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INTRODUCCION 

El movimiento en sus varias formas es una propiedad 

fundamental de los seres vivos cuya existencia depende en -

gran medida de la rapidez y eficiencia con la cual transfor 

fam la energía química en trabajo mecánico. Para tal efecto 

los seres vivos han desarrollado estructuras altamente nepe 

cializadas y eficientes, como es el caso del músculo esque-

lético de vertebrados, en donde la dramática y repentina mo 

vilización de energía durante la contracción, es tal que es 

te efecto es observable macroscópicamento, Esto ha invitado 

al hombre desde tiempos remotos (1) a especular y tratar de 

explicar dicho fenómeno y desde entonces ne han aplicado ca 

si todas las técnicas que puedieran dar información sobre -

este fenómeno. Con el advenimiento de la bioquímica, varios 

laboratorios se dedicaron a estudiar la composición protéi-

ca del músculo, con el fin do entender y explicar el fenóme 

no de la contracción, demostrando que parte de la proteína 

podía ser extraída del músculo con soluciones concentradas 

de sales como el cloruro de potasio (KC1) 0.6M, y que después 

de agregar agua se precipitaba una substancia a la cual se le 

dió el nombre de miosina (2,3). En 1939 Engelhardt y Ljubimo-

va (4) demostraron que esta fracción poseía actividad de - - 

ATPnna y por otro lado se estaba acumulando evidencia de que 
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el ATP era el enlace entre las reacciones productoras de energía 

como la glicólisis y la respiración, con la actividad mecánica -

(5). Por otro lado Straub (6) demostró la presencia de otra pro-

teína, la actina, en esta fracción y en el residuo que quedaba -

después de la extracción, y Szent Gyorgi (7) encontró que el gel 

formado de la mezcla de actina y miosina era capaz de contraerse 

en presencia de ciertas sales y ATP. La demostración de que la - 

contracción puede ser reproducida in vitro con soluciones relati 

vamente simples, llevó el estudio de la contracción muscular a -

los terrenos de la biología molecular. Hasta la fecha se han pu-

rificado del músculo al menos 6 proteínas que Intervienen en el 

mecanismo de la contracción: tropomiosina, troponina, proteína-C, 

proteína de la línea M, y actininas u y B. 

La miosina se ha identificado como parte de los filamen-

tos gruesos del músculo esquelético de vertebrados. Por otro la-

do, Ebashi (6,9) ha propuesto que los filamentos delgados contie 

nen actina, tropomiosina y el complejo de troponina en una rela-

ción molar de 7:1:1. Esto ha sido reforzado por un gran número -

de experimentos bioquímicos e inmunoquimicos (8 a 12), difracción 

de rayos X, microscopla electrónica y difracción óptica de micro 

grafías electrónicas (13 a 18). 



CARACTERISTICAS DE LA ACTINA 

Pomo Molecular y Polimerización. 

La actina de músculo estriado, en una proteína globular 

de aproximadamente 55 A de diámetro (13) que migra en un gel de 

poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio, como una molécula 

de aproximadamente 42,000 daltones, tiene un punto isoeléctrico 

de aproximadamente 5.4 (actina-a) y constituye aproximadamente 

el 60% de los filamentos delgados. En la presencia de sales, po 

limeriza en filamentos largos que se conocen como actina-F para 

distinguirlos de la forma despolimerizada llamada actina-G. Ca-

da molécula de actina se une a una molécula de ADP o ATP y a un 

ién Bivalente, usualmente Ca
++ 

o Mg
++
. En 0.1M KC1 o 2mM MgC12 

la actina-G polimeriza siendo ente proceso acompañado por una hi 

drólinis del ATP unido (19): 

(Actina-G) n  + nATP-49(Actina-G-ATP)¿--0.actina-F-ADPn + nPi 

La polimerización es un proceso de 2 pasos: nucleación 

y elongación. La nucleaci6n ocurre sólo por arriba de una cier-

ta concentración, denominada concentración critica y la actina-

F (polimero) estará siempre en equilibrio con actina-G (mon6me-

ro) n la concentración critica característica, la cual es la - 
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constante de equilibrio para la ecuación (actina)n 	(actina)n-1 

+ actina. La polimerizaci6n de cualquier actina en un determina-

do solvente y a cierta temperatura está descrita por la concentra 

ción critica y por la viscosidad reducida de la actina-F, es de-

cir la pendiente de la viscosidad especifica en función de la -

concentración de actina (20) (Tabla 1). 

Al polimerizarse la actina forma una hélice que se enro-

lla a la derecha con una periodicidad de 36nm. El filamento ter-

minado tiene la apariencia de dos collares de perlas enrollados 

uno alrededor del otro (13,14,21). 

TABLA 1. Propiedades de Actina de Masculo Esquelético de 

Conejo (20). 

Concentración Crítica, mg/m1 

27r11143C1
2 0.114 KC1  

0.5M KC1 	0.5M KC1 
mil MgC12  1mM MgC12  

 

Fuente de Actina 	25°C 5°C 25°C 5°C 	25°C 	25°C 5°C 	Kaap, PM* 

Masculo Esqueléti 	0.03 0.03 0.03 	0.1 	0.02 	0.15 0.94 	7.1 

co de conejo. 

• 
Kaap es la concentración requerida de actina-F para alcanzar 1/2 
de la máxima activación de la ATP/loa-Mg-1+  de la meromionina pesa 
da de mósculo esquelético de connlo en 2.5mM MgC12, 2mM ATP, - 
2.4mM cloruro de imidazol a 24'C. 



5. 

Activación de la Actividad de ATPasa-Mg
++ 

 de la Mionina. 

Otra propiedad de la actina-t' de músculo de conejo en - 

la activación de la actividad ATPann-Mg+4  de la miosina. La - - 

ATPasa-Mg
++ 

de la Monina activada por actina puede ser caracte 

rizada por su velocidad máxima,conniderada como la actividad de 

ATPann por mol de miosina a concentraciones infinitas de actina 

y por la Kaap o sea la concentración de actina-F requerida para 

alcanzar 1/2 de la máxima actividad (Tabla 1). Es importante - 

usar como enzima cualquiera de los dos fragmentos proteoliticos 

de la miosina, meromiosina pesada (2 cabezas) 6 subfragmento 1 

(1 cabeza) los cuales a diferencia de la miosina, son solubles 

en las fuerzas fónicas bajas usadas para hacer los ensayos y lo 

mas importante es que son enzimáticamente similares a la miosi-

na entera (20). 

De especial importancia fueron las observaciones bochan 

por Huxley en 1963 (21), quien reportó que los filamentos de ac 

tina de músculo de conejo forman complejos característicos dono 

minados puntas de flecha cuando ne tratan con meromiosina pena-

da y se ven al microscopio electrónico, después de teñirlos ne-

gativamente. Esta observación dirigió durante un tiempo lon en-

fuerzos tendientes a la localización de actina, tanto en el mas 

culo como en células no-musculares. Man adelante discutiremos - 



con detalle las ventajas y desventajas de la técnica. 

Secuencia de Aminoácidos. 

La actina de músculo esquelético de conejo es una cade-

na sencilla y contiene 347 6 375 residuos de aminoácidos (22) y 

de acuerdo con los datos de secuencia su peso molecular es de -

41,785 y para la actina-G nativa es de 42,300, incluyendo al - 

ATP y un ion Ca4.4" como grupo prostético. Le actina de músculo -

esquelético de conejo contiene en la posici6n 73 un aminoácido 

raro, La N
t
-Metílhistidina cuya significaci6n biológica no ha - 

sido determinada pero debe ser importante debido a su estabili-

dad evolutiva (20) y probablemente el grupo metilo es transferi 

do por una enzima específica después de la síntesis in vivo de 

la cadena completa (23,24). De los estudien de dicroísmo circu-

lar (25), se ha observado que la actina tiene un 30% de hélice 

dato que concuerda con las 19 prolinas encontradas en los es 

tudios de secuenciación (22). 

Hasta la fecha se han secuenciado totalmente 5 actinas 

de músculo: 2 de músculo liso, aorta de bovino y molleja de po-

llo (26,27); 2 de músculo esquelético, de conejo (22) y de bovi 

no (26); y 1 de músculo, cardiáco de bovino (26), (Tabla 2). 

6. 
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Tabla 2 

Posiciones en la secuencia de aminoácidos de 9 actinas diferentes de músculo. 
Las posiciones de los aminoácidos en la secuencia catan hechos por analogía -
con actina de músculo esquelético de conejo. Los aminoácidos subrayados son 
aquellos en los cuales difieren entro ellas las 5 actinas (26). Los residuos 
marcados con * son aquéllos que difieren do le actina de músculo esquelético 
do conejo según los datos de Elzinga et al. (22,28,29). De la actina de mús-
culo cardfaco humano de los 79 aminoácidos secuenciados solo es diferente la 
posición 357 (Thr-3 Ser) (20). 

