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RESUMEN

En el presentevtrabajo de 1nvesL1gac10n se estudla un’
modelo experlm'nt‘ ! irr sxs hepatlca en ratas, lnducido

dica lavar
ACTINA en’l
tos.

El hecho da ‘que se”analice el 'RNAm.de ACTINA, asté jus-
tificado”al considerarse como un paré&metro-para determinar
indirectamente la variaci6n de una de las més abundantes pro
teinas del citoesqueleto, asi como una de las proteinas de
mayor expresiébn celular. Se sabe que en higados cirréticos
se incrementan proteinas constituyentes de la matriz extra-
celular como colégena, asi como se ha demostrado gue en el
curso de una "regeneracibn hepética'" después de una hepatec
tomia parcial y en "cirrosis" experimental y humana, los
MICROFILAMENTOS se rearreglan e incrementan en cantidad,
Existe otro fenémeno peculiar en cirrosis hepatica que con-
siste en la aparicidn de un tipo celular denominado "miofi-
broblastos" que contienen abundante cantidad de microfila- .
mentos, es decir de ACTINA y que se relacionan con una con-
tractilidad incrementada del 6rgano cirrético. El desarro-
1llo de estas células es independiente del agente etiolégico
o de las especies y parece representar una respuesta no es-
pecifica del higado a una lesibn tdxica.

Sin embargo el origen-exacto de los ‘'miofibroblastos™"
se desconoce aunque se han asociado de’manera: no.clara con
las células perisinusoidales”o células 'de Tto que” se loca-
lizan en el espacio de Disse, ya que poseen caracteristicas
morfolégicas similares a.las células formadoras de colégena,

El anélisis densitométrico de las hibridaciones especi-
ficas entre el DNA (4cido desoxirribonucleico) recombinante
de ACTINA de Drosophila melanogaster y el RNA (4cido ribonu-
cleico) obtenido de hepatocitos de rata, muestra que la va-

riaci6n del RNAm (4cido ribonucleico mensajero) de ACTINA



no aumenta progresivamente, puesto que. a:pesar.de incrementarse
considerablemente a-las’ 24 horas (con . una; dosis de ' CCly) y.a la
semana de 1ntox1cac16n, el nlvel de RNAm . de” ACTINA disminuye
hasta valores normales durante la‘tercer semana de tratamiento.
Sin embargo a las 5 semanas de continuarse la intoxicacidn,-la
cantidad de RNAm de ACTINA vuelve a - incrementarse pero no alcan-
za los valores obtenidos a la semana del tratamiento. _Estos
datos deben considerarse estar afectados por “la aparicibn 'de cé-
lulas con diferencia moxrfolbégica a la de los hepatocitos, inclui
das en la fraccibn parenguimatosa durante el alslamlento celular,
y que pudiesen ser los mloflbroblastos. el S o

La raallzac16n de qeles unldlmensxonales y bldlmen51onales ’
de las protefinas traducidas "in v1tro“ gsefiala que cuando se ‘pre
senta el incremento -del RNAm de ACTINA, &ste no ‘es especiflco,
ya que se encuentran-incrementadas”en general todas:<las protei~
nas traducidas a partir del RNA obtenldo en’las’ raspectivas-eta
pas. Sin embargo encontramos: que al 91stema pudlese mejorarse
al traducir solamente al RNA poli At en lugar del RNA total,

Con el analisis de la variacién’del RNA mensajero.de ACTINA
da las células parenquimatosas del higado de rata durante el
curso de la intoxicacibn crbnica . con tetracloruro de carbono,
se pudo adquirir experiencia en la metodologia respectiva, dentro
del campo de biologia molecular, la cual sirve como base para am
pliar este estudio, investigando otros tipos celulares del higado
para poder hacer conjeturas més validas con respecto al candidato
mis apropiado para originar las cé&lulas miofibroblésticas del™ ~
hijado cirrbtico, asi como seflalar en que proporcién contribuyen
al aumento de ACTINA en este estado patolbdgico del higado.



OBJETIVOS., =

AISLAMIENTO, - IDENTIFICACION-Y. CUANTIFICACIO : e
(ACIDO RIBONUCLEICO MENSAJERO): DE ACTINA E‘:HEPATOCITOSJ'%J

DE RATA DURANTE EL CURSO DE. LA INTOYICACION‘CRONICA CONQ'
TETRACLORURO DE CARBONO. . %

ANALISIS DE LAS PROTEINAS SINTETIZADAS "IN VITRo"“ >fj'
A PARTIR DEL RNAm OBTENIDO DE HEPATOCITOS DE RATA:.
DURANTE LA INTOXICACION CON TETRACLORURO DE CARBONO.



