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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 oficiencia con la cual transfor
fam la energfa quimica en trabajo mecdnico. Para tal efacto
los seres vivos han desarrollado estructuras altamente empe
cializadas y eficientes, como es el caso de¢l mfisculo esque-
lético de vertebrados, en donde la dramidtf{ca y repentina mo
vilizacibn de energia durante la contracc¢ib6bn, es tal que es
te efecto es observable macroscbpicamente, Esto ha invitado
al hombre desde tiempos remotos (1) a espocular y tratar de
explicar dicho fenbmeno y desde entonces se han aplicado ca
si todas las técnicas que puedieran dar informacién sobre -
este fonbmeno. Con el advenimiento de la hioquimica, varios
laboratorios se dedicaron a estudiar la composicibn proté&i-
ca del misculno, con el fin da entender y explicar el fenbme
no de la contraccifn, demostrando que parte de la proteina
podia ser extrafda del msculo con soluciones concentradas
de sales como el cloruro de potasio (KCl} 0.6M, y que despubs
de agregar agua se precipitaba una substancia a la cual se le
di¢ el nombre de miosina (2,3). En 1939 Fngelhardt y Ljubimo-
va (4) demostraron que esta fraceibn posnfa actividad de - -

ATPasa y por otro lado se estaba acumulando evidencia de que




el ATP era el enlace entre las reacciones productoras de¢ encrgia
como la glicblisis y la respiracién, con la actividad mec8nica -

(5). Por otro lado Straub (6) demostr6 la presencia de otra pro-

teina, la actina, en esta fraccibn y en el residuo que quedaba -

después de la extraccibn, y Szent Gyorgi (7) encontrb fue el gel
formado de la mezcla de actina y miosina era capaz de contraerse
en presencia de ciertas sales y ATP. La demostracibn de que la -

contraccibn puede ser reproducida in vitro con soluciones relati

vamente simples, llevb el estudio de la contraccibn muscular a -

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

rificado del mGsculo al menos 6 protefnas que intervienen en el

mecanismo de la contraccibn: tropomiosina, troponina, proteina-C,

proteina de la linea M, y actininas a y f.

La miosina se ha identificado como parte de los filamen-
tos grucsos del mlsculo esquelético de vertebrados. Por otro la-

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

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

cibn molar de 7:1:1. Esto ha sido reforzado por un gran nfmero -

de experimentos bioguimicos e inmunoquimicos (8 a 12), difraccibn

de rayos X, microscopfa c¢lectrénica y difraccibn 6ptica de micro
graffas eclectrbnicas (13 a 1B).




CARACTERISTICAS DE LA ACTINA

Poio Molecular y Polimerizacifn,

La actina de mlsculo estrfado, es una proteina globular
de aproximadamente 55 R de difmetro (13) que migra en un gel de
poliacri{lamida 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 molfcula de ADP o ATP ¥y a un
i6n divalente, usualmente ca*t o Mg++. En 0,1M KCl o 2mM MgC12

la actina-G polimeriza siendo este proceso acompaiiado por una hi

dr@linis del ATP unido (19):
(Actina-G)n + nATP-dp(Actina-ﬂ-ATP)d——}actina-F-ADPn + nPi

La polimerizacibn es un proceso de 2 pasos: nucleacibn
y elongacibn. La nucleacibn ocurre sblo por arriba de una cier-

ta concentracién, denominada concentracibn critica y la actina-

F (polfmero) cstard siempre en equilibrio con actina-G (monbme-

ro) a la concontracién critica caracterfstica, la cual es la -




constante de equilibrio para la ecuacifn (actina)n (actina)n-1

+ actina. La polimerizacibn de cualquier actina en un determina-
do solvente y a cierta temperatura csté descrita por la concentra

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

cir la pendiente de la viscosidad especiffica en funcibn de la -

concentracibn de actina (20) (Tabla 1).

Al polimerizarse la actina forma una hé&lice gue se enro-

1la a la derecha con una periodicidad de 36nm. El1 filamento ter-

minado tiene la apariencla de dos collares de perlas enrollados

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

TABLA 1. Propiedades de Actina de MGsculo Esquelético de
Conejo (20).

Concentracién Critica, mg/ml

0.54 KC1  0.5M KC1
2 MgCl,  0.IM KCL ol ML, It MeCl)

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

Misculo Esqueléti 0.03 0.03 0.03

0.1 0.02 0.15 0.94 7.1
co de conejo.

Kaap es la concentraci6n requerida de actina-F para alcanzar 1/2
de la méxima activaci6bn de la ATPama-Mg** de la meromiosina pesa

da da misculo esquelético de conejo en 2.5mM chlz, 2mM ATP, -
2.4mM cloruro de imidazol a 24°C,



Activacibn de la Actividad dc M‘Pasa-Mg++ de la Mionina,

Otra propiedad de la actina=i' de misculo de conecjo on ~

la activacibtn de la actividad ATPnﬂﬂ-Mg++ de la miosina, La ~ -
+4+
ATPasa-Mg de la miosina activada por actina puede ser caracte

rizada por su velocidad mixima, connlderada como la actividad de
ATPasn por mol de miosina a concentraciones infinitas de actina
y por la Kaap o sea la concentracibdbn de actina~F requerida para
alcanzar 1/2 de la méxima actividad (Tabla 1). Es importante ~

usar como enzima cualquiera de los dos fragmentos protecliticos
de la miosina, meromiosina pesada (2 cabeczas) 6 subfragmento 1

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

en las fuerzas ibnicas hajas usadas para hacer los ensayos y lo

mas importante es que son enzimfticamente similares a la miosi-
na entera (20).

De cspecial importancia fueron las observaciones hechawn

por Huxley en 1963 (21), quien reportd que los filamentos de ac
tina de mGsculo de conejo forman complejos caracteristicos deno
minados puntas de flecha cuando se¢ tratan con meromiosina pesa-

da y se ven al microscopio electr6Hnico, después de tefirlos ne-

gativamente. Esta obscrvacibn dirigi6 durante un tiempo lo# cn-

fuerzns tendientes a la lncalizacifin de actina, tanto en ¢l mbs

culo como en c@lulas no-museularen, Man adelante discutiremos -



con detalle las ventajas y desventajas de la técnica.

Secuencia de Aminofcidos.

La actina de mlsculo esquelético de conejo es una cade-
na sencilla y contiene 347 6 375 residuos de amino&cidos (22) y

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

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

ATP y un ion ca*t como grupo prostético. La actina de mfisculo -

esquelético de conejo contiene en la posici®n 73 un amino&cido
raro, la N -Metilhistidina cuya significacifm biolbgica no ha =
sido determinada pero debe ser importante debhido a su estabili-
dad evolutiva (20) y probablemente el grupo metilo es transferi

do por una enzima especifica después de la uintesis in vivo de

la cadena completa (23,24). De los estudios de dicroismo circu-

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

t, dato que concuerda con las 19 prolinas encontradas en los es

tudios de sccuenciacibn (22).

Hasta la fecha se han secucnciado totalmente 5 actinas
de mGsculo: 2 de mGsculo liso, aorta de bovino y molleja de po-
1lo (26,27); 2 de mGsculo esquelético, de conejo (22) y de bovi
no

(26); y 1} de mlisculu cardifco de bovino (26), {(Tabla 2).




Tabla 2

posniciones en la secuencia de aminofclidos do % actinas diferentes de mGsculo.
Lags posiciones de los aminofcidos en la sccuencia estan hechos por analogfa -

con actina de misculo esquelético de conejo, Lon aminofcidos subrayados son
aquallos on lou cuales difieren entre cllas las 5 actinas (26). Los residuos
marcados con * son aquéllos que difieren de la actina de misculo osquelético
de conejo segln los datos de Elzinga et al, (22,28,29), De la actina de mis-

culo cardfaco humano de los 79 aminofcidos sccuenciadon solo es diferente la
posicién 357 (Thr— Ser) (20).