Tipon de Actina 

Número 
del 
residuo 

Músculo 	Músculo Músculo Músculo Músculo Músculo 
esquelético esquelético cardíaco cardíaco liso 	liso 
de conejo 	de bovino 	bovino 	humano 	pollo 	bovino 

(rápido, 	 (molleja) (aorta) 
lento) 

1 Asp Asp Ase Glu 	• 
2 Glu Glu Al* Glu Glu* 
3 Asp Asp Glu* Glu* Glu* 
4 Glu Glu Glu Glu Asp* 
5 Treo Treo Treo Treo Ser* 
6 Treo Treo Treo Treo Treo 
10 Cist Cist Cint Cint Cist 
16 Leu Leu Leu Leu Leu 
17 Val Val Val Cist* Cist* 
76 Isol Isol Isol Isol Isol 
89 Treo Treo Ser Ser 
103 Treo Treo Treo Treo Treo 
129 Val Val Val Val Val 
153 Leu Leu Leu Leu Leu 
162 Asn Asn Aun Asn Asn 
17G Met Met Met Met Met 
201 Val Val Val Val Val 
225 Asn Asn Ann Asn Asn 
259 Treo Treo Treo Treo Treo 
266 Inol Isol luol Isol Isol 
271 Ala Ala Aln Ala Ala 
278 Tlr Treo* Treo* Treo* Treo• 
286 ¡sol Isol briol Isol Isol 
296 Ann Asn Aun Ann Asn 
298 Met Met Leo* Leu* Leu* 
357 Treo Treo Ser* Ger* Ser* Ser* 
364 Ala Ala Ala Ala Ala 
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De los datos de secuencia se puede observar quo existen 

diferencias entre las actinas en lo que respecta a algunos ami-

noácidos (Tabla 2) aunque la secuencia como un todo está alta-

mente conservada (20). Por ejemplo, las actinas de músculo es-

quelético y cardiáco de bovino y las de músculo liso de pollo y 

músculo liso de bovino, difieren en 1,5,6 y 8, residuos respecti 

vamente, de la actina de músculo esquelético de conejo. En lo -

que respecta a la actina de músculo cardiáco humano, de los 79 

aminoácidos secuenciados solo 1 es diferente. Esto lo podemos re 

sumir de la siguiente forma (Tabla 3). 

TABLA 3. Número de intercambios de aminoácidos entre 5 actinas 

diferentes de vertebrados superiores (26). Los datos 

del músculo esquelético de conejo son de Elzinga et al 

(22,28,29). 

Esquelético 
Bovino 

Cardiáco 
Bovino 

Liso de 
pollo 

(molleja) 

Liso de 
Bovino 

(aorta) 

Músculo esquelético bovino 0 4 6 8 

Músculo cardiáco bovino 4 0 4 6 

Músculo liso de pollo 
(molleja) 

8 6 3 0 

Músculo liso de bovino 
(aorta) 

8 6 3 0 

Músculo esquelético de 
(conejo) 

1 5 G 8 



CELULAS NO MUSCULARES 

A raíz de la identificación de actina en el músculo y 

con el objetivo de explicarse fenómenos aparentemente contrác 

tiles tales como el flujo citoplásmico, el movimiento ameboi-

deo, la división celular e incluso el movimiento flagelar, va 

ríos laboratorios empezaron a buscar proteínas anal6gas a las 

del músculo en células no musculares, desde protozoarios has-

ta vertebrados, utilizando diversos enfoques tales como la mi-

croscopía electrónica, la inmunoquímica y la bioquímica. Los -

estudios de microscopia electrónica en células eucarióticas re 

velan microfilamentos (5-7nm ancho), filamentos intermedios - 

(10nm ancho) y microtúbulos (25nm ancho). Por su habilidad espe 

cífica para unir meromiosina pesada (21,30) los microfilamentoa 

de unas 60 células se han identificado como filamentos de acti-

na (31,32). En estos casos se ha encontrado una proteína que es 

capaz de activar la ATPasa-Mg
41 

de la mionina, característica - 

típica de la actina (31). La actina ha nido purificada aproxima 

damente de unos 15 tipos celulares y aproximadamente entre un 20 

a un 30% de la proteína total de célulan moviles, tales como ami 

has y plaquetas, y del 1 al 2% de la proteína de tejidos tales - 

como el hígado de mamíferos es actina (20). Los primeros estudios 

indicaban que la actina de células no musculares era similar a su 

contraparte en músculo. Actualmente no sabe que existen Olieren- 

9. 
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cias cuantitativas pero la molécula como un todo es cualitati-

vamente similar a su homóloga en músculo. 

Propiedades Físicas y Químicas  

Peso Molecular y Punto Isoeléctrico. 

Todas las activas de células no musculares estudiadas - 

hasta la fecha, tienen la misma movilidad electroforética en ge 

les de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio y corresponde 

a un peso molecular de 42,000 (33-44). De los estudios de enfo-

que isoeléctrico se ha visto que las células no musculares pre-

sentan dos isoformas beta y gamma (45,46,47) las cuales difie-

ren de la mas acidica actina alfa de músculo de conejo. Recien-

temente en Physarum se ha identificado una sola especie la cual 

es ligeramente más ácida que la actina alfa de músculo de cone-

jo (54): 

Actina 

de 

Physarum 

> (i » B > y 

  

Polimerización. 

La actina de células no musculares polimeriza para for-

mar filamentos helicoidales idénticos en estructura a los forma 
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don por la actina de músculo (33-35, 34-41, 44), con una peno 

dicidad de = 36nm (41,43,48-51). Al igual que la actina de Mil 

culo de conejo, todas las actinas de células no musculares tie 

nen unida una molécula de ADP o ATP más un ion divalente usual 

mente Ca
++ o Mg++ (32). Polimerlzan a una determinada fuerza - 

jónica: 2mM MgC12  6 1M KC1 para formar filamentos. La polimeri 

zaci6n de todas las actinas estudiadas es cualitativamente si-

milar a la polimerización de la actina de músculo de conejo, pe 

ro existen diferencias cuantitativas. Todas las actinas no mus-

culares parecen tener concentraciones criticas mayores que la de 

músculo, cuando se polimerizan en la ausencia de Mg++ en 0.1M y 

0.5M de KC1 (Tabla 4). 

TABLA 4. Comparación de algunas propiedades de actinas muscu 

lares y no musculares (20). 

Concentración Critica, mg/ml 

Fuente de Actina 

2mM Mr3C12  0.1M KC1 
0.54 gel/ 

MgC12  
0.5M KC1/ 

CaC12 

25°C 	5'C 25°C 5"C 25°C 25°C 	5°C 

Músculo esquelético 
de conejo 

0.03 0.03 0.03 0.1 0.02 0.15 0.94 

Plaquetas humanas 0.03 0.03 0.09 0.51 0.09 0.32 3.2 

Hígado de rata 0.02 0.2 0.08 0.4R 

Cerebro embrión de 
pollo 

0.02 0.02 0.07 0.5 0.01 0.22 

Acanthamueba 0.06 0.06 0.09 0.45 0.04 0.39 
warrIsT-- 

Kaap WM* 

7.1 

9.6 

9.6 

9.6 

21.7 

Mai) en la concentración requerida de actina-F para alcanzar 1/2 de la máxima 
activación de la ATPana-Mg44  de la ~Monina pesada de músculo esquelético 
de conejo en 2.5MM MgC12, 2W4 ATP, 2.4114 cloruro di; imidazol a 24°C. 
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Por ejemplo, en 0.5M ICC1/1mM CaC12  la concentración - 

critica de la actina de las plaquetas y la de A. castellani es 

mayor que la de la actina de músculo de conejo, la cual en es- 

tas condiciones es relativamente alta. Esta situación ha plantea 

do lo siguiente: si las activas de células no musculares se com- 

portaran in vivo igual que lo hacen in vitro éstas estarían com- 

pletamente polimerizadas a las concentraciones que se encuentran 

en la célula. De los estudios realizados en extractos crudos de 

A. castellani y plaquetas, se ha visto que la actina-G se encuen 

tra a concentraciones mayores que la critica, por lo que se ha -

postulado que esos extractos contienen substancias que impiden -

la polimerización de actina (20). Recientemente se han identifi-

cado 2 proteínas que interaccionan con la actina-G e impiden que 

ésta polimerize: una de ellas es la DNAasa 1 (52) la cual forma 

un complejo cristalino que no tiene actividad enzimética de - - 

DNAasa y la otra es la profilina que en una proteína purificada 

de bazo (16,000 daltones), que forma un complejo cristalino 1:1 

con la actina (53). El papel fisiológico de estas dos proteínas -

es desconocido pero interesante.Podrían ver puntos de control en 

la transición monómeroalipollmero indispensable para la formación 

de los filamentos de actina, en la distribución celular de actina 

y en la asociación de la misma con otros organelos como membranas 

y microtébulos. 
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Activación de la Actividad de ATPasa-Mg
44 
 de la Miosina. 

Todas las actinas no musculares que han sido purificadas 

activan la ATPasa-Mg++  de la miosina aunque se tienen datos cuan 

titativos en pocos casos. Debido a la sensibilidad del ensayo a 

cambios en la fuerza cónica o a las diferencias en la prepara-

ción de la enzima, la velocidad maxima puede variar un poco pero 

en general es idéntica para todas las actinas estudiadas. Sin em 

bargo, se requieren concentraciones mayores de actina de células 

no musculares que de músculo esquelético de conejo, para alcanzar 

a la mitad de la máxima activación o san Kaap (Tabla 4). Esto úl-

timo podemos esquematizarlo de la siguiente forma: 

Actina de Acanthamoeba) Actina de células ) Actina de músculo 
21.7vM 	no musculares 	esquelético 

Por lo tanto se requieren 1.3 voces mas actina de células 

no musculares y 3 veces mas de actinn dn Acanthamoeba con respec-

to a la de músculo esquelético de conejo para alcanzar la mitad - 

de la máxima activación de la ATPasa-Mu"" de la miosina. 

Secuencia de aminoácidos. 

Al igual que la actina de músculo eaquelbtico de conejo - 
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todas las actinas de células no musculares examinadas hasta la 

fecha tanto de vertebrados como de invertebrados, poseen en po 

sición 73 el aminoácido raro Nt-Metilhistidina (20,31,32,54,55). 

5610 en la actina de A. castellani no han detectado residuos -

de NI-Metil-lisina (56). 

