡..;. nts, ""'" 

l:?.3 célulU;j- -
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RESULTADOS 

Obtención del Dllt\ de hígado de conejo. 

El hígadr, <o;.•,,.- Le\) del conejo pesó 450 g. 1 a este órgano. se 

le extra:jo el D'1,\ sez-fo 11étodo Szybalska y Szybalski (1962)( 30), 

y se le deten:tinó el eepectl'O de abeorba~cia a la luz ultravio-

leta eeetfo Chareaff y Davin.~on ( 1955 )0.4a). La figura No. ( l) :nu-

estra la relación de As rná>:/As nín, que es nayor de 2, lo ~ue es 

Índice de una satisfactorin desproteinización del DNA. 

La'J'.elaci6n obtenida es la siguiente: 

R= l. 235 
2.259 

0.547 

L:i. deterninación de la concentr.:.ción del DN'A pri:nera:nente- -

se hizo por el nétodo co¡ori~étrico de Burton(l956)(8 ). Se utili 

zaron 2 alícuotas de le solución de D~A por duplicado, una de --

0,02 ml y otra de 0.05 :nl sa interpolaron los datos en la curva-

tipo di! la fig.!fo.(2), de la cual se obt'.lvieron los siJ1.lientss !l,2 

tos: 
Tabla ·~o • ( l) 

!l'luestra As a Promedio ml sol 
·io. 600 nm As de !>''A p.e de DNA 

l o.no O.?ACl7 "J.1)2 ~, <; 

l" 0.120 

2 0.249 0.1140 0.05 68-'i 

2" 0.2"i0 



Curva tlpo 

Espectro de abaorci6n del DNA a la luz uv. 

As 

0.9 255 

o.8 

0.1 r=.868 = 2.28 
Q.38 

0,6 

0.5 

230 
0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

230 260 290 J. ( nm) 

fig. Po. l 



0,4 A 

0.3 

0.2 

O.l 

(¡ 

Curva tipo ·¡,ara la determinacicfo de DNA 

por el m~todo Burton. 

20 40 60 80 100 (ug) 

C:>?l.C. DNA 
fig. !lo. 2 
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n .~ltodo .:r;;,-.>iclo !\1(. 'Jl .lE:"SC."itO !)Or Corr.'l!erford ( 197'.)( u) 

P::i.r;;. l:c. io·:1i:-.::.·:ió:: i~ücL'.l.:nite se contaba con unn solu-~itfo de--

dad de lC ~1Ci, c:ue c!ec9ufr del ryroceso de iodinuci&n fel :~cido -

nucleico dcc::~·6 la <.:-::ti'.'ia:.d i:usta :;.7 ,µCi, el resto c1.e la radi2_ 

:ictividad no se incorpo.·6 " la .i:oHculn de DNA. los datos f·~eron 

:iroIY.>rcion~.C:os ,)or el caJ.i hrador ::icli::.c y son p:·ec~r.taeoe en la-

1 :.··>. ci¿;uienti:: 
Tabla ~lo. (2) 

ActiYi dad del .:\ctividcd del Porcentaje del 

,125 ill!ti.-Il25 125 . 
I captado por 

10 14".:i 2.7 aiCi el D!fi• = 27 <¡. 

El corn::ilt jo Dl!A-r
125 

'.'u4 purific::.do por cro:nato¡;raf!a en --

101; 
':3e9hadex G-200 ?;>~.r?. i:.e~rr'.'.r ~l I -· del i!cido nucleico ya on:u-c~ 

do, del yodo inor:<•üco libre. Las fr:..cciones c?lect<!C.as se c:in 

taron y con los <'rtoz oJbtenidos ee -~r¡,_6 el perfil <le eluci&n del 

DNJ.-I
125 

fic• Ho. (3), uc1e~s del espectro de :;.bsorci&n a 260 nm 

En la.a fr.:>.ccior.es succ::iv::.s se obtuvo el perfil de eludcSn

del 1125 , por cor.tto ds t:.:.les :üícuot:...s. fíe. No. (4). 
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• 
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50 000 

o 

125 Gr4fica de la eluci6n de DNA-l 

en Sephadex G- 200. 

260 run 

10 

Cll!= cuentas por min. 