EL HIGADO. ORGANIZACION FUNCIONAL Y DIVERSIDAD CELULAR.

El higado es una de las glandulas.mis importantes que.se.co-
munican con el:intestino; en el desarrollo. embrionario se localiza
cerca de la.pared intestinal donde:circula-una’ gran vena y:siendo
un 6rgano. adulto tiene una intima relacién con la sangre. ‘Las °
células en el higado que derivan del epitelio primitivo del intes-
tino -LOS HEPATOCLTOS- se encuentran colocados en extensiones ple-
gadas originando ‘espacios que contiénen"sangre y gue se denominan
SINUSOIDES. - La.-sangre se-separa de-la superficie de los hepato-
citos por una ' capa de células endoteliales aplanadas que cubren
lateralmente las extensiones formadas por los hepatocitos (figura
1). Esta estructura facilita las funcioms principales del higa-
do, que-corraesponden:al-intercambio de metabolitos entre los hepa-
tocitos y -la sangre. (Alberts, et al., 1983).
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Figura l . Diagrama que esquematiza las estructuras del
higado. e



El higado es el sitio mds importante donde los nutrientes
que han sido absrobidos del intestino y transportados por la sap
gre son procesados:para su:. uso por . otras células corporales.

Los hepatocitos son porilo: tanto los responsables de la sinte-
sis, degradacién’ Y almacenamlento de una inmensidad de sustancias
diferentes., Al mlsm empo,,los HEPATOQOCITOS permanecen en comu-
nicacibén con el lumen'del ‘intestino mediante un sistema de cana-
liculos (canales dlmlnutos) y de:conductos mas grandes, secretan-—
do por -esta via‘un- agente emulsificante hacia el intestino, la
bilis, que ayuda ala absorcibn de las grasas (figural ).

La membrana plasmatica de los hepatocitos involucra un.do-
minio fntegro-lateral (figura.2°) en elicual-las:bicapas de la
membrans plasmitica de hepatocitos contiguos forman:una hendidu-
ra intercelular (20 um de ancho). "Las uniones proveen comunica-
cién entre hepatocitos vecinos. La membrana plasmatica que se
alinea en los espacios perisinusoidales tlene numerosas microve-
llosidades irrequlares gue se proyectan en el espacio. -Las ex-
tensiones del espacio perisinuscidal entre hepatocitos: forman.un
espacio paracelular que retiene pocas microvellosidades; su desa-
paricibén indica la transicidn a la hendidura intercelular, La
membrana plasmdtica de los hepatocitos, que est& dirigida hacia
los espacios perisinusoidales y paracelulares, se denomina super-
ficie basolateral, en analogia a otras células epiteliales, y di-
fiere quimicamente e histoguimicamente de las superificies conti-
nuas canaliculares. Sin embardo, los limites entre las microve -
llosidades y los dominios continuos hepatociticos son méviles,
dependiendo de las demandas funcionales. . En.regeneracién o en
colestasis, el dominio contlnuo se reduce consxderablemente )

(I. Arias et al. 1982),. e S ‘ e

Los HEPATOCITOS como entran:en estrecho contacto conla sangre
cargada de alimento, se hallan en posicidn ventajosa para llevar
a cabo las siguientes funciones:

1) Almacenamiento.  Los hepatocitos pueden captar az(car de
la sangre y almacenarlo como glucbgeno. Pueden tomar aminodcidos
de la sangre y sintetizar proteinas, por lo que en cierto modo
pueden almacenar proteina. Pueden asimismo almacenar grasa y al-
gunas vitaminas, por ejemplo, la A y la Bj,.

2) Transformaciones y conjugaciones. Como las proporciones
de sustancias nutritivas de la dieta no son necesariamente las
mds deseables para las células del cuerpo, las células hepaticas,
dentro de ciertos limites, transforman diversas sustancias unas
en otras, de manera que lo que los hepatocitos envian a la sangre
es mis adecuado para el metabolismo de las células corporales.

Ahora en forma de pequefias gotitas, llamadas gquilomicrones, la
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grasa de la sangre probablemente es desintegrada en la superficie
de los hepatocitos y ‘los productos entran en ellos; algunos se com
binan con colina'y f6sforo para constituir los fosfolipidos, muy
Gtiles, componentes ‘esenciales de las membranas celulares. 'Si

los sinusoides no permitieran que el plasma sanguineo entrara en
contacto .con’los hepatocitos, los quilomicrones no podrian a]can-
zar dlrectamente las superficies de los mismos.