Hasta la fecha se han secuenciado totalmente 4 actinas 

de células no musculares, la 8 y y de células de mamíferos, la 

de Physarum polycephalum y la de Dictiostelium discoideum (Ta-

bla 5). Las actinas de células no musculares de mamífero 8 Y Y 

y las de P. polycephalum y D. discoideum difieren de la de més 

culo esquelético de conejo en 25,24,32 y 31 residuos respecti-

vamente. Las diferencias con la actina de músculo esquelético -

así como las diferencias entre ellas, las podemos resumir de la 

siguiente forma (Tabla 6). 

51 calculamos el porcentaje de diferencia (Tabla 7) ve-

mos que las actinas de organismos evolutivamente tan distintos 

como Physarum polycephalum y conejo, difieren aproximadamente 

en un 8% de los residuos. Ahora bien, las actinas de P. polyce-

phalum y D. discoideum son mas parecidas a las actinas citoplás 

micas (4-5%) que lo que éstas últimas non a las musculares (7v.). 

Los datos de secuencia presentados anteriormente, nos - 
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Tabla 5 

Posiciones en las secuencias de 4 actinas diferentes de células no musculares. 
Las posiciones de los aminoácidos catan obtenidas por analogía con la actina -
de músculo de conejo. Los aminoácidos subrayados son aquéllos en lea cuales - 
difieren entre ellas las 4 actinas. Los residuos marcados con * son aquéllos 
que difieren de la actina de músculo de conejo. Todos los datos monos los de 
D. discoideum (55) son de (54). En el caso de D. discoideum compar(ndolo con 
P. polycephalum tiene (Leu--) Met, 189) y (Gln-4 Asp, 313). Esas posiciones 
no estan mostradas aquí. 

Tipos de Actina 
Número 

residuo 
del 

esquelético 	de mamífero 
Musculo 	Actina citoplasmética 

de conejo K Y 

1 Asp • Ausente * 
2 Glu Asp' Glu 
3 Asp /11.2. Glu' 
4 Glu Asp* Glu 
5 Treo Isol* 
6 Treo Ala' 
10 Cist Val' Ile' 
16 Leu Met* 
17 Val Cist* 
41 Gln Gln 
76 Ile Val* 
103 Treo Val* 
129 Val Treo* 
153 Leu Met* 
160 Treo Treo 
162 Aun Treo' 
176 Met Lee' 
201 Val Treo' 
217 (Ata Ciut 
225 Aun Gln* 
228 Ala Ala 
234a Ser Ser 
259 ' 	Treo Ala* 
266 Ile Leu* 
271 Ala Cint* 
278 Tyr Phe' 
28G Ile Val* 
294 Ala Ala 
296 Aun Treo* 
298 Met. Lee* 
305 Tir Tir 
316 Ile Ile 
357 Tren Ser' 
359 Gln Gln 
364 Ala Ser' 

	

Physarum 	Dyctiostelium  
polycophalum 	discoideum  

Glu 	112. 

	

Gli* 	CU' 

	

Glu* 	Glu* 

	

Asp* 	Asp* 

	

Val* 	Val* 

	

Gln* 	Gln* 

	

Ile" 	Ile' 

	

Met' 	Met' 

	

Cinto 	Cist* 

	

Treo* 	Treo* 

	

Val* 	Val* 

	

Val' 	Val* 

	

Treo' 	Treo* 

	

Met' 	Met* 

	

Ser' 	Ser* 

	

Treo* 	Treo* 

	

Lee* 	Leu' 

	

Treo* 	Trec ,  

	

Ala' 	Ala' 

	

Gln* 	Gin' 

	

Gin* 	Ala 

	

Ala' 	Ala* 

	

Ala* 	Ala* 

	

Leu* 	Leu* 

	

Ala 	Ala 

	

Tyr 	In 

	

Val* 	Val* 

	

Gly* 	Gly* 

	

Val' 	Val* 

	

Leu* 	Lou' 

	

Phc' 	Phc' 

	

Leu* 	Leu* 

	

Ser* 	Ser* 

	

Glu* 	Glu* 

	

Ser' 	Ser* 
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Tabla 6 

Número de intercambios de aminoácidos entre 5 actinas diferentes, 4 de célu- 
las no musculares y 1 de músculo esquelético de conejo. 	Datos tomados de --
(54,55). 

Músculo 
esquelético 
de conejo 

6 Y 
Physarum Ryqtiostelium 

polycephalum dIncoideum 

Músculo 
esquelético 
de conejo 

6 

Physarum 

0 

25 

24 

32 

31 

25 

0 

3 

18 

17-19 

24 

3 

0 

17 

15-17 

32 

18 

17 

0 

4 

31 

17-19 

15-17 

4 

0 

polycephalum 

Dictiostelium 
discoideum 

Tabla 7 

Porcentajes de diferencia de los intercambios de residuos de 5 actinas diferen-
tes 4 no musculares y 1 de músculo esquelético de conejo. 

Músculo 
enqueltico 
de conelo 

Physarum Dyctiostelium 
polycephalum discoideum 

Músculo 
esquelético 
de conejo 

Plymarum 

0 

6.6 

6.4 

8.5 

13.2 

6.6 

0 

.8 

4.a 

4.5-5 

. 

.8 

11 

4,5 

3.1-4.5 

8.5 

4.8 

4.5 

0 

1 

8.2 

4.5-5 

3.7-4.5 

1 
wlycephalum 

Dietiontelium 
Macoldeum 
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indican una conservación estricta de la estructura de la actina 

durante la evolución. Esto también es ilustrado por la ausencia 

de deleciones o adiciones a la cadena polipeptidica a partir -

del residuo 2. Además de la conservación en estructura primaria, 

un todas las actinas tanto musculares como no musculares, la dis 

tribución y número de residuos de prolina (19 residuos) permane-

ce constante y las substituciones de aminoácidos con cadenas la-

torales cargadas son raras indicando una alta conservación en 

la topografía superficial de la molécula de actina. 

De los datos presentados anteriormente se nota que exis-

te un alto grado de conservación estructural-funcional de la mo-

lécula de actina durante la evolución de las células eucarióti-

cas. 

Topografía del Citoesqueleto de Actina en Células no  

Musculares.  

Arriba mencionábamos que el uso de meromiosina pesada - 

jugó un papel importante en la localización de actina en célu-

las no musculares (3()). El uso de meromiosina pesada permite la 

localización de actina filamentosa (actina-11 en el plano del -

corte pero no revela la relación espacial de la actina con otros 

organelos o la distribución de las pozas de actina globular (ac- 



tina-G) (57). La meromiosina pesada no ha sido efectiva en otros 

casos debido a su incapacidad para unirse a la actina-F organiza 

da en forma de paracristal o cuando está asociada a otras protel 

nao (58). Además de que existe la posibilidad de que en algunos 

casos la adición de meromiosina pesada, puede inducir a la acti-

na-G, distribuida al azar, a que se organizo en filamentos (59, 

GO). Estos problemas han sido resueltos por el empleo de la mi-

croscopia de fluorescencia indirecta, usando anticuerpos altamen 

te específicos contra actina. Debido a la naturaleza ubicua y -

conservada de la molécula de actina y a las dificultades encon-

tradas para purificarla, los intentos dirigidos para obtener un 

anticuerpo contra esta proteína no han sido siempre positivos. 

Los enfoques experimentales usados para la producción de 

anticuerpos contra actina, han variado según los investigadores 

en lo que respecta a la fuente del antígeno, al animal usado para 

la producción, al estado de la molécula, a la ruta y frecuencia -

de las inmunizaciones, a la cantidad de antígeno inyectado, así -

como en los métodos y organismos usados para la caracterización -

del mismo. En la Tabla 8 se resumen algunas de estas variaciones. 

En otras palabras, no hay un método do uno general que garantizo 

la obtención de anticuerpos y frecuentemente cuando se llegan a - 

proucir, los títulos son bajos. Ant, Trenchev y llolborow (79) no 

logran producir anticuerpos utilizando el método descrito por La- 
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zarides y Weber (61). Lo que es claro, es que la molécula debe 

de estar alterada de alguna forma pues en su estado nativo no es 

inmunogénica (Tabla O). 

Del uso de ontos anticuerpos en inmunofluorencencia se - 

ha observado lo siguiente: los microfilamentos se encuentran dis 

tribuidos inmediatamente debajo de la membrana plasmática y en -

áreas seudopodiales, extendiéndose en microproyecciones tales co 

mo filopodios y microvellosidades. En células en cultivo los mi- 

crofilamentos presentan dos patrones generales: dispersos a tra-

vés del citoplasma en el espacio perinuclear y anoelados con las 

áreas de plegamiento de la superficie celular de células móviles, 

y como paquetes altamente organizados de filamentos, conocidos -

como fibras de tensión, generalmente submembranosas, formando lo 

que se conoce como citoesqueleto de actina. 

El objetivo del presente trabajo en la producción de an-

ticuerpos contra actina de músculo esquelético de conejo, que - 

puedan ser unadon posteriormente para la localización de actina 

a nivel celular, utilizando técnicas inmunofluorescentes e inmu-

nocitoquimicas. 