O = cuentas fr•cci6n 

DNA-1125 

(-)= As luz uv. de DNA
_1125 

Altura; 38 cm 
'/el. flujo: 140ml/h 6 Lím. excl~si5n:50xl0 

Eluyente: NaCl 0.15M 

fig. !fo. 3 

pH=7 

20 

Vol. (ml) 
de eluci6n 

As 



CPll 
xlO ;¡ 

400 

300 

200 

100 

-º 

Gr~fica de la Eluci6n de 1125 

20 40 

fii;. !lo. 4 

Sephadex:: G-2-00 tino 

Eluyente: Acetato de 

amonio. O. lM 

pH=7 

Al t~ra: 22 cm 

Vel. flujo: 1.4 ml/h 

60 

frRcci&n (ml) 



/' 

l!:.': . - n• • t" "d d . ·r· Jlg ,,~ D"·'\-! · -~·.te ~rtz·.:r .. t-r·.!'On ..• 1 J1•;1 ne ac 1v1 a , s1en1 ica-

~:.7_~~~-

lOjlg DN'A-!125 

Desyi"s de 6 c;F. ~r .. :ias ch in-:r:;.i::::i.c5.6n C!.da 7 días, se obtttv.o 

!l part:Ír de l.l'.70 litro.1 d~ ·:t• .• :ro 1::-. fr<icci6n correa!JOn:liflnte a-

la titullo'i:i6n ti~ '°"""'' ~.n· ;,e-::\:.lutin.':ci·fo directa. El caso de-

nu.estro co:itrol, :, ~ ti :,,1.5 sl ,;,_,r:ro dF. e .uino no in'ltU..'lizado con-

linfocito.1 ;-,'J'!::>;·os, "' - · . ,·:ir1n~o ;,?;1.~.:httin:aci6n CO!lic.ider~.ble; 

:ior otra :¿'Irte le: tit••J &.ci ~·~ rl-:1 ¿n.•.pc· de diluciones del ai;ero- -

Rencin de linfodtoc "'n '!l "''""ro r~al r· :·i'l' previa"'lente in:111lniz~ 

do con tales im1n'!d'.:;en.,~, ui obt•rn el -::ít 110 ,nh. alto en la cli-

luci6n corres:i::in·~i~"tr. 0 
:. •• d~ L:l280. Lvide!lte.nente se ott•JVO -
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Determin:- ci:l'n :'r- c; »c~01tr .. c:dn e!"' !Jroteinas. 

La cu-i.ntific:i.ción •:;t; .L; _,,-,::- "1 ,.-/'t.,clo ~e Lo: ry "'lOdific. '2•J 

:Folin-Cioc;:i.ltea•1 1951)( ) , .:E' olri:w;;-i 'no. co·1c:;ntr:·.cicfo tot:otl -

1e pr.,teinas de 31.5 :n.:; en los 21 ml de suero trat:,do con s•.tlf_!! 

to de a·:,o!'lio 

~islnnie~to y purific~ci6n d~ l~ IgG. 

Le. de:n1rDci0n ae I~ "e hi::".l .oic;>.tiendo el '~~todo de ?eterso~ 

'f '.lorber("!.955)(26)· Se hizo 'lnª zevindu cunntific•.ci:l'n de la c.,n-

centr·ci&n <~-" :irotoin;ois ¿.ir el .ito,:o Lo·.•:ry, 'J se obtnyieron 

11. ~-. n:} 11. 5 :~J.. 

res ?. lo.3 virus). 

1?5 :n comple;!'l se pre:mr6 :ne:?cl indo el D~rA-I - y 1~ I¡;G en ·ma 

T.e:::c1--·r1:~ ~- ·:,_9 ~ dE' Ie_G, eetc.ndo en :;oluci5n de 'TaCl 6.15•. 

~·'1=7. t'.~s1•,{ri do:! h~ber aido dializada d•.1rante 12 iloras contri\ 

s,1.u~ión dP ""~-citrato 0,02~ a !)11=7.8 y redisuelt3. al volv!:r a -

e ~·istHr l•, aonce:-itr~cHn a c.15:.:: con !'.aCl. Poi;tcriormcntc: L'.s 

'~t í~..tlr..e :..: -::c~f.:l?XOn r:or 1..tna colu~:.· con Eio¿cl A-50 con ::>bjcto-
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Curva tipo para la determinaci6n de proteina 

por e1 mi!'todo de Lowry. 
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fie. No. 5 
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Patrdn de eluci&n DNA-I125- IgG 

(DNA-r125-IgG) 
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fig. No. 6 
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Biogel A-50 

t.ltura: 38 cm 

Vel. fl11jo: 140 m1/h 
Eluy<nte : NaCl o.15M 

40 

Vol.(ml) 

. riH=7 
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t:qe:ctro <'.e absorci6n en la luz ul tr~Yioleta .;~ le~ 

P::!!'tícuL•.s ni:nil~·.rcn ti vi"!'l.:s. 