. .HSPACIO
PERICELULAR

__FLUJO
PARACELULAH® .*

. . CANALICULQ
BILIAR
COMPLEJO
DE UNION
UNIONES

DE SEPARACION

-

- -

Figura 2 ', Ilustraci6n de las principales superficies
(dominio) de los hepatocitos en relacién
con los espacios perihepatocelulares. Las
flechas indican-las direcciones de los flujos.



Otra funcidn de los hepatocitos gue incluye transformacién
conjugacibén, o ambas,-es la destoxificacidén de algunos productos
indeseables absorbidos del intestino o producidos en el metabolis’
mo y que pudieran tener efecto perjudicial. Por ejemplo, se for-
ma amoniaco en relacibn con el metabolismo de los aminoacidos;:
el amoniaco es tébxico a determinada concentracién. Los hepatoci-
tos evitan que se alcancen tales concentraciones empleando el amo
niaco para formar sustancias (tiles o urea; esta Gltima no es td
xica (a menos que alcance concentraciones extraordinarias) y es
eliminada del cuerpo por el rifién.

3) Sintesis. Las células hepéticas producen gran parte de
la proteina de la sangre. Los hepatocitos producen la albfimina,
el fibrinbgeno y:la mayor parte de las globulinas de la sangre,
asi como otras proteinas relacionadas con la coagulacién de la
misma. Si’el-plasma sanguineo no pudiera entrar en contacto di-
recto con los hepatocitos, las proteinas de la sangre secretadas
por ellos no podrian entrar répidamente en el torrente vascular.
Los hepatocitos no fabrican globulinas gamma, gue, segQn se ha
visto se producen por las células plasméticas,

4) Regulacibn de la concentracidn sanguinea de algunas sus-
tancias, Los hepatocitos pueden captar carbohidratos, lipidos
y amino&cidos asi como algunas otras sustancias necesarias para
una buena-nutricién y mantenimiento, devolviéndolas al torrente
vascular cuande son indispensables, Al efectuar esta funcién
los hepatocitos ejercen un: delicado control sobre la concentracibn
de glucosa en la sangre. ~Cuando se absorbe mucha glucosa, para
que ésta no eleve su. concentracibn en sangre, el higado la incor
pora de la sangre y ‘la,convierte en glucégeno. Luego, a medida
que el carbohidrato se utilice por. el cuerpo la glucemia decae y
los hepatocitos convier el glucégeno en glucusa y la envian
nuevamente al torrente sanguineo. En esta forma en presencia de
las hormonas insulina- % adrenallna, la .glucemia se conserva. casi
constante (Arthur W. Ham,’ 1970)

Como la mayoria de los tejidos, el higado es una mezcla de
diversos tipos celulares. El volumen total del higado esta ocupa
do por células (84.1%) y por elementos del espacio extracelular.
Del total del volumen celular el 92,5% corresponde a hepatocitos
y solamente el 7.5% a la suma de células endoteliales, Kupffer y
almacenadoras de grasa o células Ito. Del especio extracelular,
el espacio de Disse y el lumen sinusoidal representan 97.4% del
volumen y estén interconectadas a través de entradas en las célu-
las endoteliales, De esta forma el contenido del espacio extrace
lular est& cubriendo constantemente la membrana plasmitica de
elementos celulares, y por consiguiente los cambios en la natura-
laza y/o distribuciébn de componentes extracelulares influira de
manera importante en la funcién hepitica, :
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LATIVO CELULAR
Q. DE VOLUMEN

LOCALIZACIOVH

CELULAS

NO HEPATOCITOS
CELS. ENDOTELIALES
CELS,:.DE KUPFFER
CELS. ALMACENAMIENTO

““*DE. GRASA O ITO"

ESPACIO EXTRACELULAR'

ESPACIO DE DISSE ™~ =
LUMEN SINUSOIDAL
CANALICULO BILIAR'

: i de una gran
varledad de moléculas; algunas de Tas cuales fluyen en ‘doa direc-
~iones entre los sxnusoxdes vy los’ hepatocitosii Las’ otras molécu-”
las son elementos del “tejido conectivo. Y constltuyen la matriz
extracclular; colégena, glicosamlnogllcanos y”glxcoproteinaS‘
(Marcos Rojkind, 1982)., -

Al referirse al LUMEN SINUSOIDAL, ‘es’ importante menclonar que
se refiere a los espacios del acino hepétlco, -de estructura espon-
Josa, que sirven como enorme receptéculo mezclador para»loa dos