Fuente del inmunógeno DID IEF RIE CNM ME MI. Ref. Estado Producido en 

+5,6 	4,5,6 NP 
4,1,5 

NP 
7 

62,64 

NP 
NP 

4 
2,9 +
4 

NP 

NP 	66 
NP 	80 

+4 
62 

NP 	57 
NP 	81 
NP 	76 

1 
NP 	77 

48,11 
NI) 	2,6 	+1  

5 
+ 
+5,12 

NP 
NP 

NP 
NP 

Conejo 
Conejo 

6 NV 	NP 
, 

NP 
NP 	52 
NI> 	61 

4. Citoplanmática 
a) Timo de ternera 
b) 3T3 de ratón 

Desnaturalizada con SDS 
Desnaturalizada con SDS 

Detección y n'actividad cruzada 

1. Múnculo liso 
a) Otero humano 
b) Molleja do pollo 

c) Molleja de pollo 

2. Músculo Esguelltico 
a) Bovino 
b) Ratón 

c) Cerdo 
d) Camardn 
e) Conejo 
f) Conejo 

g) Conejo 

3. Músculo Oblicuamente 
Estriado 
a) Molusco 

Conejo 
Conejo 

Conejo 

Conejo 
Conejo 

Conejo 
Conejo 
Borrego 
Conejo 

Conejo 

Conejo 

Desnaturalizada a 4°C 
Nativa adsorbida con alumbre 
Desnaturalizada con SDS 
y adsorbida con alumbre 
Desnaturalizada con SDS 

Desnaturalizada con SDS 
Inmobilizada en Bliacrilamida 
SDS 

Desnaturalizada a 80°C 
Desnaturalizada con SDS 
Oxidada y Carboximetilada 
Desnaturalizada con SDS y 

tratada con glutaraldehido 
Desnaturalizada con SDS 

Desnaturalizada con SDS 

1,4 	1,4 
+
4 79  

NP 	78 

NP 	NP 
NP 	+5  

NP 	NP 
+2,9 NP 
NP 	NP 
NP 	NP 

NP 	NP 	+2 
NP 	NP 	83 

+
a 

NP 

7 
2,9 +
2 

NP 

+5 

NP 

5 
5,10 

+1,5 

NP 
NP 

1,2 4
6 

+5 NP 
NP 

Tabla 8 

Enfoques experimentales usados nn la producción, detección y caracterización de anticuerpos contra actinn 

DID, doble inmunodifusión; IEF, inmunoelectroforesis; RIE radioinmunoennayo; CNM, cólulas no musculares, ME, músculo --
esguelático; ML, múnculo liso. En nl caso de CNM, ME y ML ne caracterizaron por inmunofluorencencia, inmunocItoguímica 
e inmunohistoquímica. NP, no probado. 1, humano; 2, conejo; 3, Dronophila; 4, rata; 5, ratón; 6, pollo; 7, cerdo; 8, - 
bovino; 9, camarón; 10, erizo; 11, molusco; 12, hámster. 

o 



MATERIALES Y METODOS 

PURIFICACION DE ACTINA 

La actinia se purificó de músculo esquelético de conejo - 

por 3 ciclos de polimerizaci6n-despolimerización (11), a partir 

de un residuo acetónico preparado esencialmente de acuerdo a Fe- 

uer et al (85) con las modificaciones sugeridas por Strazelecka- 

Golaszewska et al (86). Brevemente, el residuo se extrajo duran- 

te 30 minutos a 0°C con 20 volúmenes de amortiguador A (2mM Tris 

C1, 0.2mM ATP, 0.5mM B-Mercaptoetanol, 0.2mM CaC12  pll 8 a 25°C). 

El extracto se filtró y el residuo se lavó con 10 volúmenes de -

amortiguador A. Los filtrados se juntan y se centrifugan a 10,000g 

durante 30 minutos. La actina-G se polimerizó a temperatura am-

biente durante 2 horas, llevando el sobrenadante a 50mM de KC1 y -

2mM MgC12. Se le agregó KC1 hasta 0.6M, y se agitó 'lentamente a - 

temperatura ambiente durante 1.5 horan. Este paso es importante, 

pues bajo estas condiciones cónicas, la actina se separa de la - 

tropomiosina, siendo esta última uno de los principales contami-

nantes de las preparaciones de actina. El extracto se centrifugó -

a 80,0009 y el precipitado (actina-F) se resuspendió en 3 volúme-

nes de amortlquador A dializándose contra el mismo amortiguador -

durante 3 dlas, cambiando el dializado cada 24 horas. Esto se re-

pite '1  veces más y la actina-G se almacenó a-20°C en amortiguador 

21. 
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A a una concentración de 6 mg/ml. Debido a que la actina obteni-

da después de 3 ciclos de polimerización-despolimerización, pre-

sentó contaminantes de diferente peso molecular, se purificó en 

un gel de poliacrilamida-SDS. Este tratamiento además de separar 

los contaminantes, desnaturaliza In molécula haciéndolo antigéni 

CA. 

PREPARACION DEL ANTIGENO 

Para su uso como antígeno se siguieron dos esquemas de - 

purificación y desnaturalización: en un caso después del 3er ci- 

clo de polimerización-despolimerización se tomó entre 0.5 y 1 mg 

de la preparación de actina-G, se le agregó amortiguador de solo 

bilización y se hirvió durante 2 minutos. La muestra se aplicó - 

en un gel preparativo (1.5mm) de poliacrilamida-SDS al 11% y se 

corrió a 15mA durante 6-7 horas. El gel se tiño y se destiñó. La 

banda correspondiente a la actina so cortó con una navaja, se ho 

mogenizó en amortiguador de fosfatos pH 7.2, se emulsific6 1:1 - 

con adyuvante completo de Freund (Difeo) y así se usó como antí-

geno. En el otro caso después de cortar la banda de actina, la -

proteína se eluyó electroforéticamente dentro de una membrana de 

diálisis (Thomas, Co. H Catálogo 3787-D10) de acuerdo a la técni 

ca de' Anderson (87) con algunas modificaciones. Las columnas de 

eluciÓn (Fig. 1), se prepararon a partir de pipetas de vidrio de 



23. 

5 ml a los cuales se les cortó aproximadamente 0.5 cm de la pun-

ta, con el objeto de que el diámetro interno en esa zona mea ma-

yor y así facilitar el flujo de corriente. Se colocó un colchón 

de lana de vidrio en la punta de In pipeta, para retener los fral 

mentos de acrilamida. Por otro lodo se amarró con hilo de nylon -

un pedazo de membrana de diálisis de 5 cm de largo y 1/4 de pulga 

da de diámetro en uno de sus extremos, se llenó con el amortigua-

dor de elución (.0198M Tris, .153M glicina, .80% SDS) y se inser-

tó la punta de la pipeta, con 1 6 2 ml de amortiguador, dentro de 

la membrana de diálisis, teniendo cuidado de que quede bien asegu 

rada y que no queden burbujas de aire. 

Las pipetas con la membrana de diálisis se montaron en - 

una cámara de electroforésis en disco (Bio-Rad fi Catálogo 165-

0130) cuyo reservorio inferior se llenó con el amortiguador de -

elución. La banda de actina se cortó en pequeños trozos y se equi 

librÓdurnste 30 minutos con el amortiguador de elución, aplicándo 

se a la columna con una jeringa de 5 ml sin aguja, y empacándola 

con una varilla de vidrio. t1 reservorio superior se llenó con - 

amortiguador de elución. El ánodo se conectó al reservorio infe-

rior y el cátodo al superior. La proteína se eluyó a 1.5mA por pi 

peta durante 18-20 horas. La proteína eluída se llevó a 1% SDS y 

1% de 1-Mercaptoetanol y se hirvió 2 minutos. Se emulsiticó 1:1 

con adyuvante completo de Freund y do esta forma se usó como anta 



RESERVORIO 
SUPERIOR 

GEL DE ACRILAMIDA. 

      

      

      

RESERVORIO 
INFERIOR 

LANA 
DE VIDRIO 

BOLSA 
DE DIALISIS 

  

      

      

riq. 1. Sistema para la elación de ¡tetina de mIsculo enqueM- 
tico de conejo a partir de una l'anda cortada de un -
gel preparativo de po1incribunlda-S17S. 

24. 
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geno. 

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA CON DODECILSULFATO DE SODIO 

El análisis de polipóptidos so realizó en geles en pla-

ca de poliacrilamida dodecilsulfato de sodio (SDS) al 11% el gel 

separador y 4% el concentrador de acuerdo a Laemmli (84). Las -

muestras se solubilizaron en 0.05M Tris pu 6.8, 0.002M EDTA, 1% 

SDS, 1% B-Mercaptoetanol, 10% Glicerol, calentándolas a ebulli-

ción durante 2 minutos. Los geles se tiñen con 0.05% de azul bri 

liante de Coomassie R250 en 10% de ácido acético y 10% de meta-

nol y se destiñen con 10% de ácido acético y 10% de metanol. 

INMUNIZACION Y ORTENCION DEL SUERO. 

Durante este trabajo se utilizaron un total de 5 conejos 

de la raza Nueva Zelanda con un peso de entre 2.5 y 3.5 Kgr. Las 

primeras 4 inmunizaciones se hicieron con el antígeno insolubili 

zado en acrilamida y las siguientes con el antígeno eluído clec-

troforéticamente. La ruta de inmunización fué variable, así el - 

día 1 se repartió el antígeno en los cojinetes plantares e intra 

dérmicamente en el dorso; el día 8 se repartió intradermicamente 

en el dorso; el día 136, 155, 176, 311 y 351 se repartió intra-

muncularmente en las patas traseras. hos animales se sangraron - 
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generalmente 8 días después de cada inmunización ya sea por pun-

ción cardiáca o de la vena marginal de la oreja. Para separar el 

suero, la sangre se incubó 1 hora a 37°C y 24 horas a 4°C. El -

coágulo se separó del suero con un aplicados de madera, se decan 

t6 el suero y se centrifugó a 10,000g durante 15-30 minutos. Se 

guardó a -20°C en alicuotas de 500 pl. 

PURIFICACION DE LOS ANTICUERPOS ANTIACTINA. 