Se obtuvo el ez;iectro de absorci6n en el e:::;iectrofot6metro 

C:iry 15 ,1e tt."l'- 1iluci6n 1:40 de las partículas como r.e V€ en l :;-

fi...:. ··~.(?), -=n la ,,ue se obsi:rva un leve corri:!licnto h.;;cfo lon-

ei tucles de onéia :nayores C.ebido a Ju interacci&n de la proteina -

12~ 
Ié,i-DlTA-I , c0 :l!J::.r..::itlo con el :::s pee tro C.e nboorci6n ele l:.i !~ 

fi[. l!o. (13) se aprecia cl:: .. r::.::ientc una disimilitu<.l con el es¡iec-

t!'o tlcl c:>:n;ilejo, debido ::-. la :!!ayor densiuad drl co'!":ilsjo. 

Inc•.ti:::o.ci:Sn del com;:•l<.j'l !J!L'.-T
125

- IeG (c.ntilin!ocito .rn--

:::i¡·.;10) y las c~lul:ls bl aneo . 

Las ¡iE<rtículas similares a virus previa.11ente marcadas en su-

D!l,\ <'On yodo rc.dionctivo se pusieron a inci.1bar con sus célulus --

blanco, se obtuvieron le[! cuentas corres~ondientes 11 la r~dioncti 

vid!ld t'.ltal i!'-1.ci<;J. y consiilerada '.1SÍ co:IO el 100 ~; de la :-.idio--

~~t 100 $I rP.dic.cir<n totel inicial. 



Espectro de absorci&n del complejo 

DNA-1
125

- IgG (dil. ~O): 

As 

230 240 2ó0 280 JOO 320 (llm-) 

ong. d;¡ ondr-.. 



Espectro de abaorcicfo IgG'. 
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o. 

o. 

0.2 

278 

0.1 
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fig •. No. 8 
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les p2.rt{milas ~· 1~nic~· ·r,,te detectc.r lo. r;.dioact.ivic:ad emi i:idr1-

, "5 
".'Or el D':.t-r~ ca:-rt· do :;o::- las ·(lulae:, ""' lnvl:ron lo~ linfoci-

tos, dato:;; vnlores so:· con:·:BE-raron c·.s!: 

Rf' = ~ llE la r¡,.dioactivid<:d tot:?-.l '.'.le fij&ron l::.s cnula.s 

El !!!Odo df c~lc1la.rlo es el si¡;uiente: 

Rf' Cuentas de la llt--------- 100 ~ 

c:.ie:itaa de lo. Rf'------- X '/. 

Des!lul'r: de lu li&ü: c-;lulo.r el valor de la radioactividad -

del sobrenadente resulta:its se consider:S como índice ~el DNA-r125 

cuptado en el interior de la;; c~l11las, entonces para o';)tener Rti 

se pro ce di& e.sí: 

Rti Rcdioc,ctivid~·.d C!lpt?.da i;n el interiór 

Rti 2t------------ 100 ~ 

:!ud. int.------ 1. T> 

Donde : 

:lad. int.,. cnentao c\e la r;.C.ioe:tividad e ~ bfü, <:>n el 

i:-,t.erior de las célule.s. · 
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El porcentaje de la r~.dioactividad fijada <¡ue fué introduci-

da a las céllllas blanco, se denomin.~ (Rfi), y P.C.'.livale u lu iic---

mostr•;ici&n di; realizada la finalidad del experLnento, al detectar 

radioactividad de la fijada en el interior y el :t; se calcul6 l!SÍ : 

!lfi Radioactividad fijada en el interi.,r da las células 

Rfi Radioactivid:i.d fijada ------ 100 ~ 

!!r·dbactividad interior -------- X % 

X Porcentaj~ de radioactividad captada en el in~erior 

Los resultados se presentan en una tabla a continuación donde: 