Tipos de Actina

N\;mcl!ro Miscula Misculo M@sculo MGsculo Mlaculo Mdsculo
€ esquelftico esquelético cardfaco cardfaco lis0 1liso
restduo de concjo de bovino bovino humano pollo bovino
{r&pido, {molleja) (aorta)
lento)
1 Asp Asp Asp Glu
2 Glu Glu Asp* Glu Glu*
3 Asp Asp Glu* Glu* Glu*
4 Glu Glu Glu Gla Asp*
5 Treo Treo Trco Treo Ser*
6 Treo Treo Treo Treo Treo
10 Cist Cist Ciat Cint Cist
16 Leu Leu Leu Leu Leu
17 val Val val Cigte* Cisc*
16 Isol Isol Isol Isol 1sol
89 Treo Treo Ser Ser
103 Treo Treo Treo Treo Treo
129 val Val Val Val Val
153 Leu Leu Loeu Leu Leu
162 Asn Asn Aun Asn Asn
176 Mot Met Mot Met Met
201 Val Val Val Val Val
224 Asn Asn Ann Asn Asn
259 Treo Treo Treo Treo Treo
266 1501 Isol 1uol Isol Isol
271 Ala Ala Ala Ala Ala
278 Tir Treo* Treo* Treo* Treo*
286 Isol Isol Igol Isol Isol
296 Asn Asn Asn Asn Asn
298 Met Met Leu* Leu* Leu®
357 Treo Treo Ser* Bert Ser* S___QZ"
364 ANa Ala Ala Ala Ala




De los datos de secuencia se puede observar que existen

diferencias entre las actinas en lo que respecta a algunos ami-
noicidos (Tabla 2) aunque la secuencia como un todo est8 alta-

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

quelético y cardifico de bovino y las de mfisculo liso de pollo y
mdsculo liso de bovino, difieren ¢n 1,5,6 y 8, residuos respecti
vamente, de la actina de m@sculo esquelético de conejo. En lo -

que respecta a la actina de misculo cardifco humano, de los 79

amino8cidos secuenciados solo 1 es diferente. Esto lo podemos re

sumir de la siguiente forma (Tabla 3).

TABLA 3. NOmero de intercambios de aminofcidos entre 5 actinas
diferentes de vertebrados superiores (26). Los datos
del msculo esquelético de conojo son de Elzinga et al

(22,28,29).
Esquelético Cardi8co Liso de Liso de
Bovino Iewrino pollo Bovino
(molleia) (aorta)
Misculo esquelético bovino 0 4 6 8
MGsculo cardidco bovino 4 0 4 6
Mdsculo liso de pollo 8 6 3 0
(molleja)
Mdsculo liso de bovino 8 6 3 o
(aorta)
Mlsculo esquelético de 1

[y )

(conajo)




CELULAS NO MUSCULARES

A rafz de la identificacibn de actina en el mfsculo y
con el objetivo de explicarse fenbmenos aparentemente contr8c
tiles tales como el flujo citopldsmico, el movimiento ameboi-
deo, la divisibn celular e incluso el movimiento flagelar, va
rios laboratorios empezaron a buscar protefnas analbgas a las
del m@sculo en células no musculares, desde protozoarios has-
ta vertebrados, utilizando diversos enfoques tales como la mi=-
croscopfa electrbnica, la inmunoguimica y la biogquimica. Los -

estudios de microscopfa electrbnica en células eucaribticas re

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

(10nm ancho) y microtGbulos (25nm ancho). Por su habilidad espe
c{fica para unir meromiosina pesada (21,30) los microfilamentos
de unas 60 células se han identificado como filamentos de acti-

na (31,32), En estos casos se ha cncontrado una proteina que es

capaz de¢ activar la l\'l‘l’asa-MgH de !a miosina, caracteristica -

t{pica de la actina (31}. La actina ha sido purificada aproxima
damente de unos 15 tipos celulares y aproximadamente entre un 20
a un 30% de la protelna total de cflulas moviles, tales como ami
bas y plaquetas, y del 1 al 2% de la protefna de tejidos tales =~
como el higado de mamiferos es actina (20). Los primeros estudios
indicaban que la actina de células no musculares era similar a su

¢contraparte en mGsculo. Actualmente ne sabe que existen diferen-




10.

cias cuantitativas pero la molécula como un todo es cualitati-

vamente similar a su homSloga en mGsculo.

Propiedades Fisicas y Quimicas

Peso Molecular y Punto Isoeléctrico.

Todas las actinas 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). Dec los estudios de enfo-
que 1sceléctrico se ha visto que lasg células no musculares pre-
sentan dos isoformas beta y gamma (45,46,47) las cuales difie-
ren de la mas acf{dica actina alfa de mnculo de conejo. Recien-

temente en Physarum se ha identificado una sola especie la cual

es ligeramente m8s 4cida que la actina alfa de mGsculo de cone-
jo {54):

Actina

de >a ¥ B>y
Physarum

Polimerjzacibn.

La actina de¢ c€lulas no musculares polimeriza para for-

mar filamentos helicoidales 1dénticos an estructura a los forma
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dos por la actina de mdsculo (33-35, 34-41, 44), con una perio

dicidad de = 36nm (41,43,48~51), Al igual que la actina de mag

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

nen unida una molé&cula de ADP o ATP m8s un ion divalente usual

++ ++
mente Ca o Mg (32). Polimor{zan a una determinada fuerza -

i6nica: 2mM MgCl2 6 1M KCl para formar filamentos. La polimeri
zacién de todas las actinas estudiadas es cualitativamente si-

milar a la polimerizacifn de la actina de mGsculo de conejo, pe

ro existen diferencias cuantitativas. Todas las actinas no mus-

culares parecen tener concentraciones criticas mayores gque la de

m@sculo, cuando se polimerizan en la ausencia de Mg'M

en 0.1M y
0.5M de KCl1 ({(Tabla 4).

TABLA 4. Comparaci6étn de algunas propicdades de actinas muscu

lares y no musculares (20).

Concentracién Critica, mg/ml

. 0.5 ¥Cl/ 0.5 KCYL/

i MyCl,  0.IM KO It MgCl, 1M CaCl,
Fuente de Actina 25°C  5°C  25*C 5"C 25°C 25°C  5°C  Kaap uMw
Misculo esquelético 0.03 0.03  0.03 0.1 0.02 0.15 0.94 7.1

de conejo
Plaquetas humanas 0.03 0.03 0,09 0.51 0.09 0.32 1.2 9.6
lfgado de rata 0.02 0.2 0.08 0.48 9.6
Cerobro embritn de 0.02 0.02  0.07 0.5 0.01 0.22 9.6
pollo

Acanthamoeha 0.06 0.06  0.09 0.45 0.04 0.39 21.7
Castalion{

[
Kaap e Ja concentracion rc&uc
activacifn de la ATPama~-Mg*™ de

de conejo en 2.5mM M']C12, 2 NIP, 2.4nM ¢loruro ¢ imidazol a 24°C.

rida de actina-F para alcanzar 1/2 da la mixima
12 meranionina pesada de misculo omsquelético
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Por ejemplo, en 0.5M KCl/1mM cacl, la concentraci6n -

critica de la actina de las plaquetas y la de A. castellani es
mayor que la de la actina de misculo de conejo, la cual en es-

tas condiciones es relativamente alta. Esta situaci6tn ha plantea

do lo siguiente: si las actinas de c&lulas no musculares se¢ com-

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

pletamente polimerizadas a las concentraciones que 8¢ encuontran

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 crftfca, por lo que se ha ~
postulado que esos extractos contienen tsubstancias que impiden -
la polimerizaci6bn de actina (20). Recientemente se han identifi-

cado 2 protefinas que interaccionan con la actina-G ¢ impiden que

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

un complejo cristalino que no tiene actividad enzimitica de - -

DNAasa y la otra es la profilina que en una protefna pufificada -

de bazo (16,000 daltones), gue forma un complejo cristalino 1:1 -~

con la actina (5%3). El papel fisiolbqgica de estas dos proteinas -
es desconocido pero interesante.Podrfan ser puntos de control en

la transici6n monbmerog®polimero indispensable para la formacibn

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

y an la asociaciftn de la misma con otros organelos como membranas
y microt@bulos.
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Activacibn de la Actividad de ATPasa-Mg++ de la Miosina.

Todas las actinas no musculares que han sido purificadas

activan la ATPasn-Mq++ de la miosina aunque se tienen datus cuan

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

cambios en la fuerza i6nica o a las diferencias en la prepara-

cibn 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 mGsculo esquelético de conejo, para alcanzar

a la mitad de la maxima activacidn o sca Kaap (Tabla 4). Esto Gl-

timo podemos esquematizarlo de la siguiente forma:

Actina de Acanthamoeba:> Ac

tina de células » Actina de msculo
21.7uM

no musculares esquelético
9opt

*wH

Por lo tanto se requieren 1.3 voces mas actina de células
no musculares y 3 veces mas de actinn den Acanthamoeba con respec-
to a la de misculo ecsquelético de conefu para alcanzar la mitad -

de la mixima activacibn de la A’I‘I’asa-t«!q"+ de la miosina.

Secuencia de aminodcidos.

Al fgual que la actina de mfinculo easquelético 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
sicibn 73 el amino&cido raro ﬂt-Metithstidina (20,31,32,54,55).

S6lo en la actina de A. castellani sc han detectado reniduos -
de nPeMetil-lisina (S6).

Hasta la fecha se han secuenciado totalmente 4 actinas

de c6lulas no musculares, la B y y de células de mamiferos, la

de Physarum polycephalum y la de Dictiostelium discoideum (Ta-
bla 5}.

Las actinas de células no musculares de mam{fero 8 v Y

y las de P. polycephalum y D. discoideum difieren de la de mGs
culo esquelético de conejo en 25,24,32 vy 31 resfduos respecti-

vamente. Las diferencias con la actina de mGsculo esquelftico =~

asi{ como las diferencias entre ellas, las podemos resumir de la

siguiente forma (Tabla 6).