En algunos casos los anticuerpos en el suero se separaron 

por 3 precipitaciones secuenciales de las gamma-globulinas (IgG) 

con sulfato de amonio a una concentración final de 1/3 de satura-

ción (88). La fracción de gamma-globulinas se dializó contra amor 

tiguador de fosfatos p11 7.2 para eliminar el exceso de sulfato de 

amonio y se almacenó a -20°C en alicuotas de 500 pl. Laa IgG fue-

ron obtenidas por cromatografía en columna, de DEAE celulosa, de 

la fracción de sulfato de amonio. La columna se equilibró y se - 

eluyó con 0.01M de fosfato de sodio p11 8.0. Las fracciones corres 

pondientes a IgG se almacenaron a -20"C en alícuotas de 100 pl. -

Los anticuerpos monoespecíficos contra actina se purificaron por 

afinidad de acuerdo a la técnica de Sundovist et al (89) con algu 

nan modificaciones. Se tomó 1 ml de actina-G (6 mg/ml) de músculo 

esquelético de conejo después de 3 ciclos de polimerización-despo 

lirnerización y se indujo a polimerizar a temperatura ambiente por 
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la adición de KC1 a 50mM y MgC12  a 2mM. A la solución de actina 

polimerizada (actina-F) se le agregaron 4 ml de suero inactivado 

a 56°C durante 30 minutos (90,91,92,93) y diluido 1:4 con fosfa-

tos pH 7.2, 50mM KC1 y 2mM MgC12, y so incubó durante 10 horas 

a 4°C, se centrifugó a 140,000g (Rotor 50.1 Beckman), para sedi-

mentar los complejos de actina-F 4 antiactina. El precipitado se 

volvió a incubar con 4 ml de suero diluido 1:4 durante 21 horas 

a 4°C. Se sedimentó a 140,000g y el precipitado se lavó por cen-

trifugación con fosfatos p11 7.2, 50mM KC1 y 2mM MgC12  hasta que 

la absorbencia del sobrenadante fue menor de 0.01. El precipita-

do se incubó con 0.1M glicina pH 3, 50mM KC1 y 2mM MgC12  durante 

1 hora a 37°C. Se depositó sobre un gradiente descontinuo de sa-

carosa 2M y 1M en 0.1M de glicina pi! 3, 50mM KC1 y 2mM MgC12, y 

se centrifugó a 140,000g durante 30 minutos. La actina-F se que- 

da en la interfase 2M-1M y los anticuerpos se recuperaron en la 

fase superior. Se neutralizo el pH con Na011, se dialiE-aron con- 

tra amortiguador de p11 7.2 y se guardaron a -20°C en alicuotas - 

de 100 id a una concentración de 240 ini/ml. 

INMUNODIFUSION E INMUNOELECTROFORES15. 

La presencia de anticuerpos precipitantes se monitoreó - 

por doble inmunodifusión en geles de aqarona al 1% en 2mM Tris-

C1, 0.5mM 1-Mnrcaptoetanol, 0.2mM M Cnel2' 01% mertiolate a un - 
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pH de 8, para evitar la polimerización de la actina (94). Después 

de 24 a 48 horas de difusión a temperatura ambiente las placas se 

lavaron durante 3 dina a 4°C con amortiguador de fosfatos pH 7.2 

con cambios cada 24 horas. Se secaron a temperatura ambiente por 

evaporación colocándoles una tira de papel filtro humedecido con 

agua destilada. Después del secado so tiñeron durante 1 hora con 

1% de Negro Amido en 10% de ácido acético y se destiñeron con áci 

do acético al 10%. La presencia de anticuerpos contaminantes se - 

monitore6 por inmunoelectroforésis en gel de agarosa al I% en -

0.05M de barbítal de sodio a un pH entre 8.6 y 9. El antígeno se 

corrió a 2mA por placa durante 2 horas. Después de la electroforé 

sis se colocaron los anticuerpos y se dejaron difundir durante -

24-48 horas a temperatura ambiente. El lavado, secado y tinci6n -

de las placas fué igual que en doble inmunodifusión. 

CULTIVOS CELULARES 

La línea celular VC-6 de fibroblastos humanos usada en es 

te trabajo, so obtuvo a partir de prepucios humanos y fue donada 

generosamente por Fernando Montiel de) Laboratorio de Antonio Ve-

lázquez del instituto de Investigaciones niomédicas de la U.N.A.M. 

Las células se mantuvieron en cajas T 75 (Lux Sci Co.) en solución 

MEM suplementada con 10% de suero bovino fetal (Gibco), 0.011% de 

piruvato de sodio, 0.005% de ácido ascórbico, 1% de antibiótico - 
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(10 x 106 U.I. de penicilina G-sódica, 12 gr de sulfato de es-

treptomicina, 250 mg de tetraciclina por cada 1,000 ml de agua 

destilada) a 37°C en una atmósfera con 5 a 7% de CO2. 

La linea celular de fibroblastos de ratón suizo 3T3 se - 

obtuvo de Waldi Kuri del CINVESTAV del I.P.N., como monocapa en 

cubreobjetos. Las células se mantuvieron y subcultivaron en MEM 

modificado por Vogt-Dulbecco suplementado con 10% de suero de Bo 

vino (Gibco). 

INMUNOFLUORESCENCIA E INMUNOCITOQUIMICA. 

Para los estudios de inmunofluorescencia e inmunocitoqui-

mica las células de un cultivo en fase exponencial de crecimiento, 

se lavaron con 0.304% Tris, 0.04% KC1, 0.8% NaC1 0.02% EDTA pH 7.7 

a 2540 y se incubaron con 0.25% de tripsina (Difco) a 37°C, hasta 

que las células se despegaron. La suspensión se diluyó con MEM su 

plementado y se inocularon 0.5 ml de la misma en cajas de Petri - 

estériles (Vela Plastic S.A.) con 3 ml de medio y 2 cubreobjetos 

de 18 x 18 mm esterilizados flameándolos con etanol. Los cultivos 

se incubaron entre 24 y 72 horas a 37°C en una atmósfera con 5 a 

7% de CO2. 

Las células se procesaron de dos formas para visualizar - 
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los microfilamentos de actina y de acuerdo al tratamiento se 

les denominó células completas y citoesqueletos: 

• 
Preparación de células completas (5). 

a) Lavar los cubreobjetos con amortiguador de fosfatos p11 7.2. 

b) Fijar con 3.5% formaldehido en amortiguador de fosfatos pH 7.2, 

2mM KC1 durante 5 minutos a temperatura ambiente. 

c) Lavar con amortiguador fosfatos pH 7.2. 

d) Tratar con metanol a -20°C durante 4 minutos. 

e) Tratar con acetona a -20°C durante 2 minutos. 

f) Lavar con amortiguador de fosfatos p11 7.2. 

g) Usar directamente o guardar a -20°C. 

Preparación de citoesqueletos (6). 

a) Lavar los cubreobjetos con TGMC (25mM Tris-C1, 5mM Glucosa, 

0.5mM MgC12, 137mM NaC1, 5mM KC1, 0.025mM CaC12, pH 7.4). 

h) Liaar con 0.5% de Tritón X-100 en TGMC durante 5-10 minutos 

a temperatura ambiente. 

c) Lavar con TGMC. 

d) Tratar con metano) a -20°C durante 10 minutos. 

e) Fijar en 3.5% formaldehido o 1% glutaraldehido en amortiguador 

de fosfatos p11 7.2 durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

f) En el caso de fijación con glutaraldnhido los cubreobjetos se 

tratan durante 15 minutos a temperatura ambiente con Na1114  - 
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0.5 mg/ml en amortiguador de fosfatos pH 7.2 para reducir al 

dehídos libres (97). 

g) Lavar con amortiguador de fosfatos pH 7.2. 

h) Usar directamente o guardar a -20'e. 

Inmunofluorescencia. 

Las incubaciones con el anticuerpo nntiactina se realizaron - 

de la siguiente manera: 

a) Colocar en un portaobjetos 25 ul de antiactina, como suero to 

tal inactivado a 56°C, o como IgG o anticuerpos purificados - 

por afinidad. 

b) Tomar un cubreobjeto con células previamente fijadas e inver-

tirlo sobre la gota de anticuerpo, tomando precauciones para 

que no queden burbujas de aire. Incubar entre 30 y 45 minutos 

a temperatura ambiente. 

c) Se d«,sprende por capilaridad agreagando amortiguador de fosfa 

ton pH 7.2, se invierte y se lavo con amortiguador de fosfa-

tos pH 7.2 en una caja de Petrl 3 veces, cada una durante 10 

minutos. 

d) Colocar en un portaobjetos 25 ul de antigammaglobulina contra 

conejo obtenido en chivo y acoplado a fluoresceína (Hoesch) a 

una dilución 1/10 e invertir el cubreobjetos sobre la gota. In 

cubar entre 30 y 45 minutos a tempernturn ambiente. 
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e) Lavar igual que en c). 

f) Montar en amortiguador de fosfatos pH 8: glicerol (1t9). 

Las preparaciones se observaron y fotografiaron en un mi 

croscopio Zeiss, equipado con óptica para epifluorescencin y los 

filtros adecuados para isotiocianatp de fluoresceírta. Se fotogra 

fiaron con película Kodak Ektachrome (ASA 400, DIN 27). El tiem-

po de exposición fud de 30 segundos. El rollo se procesó comer-

cialmente. 

Inmunocitoquimica. 

Las reacciones inmunocitoquímicas se efectuaron en cito-

esqueletos usando complejos solubles de peroxidasa-antiperoxida-

sa (PAP), esencialmente como fué descrito por Sternberger et al 

(98). Las incubaciones con anticuerpos y los lavados se hicieron 

exactamente igual que en inmunofluorencencia. Brevemente, las cé 

lulas fijadas se incubaron con antiactina entre 30 y 45 minutos, 

se lavaron con amortiguador de fosfatos pH 7.2 y se incubaron - 

con antigammaglobulina de conejo obtenido en chivo; se lavaron -

con amortiguador de fosfatos pH 7.2 y se incubaron con PAP (Dako) 

diluida 1/100. La actividad de peroxidasa se reveló incubando los 

cubreobjetos con una solución al 0.06% de diaminobencidina (Sigma) 

y 0.03% de 11202 de acuerdo a Graham y Karnevsky (99). Las prepara- 
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ciones se lavaron con 1120 destilada y se montaron con resina sin 

tética al 60% en Xilol (Sigma) previa deshidratación en alcoho-

les. Las preparaciones se observaron en un microscopio Zeiss con 

campo claro y se fotografiaron con película Kodak Ektachrome 

(ASA 400, DIN 27). Los tiempos de exposición fueron dados automá 

ticamente por el microscopio. El rollo se procesé comercialmente. 