Lote experimental: Incubaci&n de células bl:inco con las µart!cula.s 

si:nilares a virwl (llNA-I
125 

e IgG de et,uino --

ia'1111nizado. con las éélulas blanco J 

lote control: Incubnci6n de células blanco con las purt:!culas pa-

reoidas a virus(ilNA;-I125 e I.;G ue equino .!l2. in:nuniz.a 

do con t:élulas blanco~ 
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Tabla de renul tadoe ( 3 l 

e p b: del DNA-I125 
Porcentaje de !fadioactividné 

Incul:aci6n Ml11lr.s Sobre·:: dan 1t Rf Rfi 

C.-=('.'LV) b1 ·~'1CO 
t.r dt 

t:0!1 
c~lul .. s 

:¡,.ri. t;)tc•.J '!ad fijaM. !Lid 

i:4111l: ~ l'V·•.d:u: i 1!t!""h~",, C"j 

~1·.nco 
lísnd:-15 da 

1788) :4;5 ?226 l'.JO ;'. 30.3': r;, 40.JS 
,. 
i' 

(A) 
33:'3 ·~~ J7 1.3'?? 1~10 :·. 32.14 /, 45.37 

4.~91 1694 807 100 :~ 33,94 ,, 
47.G3 ~-~ ,, 

l7Fl8 1 1395 100 :' 7.8 " 
('J) 'J3n 57~ lC'O •' 6.2 :' 

~391 153 100 :·: 2.G ,, ,, 

(B).- Lote control 
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DISCOS ION 

'El "ll!Stodo Burton (1956) para la deter:ninacic5n de la concentr_2: 

cic5n de D!A resul.t6 eficaz para la cuantificacic5n, ya que tiene -

una eenaibilidaii de l a 100 p.g, y la concentracic5n obtenida CE¡6-

dentro de éste rango. El 1125 como marcador radioactivo se eligió 

to.T.ando en cuenta algll.nas cualidades; como la vida media 57. 4 días 

la accesibilidad que presenta para su manejo, el hecho de .:,ue for-

. :na complejos estables con el UNA. La formaci6n de 5-yodocitocina -

no altera considerablemente las ::iropiedades físicas, ni rt•lÍmic·.ls

del ácido nucleico y esto se de'?!Ostró porG,ue el espectro de ncsor

ci'5n del DNA-1125 es poco diferente del ll!IA nativo. 

Por otra parte, se hizo la consideracic5n de la eficacia de la 

iodinaci6n con el 1125 ~ue fu~ de un 27 ~. realmente no es un por

centaje muy elevado; sin embargo es .suficiente para lograr los fi

nes persev1idos, que eran =car el DNA, con un compuesto estable-. 

no !lerturbador de la estruct11ra del um •. 

Las detcr~inaciones de concentracic5n de proteínas indicaron -

una ·~~rdi~a pa:.ilatina de éstas sust>:\ncias debido principal:ni:nte a

l.a c1Esnat1ir,,lizacidn :ior ln '1lani11ulaci6n, este proceso red11jo en un 

0.5 .,.,g/:nl 11'. co'lcentr.0 ci6n orieinal, de hecho no considerable, sin 

e'!lbargo final,:ente. se contc5 cJn la cnntid:td necesaria para la pre-
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ri.6": P.'1 e]. col, ;i3rc, cli·,i.'1r-.r ,~ i.-,t.·r.-ccdn i1•oteina-,1rot~in::, 

,,rim-:rn:r.•:'1ti> '°·lu_·.j lro_ f:-•cci (n c?rrrn~io:idi·~nte al co".lplejo D~'.\-Il?. 5 