51 calculamos ¢l porcentaje de diferencia (Tabla 7} ve-

mos que las actinas de orqganismos evnlutivamente 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 citoplis
micas

(4-5%) que lo que Gstas Gltiman non a las musculares (7¢).

L.os datos de secuencia presentados anteriormente, now -
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Tabla 5

Posiciones en las secuencias de 4 actinas diferentes de células no musculares.

Las posiciones de los aminolcidos estan obtenidas por analogfa con la actina ~
de misculo de conejo.

Los amino8cidos subrayados son aquéllos en 108 cuales -
difieren entre ellas las 4 actinas. Los residuos marcados con * agon aquéllos
que difieren de la actina de misculo de conejo. Todos los datos menos los de
D. discoideum (55) son de (54). En ¢l caso de D. discoideum comparindolo con
P. polycephalum tiene (Leu--) Met, 189) y (Gan§ Asp, 313).

Esan posiciones
no estan mostradas aquf.
Tipos de Actina
Nfmero
del M -
siduo usculo Actina citoplasmitica Physarum Dyctiostelium
re esquel@tico de: mam{fero A A 2Yctooste iUl
de conejo & ¥ pelycephalum discoideum
1 Asp . Ausente * Glu Asp
2 Glu Asp® Glu Elif Elif
3 Asp Asp Glu* Glu* Glu*
4 Glu Asp* Glu Aspe Asp®
5 Treo Isol* Val* Vale
6 Treo Ala* Gin* Glin*
10 Cist valr T Ile* Tiee Iie*
16 Leu Mete Mute Met*
17 Val Cigt* Clioee Cist*
41 Gln Gln ?ruo‘ Treo*
76 Ile val+* Val® val®*
103 Treo val* val* Val*
129 Val Treo* Treo* Treo*
153 Leu Met* Mot® Met*
160 Treo Treo Ser* Ser*
162 Ain Treo* Trco? Treo*
176 Met Ley® Leu* Leu*
201 Val Treo* Treo* Treo*
217 Clnt Ciut Ala* Ala*
225 Aun Gln* Gln® Gln*
228 Aa Ala Gin® Ala
234a Ser Ser Ala* Ala*
259 Treo Ala* Ala* Ala*
266 Ile Leu* Leu* Leu*
271 Ala Cisgtt Ma Ala
278 Tyr Phoes TYr Tyr
286 Ile valr Val* val®
294 Ala Ala Gly* Giy*
296 Arn Treo* Val* vVal*
298 Met Leu® Leut Leu*
305 T™r Tir Phe* Phoe*
316 He 1 Loy Lau
357 Treo Sor* er® Ser®
359 Gln Gln Glu* Glu*
364 Ala Ser?® ser® Ger*
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Tabla 6

NGmero de intercambios de aminodcidos entre 5 actinas diferentes, 4 de¢ célu-
las no musculares y 1 de miisculo esquelético de conejo.

Datos tomados de -~
(54,55) .
Misculo Physarum byctliostelium
esquelético 8 Y Tvcephalum Airoeldenm
de conejo Polycep Aiscoideum
MéGsculo
onquelético 0 25 24 a2 31
de conejo
B 2% 0 3 18 17-19
Y 24 3 Q 17 15-17
Physarum 32 18 17 0 4
Eglxceghalum
bictiostelium 31 17-19  15-17 4 0
discoideum
Tabla 7

Porcentajes de diferenclia de los intercambios de residuos de 5 actinas diferen-
tes 4 nv musculares y 1 de misculo esquelético de conecjo.

Misculo } Physarum Dyctiostelium
esquelitico W ) polycephalum discoideum
de coneido
Misculo
esquelético 0 6.6 G 8.5 8.2
de conejo
8 6.6 0 . 4.8 4.5-5
Y 6.4 .8 1] 4.5 3.7-4.5
hyrarum 8.5 4.8 A5 0 1
polycephalum
Dictiostelium . .
At nco 1doum B.2 4,55  3.7-4.% 1 0
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indican una conservacifn estricta de la estructura de la actina
durante la evolucifn. Esto tambié&n es ilustrado por la ausencia
de deleciones o adiciones a la cadena polipeptidica a partir -
del residuo 2. Adem8s de la conmpervacibn en estructura primaria,
an todas las actinas tanto musculares como no musculares, la dis
tr{bucibén y nfimero de residuos de prolina (19 residuos) permane-
ce constante y las substituciones de amino&cidos con cadenas la-
terales cargadas son raras indicando una alta conservacibén en -

la topograffa superficial de la molécula de actina,

De los datos presentados anteriormente se nota que exis-
te un alto grado de conservacibn estructural-funcional de la mo-

lécula de actina durante la evoluciftn de las células eucaribti-
cas.

Topograffa del Citoesqueleto de Actina en Células no
Musculares.

Arriba mencion8bamos que el uso de meromiosina pesada -
jugb un papel importante en la localizaci6bn de actina en célu-
las no musculares (30). El uso de meromiosina pesada permite la
localizacibn de actina filamentosa (actina-F) en el plano del -
corte peroc no revela la relacibn espacinal de la actina con otros

organelos o la distribuci6bn de las pozas de actina globular (ac-
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tina~G) (57). La meromiosina pesada no ha sido efaoctiva on otros

casos debido a su incapacidad para unirse a la actina-F organiza
da en forma de paracristal o cuandc cst8 asociada a otras protef

nas (58). Adem&s de que existe la posibilidad de que en algunos

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

na-G, distribufda al azar, a que se organize en filamentos (59,

60). Estos problemas han sido resueltos por el empleo de la mi-
croscopfa de fluorescencia indirecta, usando anticuerpos altamen

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

conservada de la molécula de actina y a las dif{cultades encon-

tradas para purificarla, los intentos dirigidos para obtener un

anticuerpo contra esta proteina no han sido usicmpre positivos.

Los enfoques experimentales usados para la produccibn de
ant icuerpos contra actina, han variado segGn los investigadores
en lo gue respecta a la fuente del antfgeno, al animal usado para

la producei6n, al estado de la molécula,

a la ruta y frecuencia -
de las inmunizaciones, a la cantidad de antfgeno inyectado, as{ -
como en log métodos y organismos usadun para la caracterfzacibn -~
del mismo. En la Tabla 8 se resumen algqunas de estas variaciones.
En otras palabras, no hay un mfétodo de¢ uso gencral que garantize

la obtencibn de anticuerpos y frecuentemente cuando se llegan a -

producir, los tftulos son bajos. Auf, Trenchev y Holborow (79) no

lagran producir anticuerpes utildlizando ¢l mbétodo 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 eptado nativo no es
inmunogénica (Tabla #),

Del uso de ontos anticuerpos en inmunofluorcescencla se -
ha observado lo siquiunte: los microfilamentos se encuentran dis
tribuidos inmediatamente debajo de la membrana plasmftica y en -
dreas seudopodiales, extendiéndosc en microproyecciones tales co
mo filopodios y microvellosidades. En células en cu)tivo los mi-
crofilamentos presentan dos patrones gencrales: dinpersos a tra-
vés del citoplasma en el espacio perinuclear y anociados con las
Sreas de plegamiento de la superficie celular de células mbviles,
y comoO paquetes altamente organizados de filamentos, conocidos -

como fibras de tensifn, generalmente submembranosas, formando lo

que se conoce como citoesqueleto de actina.

El objetivo del presente trabain os la produccibébn de an-
ticuerpos contra actina de mlsculo esquueléitico de conejo, que -

puedan ser usadon posteriormente para la localizaci6n de actina

a nivel celular, utiliizando técnicas inmunofluorescentes e inmu-

nocitoquimicas.




Tabla 8

Enfoques oxperimentales usados on la produccidn, deteccidn y caracterizacién de anticuerpos contra actina

Deteccibn y reactividad cruzada

Fuante del inmunbgeno Producido eon Estado DID 1EP RIE CNM ME ML,  Ref,
1. Miinculo liso 1.2 1 1.4 1.4

a) Utero humano Conejo Desnaturalizada a 4°C +6' NP NP +s +4' + 79

b) Molleja de pollo Conejo Nativa adsorbida con alumbre + NP NP + + NP 78

Desnaturalizada con SDS
y adsorbida con alumbre 56 5 6 4.1.5 7

c) Molleja de pollo Conejo Desnaturalizada con SDS +7 +7! NP + 1 NP + 62,64
2. Misculo Esquelftico 8 5

a) Bovino Conejo Desnaturalizada con SDS + NP NP + ne NP 66

b) Ratdn Conejo Inmobilizada en Bliacrilamida NP NP +5 up NP NP 80

SDS 4

c) Cerdo conejo Desnaturalizada a HO°C “2.9 ug 9 NP +2 10 +; 9 +4 62

d) Camarén Conejo Desnaturalizada con SDS +2' +° NP +7! 44' NP 57

e¢) Conejo Borrego Oxidada y Carboximetilada + NP NP ug + np 81

f) Conejo Conejo Desnaturalizada con SDS y Hp NP NP + NP np 76

tratada con glutaraldehido 2 1,5

g) Conejo Conejo Desnaturalizada con SDS Np RId + + NP NP 83
3. Misculo Oblicuamente

Bstriado 1 ‘8.11 1 1

a) Molusco Conajo Desnaturalizada con SDS + np 20 + - np 77
4. Citoplasmitica 5

a) Timo de ternera Conajo Desnaturalizada con SDS ug 6 np NP Y5 10 NP Np 52

b) 3T3 de ratén Conejo Desnaturalizada con SDS 47! np NP +f NP up 61
DID, doble inmunodifusibén; IEF, inmunoelectroforesis; RIE radioinmunoensayo; CNM, c&lulas no musculares, ME, misculo -~
esqueldtico; ML, mlnculo liso.