Los controles usados en los experimentos de inmunofluorescencia 

e inmunocitoquimica fueron los siguientes: 1) Incubar las células 

con una concentración similar de suero o IgG obtenidos antes de -

empezar las inmunizaciones; 2) incubar las células sólo con el an 

ticuerpo fluorescente a la dilución usada 6 en el caso de la inmu 

nocitoquimica incubar sólo con el anti conejo (chivo) y PAP o só-

lo con PAP; 3) absorber el antiactina con el antígeno antes de la 

incubación. 

Análisis en gel de poliacrilamida-SDS de las proteínas pre - 

sentea nn el citoesqueleto de fibroblastos. 

Las células se crecieron a confluencia en una caja T75 y 

se lavaron con TGMC. Se lisaron con 0.5% Tritón X-100 en TGMC du-

rante 5 a 10 minutos y se lavaron con la misma solución. A la ca-

ja se le agregó 1 ml del amortiguador de solubilización (electro-

forénin) y los citoesqueletos se desprendieron raspando el fondo 

de la caja con un "gendarme". La suspensión se solubilizó calen- 
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tándola a ebullición durante 2 min. Se us6 directamente o se al 

macen6 a -20°C hasta su uso. 

Otros métodos  

La determinación de proteínas no realizó colorimétrica-

mente usando azul de Coomassie de acuerdo al método de Bradford 

(100) utilizando el ensayo de proteínas obtenido comercialmente 

de Bio rad, con gamaglobulina de bovino como estandar. 



RESULTADOS 

Purificación de Actina  

En la Figura 2 me muestra actina de músculo esquelético -

de conejo, purificada por 3 ciclon de polimerización-despolimeri-

zación (11) a partir de un extracto de músculo esquelético de co-

nejo (86). Como se observa en la Figura 2D,F,H y J, la banda más 

prominente comigra con actina de músculo esquelético de conejo ob 

tenida comercialmente, pero además hay otras bandas fundamental-

mente de peso molecular elevado que persisten en estas preparacio 

nes. 

Preparación del Antígeno 

La actina de músculo esquelético de conejo después de 3 - 

ciclos de polimerización-despolimerización (Fig. 2) se corre en - 

un gel preparativo de poliacrIlamida-SDS (Fig. 3) y la banda co-

rrespondiente a la actina se cortó con una navaja después de te-

ñir el gel con Coomassie. La banda se homogenizó, se emulsificó y 

se inyecté a los conejos. Debido a que la acrilamida es un irritan 

te severo que produce inflamación y necrosis en los sitios de in-

yección, se decidió electroeluir la proteína después de haberla -

purificado a través de un gel de polincrilamida-SDS, La proteína - 
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electroeluida en bolsas de diálisis se llevó a 1% de SDS y 1% de 

B-Mercaptoetanol, se hirvió, se emulsific6 y se inyectó a los co 

nejos. La Figura 4 es un ejemplo de actina electroeluida y vuel-

ta a correr en un gel preparativo. En la Figura 5 se muestra ac-

tina electroeluldn (C), comparándola con actina después de 3 ci-

clos de polimeriznción-despolimerizaci6n (B) y con el extracto a 

partir del cual se purifica la actina (A). Es evidente la pureza 

del antígeno usado para la producción de anticuerpos. 

Doble Inmunodifusión e Inmunoelectroforésis  

La presencia, homogeneidad y especificidad de los anti-

cuerpos antiactina se monitore6 por doble inmunodifusión e inmu 

noelectroforésis. En la Figura 6A se muestra unaplaca de doble 

inmunodifusión en el centro de la cual se pone a difundir el -

suero contra concentraciones decrecientes de actina de músculo - 

esquelético de conejo alrededor. Como os evidente, sólo se obser 

va una banda de precipitación indicándonos la presencia de una -

población de anticuerpos dirigidos unicamente contra una molécu- 

la. Los anticuerpos precipitantes aparecieron aproximadamente a 

los 4 1/2 meses después de la primera inyección del antígeno. Los 

sueros de cada animal se manejaron por separado y en esencia to-

dos dan la misma respuesta. Por otro lado, también se forma banda 

do precipitación contra actina de músculo onquelótico de pollo - 
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Fig. 2. Electroforésis en gel de poliacrilamida-SDS de un ex-
tracto de músculo esquelético de conejo y de actina -
purificada de ese extracto por 3 ciclos de polimeriza 
cibn-depolimerización A,C,E,G,I 13 pgr de actina de = 
músculo esquelético de conejo obtenida comercialmente. 
Ti, 160 pgr extracto de músculo esquelético do conejo; 

40,80,160 y 200 pqr respectivamente de actina 
de músculo de conejo después do 3 ciclos do polimeri-
zación-despolimerización. La banda de actina se seña-
la con una flecha. 
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Fig. 3. Gel preparativo de poliacrilamida-SDS de actina de -
músculo esquelético de conejo después de 3 ciclos de - 
polimerizacien-despolimerisación. Se corrieron 480 vgr 
en un gel al 111. La banda correspondiente a actina -
(flecha) se removió del resto del gel y se usó como an 
tigeno. 
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Fig. 4. Gel preparativo de poliacrilamldn-SDS de actina de mós 
culo esquelético de conejo después de 3 ciclos de poli 
merizaci6n-despolimerización previamente separada y - 
eluida. Se corren 90 pgr en un gel al 111. Le banda de 
actina (flecha) se removió del gol, se eluy6 y se usó 
como antígeno. 
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Fig. 5. Gel de poliacrilamida-SDS mostrando varios pasos de pu 
rificación del antígeno. A, extracto de músculo esque-
lético de conejo; 13, actina de músculo esquelético de 
conejo después de 3 ciclos de polimerizacién-despolime 
rización; C, actina de músculo esquelético de conejo se 
parada por electroforésis en gel de poliacrilamida-dodI 
cilsulfato de sodio y posteriormente electroeluida. La 
banda de actina se señala con una flecha. 
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(datos no mostrados en este trabajo). Debido a que en la inmuno 

electroforésis se separan mezclas antigénicas en función de la 

carga de cada uno de los componentes, esto nos permitiría detec 

tar sistemas antígeno-anticuerpo que no se resuelven en doble - 

inmunodifusión. 

En la Figura 613 se muestra una placa de inmunoeloctrofo 

résis en donde vemos una sola banda de precipitación con 40 vg 

(613,1) y 120 vg (613,2) del antígeno, aunque en este Gltimo caso 

la banda se encuentra a todo lo largo del gel desde el origen. 

Purificación de los Anticuerpos Antiactina 

En algunos casos se separó del suero la fracción de ga-

mmaglobulinas precipitándolas con sulfato de amonio a 1/3 de sa-

turaciGn y se separó la IgG por cromatografía de intercambio ió-

nico en DEAE celulosa. La Finura 7 en un ejemplo de una precipi-

tación con sulfato de amonio y purificación de IgG por DEAE celu 

lona y el análisis en gel de poliacrilnmida-SDS. Para los experi 

mentos de inmunocitoquímica se us6 la fracción 4 de la columna. 

Es evidente la pureza de esta fracción. Sólo se aprecian las ca-

donan pesadas y ligeras de la IgG. Con el fin de obtener exclusa 

vamente la población de anticuerpos contra act:ina, y disminuir -

al máximo posible el pegado inespecífico do proteínas en los es- 



42. 

#111 

1 	 : 
. 6. 'lioble inMunOdifUSión 1.4nmuncíelectroforGsis.de.actina 

`,.deAleeCulpés4uéléticO dé cOnejo.Visuerci'deinimales in 
'Iminizado's contra actina 	Doblé:inmuéedifuaión:en lt = 
ngarosa aa, suerb'obténidl 4 1/2'Meños deapPét de la -
primera inyección del antígeno; 1,6,90,45,22.5,11.25, -
5.625, 2.8 pgr respectivamente de actina de mósculo es-
quelétfco de conejo. B Inmunoelectroforésis en 14 agaro 
an. na, fracción de gWmmaglobulions precipitadas con -~ 
sulfnto de amonio. 1,40 ugr: 2,120 pgr de actina de mes 
culo esquelético de conejo. 



 

43. 

E 
= 
o co 
cv 

 

# DE FRACCION 



44. 

tudios de inmunofluorescencia, éstos se purificaron por afinidad 

usando como absorbente actina polimorizada in vitro. L0 anti-

cuerpos purificados por afinidad sólo se caracterizaron por su 

capacidad de decorar el citoesqueleto de actina en fibroblastos 

de ratón de la línea 3T3. 

Inmunofluorescencia e Inmunocitoquimica. 