-J.eG debido " nu ~:iyo'!' peso nolecn.lnr, :;e.:; 1 ida11ente eluy ( la frac-

ci1n .corres!':>nñiente ;;. la Igf: y a5re3ado3. El es?ectr., ele absor---

c!dn de las pnrt!cnlaa purificad.~:::: rerul té ser :iarecido al de la--

I¡t}, :¡~lo · ue e., el 'lri-n''r cnao exhibe U"I leve corri-'1iento hacia -

Jone;i.tiülc:i dA onña "layares, lo o.ne indica un 11ayor peso :nolecular 

de la !,:!}, '"11entttcio .1or la ?resenci&. dP.l DNA-1125 , 

..\l ~nP.liz¡•.r ]<>.~ cifr<·'3 .. ., wdio·-ct:ividad fijnda !'Qr (1 .::rul)o-

ex'leri"l'"'lt:•l, rel8cio11 ':1dolas :·on la radioactividc•d capta-la en la 

incahaci dn !)ar el gru!>O contMl, se aJrecia mia ¡iro'.lorcidn real -nen 

te siznificativa es de 6:1, se re¿üotl'S •n )romedio de 32 '.! c~.::>ta-

eate úJ.timo ;orcii"!t!l.,ie es - tribnibl~ <. l('. fijacidn ines 1c·dfica dcl. 

d•• jo ;lcln ~vento Rit:nific:i.tivo, ·~11ic:·.··-"~rite co ~o referenci'.:' .. 

La rr.c!i'1activi~ad corres:i:>nt'iente al sobrenadante de 1-~s e~-

lulr-s lisadas e~ a1reci1' ·m ;iorcl''lt"!e pronedio de capt·cidn de 44,7 

'f,, equivElente a la rndioactividn~ ca;tada en el int<>rior. 

Bl -:iicnnL7"l·O ':r l'!!l";rada del '.l":·,-r125 
:i las c~l1llr.s blnnco ea-

bast-.nte cb,.•1';i'!:lle. Se 11neac ='e:is!U' de in"ler:iato c,•1e c:ebido :~ la-

tl~ s C)':l 1 .. 1s ? , ·~ 106 ~-'lul.?..:;, es 1111R cantidad 'll'lY dcs:-roporciona-
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di\ da !:1,-,.tículaR fij:"dan l·· 1..~: r:~l·:L.:· bll~nco; est".l .-.imado con cl

elev.-do TJeso ·nlec•1l,1r d· ·'ic:~-.~ '· ,..7-!c•,lur ( ?.5 X 107 ) '?;'··-('.-'~;· 

( 1 ?7C) ( 28), rewllta difícil im:l¡;in· r ,,,_,_e lus e;álnlc.;; ':l':P.d<-".l ".'eüs-

inmt'.lble, r.o r,t1ef!l."ldO otr., 3.lternr-tiva -..tte la íntrod tcci:fo, delJido 

¡¡ la ncci-:fo "ecáni CP. ·1enci · nh l" resistt:ncia o ,nenta :;ior la .·.e.nbr_s 

nn celulnr • 

. ,,_,r otro lado si 2e co:-i:::i.l<ra.".l l·.z Jro "i-=·~:·.~~::: faB'J••ític::::: •r.?, 

pÍ'lS .Jr los 1.infot'itOS 1 S'l''::.eren <Jtr.; '"Od•1 r1 r;c :_'1trod.,_cir el D'.1"-!l?5 

ya. ··1e rs 'JOCO -!"olrble debido a su ,9'é'.".l tM1a'¡o y " :::Ct elevn::!c pe~o 

roer:·) nolf?c•:lnr (150 000), ::"'Jn 11;l-'cuL1s :r.•1y :randes '1:.ra 'JOd<>r c··'2 

~~·.!"'t-'~ 1~1.le j' :·:-:! rier1n:!.tiese l'J. '?!1trndi.! o. l~~ I,:G f.st;:s te:iC.!·!:!.n ltl -

o;irt•.1::i:i:·d de p!'ote.;er P.l JJ:.rA-r125 de la 0cci fo •'e. lac nucleas::.s 

L'ltrucelulares, er;ta acción protectora de la Ie;G ,ólo s-::r!<~ posible 

:nientr:is ~::t11 r.o es d<i,'.:rllciad:i ror l3s protel'.sas, :•s! c;•.tc su vida --

~eCi~ €n el interior celular es muy breve. 