En ol cago de CNM, ME y Mi. ne caracterizaron por inmunofluorcscencia, inmunocitoqufimica
¢ inmunohistoquimica.

NP, no probado, 1, humano; 2, concjo; 3, Drosophilajy 4, rata; 5, ratfn; 6, pollo; 7, cerdo; 8, -
bovino; 9, camarén; 16, orizo; 11, molusco; 12, hAmster.

‘0T
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MATERIALES Y METODOS

PURIFICACION DE ACTINA

La actina se purificb de mlsculo esquelético de conejo -
por 3 ciclos de polimerizacibn-despolimerizacibn (11), a partir
de un residuo aceténico preparado esencialmente de acuerdo a Fe-
uver 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 volGmenes de amortiguador A (2mM Tris
ci, 0.2mM ATP, 0.5mM f~-Mercaptoetanol, 0.2mM CaCl2 pll 8 a 25°QC).

El extracto se filtr6 y el residuo se lav6é con 10 volGmenes de -
amortiquador A. Los filtrados se juntan y se centrifugan a 10,0009
durante 30 minutos. La actina-G se polimerizb a temperatura am-

biente durante 2 horas, llevando el sobrenadante a 50mM de KCl y -
2mM MqC\z. Se le agregb KCl hasta 0.6M, y se agitd lentamente a -

temperatura ambiente durante 1.5 horan. Iste paso es importante,

pues bajo estas condiciones ibnicas, la actina se separa de la ~

tropomiosina, siendo esta Gltima uno dn los principales contami-

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

a 80,0009 y el precipitado (actina-F) se resuspendi6 en 3 volGme-

nes de amortigquador A dializdndose contra el mismo amortiguador -
durante 3 dfas, cambiando el dializado cada 24 horas, Esto se re-

pite 2 vocen mis y la actina-G se almaconé a-20°C en amortiguador
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A a una concentracibn de 6 mg/ml. Debido a que la actina obteni-
da dospués de 3 ciclos de polimerizacifn-despolimerizacién, pre-
sentfh contaminantes de diferente peso molecular, se purificd en

un 9ol de poliacrilamida-SDS. Este tratamiento ademds de separar

log contaminantes, desnaturaliza la molécula haciéndola antigéni
ca.

PREPARACION DEL ANTIGENO

Para su uso como antfgeno se siguieron dos esgquemas de -

purificacién y desnaturalizacidn: en un caso después del 3er ci-
clo de polimerizacién-despolimerizacibn se tomb entre 0.5 y 1 mg
de la preparaci6bn de actina-G, se le agregd amortiguador de solu

bili{zacibn y se hirvib durante 2 minutos., La muestra se aplic6t -

en un gel preparativo (1.5mm) de poliacrilamida-SDS al 11l% y se
corri6 a 15mA durante 6-7 horas. El ge) se tifio y se destinb. La

banda correspondiente a la actina nre corté con una navaja, se ho
mogeniz6 en amortiguador de fosfatos pH 7.2, se emulsific6 1:1 -
con adyuvante completo de Freund (Difeo) y asf se usd como anti-

geno. En el otro caso después de cortar 1la banda de actina, la -

proteina se cluyb electroforéticamonte dentro de una membrana de

didlinfs (Thomas, Co. H Catfdlogo 31787-D10) de acuerdo a la téeni

ca de Anderson {(87) con algunas modificaciones. Las columnas de
clucifn (Fiq.

1), se prepararon a partir do pipetas de vidrio de
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5 ml a los cuales se les cortd aproximadamente 0.5 cm de la pun-
ta, con el objeto de que el difimetro interno en esa zona xaoa ma-
yor y asi facilitar el flujo de corriente. Se colocd un colchén
de lana de vidrio en la punta de la pipeta, para retener lou frag
mentos de acrilamida. Por otro lado se amarrd con hilo de nylon -
un pedazo de membrana de diflisis de 5 cm de largo y 1/4 de pulga

da de di8metro en uno de sus extromos, se llend con el amortigqua-

dor de elucidn (.0198M Tris, .153M glicina, .B80% SDS) y se inser-

t&6 la punta de la pipeta, con 1 6 2 ml de amortiguador, dentro de
la membrana de diflisis, teniendo cuidado de ¢que gquede bien asequ

rada y que no queden burbujas de aire.

Las pipetas con la membrana de dif8lisis se montaron en -

una c8mara de electroforésis en disco (Bio-Rad # Catflogo 165-
0130)

cuyo reservorio inferior se llen6 con el amortiquador de -
eluci6tn. La banda de actina se cortf en pequefios trozos y se equi
libr6 durante 30 minutos con ¢l amortfquador de elucibn, aplicéndo
se a la columna con una jeringa de % m]l sin aguja, y empaclndola
con una varilla de vidrio. El reservorio superior se llend con -

amortiguador de elucidn. El dnodo se c¢onectd al reservorio infe-

rior y el c8todo al superior. La protofnan se eluyd a 1l.5mA por pi

peta durante 18-20 horas. La protefna clufda se llevbé a 1% SDS y

1t de fi-Mercaptoetanol y se hirvi6 2 minutos. Se emulsif{fcHd 1:1

con adyuvante completo de Freund y do esta forma se unf como antf
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geno.

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA CON DODECILSULFATO DE SODIO

El andlisis de polip8ptidos B¢ realizb en geles en pla-
ca de poliacrilamida dodecilsulfato de nodio (SDS) al 11% el gel

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

muestras se solubilizaron en 0.05M Trim pH 6.8, 0.002M EDTA, 1%

SDS, 1% 8 -Mercaptoetanol, 10% Glicerol, calentfindolas a ebulli-

cibn durante 2 minutos. Los geles se tifien con 0.05% de azul bri
llante de Coomassie R250 en 10% de &cido acBtico y 10% de meta-

nol y se destifien con 10% de &cido acético y 10% de metanol.

INMUNIZACION Y OBTENCION 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 antfgeno insolubili

zado en acrilamida y las siguicnten con el antigeno elufido elec-

troforéticamente. La ruta de inmunizacifAn fué variable, asi el -

dfa 1 se reparti6 el antfgeno en los cojinetes plantares e intra

dérmicamente en el dorso;cl dfa B8 se roparti6 intradermicamente
en ol dorso; el dfa 136, 155, 176, 311 vy 351 se repartib intra-

muscularmente en las patas trascras. lLop animales se sangraron -
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generalmente 8 dlas después de cada inmunizacién ya sea por pun-
ciébn cardidca o de la vena marginal de la oreja. Para separar el
suero, la sangre se incub® 1 hora a 37°C y 24 horas a 4°C. E1 -

co&gulo se separ6 del gsuero con un aplicador de madera, se decan

t& el suero y se centrifugqd a 10,000g durante 15-30 minutos. Sec
guards a -20°C en alicuotas de 500 yl.

PURIFICACION DE LOS ANTICUERPOS ANTIACTINA.

En algunos casos los anticuerpos en el sucro se separaron
por 3 precipitaciones secuenciales de¢ las gamma-globulinas (IgG)
con sulfato de amonio a una concentracibn final de 1/3 de satura-
cibn (88). La fraccibn de gamma-globulinas se dializd contra amor
tiguador de fosfatos pll 7.2 para eliminar el exceso de sulfato de
amonio y se¢ almacenb6 a -20°C en alicuotas de 500 ul.

Las IgG fue-

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

la fraccibn de sulfato de amonio.