DE KUPFFER. = El revestlmlento de los;



una membrana continua, como el endotelio ordinario de los vasos
sanguineos, ni estd firmemente unido a las parcdes de las vias
que reviste, como ocurre con el endotelio ordinario. Por el cop
trario el reticuloendotelio (CELULAS DE KUPFFER) est& separado

de los hepatocitos del parenquima hepético por un espacioc denomi
nado ESPACIO DE DISSE, .y las conexiones entre células reticuloen
doteliales contiguas del revestimiento son suficientemente laxas
para permitir que el plasma (pero no las células de la sangre) an
tre en contacto directo 'con las membranas celulares de los hepa-
tocitos cuando la sangre cireula siguiendo los sinusoides, Esto
es ventajoso, porque los ‘'hepatocitos tienen que efectuar diversos
trabajos que no podrian llevar -a acabo, o que harian menos efxcaz
si tuvieran que operar a_través del medio de tejido tlsular Y. de
un endotelio contlnuo (1 Arlas, et al, '1982).

La lifnea de células endotellales, ademés de- contener ‘as las
células de Kupffer, ‘que fagocitan materiales: del. flujo sanguineo
asi como glébulos rojos. Lnnecesarlos, contlene un pequeﬁo nlimero
de FIBROBLASTOS que-sirven:-de- soporte y constltuyen el tejido co-
nectivo . (Alberts, B. et aly 1983) GRE i

A lo largo de los conductos-de Herlng y en las paredes de
los preconductillos se dlstrlbuyen las células. de tipo.de conduc
to o CELULAS:EPITELIALES BILIARES que difieren de los hepatoci-
tos al carecer de la reaccibn caracteristica.de glucosa-6-fosfa-
tasa,. La transicién. de un tipo celular-a otro en-el desarrollo
embrionaric o en estados patolégicos no se ha‘establecido. - Tam-
poco se ha podido aclarar la diferencia entre células de dife-
rentes conductillos y conductos (I. Arias,Let,al,ﬁl982).

Otras cé&lulas que existen en el higado, son{las que tlenen=m,;,
la capacidad de almacenar ciertos lipidos y ‘se’ convierten Ty
prominentes cuando hay un exceso de.tales materlales como la vi-
tamina A, que al ingerirse se almacena en el higado para ‘mantener
su concentracibn sanguinea dentro del rango normal,‘a estas ‘o~
lulas se les denomina CELULAS DE ITO ( Lane 1974) :

Todas las células mencionadas son capaces de dividirse, Para’
una regeneracibn per fecta, su proliferacibn debe ser coordinada
apropiadamente. E1 desarrollo embrionario produce una mezcla
equilibrada y bien organizada; la regeneracibén en el adulto puede
fallar al tratar de lograr esta organizacidédn y equilibrio. Por
ejemplo, si los hepatocitos son intoxicados repetidamente con
TETRACLORURO DE CARBONO o con ALCOHOL a tal frecuencia, que no
sean capaces de recobrarse totalmente entre los periodos de in-
toxicacibn, los FIBROBLASTOS toman ventaja de la situacibén y el
higado se convierte irreversiblemente an un tejido fibroso con
exceso de tejido conectivo, dejando poco espacio para gue <rezcan
los HEPATOCITOS aGn después de que se eliminen los agentes tbxicos.
Esta condicién denominada CIRROSIS es comln en alcoholicos crénicos.
(Alberts, B. et al. 1983),



1o

[CONPOSICION HEPATICA EN PORCENTAJE. DE: VOLUMEN DEL PARENQUINA] ..

HEPATOCITOS -

7.8

Blouin, et al., 1977. Datos modificados.
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Bl Slstema de Mlcrofllamentos

Propledades y func;ones

Las células no‘musculares ontienen un sistema:de microfilamen
tos que contiene: actlnav Los m rofllamentos miden-de 5.a.7 nm de
didmetro .y estén‘compuesto e actlna globular (G) que forma fila-—
mentos de actina (F)i.Cada fllamento consiste de dos.cadenas de -
F-actina enrolladaé]d'a edor de“la otra formando una hellce

La ACTINA' es un pr

eina globular con un. peso molecular de.
42 790 daltones, fo :

LValente.‘ El complejo ‘actina-ATP
- formar “en presenéla de cationes, filamentos

helicoidales contenlend c1ent d vmonémeros de ‘actina-ADP (F-acti-
na). La hidrélisis: del nuclebtldo no-es ‘imprescindible para que: ocu
rra la pollmerxzac16n del monémero, puesto que ésta se lleva a cabo

en presencia. de analogos no. hidrollzables del nuclebtido. . La estabi
1idad de los filamentos: parece depender en parte del catidn quc indy
jo su formacién (Clarke Y Spudich, '1977; Zechel, K. 1981)