~1 :aec~ni::i.:io é!e per..etr;:.ciJn t:,.i:1::i~n 9oúrír:.. ser el !lrop;u1sto -

~·'>r "!:,ff <:t al ( 1372) ( 27); por el c•.u;l los antic·.1.crpos lle.:;:•n ~· -

a11s 1·ec:;c ~tiv';.; r(!ccptores en ~us c•~lul...., bl?.nco, entonce~ hay un-
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niente el ~arcajc·d9 la IeG con ( FITC) isotiocie."!B.to de fluoresc~ 

ína y observar al microsco;iio de flaorescencia la !lre¡¡aracid'n de la 

incubación de las '!JUrtÍc,tlas y las células blanco y Observar la fo,!; 

macid'n del "ca'Pping" ,en la superficie de la cél11la blanco. !'or otro 

lado l~s técnicas de radioautograf!a hubieran resultado bastante --

1ítiles para conocer en -:ue fl"B.ccid'n de los extr,¡ctoa cel•tlare11 11e -

E'n01irntra el DNA-I125 ; :id por el z·as:treo de éste co:nopuesto radio.!. 

~'ctivr..:nentP. .,,arcrdo h•1biese aclarado la localización exacta del -

ácido nucleico m0rcado. 

! 



CONCLUSIONES 
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C01'CLUS IOKES 

Fl ~?.!'C~5e del n·~·\ con I12~ ;ior el ,{todo Co=erford (1971) 

res•tl tcS cd~c·1arlo :¡:. r1ue ~l i'Jdin~r l~s ;oléculas del ácido n•1-

cleico con el r~diois6topo, se f1r"6 un co~~uesto radioactivo -

estable, r11e no elterd en forma considerable la estructura del

D!!A. El -,iorcent~~je de rc.dioectividad captado ;,-or el D:IA a•1m,ue• 

no fué alto, resultcS sufici;nte ¡.~.r~ realizar la función de tra 

zador radioactivo y ,,sí proporciontlI"Ilos la informacicSn acerca de 

la localizacicSn y la c~cntid:"d de D'{A-1125 presente en l&s ocai.;is¿ 

ne1; en c:ue fod requerido. 

La IgG ai.slada y purificada ju¿;d un papel determinante para 

la consecusicSn de los objetivos; al formar co~plejos estables~

con el D'IA y conservnr las características que le peroitieron -

identificr.•r su deterr.iinante• :mtiuénico, fijarlo, y así facilitar 

la e!ltrada del D:1A unido a su estr1ctur:!. 

Considerando los resultados obte'lidos mediante técnicas----· 

bastante re1JrOd\lciblea, se considera haber desarrollado un .:.éto

do para introd'1cir infor<:i;;ción genética a células eucariontes. -

lT'lo de los aspectos a desarrollar mediante este ..,dtodo sería 

el inc'rri~rar la informaciSn ee!ldtica al eenomn rle la célula blll!! 

co, con la c:>nsic.iiente expresión del .1dsmo, de,nostrar dicho even 

... 
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to, '!lediante ln ·norlific~,ción de lu. ~orfología, la eatri1ctura y las 

f•.1:iciones ce;lularca e:;:;>edfic&s, con l .. Ldentific,,clón de dic:1os -

ca.nbfos, así coino l.<t de nu&vos productos celulares, '11P.t?bolitos, -

enzi:.ns, hor.~?nas, p{ptidos, secreciones, etc., ücpentliendo de que 

tipo de inform~ción se introduzca. 

Las a;ilicnciones contempladaa.para la a!>licnci6n de éste ,,{-

todo van desde la rirdctica de t~cnicas blor¡•.dmicas, el ~nsap de -

ciencia pura, hasta el r•specto económico ju::;arfa un papel importan 

te, :¡;; -_.1r: se piensa se:da posible la producción de 1mstuncie.s 

celvl srei; de irn~ort~.ncia € conómica en c01ntid~ des co:nercialmente 

i:nport~ntes como ~ horro nas, enzimas, etc. cuyo aisla:niento y ¡:;u-

rl ficcción son proceaos muy costosos por su secreción en centida-

des 1,ínim«s y con una vida 11edie. muy corta. 