{.n columna se equilibr y se -
eluy6b con 0,.01M de fosfato de sodio pit 8.0. Las fracciones corres
pondientes a IgG se almacenaron a -20°C en alfcuotas de 100 ul. -
Los anticuerpos monoespecificos contra actina se purificaron por
afinidad de acuerdo a la técnica de Sundovist et al (89) con algu
nas modificaciones, Se tom6 1 ml de actina-G (6 mg/ml) de mGsculo

esqueiftico de conejo después de 3 ciclos de polimerizacidn-despo

limerfzacién y se indujo a polimerizar a temperatura ambiente por
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la adicién de KCl a 50mM y MgCl2 a 2mM. A la solucibn de actina

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

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

tos pH 7.2, 50mM KCl y 2mM MgClz, Y #a incubd durante 18 horas

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

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

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

a 4°C., Se sediment6 a 140,000g y ¢l precipitado se lav® por cen-

trifugaci6bn con fosfatos pH 7.2, 50mM KC1l y 2mM chl2 hasta que

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

do se incubd con 0.1M glicina pil 3, 50mM KCl y 2mM Mqu2 durante
1 hora a 37°C. Se depositd sobre un gradiente doscontinuo de sa-

carosa 2M y 1M en 0.1M de glicina pH 3, 50mM KC)l y 2mM MgClz, Y

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

da en la interfase 2M-1M y los anticucrpos se rccuberaron en la
fase superior. Se neutralizo el pH conh NaOli, se dializhron con-

tra amortiquador de pH 7.2 y se guardaron a -20°C en alfcuotas -

de 100 yl a una concentraciébn de 240 ywq/ml.

INMUNODIFUSION E INMUNOELECTRQOFORESIS.

La presencia de anticuerpos procipitantos se monitoreb -
por doble inmunodifusibn en geles de agqarosa al 1% en 2mM Tris-

¢, 0.5mM g-Mercaptoetanol, 0.2mM M Cnvlz, 01% mertjiolate a un -
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pH de 8, para evitar la polimerizacibn de la actina (94). Después
de 24 a 48 horas de difusifn a temperatura ambiente las placas se
lavaron durante 3 dfas a 4°C con amortiquador de fosfatos pH 7.2
con cambios cada 24 horas. Se secaron a temperatura ambiente por
evaporacibn colocéndolaes una tira de papel filtro humeducido con
agua destilada. Despufs del secado sc tifieron durante 1 hora con
1t de Negro Amido en 10% de 8cido acético y se destifieron con Sci
do acético al 10%. La presencia de anticuerpos contaminantes se -
monitoreb por inmunoelectroforésis en gel de agarosa al 1% en -
0.05M de barbital de sodio a un pH entre 8.6 y 9. E1 antigeno se
corri6 a 2mA por placa durante 2 horan. Después de 1la electroforé

sis se colocaron los anticuerpos y so dejaron difundir durante -

24-48 horas a temperatura ambiente. F)l lavado, secado y tincién -

de las placas fué igual que en doble inmunodifusibn.

CULTIVOS CELULARES

La lfnca celular VC-6 de filbiroblastos humanos usada en es
te trabajo, sc obtuvo a partir de prepucios humanos y fue donada
generosamente por Fernando Montiel del Laboratorio de Antonio Ve-
l4zquez del Instituto de Investigaciones RBiomédicas de la U.N.A.M
Las células se mantuvieron en cajas T 75 (Lux Sci Co.) en solucibn

MEM suplementada con 10% de suerc bovipo fetal (Gibco)}, 0.011% de

piruvato de sodio, 0.005% de &cido ancBrbico, 1% de antibibtico -
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{10 x 106 U.I. de penicilina G-sédica, 12 gr de sulfato de es-
treptomicina, 250 mg de tetraciclina por cada 1,000 ml da agua -
destilada) a 37°C en una atmbsfera con 5 a 7% de Coz.

La linona celular de fibroblastos de raté4n suizo 3T3 gse -
obtuvo de Wald{ Kuri del CINVESTAV del 1.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 ¢ fnmunocitoquf-

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

se lavaron con 0.304% Tris, 0.04% KCl, 0.8% NaCl 0.02% EDTA pH 7.7

a 25%C y se incubaron con 0.25% de tripsina (Difco) a 37°C, hasta

que lar células se despegaron. La suspensi6bn se diluybd con MEM su

plementado y s¢ inocularon 0.5 ml deo la misma en cajas de Petri -

estérilons (Vela Plastic S.A.) con 3 ml de medio y 2 cubreobijetos

de 18 % 18 mm esterilizados flame&ndolos con etanol. Los cultivos

s¢ incubaron entre 24 y 72 horas a 37°C ¢n una atmbsfera con 5 a

7% de COZ'

Las c6lulan se procesaron de dos formas para visuvalizar -
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los microfilamentos de actina y de acuerdo al tratamiento se

les denomin6 células completas y citoesqueletos:

Preparacib6n de cé€lulan completas (5). )
a) Lavar los cubreobjetos con amortiguador de fosfatos pll 7,2,
b) Fijar con 3.5% formaldehido en amortiguador de fosfatos pH 7.2,
2mM KCl durante S 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 acctona a ~20°C durante 2 minutos.

f) Lavar con amortiquador de fosfatos pH 7.2,

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

Preparacibn de citoesqueletos (6).

a) Lavar los cubreobjetos con TGMC (25mM Tris-Cl, SmM Glucosa,

0.4%mM MgClz, 137mM NaCl, 5mM KCl, 0.025mM CaClz. pH 7.4).
b) Linar con 0.9%% de Tritén X-100 on TCOMC durante 5-10 minutos

a temperatura ambiente,
c) Lavar con TGMC,
d) Tratar con metanol a -20°C durante !0 minutos.
e) Fijar en 3.5% formaldehido o 1% glutaraldehido en amortiqguador
de fonfatos pil 7.2 durante 10 minutos a temperatura ambiente.

f) Fn e} caso de fijacibn con glutaraldehido los cubreobjetos se

trotan durante 15 minutos a temperatura ambiente con NaBh, -

4
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0.5 mg/ml en amortiguador de fosfatos pH 7.2 para

reducir al
dehidos libres (97).

Lavar con amortiguador de fosfatoos pH 7.2.

Usar directamente o guardar a -20"(C,

Inmunofluorescencia.

de

a)

b)

c)

d)

Las incubaciones con el anticuerpo antiactina sec reallzaron -

la siguiente manera:

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

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

Tomar un cubreobjeto con c&lulas 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.

Se¢ desprende por capilaridad agreagando amortiquador de fosfa

tos pi 7.2, se invierte y se lava con amortiguador de fosfa-

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

minutos.

Colocar en un portaobjetos 25 ul de antigammaglobulina contra
conejo obtenido en chivo y acoplado a fluoresceina (Hioesch) a
una dilucibn 1/10 e invertir el cubreobjetos scobre la gota. In

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

£) Montar en amortiguador de fosfatos pH 8: glicerol {119},

Las preparaciones se observaron y fotografiaron en un mi
croscopio Zeiss, equipado con 6ptica para epifluorescencia y los
filtros adecuados para isotiocianato de fluorescefna. Se fotogra
fiaron con pqlicula Kodak Ektachrome (ASA 400, DIN 27). El tiem-

po de exposici6n fué de 30 segundos. El rollo se procesé comer-
cialmente.

Inmunocitoquimica.

Las reacciones inmunocitogquimicas se efectuaron en cito-~
esqueletos usando complejos solubles de peroxidasa-antiperoxida-
sa (PAP), esencialmente como fué descrito por Sternberger et al
(98). lL.as incubaciones con anticuerpos y los lavados se hicieron
exactamente igual que en inmunofluorencencia. Brevemente, las c@
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 amortiquador de fosfatos pH 7.2 y se incubaron con PAP

(Dako)
diluida 1/100.

La actividad de peroxidasa se revelé incubando los

cubrecobjetos con una soluciftn al 0.06% de diaminobencidina (Sigma)

y 0,03% de n202 de acucrdo a Graham y Karnovsky (99). l.as prepara-
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ciones se lavaron con H20 destilada y sec montaron con resina sin
tética al 60% en Xilol (Sigma) previa deshidratacién en alecho-

les. Las preparaciones se observaron en un microscopio Zeiss con
campo claro y se fotografiaron con pelfcula Kodak Ektachrome -

(ASA 400, DIN 27). Los tiempos de exposicién fueron dados automi

ticamente por el microscopio. El rollo se proces6 comercialmente.

Los contreoles usados en los experimentos de inmunofluorescencia

e inmunocitoquimica fueron los siguicentes: 1) Incubar las cé&lulas
con una concentracifn similar de suero o IgG cbtenidos antes de -

empezar las inmunizaciones; 2) incubar las células s6lo con el an

ticuerpo fluorescente a la dilucibn usada 6 en el caso de la inmu
nocitoquimica incubar 86lo con el anti conejo (chive) y PAP o s6-
lo con PAP; 3) absorber el antfactina con el antfgeno antes de la
incubacibn.

Andlisis en gel de poliacrilamida-SDS de las proteinas pre

senten en el citoesqueleto de fibroblastos.

Las c€lulas se crecieron a confluencia en una caja T75 y
se lavaron con TGMC. Se lisaron con 0.5% Tritén %X-100 en TGMC du-

rante 5% a 10 minutos y se lavaron con la misma solucién., A la ca-
ja se le agregbd 1 ml del amortiguador de solubilizacién (electro-

forfunin) y los citoesqueletos se desprendieron raspando el fondo

de la caja con un "gendarme", La suspensi6n se solubilizé calen-
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té&ndola a ebullici6bn durante 2 min. Se us6 directamente o se al

macen6 a ~-20°C hasta su uso.