Debido a que este trabajo forma parte de un proyecto ten- 

diente a la localización y caracterización de actina en Trypanoso- 

ma cruzi, un requisito indispensable que el anticuerpo debería - 

cumplir, es que pueda ser utilizado en técnicas inmunofluorescen- 

tes e inmunocitoquimicas en la célula in situ. Se ha visto que - 

hay anticuerpos precipitantes pero que no son útiles en inmuno-

fluorescencia y viceversa (82,101,102). En este trabajo se utili-

zó el fibroblasto como sistema de detección de anticuerpos contra 

actind ya que la topología del citoesqueleto de actina en estas - 

células es bastante conocida (61-78). Además se conocen algunos - 

cambios del mismo bajo condiciones de transformación viral (70,103-

106) o espontánea (107) así como en la presencia de ciertos agen-

tes tales como el interferón (108), algunos andrógenos (109), in-

hibidores del metabolismo (110) y drogas como la citocalasina 

(68) por citar algunos. 
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En la Figura 8 se muestra el patrón inmunofluorescente 

e inmunocitoquimico de fibroblastos humanos de la línea VC-6 - 

teñidos con anticuerpos antiactina. A,13, célula completa teñi- 

da con suero total diluido 1:4 y antigammaglobulina (chivo) de 

conejo fluoresceinado; C, citoesqueleto teñido con IgG purifica 

da por DEAE celulosa y PAP; D, gel de poliacrilamida-SDS del ci- 

toesqueleto después de extraer con triton X-100. Nótese la deco- 

ración de los cables típicos de actina (61-78, 103-110) que en -

algunos casos (C) se ve que atraviesan a todo lo largo de la cé-

lula. En el caso de A,B, se ven pocos cables fundamentalmente en 

los extremos de la célula y una tinción no definida en el resto 

de la célula. Esto podría deberse a la interacción inespecifica 

de algunas proteínas del suero con la'célula. La ilmagen es dife-

rente cuando la célula se trata con detergente (Fig. 8 C), ya -

que bajo estas condiciones quedan en el citoesqueleto fundamen-

talmente dos proteínas; una de ellas es la actina (Fig. 8D,2) y 

la otra una proteína de 58,000 (Fig. 81),1) probablemente constitu 

yente de los filamentos intermedios (96). 

En la Figura 9 se muestra el patrón inmunofluorescente -

de fibroblastos de ratón suizo de la línea 3T3 teñidos con anti-

cuerpos purificados por afinidad. A, citoesqueleto teñido con -

antiactina absorbido con actina de mósculo esquelético de conejo 

y antigammaglobulina (chivo) de conejo fluoresceinado; D,C,D, ci 
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Fig. 9. Patrón inmunofluorescente de citoesqueletos de la li-
nea 3T3 de fibroblastos de embrión de ratón suizo. A, 
citoesqueleto teñido con antiactina purificado por -
afinidad (7.2 Pgr) absorbido con actina de músculo es 
quelético de conejo (1 mq) durante 24 horas a 4°C y 
antigammaglobulina (chivo) de conejo fluoresceinado y 
diluido 1/10; 13,C,D, citoesqueleto teñido con antiac-
tina purificado por afinidad (7.2 pgr) y antigammaglo 
bulina (chivo) de conejo fluoresceinado y diluido - 
1/10. Tiempo de exposición, 30", 500 X. 
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bláston hámános de la linea VC-6 teñidos con anticUer= 
pos.antiactina. A,B, célula• complota te5idiu,con suero 
total Ailuidd 1/4 y antigammaglohulina (chivo) de cone 
jo fluoresceinado y diluido 1/10; C,, citoesqueleto te= 
ñido con IgG purifiCada por DEAE (fracción 4 de la co-
lumna) y PAP diluido 1/1goi ()¡ gel de, poliacrilamidar 
dodecilsulfato de sodio del citoesqueleto después de - 
extraer con triton 	A,B, .tiompo de•,exppr,ación-,r" 
30", 500 X. C, tiempo de exposición dado áutomáticamen 
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toesqueleto teñido con antiactina y antigammaglobulina (chivo) 

de conejo fluoresceinado. Nótese la decoración de los cables ti 

picos de actina (61-78, 103-110) y al igual que en la linea VC-

6 atraviesan la célula a todo lo largo pero son mas gruesas - -

(Fig. 9B,C,D). Por otro lado la decoración de los cables de ten 

sión desaparece al absorber el anticuerpo con actina corroboran 

do, la especificidad del mismo. Resultados similares se obtienen 

cuando las células se incuban con suero preinmune o con el anti 

cuerpo fluoresceinado (datos no mostrados). Por otro lado, los 

anticuerpos son capaces de teñir las bandas I de mGsculo esquelé 

tico de cerdo (datos no mostrados). 



DISCUSION 

Para la producción "artificial" de anticuerpos contra una 

molécula, es necesario considerar tanto la pureza del material - 

Umado como antígeno, así como la antigenicidad del mismo. En lo - 

que respecta a la pureza en el caso particular de actina, es reía 

tivamente dificil obtener preparaciones 1008 puras por los méto- 

dos clásicos de purificación (11,85,86) ya que por su intima aso- 

ciación con otras proteínas contráctilea de la célula algunas co-

purifican con la actina. Los procedimientos generalmente usados -

para purificar actina de músculo esquelético de conejo, requieren 

de un residuo acetónico del mismo, del cual se extrae la actina - 

monomérica y se purifica por ciclos do polimerización-despolimeri 

zación combinados con ultracentrifugación. Los primeros intentos 

de purificar actina utilizando el método de Spudich y Watt (11) -

en esto laboratorio, no tuvieron éxito. El patrón electroforético 

en polincrilamida-SDS del extracto obtenido del residuo acetónico, 

mostraba la virtual ausencia de actina, utilizando como criterio 

la comigración con actina de músculo esquelético de conejo obte-

nida comercialmente. En cambio, se veía una banda prominente de -

menor peso molecular, probablemente tropomiosina (datos no mostra 

dos en este trabajo). Esto podría deberse por un lado, a la forma 

de preparación del residuo acetónico o a las condiciones de obten 

ción do] extracto a partir del cual se purifica la actina por po- 
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limerizaci6n-despolimerizaci6n. En lo que respecta a la prepara 

ción del residuo, después de moler el músculo este se trata con 

la solución de Guba-Straub (0.3M KC1, 0.15M fosfato de potasio, 

pH 6.5), con el objeto de remover miosina del mismo. Durante es 

te tratamiento también se remueve actina en la forma de actomio 

sina por lo que, entre otras cosas, el tiempo de exposición del 

músculo en esta solución es importante. Por otro lado, Tsao y - 

Halley (111) han demostrado que la tropomiosina se encuentra en 

mayor cantidad en un extracto de músculo de conejo, cuando antes 

de secar el residuo con acetona este ha sido lavado en solucio-

nes con pH básico. El método de Feuer (85) inicialmente usado en 

este trabajo para la preparación del residuo acetónico, requiere 

de un lavado con Na2CO3  + Na HCO3. En lo que respecta a la obten-

ción del extracto, se ha visto que la extracción entre O y 2°C -

minimiza pero no elimina totalmente la extracción de tropomiosi-

na (112). Con esto podríamos pensar en un método de preparación 

del residuo acet6nico en el cual no disminuyera el tiempo de tra 

tamiento con la solución do Guba-Strnub y se eliminara el lavado 

con Na2CO3 + Na HCO3. 
Y con respecto n la extracción seria conve 

niente realizarla entre O y 2°C . Recientemente Strzelecka-Golas 

zewska et al (86), describen un método para la preparación del - 

residuo acetónico, en donde se contemplan las posibilidades men- 

cionadas arriba, el cual ne usó en ente trabajo (Fig. 2D,F,H y 

J). En lo que respecta a la antigenicidad, la molécula de actina, 
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debido a su alta conservación tanto estructural como funcional 

(ver introducción) es poco antigénica. De hecho la mayoría de -

los esfuerzos tendientes a producir anticuerpos contra actina 

nativa han sido infructuosos. Los geles de poliacrilamida-SDS 

permiten la separación de proteínas de acuerdo al peso molecu-

lar de sus cadenas polipeptídicas, por lo que en el caso de ac 

tina ésta se moverá con un peso molecular uniforme en el gel -

independientemente de su estado de polimerización. Este método 

además de ser ótil en la purificación de proteínas, tiene la -

ventaja adicional de que el SDS desnaturaliza a las mismas pu-

diendo eventualmente hacerlas antigénicas. La producción y espe 

cificidad de los anticuerpos presentados en este trabajo apoya 

la utilidad del método para el caso particular de este tipo de 

proteínas. 

La presencia de una banda de precipitación e los experi 

mentol de dobleinmunodifusión (Fig. (JA) sugiere la presencia de 

anticuerpos dirigidos cuando menos contra una proteína. En el - 

caso de la inmunoelectroforésis (Fig. 611,1), la morfología de -

la banda no es tan concluyente, pero podría ser explicada de va 

rias maneras: 

Si observamos la migración del antígeno (Fig. 613,1) vemos que - 

ente migra do una forma no discreta, en decir, se embarra a lo 
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largo del gel durante la electroforésis, y la banda de precipi-

tación se forma precisamente por toda la zona de barrido del an 

tígeno. Por otro lado, se sabe que la actina bajo ciertas condi 

ciones cónicas y arriba de una cierta concentración crítica, es 

capaz de formar polímeros (20). Bajo las condiciones tanto de -

concentración del antígeno como iónicas utilizadas en la inmuno 

electroforésis (Fig. 613,2) es altamente probable que la actina 

estuviese polimerizada. Ahora bien, podríamos tener una gama de 

polímeros en lo que respecta a tamaño y dependiendo del número 

de monómeros de cada polímero estos tendrán diferente peso y di 

ferente carga neta. La velocidad de migración seria directamen-

te proporcional a la carga neta e inversamente proporcional al 

tamaño del polímero, siempre y cuando no existan restricciones 

mecánicas debidas al tamaño del polímero y a los poros del gel. 