Por la incorporación del DNA al genoma t&.mbién sería f~ctible 

el ot.ten~r línet'S cel1Jlares nuevas, el tr::.nsformar a suceptible -

una cepa bncteriann, vírica resistente a los fármacos act~u;.les. ---

Se s1.1¿:iere tambUn como trata:niento terapéutico para corregir 

defectos ge11!!ticos de línfoci tos oncogénicos 1¡ue producen e.ltera-

ciones tAles col!O l.euce:nias, li!lfo:nas :r mielomas. As! co!l!O para el 

tr'.'.te.·~iento de la diabetes 1Kellitus juvenil, corrie;iendo las defi

ciencias en el eenoma por la introducción de información ge11ética 

normal. 
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RES!J:.!Etl 

Fste tr1!bajo olanteo la posibilidad de intr.:iducir infor.ncciJn t'.!'n.<

tica al interi".lr de un'1. ci!lula euc3rionte, el mec'.~nismo 'l•W ~e c:n-

rle) ~ara la realización de tal objetivo es por medio de la partici 

paci6n de Pnrtíc•tlas similares a virus, estos complejos, se comiti -

tuyen funda mentalmente co:no los virus auténticos: un ~cido nuele,i 

co y una c•tbierta proteica. 

El DNA que constituy6 el material ?e·1ético destinado a la fa -

bric<.ción de loo virus, se obtuvo por el método de Szybalskn y Szy

balal:i (1962), a partir de hígado de cor:ejo. Una vez aislado se mar 

có con 1125 !JOr la técnicr. de iodinación "in vitro" dE- D!·'.i\ propur!a-

to por Oommeford (1971}. Se obtuvo un 27 ~de eficacia en la iodin~ 

ción del DNA. La rot•tl:!ción del DNA se hL·o con la finr.lidad de for. 

'llar un comJJ•1esto estable ( 5-yodocotocina) Que sirviera ps.ra rastre

ar la localización y cuantificar la cantidad de D~A-I125 en detcrmi 

nad:i momento. rrna ve;: '.•Ue se contó con el DNA-iI125 en las condicio-

nes dese:<das de p•1reza y actividad emisora de particulas gamma, se 

procedió n la obtención del componente proteico para la fabricaci

ón de las p::.rtículas similares n virus • Se sabe que los anticuer

pos (eam~f,lobulinas), ~rPscntan características ravorables pura la 

pe:>.li wción rlP.l ex.,~ri:rento, entre ellas están ; son ,roteinas, 

::on la cr,naciclad d-; identificar y fi~arse al ".ntí¡¡eno ~ue le diÓ

lri "(·n. "i.>.ra la co·?111rob?..ci5n de la introducción de ':!IA «e la cél•.tla 
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blRnco, i;e tr:;br.~ó con ~· i::runos; el testie:o· que fueron p·:rt!cul:Ls -

C'onstit·•id,.,.s con D"4-r
12

' con IgG ne ec1uino no in:mmizado, ::.ientr:.s 

r:.ue el rru~o expcrbantal con. las ::i!<rtículas compu:;st!!s por D%-I
125 

y con IgG de ec .. ·iino in.11uni~P.do con las c~lltlas blt!nco (linfocitos-

humanos), 'lar¡,_ obtener ht I~ se inoc·Jl6 al anilllal ,;emanP.l:nente -

curnnte ó semanas nas ta obtener un título al to por He111aglutinaci6n 

directa, 1JOsteriormente se ai~ló, purificó y cliantificó la Ig'l oE, 

tenida, misma que com;tituyó el componente proteico del comple;io. 

?ara la formación de tal cor.t'1le ~o se mezcló en ::o lución el DUJ\ 

125 -I ".!On le I[!f. en nronorción 1: 400. Las partículas así for:nadas -

-'ª conc~ntr:.ron, ¡rnri ficaron y caructerizoron por eu ei:;iectro de-

absorciÓ"l y oor la ,., (L' -~tivid1<d que pr&sentaron. Las partículas 

, trtr1to 19.s control como los test ir.os, se adicionaron a un cultivo 

de c~lulas blanco, se rl~Jaron inc· hando durante 1 hora ~n e:l medio 

de cultivo, dando ti~11:;0 e que se efectuE.ran los procesos de identi 

fic?ci6n y fi,i;,c !6n '· los det· rminuntes antigénicospar las particu-

culas de las célnl&,; blanco. Al cabo de cumplirse el t iem;io de in -

cubaci6n, los linfocitos se l::w:.r~n eliminando ?f•rtículas ·: : .. e con-

to la radioactividad ~ue h~bíun fijado, al lisar las células y se~~ 

rar el sibr"n?dante se cuantific6 radioactividad én esta f ·acción -

que correspond Ca al interior celular: así .ie comnrobó , ue: efecti-

va.mente se efect••Ó la intro:dsHn ,¡.,, DNA " l".S c-!l1Jlus blanco. 
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