Otros métodos

La determinaciébn de proteinas so realizb colorimétrica-
mente usando azul de Coomassie de acuerdo al método de Bradford
(100) utilizando el ensayo de proteinas obtenido comercialmente

de Blo rad, con gammaglobulina de bovino como estandar.
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RESULTADOS

Purificacién de Actina

En la Figura 2 #se muestra actina de mGisculo esquelético ~
de conejo, purificada por 3 ciclos de polimerizacién-despolimeri-
zaci6bn (11) a partir de un extracto de misculo esquelético de co-
nejo (86). Como se observa en la Figura 2D,F,H y J, la banda m8s
prominente comigra con actina de msculo esquelético de conejo ob
tenida comercialmente, pero ademis hay otras bandas fundamental-

mente de peso molecular elevado que persisten en ostas preparacio
nes.

Preparacibn del Antigeno

l.a actina de mGsculo esquelfético de conejo después de 3 -

ciclos de polimerizacibn-despolimerizacibn (Fig. 2) se corre en -

un gel preparativo de poliacrilamida-fibs (Fig. 3) y la banda co-
rrespondiente a la actina se cortd con una navaja después de te-
fir el gel con Coomassie. La banda se homogeniz6, se emulsific6b y
se inyect6 a los concjos. Debido a que la acrilamida es un irritan
te severo que produce inflamacibn y necrosis en los sitios de in-

yeccibn, se decidib electroeluir la protefna después de haberla -

purificado a través de un gel de polincrilamida-SDS. La proteina -
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electroelufida en bolsas de didlisis se llev6 a 1% de 5DS y 1% de
B-Mercaptoetanol, se hirvi6, se emulsific6 y se inyect8 a los co
nejos. La Figura 4 es un ejemplo de actina electrocluida y vuel-
ta a correr en un yel preparativo. En la Figura 5 se muestra ac-
tina electroelufdan (C), compar&ndola con actina después de 3 ci-
clos de polimerfzaci6bn-despolimerizaci6ébn (B) y con el extracto a
partir del cual se purifica la actina (A). Es evidente la pureza

del antfgeno usado para la produccién de anticuerpos.

poble Inmunodifusifn e Inmunoelectroforésis

La presencia, homogenecidad y especificidad de los anti-
cuerpos antiactina se monitore6é por doble inmunodifusién e inmu
rnoelectroforésis. En la Figura 6A se muestra umaplaca de doble

inmunndifusi6bn en ¢l centro de la cual se pone a difundir el -

suero contra concentraciones decrecientes de actina de mfisculo -
esquelético de conejo alrededor. Como on evidente, sblo se obser
va una banda de precipitacién indicdndonos la presencia de una -
poblacifn de anticuerpos dirigidos unicamente contra una molécu-
la. Los anticuerpos precipitantes aparecieron aproximadamente a

los 4 1/2 meses después de la primera inyeccibn del antigeno. Los

syeros de cada animal se manejaron por separado y ¢n esencia to-

don dan la misma respuesta. Por otro lado, también no forma banda

de precipitacibn contra actina de mfisculo esquelético de pollo -
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Fig. 2. Flectroforésis en gel de poliacrilamida~SDS de un ex~

tracto de mGsculo esquelético de conejo y de actina -
purificada de ese extracto por 3 ciclos de polimeriza
cibn-depolimerizacibn A,C,E,G,I 13 ugr de actina de -
mlsculo esquelético de conejo obtenida comercialmente,
B, 160 ugr extracto de m@isculo esquelético de conejo;
D,F,H,J 40,80,160 y 200 uqr roespectivamente d¢ actina
de misculo de conejo después de 3 ciclos de polimeri-

zacibn-despolimerizaciébn. La banda de actina sc¢ sefia~
la con una flecha.




Fig. 3.

el

Gel preparativo de poliacrilamida-8DS8 de actina de -
mdsculo esquelético de conejo despuls de 3 ciclos de -
polimerizacién-despolimerizacifn. Se corrieron 480 ugr
en un gel al 11%, La banda correspondiente a actina -
(flecha) se removi6 del resto del gel y se usd como an
tigeno.

38,
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Fig., 4. Gel preparativo de poliacrilamida-5DS de actinn de ms

culo esguelético de conejo despuBu de 3 ciclos de polI
merizaciln-despolimerizacifn previamente separada y -
eluida. Se corren 90 ugr en un qgal al 11\, La banda de

actina (flecha) se removib del gel, se eluytb y se usb
como antigeno.
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A B C

Fig. 5. Gel de poliacrilamida-SDS mostrando varios pasos de pu

rificaciébn del antigeno. A, extracto de mfisculo esque-
lético de conejo; B, actina de msculo esquelético de

conejo después de 3 ciclos de polimerizacifn-despolime
rizacién; C, actina de mfisculo esquelético de conejo se
parada por elecctroforésis en gel de poliacrilamida- dode

cilsulfato de sodio y posteriormente electroeluida. La~
banda de actina se sefala con una flecha.
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(datos no mostrados en este trabajo). Debido a que en la inmung
electroforésis se separan mezclas antigénicas en funcibn de la
carga de cada uno de Jos componentes, esto nos permitirfa detec

tar sistemas antigeno-anticuerpo que no se resuelven en doble -
inmunodifusibn.

En la Figura 6B se muestra una placa de inmunoelectrofo

résis en donde vemos una sola banda de precipitacibn con 40 ug
(6B,1) y 120 ug (6B,2) del antigeno, aunque en e¢ste (ltimo caso

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

Purificacifn de los Anticuerpos Antiactina

En algunos casos se scparb del suero la fraccibn de ga-

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

turacifin y se separd la 19G por cromatoqgraffa de intercambio 16~

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

tacibn c¢on sulfato de amonio y purificanci6bn de I1gG por DEAE celu
loga y ¢} an8lisis en gel de poliacrilamida-SDS. Para los experi
mentos de inmunocitoquimica se us6 la fracci6tn 4 de la columna.

Es evidente la pureza de esta fraccidn, $6lo se aprecian las ca-
denan pesndas y ligeras de la IgG. Con el fin de obtener exclusi
vamente

la poblaci6bn de anticuerpos contra actina, y disminuir -

al mhximo posible el pegado inespecifico de proteinas ¢n los es-
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Doble tnmunodifusién e inmunoelectrotorlnin de. nctina -
' 4e 'mGséulo esquelético de conejo y. s0¢ro de animales in
"minizados contra actina. A Doble’ 1nmunodifusibn en 1\ =
agarosa aa, suero obtenidd 4 1/2 maonas despubs de la -

primera inyeccidén del antfgeno; 1,6,90,45,22.5,11.25, -
5,625, 2.8 ugr respectivamente de uctina dc mﬁsculo es-
quplﬁt!co de conejo. B Inmunoelectrufor@sis en 1\ agaro

s8a, na, fraccidn dec gammaglobulinam precipitadas con -
sulfato de amonio. 1,40 ugr;

2,120 ugr de actina de mis
culo esquelético de conejo.
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tudios de inmunofluorescencia, &ston se purificaron por afinidad
usando como absorbente actina polimerizada in vitro. Los anti-
cuerpon purificados por afinidad s6lo se caracterizaron por su -

capacidad de decorar el citoesqueleto de actina en fibroblastos
de rat6n de la linea 3T3.

Inmunofluorescencia ¢ Inmunocitoquimica.

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

diente a la localizacibn y caracterizacibn de actina en Trypanoso-

ma cruzi, un requisito indispensable gue el anticuerpo deberta -
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 Gtiles en inmuno-
fluorescencia y viceversa (82,101,102). En este trabajo se utili-
z6 ¢l fibroblasto como sistema de deteccién de anticuerpos contra

actina ya que la topologia del citossqueleto de actina en estas -

célulay es bastante conocida (61-78). Adem&s se conocen algunos -

cambios del mismo bajo condiciones de transformacibn viral (70,103~
106) o espont&nca (107) asf como eh la presencia de ciertos agen-
tes tales como el interfer&d6n (108), nlgunos andrégenos (109), in-
hibidores del metabolismo (110) y dreogas como la citocalasina --

(68) por citar algunos.
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En la Figura 8 se muestra el patr6n inmunofluorescente

e inmunocitoquimico de fibroblastos humanos de la lfnea vC-6 -
tefiidos con anticuerpos antiactina. A,B, cé&lula complota tefii-
da con suerc total dilufdo 1:4 y antigammaglobulina (chivo) de
conejo fluoresceinado; C, citoesqueleto tenido con 1gG purifica
da por DEAE celulosa y PAP; D, gel de poliacrilamida-SDS del ci-
tocsqueleto después de extraer con triton X-100, NStese la deco-

raci6bn de los cables tipicos de actina (61-78, 103-110) que en -

a;gunqé casos (C) se ve que atraviesan a todo lo largo de la cé&-
1uia. En el caso de A,B, se ven pacos cables fundamentalmente en
los extremos de la célula y una tincibn no definida en el resto
de la célula. Esto podrfa deberse a la interaccifn inespecifica
de algunaé'proteinas del suero con la célula. La imAgen es dife-
rente cuando la célula se trata con detergente (Fig, 8 C), ya -
que bajo e¢stas condiciones quedan en el citoesqueleto fundamen-
talmente dos proteinas; una de ellas es la actina (Fig. 8D,2) y

la otra una protefna de 58,000 (Fig. 8D,1) probablamente constitu

yente de los filamentos intermedios (96).