En ente caso hay una estrecha relación entre el tamaño del polí-

mero y la carga neta, ya que entre man grande sea el polímero - 

tendrA una carga neta mayor y del mismo signo. Esto último condi 

cionado a que durante el proceso de polimerización la conforma- 

ción en el espacio de los monómeros no cambie de tal forma que - 

en el polímero se expresen residuos de carga opuesta a los expre 

sados en el monómero, ya que bajo estas condiciones la carga ne- 

ta no necesariamente sería del mismo signo. En lo que respecta al 

tamaño del polímero en el caso particular de este campo eléctrico, 

el papel jugado por la fuerza de gravedad es despreciable y por - 
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lo tanto la masa no seria importante, siempre y cuando no exis-

tan restricciones mecanicen debidas al tamaño de lon poros del 

gel, de tal manera que las moléculas migraran solamente en fun-

ción de su carga neta y no del tamaño de los mismos. La fuerza 

de gravedad solo actua sobro objetos cuya masa es grande y aproxi 

madamente la fuerza eléctrica es 1039 veces mayor que la de gra-

vedad (113). 

Otra posibilidad seria que fuesen 2 bandas de precipita-

ción y se estuviesen detectando por lo menos dos sistemas antige 

no-anticuerpo. Esto podría deberse a que n1 momento de inmuniza-

ción el antígeno estuviese contaminado con otra proteína, o que 

existiesen dos proteínas diferentes con determinantes antigéni-

cos comunes o que los animales produjesen autoanticuerpos contra 

algunas de las proteínas contráctiles presentes en la preparación 

de actina usada en la inmunoelectroforésis. La probabilidad de -

contaminación al cortar la banda del antígeno del gel de poliacri 

lamida-Sin es muy baja (Fign. 3,4,5), ya que la diferencia en pe-

sos moleculares de las proteínas presentes es tal que permite una 

clara separación. No obstante, cabe la posibilidad de la presen-

cia de una proteína con el mismo peso molecular que la actina, pe 

ro diferente en estructura primaria y probablemente en carga. Con 

el método de purificación do polimerización-despolimerización (11) 

usado en este trabajo, se ha visto que en la zona de peso molecu- 
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lar correspondiente a la actina utilizando electroenfoque, sola 

mente se detecta una isoforma en el caso de músculo esquelético 

de conejo y esta corresponde a la actina (45-47,54). Si la pre- 

paración de actina de músculo esquelético de conejo usada para 

inmunoelectroforésis, es cualitativamente similar a la usada co 

mo fuente de antígeno y la probabilidad de contaminación al cor 

tar la banda es mínima, de tal manera que se inyecta el animal 

con una preparación homogénea de antígeno, entonces la presencia 

de dos bandas, tendría que explicarse de otra manera. Otra al- 

ternativa seria que en la preparación de actina existiesen dos 

proteínas con determinantes antigénicos comunes. De las proteí- 

nas contractiles estudiadas hasta la fecha como son, miosina, - 

tubulina, a, B actinina, proteína de la linea M, la proteína C, 

vimentina, desmina y otras, se sabe que no cruzan con anticuer-

pos antiactina, es decir, no poseen determinantes antigénicos 

comúnes. Por último, queda la posibilidad de la producción de - 

autoanticuerpos por un fenómeno autoinmune. Osborn et al (114) 

y Yildiz et al (115), han demostrado la presencia de autoanti-

cuerpos contra los filamentos de 7-10nm en conejos no inmuniza-

dos e incluso en algunos libres de patógenos y Karsenti et al -

(116) han demostrado lo mismo para tubulina. Esta última posibi 

lidad puede descartarse indirectamente ya que aunque no tenemos 

datos de inmunoelectroforésis del suero obtenido antes de empe-

zar las inmunizaciones, este mismo suero en doble inmunodifusión 
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no presenta ninguna banda de precipitación (datos no mostrados). 

Por otra parte,, los experimentos de inmunofluorescencia o inmuno 

citoquímica que se mencionan más adelante, son claros en lo que 

respecta a la especificidad de los anticuerpos. Con todo lo ante 

rior la explicación mas probable acerca de la morfología de la 

banda de precipitación en inmunoelectroforésis, es la do una gra 

dación en tamaño de los polímeros y por ende en la carga neta. 

La especificidad de los anticuerpos se corrobora en los 

experimentos de inmunofluorescencia e inmunocitoquimica, ya que 

además de la topología del citoesqueleto de actina, se conoce -

también la topología del citoesqueleto formado por otras protel 

nas contráctiles tales como la miosina (117), tropomiosina (63, 

64), actininaa(64,118) , desmina (119),vimetina (120), y tubulina 

(121). La presencia en el suero de los conejos inmunizados con 

actina, de anticuerpos dirigidos contra estas proteínas, podría 

ser detectada utilizando el fibroblasto completo. Los anticuer-

pos producidos en este trabajo sólo decoran el citoesqueleto de 

actina y por lo tanto son específicos para esta proteína, como -

lo demuestran los experimentos de absorción del anticuerpo con -

el antígeno, así como la incapacidad de decoración del suero pre 

inmune y del anticuerpo fluoresceinado. 

El mecanismo por medio del cual el SDS altera la estruc- 
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tura proteica es deconocido, pero causa que las cadenas polipep 

tldicas adopten una conformación más "extendida". Las regiones 

de una proteína reconocidas como determinantes antigénicos, po- 

drían ser segmentos de la secuencia intrínseca de aminoácidos 

llamados determinantes secuencialea o bien, yuxtaposiciones de 

aminoácidos no necuenciales inducidos conformacionalmente. El - 

SDS al "extender" a las proteínas provoca la desaparición de las 

determinantes conformacionales y la expresión de las secuencia- 

les. Los anticuerpos contra actina de músculo esquelético de co- 

nejo producidos en este trabajo, reconocen a la forma nativa de 

la proteína (Fig. 6A,13) a pesar de que el antígeno usado para -

las inmunizaciones se desnaturalizó con SDS. La explicación de es 

te dato es difícil ya que la actina nativa no es inmunogénica. 

Recientemente, Dosseto y Goridis (83), producen en conejo, anti-

cuerpos contra actina de músculo esquelético de conejo desnatura 

lizadn con SDS, y los caracterizan por radioinmunoensayo. Estos 

anticuerpos 5610 reconocen a la forma polimórica de la molécula. 

Ellos concluyen, que de alguna forma durante el proceso de poli-

merización se expresan determinantes antigénicos no presentes en 

la forma nativa de la molécula pero sí en la desnaturalizada. Un 

fenómeno similar podría estar sucediendo en los experimentos de 

dobleinmunodifusión e inmunoelectroforésis presentados en este -

trabajo, ya que las concentraciones de !tetina utilizadas catan -

por arriba de la crítica (20) y por lo tanto es altamente proba- 



ble la formación de polímeros. 

Las inmunizaciones con actina en la mayoría de los casos, 

han resultado en la producción de anticuerpos que no doscriminan 

entre actinas citoplasmáticas y musculares. Las especificidades 

de estos anticuerpos generalmente se han demostrado por inmuno- 

fluorescencia e inmunocitoquimica. Groschel-Stewart (122) obtie- 

ne un anticuerpo que reacciona con actina de músculo pero no con 

actinas citoplasmáticas. También obtienen después de inmunizar - 

con actina de músculo esquelético o liso de pollo acoplada a aga 

rosa un anticuerpo que reacciona exclusivamente con tejidos de 

pollo y unicamente con el tipo de músculo del cual se obtuvo el 

antígeno. Por otro lado, Lubitt y Schwarts (77) utilizando como 

antígeno actina del molusco Aplysia californica obtienen un'anti 

cuerpo que reconoce a las actinas citoplasmáticas pero no a las 

de músculo esquelético. Los anticuerpos producidos en este traba 

jo reaccionan con actina de músculo unquelético de conejo y de -

pollo (actina a) en dobleinmunodifusión y con actina de músculo 

esquelético de cerdo (actina a), de fibroblastos humanos y de ra 

tén (actina (I y y) en inmunofluorescencia. Es decir, no son espe-

cie-específicos y no discriminan a las actinas citoplasmáticas -

de Ion musculares. 

57. 

Mo dificil la comparación cuantitativa de los anticuerpos 
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producidos en este trabajo con los reportados en la literatura, 

por un lado debido a la carencia de datos cuantitativos y por -

el otro, a las variaciones metodológicas empleadas en su produc 

ci6n. Hasta la fecha sólo existen dos reportes que aparecieron 

recientemente en el curso de este trabajo, en donde se producen 

en conejo anticuerpos contra actina de mGsculo esquelético de -

conejo; el de Willinghan et al (76) y el de Dosseto y Goridis -

(83). A pesar de que en los dos trabajos se usa la actina desna 

turalizada con SDS estos defieren metodológicamente entre si. 

Willingham et al (76) después de separar la proteína en un gel 

de poliacrilamida SDS, la eluyen y la tratan con glutaraldehido, 

a diferencia de Dosseto y Goridis (83) quienes después de separar 

la y eluirla la usan tal cual para inmunizar a los animales. 

Por otro lado, estos trabajos difieren metodológicamente del pre 

sentado en estas páginas en donde el antígeno se usa desnaturali 

zado 	inmobilizado en poliacrilamidn-SDS y desnaturalizado en 

solución. 

La elucidación del mecanismo do acción del SDS, así como 

de los cambios conformacionales que dohe de sufrir la molécula 

de actina al acoplarla a soportes talen como poliacrilamida-aga-

rosa, al entrecruzarla con glutaraldehido, al oxidarla y carboxi 

metilarla, al desnaturalizarla a 4°C, junto con los datos de se-

cuencia y el mapeo fino de la estructura antigénica do la molécd 
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la utilizando enfoques similares a los usados por Dosseto y Gori 

des (83) nos permitiría en un futuro usar a los anticuerpos como 

pruebas conformacionales y entender la dinámica del citoesquele-

to de actina en la célula. Por otro lado, la producción de anti-

cuerpos contra ciertas secuencias de In molécula de actina nos per 

mitiría estudiar la distribución de estas a lo largo de la filo-

genia, así como su papel en la conservación estructural y funcio-

nal de la molécula de actina. 
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