En la Fiqura 9 se muestra el patr6n inmunofluorescente -

de fibroblastos de ratén suizo de la 1fpea 3T3 teiiidos con anti-
cuerpos purificados por afinidad. A, citoesqueleto teiiido con -
antiactina absorbido con actina de mfisculo usquelético de conejo

Yy antigammaglobulina (chivo) de conejo fluoresceinado; B,C,D, ci
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Fig. 9. Patr6tn inmunofluorescente de citoesqueletos de la 11-

nea 3T3 de fibroblastos de embrifn de ratd4n suizo. A,
citoesqueleto teiiido con antiactina purificado por -
afinidad (7.2 ugr) absorhbido con actina de mfisculo eiﬁ
quelético de conejo (1 mqg) durante 24 horas a 4°C y
antigammaglobulina (chivo) de conejo fluoresceinado y
dilutdo 1/10; B,C,D, citoesqueleto tefiido con antiac-
tina purificado por afinidad (7.2 ugr) y antigammaglo

bulina (chivo) de conejo fluoresceinado y dilufdo - =
1/10. Tiempo de exposicifn, 30", 500 X.
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Patrbn inmunofluorescente e .inmunocitoguimico de, fibro
blastos humanos de la 1lfnea VC~6 tefiidos con anticuer-
pos..antiactina. A,B, c€lula complota tefiida.con suero

total diluido 1/4 y antlgammaglobqlina (chivo) de cone
jo fluoresceinado y diluido 1/10) C, citoesqueleto te-
fido con IgG purificada por DEAE (fracci6bn 4 de la co-
lumna) y PAP diluido 1/100; D, gel de poliacrilamidar

dodecilsulfato de sodio del citoesqueleto despuls de -
extraar con triton X-100. A,B, tiempo de,exppsicibn.r-

30"

500 X. C, tiempo de exposicién dado autométicamen
te por el mlcroscopio, 500 X.
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toesqueleto tefildo con antiactina y antigammaglobulina (chivo)

de conejo fluoresceinado. N6tese la decoracibn de los cables tf

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

6 atraviesan la célula a todo lo largo peoro son mas grugsas - -
{Fig. 98,C,D). Por otro lado la decoracifn de los cables de ten
816n desaparece al absorber el anticuerpo con actina corroboran
do, la especificidad del mismo. Resultados similares se obticnen
cuando las c&lulas se incuban con suero preinmune o con ¢l anti
cuerpo fluoresceinado (datos no mostrados). Por otro lado, los

anticuerpos son capaces de tefiir las bandas 1 de mlisculo esquelg

tico de cerdo (datos no mostrados).
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DISCUSION

Para la produccién "artificial" de anticuerpos contra una
molécula, es necesario considerar tanto la pureza del matarial -~
usado como antigeno, asi como la antigonicidad del mismo. En lo -
fue respecta a la pureza en el caso particular de actina, es rela
tivamente diffcil obtener preparaciones 100% puras por los méto-
dus cl&sicos de purificacién (11,85,86) ya que por su Intima aso-
ciaci6bn con otras proteinas contr&ctiles de la célula algunas co-
purifican con la actina. Los procedimientos generalmente usados -
para purificar actina de mGsculo esquelético de conejo, requicren
de un residuo aceténico del mismo, del cual se extrae la actina -
monomérica y se purifica por ciclos de polimerizaci6n-despolimeri
zacibén combinados con ultracentrifugacién. Los primeros intentos
de purificar actina utilizando el método de Spudich y Watt (11) -
en este laboratorio, no tuvieron éxito. Il patrbn electroforético
en poliancrilamida-SDS del extracto obtenido del residuo acetbdnico,
mostraba la virtual ausencia de actina, uti{lizando como criterio
la comigracibn con actina de misculo esquelético de conejo obte-
nida comercialmente. En cambio, se vefa una banda prominente de -
menor peso molecular, probablemente tropomiosina (datos no mostra
dos en este trabajo). Esto podrfa deberse por un lado, a la forma
de preparacibn del residuo acetfnico o a las condiciones de obten

cibn de) extracto a partir del cual se purifica la actina por po-




50.

limerizaci®n~despolimerizacifn. En lo que respecta a la prepara
ciétn del residuo, después de moler el m@sculo este se trata con
1a solucifin de Guba-Straub (0.3M KCl, 0.15M fosfato de potasio,
pH 6.5), con el objeto de remover miosina del mismo. Durante es
te tratamiento también se remucve actina en la forma de actomio
sina por lo que, entre otras cosas, el tiempo de exposicibn del
mGsculo en esta solucibn es importante. Por otro lado, Tsao y -
pailey (111) han demostrado que la tropomiosina se encucntra en
mayor cantidad en un extracto de misculo de conejo, cuando antes
de secar el residuoc con acetona este ha sido lavado en solucio-
nes con pH b&sico. El método de Feuer (85) inicialmente usado en

este trabajo para la preparacién del residuo acet6bnico, requiere

de un lavado con Nazco3 + Na HCOJ. En lo que respecta a la obten-

ci6n del extracto, se ha visto que la extraccibn entre 0 y 2°C -
minimiza pero no elimina totalmente la extraccién de tropomiosi-

na {112). Con esto podriamos pensar en un método de preparacién
del roniduo acetbnico en el cual 8¢ disminuyera el tiempo de tra

tamiento con la solucibn de Guba-Straub y se eliminara el lavado

con NaZCO3 + Na HC03. Y con respecto a la extraccibn serfa conve

niente realizarla entre 0 y 2°C . Rociontemente Strzelecka-Golas
zewska et al (86), describen un método para la preparacib6n del -

residuo acetbdnico, en donde se contemplan las posibilidades men-
cionadas arriba, el cual se usb cn egte 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 conservacifn tanto estructural como funcional
(ver introduccién) es poco antigénica. De hecho la mayorfa de -

los esfuerzos tendientes a producir anticuerpos contra actina

nativa han sido infructuosos. 1.08 geles de poliacrilamida-SDS

purmiten la separaci6n de protefnns de acuerdo al peso molecu-
lar de sus cadenas polipeptfdicas, por lo que en el caso de ac
tina €sta se mover8 con un peso molecular uniforme en el gel -

independientemente de su estado de polimerizacién. Este m&todo

ademds de ser Gtil en la purificacibn de proteinas, tiene la -
ventaja adicional de que el SDS desnaturaliza a las mismas pu-
diendo eventualmente hacerlas antigénicas. La produccibn y espe
cificidad de los anticuerpos presentados en este trabajo apoya

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

La presencia de una banda deo precipitaci6n e los experi

mentos de dobleinmunodifusién (Fig. 6A) sugiere la presencia de

anticuearpos dirigidos cuando menos contra una protefna. En el -

caso de la inmunoeclectroforésis (Fig, 6B,1), la morfologfa de -

la banda no es tan concluyente, pero podrfa ser explicada de va
rias maneras:

Si observamos la migracién del antfgeno (Fig. 6B,1) vemos que -

onte migra de una forma no discreta, e¢n docir, se embarra a lo
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largo del gel durante la electroforésis, y la banda de precipi-
taci6n se forma precisamente por toda la zona de barrido del an
tigeno. Por otro lado, se sabe que la actina bajo ciertas condi
ciones ibnicas y arribn de una clerta concentracibn critica, es
capiz de formar polimoeros {(20). Bajo las condiciones tanto de -
concentracién del antfgeno como ibnicas utilizadas en la inmuno
clectroforésis (Fig. 6B,2) es altamente probable que la actina

estuviese polimerizada. Ahora bien, podrfamos tener una gama de

-

polimeros en lo que respecta a tamafio y dependiendo del nlmero

de monémeros de cada polimero estos tendrdn diferente peso y di

ferente carga neta. La velocidad de migracibn serfa directamen-

te proporcional a la carga neta e inversamente proporcional al

tamafio del polimero, siempre y cuando no existan restricciones

mec8nicas debidas al tamafio del polimero y a los poros del gel.

En esnte caso hay una estrecha reclacibn entre el tamafio del polil-
mero ¥y la carga neta, ya que entre mas grande sea el polimero -

tendrf una carga ncta mayor y del mismo signo. Esto Gltimo condi
cionado a gue durante el proceso de polimerizacibn la conforma-

cibn en el espacio de los monbdmeros no cambiec de tal forma que -
en el polimero se expresen residuos de carga opuesta a los expre
sados en el monbmero, ya que bajo e¢stas condiciones la carga ne-

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

tamafio del polimero en el caso particular de este campo cléctrico,

cl papel jugado por la fuerza de gravedad es despreciable y por -
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lo tanto la masa no serfa importante, siempre y cuando no exisg-
tan restricciones mecnicas debidas al tamaifio de lom poros del
gel, de tal manera que las mol&culas migraran solamente en fun-
cién de su carga neta y no dol tamaflo de los mismos. La fuerza

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

madamente la fuerza cléctrica es 1039 veces mayor que la de gra-~
vedad (113).

Otra posibilidad serfa que fuesen 2 bandas de precipita-
cifn y se estuviesen detectando por lo menos dos sistemas antigg
no-anticuerpo. Esto podrfa deberse a que al momento de inmuniza-
ci6n el antigeno estuviese contaminado con otra protefna, o que
existiesen dos proteinas diferentes con detorminantes antigéni-
cos comunes o que los animales produjesen autoanticuerpos contra

algunan de las proteinas contrfctiles presentes con la preparacibn

de actina usada en la inmunoclectroforésis. La probabilidad de -

contaminaciOn al cortar la banda del antigeno del gel de poliacri
lamida-SDS es muy baja (Figs. 3,4,5), ya que la diferencia en pe-
s0os moleculares de las protefnas prosentes es tal que permite una
clara separacién. No obstante, cabe 1a posibilidad de la presen-

cia de una prote!na con el mismo peso molecular que la actina, pe
ro diferente en estructura primaria y probablemente cn carga. Con
el método de purificacibn de polimerizacibn-despolimerizacibn (11)

usado cn este trabajo, se ha visto que en la zona do peso molecu-
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lar correspondiente a la actina utilizando electroenfogue, sola
mente se detecta una isoforma en el casoc de mGsculo esquelético
de conejo y esta corresponde a la actina (45-47,54). Si la pro-
poraciébn de actina de mGsculo esquelético de conejo usada para
inmunoelectroforésis, es cualitativamente similar a la usada co
mo fuente de antifgeno y la probahilidad de contaminacifn al cor
tar la banda es minima, de tal manera que se inyecta el animal
con una preparacifn homogénea de antigeno, entonces la prosencia
de dos bandas, tendria que explicarse de otra manera. Otra al-
ternativa serfa que en la preparacifn de actina existlesen dos
proteinas con determinantes antigé€nicos comunes. De las protef-
nas contractiles estudiadas hasta la fecha como son, miosina, =~

tubulina, a, B actinina, protefna de la linea M, la proteina C,

vimentina, desmina y otras,

se sabe que no cruzan con anticuer-

pos antiactina, es decir, no poseen determinantes antigénicos
comfines, Por Gltimo, gueda la posibilidad de la produccifn de -
autoanticuerpos por un fenSmeno autoinmune. Osborn et al (114)
y Yildiz et al (115), han domostrado la presencia de autoanti-
cuerpos contra los filamentos de 7-10nm en conejos no inmuniza-
dos e incluso en algunos libres de patbgenos y Karsentl ct al -
(116) han demostrado lo mismo para tubulina. Esta Gltima posibi
lidad puede descartarse indirectamente ya que aunque no tenemos
datos de inmunoclectroforésis del suoro obtenido anten de empe-

zar las inmunizaciones, este mismo suero en doble inmunodifusifn
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no presenta ninguna banda de precipitacifn (datos no mostrados).
Por otra parte, los experimentos de inmunofluorescencia e inmuno

citoquimica que se mencionan mis adelanto, son claros en lo que
respocta a la especificidad de los anticuerpos. Con todo lo ante

rior la explicacifn mas probable acerca de la morfologfa de la

banda de precipitacibn en inmunoelectroforésis, es la de una gra

dacién en tamano de los polimeros y por ende en la carga neta.

La especificidad de los anticuerpos se corrobora en los

experimentos de inmunofluorescencia e inmunocitoquimica, ya que

ademés de la topologfa del citoesqueleto de actina, se conoce -

también la topologia del citoesqueleto formado por otras protel

nas contrictiles 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 protefnas, podria
ser detoectada utilizando el fibroblasto completo. Los anticuer-
pos producidos en este trabajo s6lo dacoran el citoesqueleto de
actina y por lo tanto son especificos para esta proteina, como -

lo demuestran los experimentos de abrorci6én del anticuerpo con -~

el antfgeno, asi como la incapacidad de decoracifn del suero pre

inmune y del anticuerpo fluoresceinado.

El mecanismo por medio del cual o] 8DS altera la estruc-




tura protefca es deconocido, pero causa que las cadenas polipep
tfdicas adopten una conformacifén m&s "extendida". Las regiones
de una protefna rceconocidas como determinantes antigénicos, po-
drfan ser segmentos de la secuencia intrinseca de aminofcidos
llamados determinantes secuencialesa o bien, yuxtaposiciones de
amino&cidos no secuenciales inducidos conformacionalmente. El -
SDS al "extender" a las proteinas provoca la desaparicibn de las
determinantes conformacionales y la expresifn de las secuencia-
les. Los anticuerpos contra actina de mfisculo esquelftico de co-

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

la proteina (Fig. 6A,B) a pesar de que el antigeno usado para -

las inmunizaciones se desnaturalizf con SDS. La explicacibn de es
te dato es dificil ya que la actina nativa no es inmunogénica.
Recientemente, Dosseto y Goridis (83), producen en coneijo, anti-
cuerpns contra actina de mGsculo esquelético de conejo desnatura
lizada con SDS, y los caracterizan por radioinmunoensayo. Estos
anticuerpos s86lo reconocen a la forma polimérica de la molécula.
Ellos concluyen, que de alguna forma durante el proceso de poli-
merizacibn se cxpresan determinantes antigénicos no presentes en
la forma nativa de la molécula pero sf en la desnaturalizada. Un
fenbmeno similar podria estar sucediendo en los experimentos de
dobleinmunodifusibn e inmunoelectroforésis prescntados en este -
trabajo, ya que las concentraciones de actina utilizadas estan -

por arriba da la critica (20) y por lo tanto os altamente proba-
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ble la formacibén de polimeros.

Las inmunizaciones con actina en la mayorfa de los casos,
han resultado en la produccifn de anticuerpos gque no descriminan
entre actinas citoplasmiticas y musculares. Las especificidades
d¢ estos anticuerpos generalmente se han demostrado por inmuno-
fluorescencia ¢ inmunocitoquimica. Groschel~Stewart (122) obtie-~
ne un anticuerpo que reacciona con actina de misculo pero no con
actinas citoplasmiticas. También obtienen después de inmunizar -
con actina de msculo esquelético o l1iso de pollo acoplada a aga
rosa un anticuerpo que reacciona exclusivamente con tejidos de
pollo y unicamente con cl tipo de mGsculo del cual se obtuvo el

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

antigeno actina del molusco Aplysia californica obtienen un'anti
cuerpo fque reconoce a las actinas citoplasmiticas pero no a las

de mGnculn esquelético. Los anticucrpos producidos en este traba
jo reaccfonan con actina de mGsculo anquel8tico de conejo y de -
polle {(actina au) en dobleinmunodifusifn y con actina de mfisculo

esquelético de cerdo (actina a), de fihroblastos humanos y de ra
tén (actina B yy) en inmunofluorescencia., Es decir, no son espe-

cle~anpecificos y no discriminan a las actinas citoplasmiticas -

de lon mmusculares,

En diffci) la comparacién cuantitativa de los anticuerpos




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 metodolégicas empleadas en su produc

cién. Hasta la fecha s6lo existen dos reportes que aparec¢ioron

recientemente en ¢l curso de este trabajo, en donde se producen
en conejo anticuerpos contra actina de misculo 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 deficren metodolSgicamente entre si.

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

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

a diferencia de Dosseto y Goridis (83) cquienes despuls de separar

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

Por otro lado, estos trabajos difieren metodolbgicamente del pre

sentado en estas p8ginas en donde el antigeno se usa desnaturalil

zado ¢ inmobilizado en poliacrilamida-$DS y desnaturalizado en

soluci6n.

La elucidacibn del mecanismo da accibn del SDS, as{ como
de los cambios conformacionales que dobe de sufrir la molécula
de actina al acoplarla a soportes talesn como poliacrilamida-aga-

rogsa, al entrecruzarla con glutaraldehido, al oxidarla y carboxi

metilarla, al desnaturalizarla a 4°C,

junto con los datos de sc-

cuencia y el mapeo fino de la estructura antigénica de la molécu
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la utilizando enfoques similares a los usados por Dosseto y Gor{
des (83) nos permitirfa en un futuro usar a los anticuerpos como
pruebas conformacionales y entender la din8mica dol citoesquele-~

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

cuerpos contra ciertas secuencias de la molécula de actina nos per

mitirfa estudiar la distribucibn de estas a lo largo de la filo~

genia, as! como su papel en la conservacifn estructural y funcio-

nal de la molécula de actina.
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