Esta protefna se: descrlblé en masculo esquelétlco 1n1c1almcnte
y fue identificada posterxormente en otros tipos- celulares 'y existe
en précticamente todos los tipos de células- eucaridnticas, desciibifp
dose en mis de cien tipos celulares dlferentes tanto del reino ani-
mal como del vegetal. ~Es la.mas abundante de las proteinas del cito
esqueleto, y también es una de 1las proteinas que ‘expresan-mayorita-
riamente todas las células, pudiendo llegar a un 30% del total de
las protefinas celulares como ocurre’ en las plaquetas (Clarke y Spudich,
1977; Rosenberg, et al., 198l; Meza, I., et al.,1983).

La gran conservacibn de esta proteina en la evolucién ha inducji
do al estudio de genes que la codifican, pues si bien las actinas
de diversas fuentes exhiben propiedades muy similares, no son .igua-
les en su composicibn de aminoadcidos, y aun-dentro de un mismo orga_
nismo, la actina de diversos tejidos no es idéntica - La expresibn
de los genes de actina ha sido estudiada por técnicas de traduccibn
"in vitro" de RNA mensajero y filtimamente por-métodos de DNA recom-
binantes y por caracterizaciétn quimica de la proteina aislada en una
gran variedad de especies, como mamiferos, aves y levaduras.

En animales de sangre calidnte ge expresan cuando menos seis
di ferentes formas de la proteina (Vandekerckhove y Weber, 1978), una
de mlsculo esquelético, una de masculo cardiaco (alfa actinas), dos
de mGsculo liso (beta y gama actinas) y dos de c&lulag no musculares
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del citoesqueleto. Adem&s, la colestasis puede inducirse con faloi
dina, clorpromazxna o citocalasina, debido a su efecto en los micrp
filamentos, mientras que. el transporte transhepético vesicular o la
secrecidn de lipoprotefinas se inhibe con colchicina o aleohol. Asi
mismo, la retencidn de proteinas de excrecibén se cree que se deba a
las alteraciones’ producidas por la enfermedad alcohbdlica hepatica,
ya que puede provocar la despolimerizacién del sistema de microtbu-
los. Los componentes de los filamentos intermedios del hepatocito
responden de manera més indirecta a la colchicina y griseofulvina
produciendo los cuerpos de Mallory en el hepatocito. Usando anadli-
sis tridimensional por microscopia electrénica, es pogible visuali-
zar come se colapsan los filamentos intermedios para formar conden-
saciones de filamentos que constituyen los cuerpos de Mallory. Los
filamentos que aparscen en los cuerpos de Mallory se acumulan como
resultado de una resistencia adquirida hacia la proteélisis. EI
desarrollo de los cuerpos de Mallory en células de hepatomas se asg
cian con cambios en el citoesqueleto donde se ha comprobado la trang
formacidn celular del tejido., Cultivos primarios de células de hepa
toma de ratén muestran que los cambios en el medio ambiente alteran
el citosscueleto y causan la desaparicidn de los cuerpos de Mallory
por aU»Ofﬂ]OClLO§lS. La griseofulvina "in vitro" no reestablece los
cuerpcs <w Mallory., Asi pues, los cambios en el medio ambiente pue-
den sov importantes en la patogénesis de los cuerpos de Mallory y
pueden explicar su formacién observada en una gran variedad de enfer
medades hepéticas, Las subunidades hepdticas son antigénicas en el
hombre. El dafio hepatocelular de una naturaleza crbnica permite la
formacibn de autoanticuerpos para microfilamentos, filamentos inter-
medios y para microt@Gbulos, derivados de polipéptidos. Se han pre-
sentado los siguientes casos de formacidn de autoanticuerpos pa.a
citoesqueleto; en hepatitis activa crénica (anti-microfilamentos en’
67% de los casos), en cirrosis biliar primaria (microfilamentos en
53%4) vy en alcoholismo hepédtico (microfilamentos en 25%, microtfibulos
en 50%, filamentos intermedios 100%). Los complejos inmunes contie-
nen cuerpos de Mallory como antigenos que se han observado en glomé-~
rulos de pacientes con enfermedad renal asociada con alcoholismo he-
pético (S.W. French, et al., 1985).

. A continuacién se describir& con mayor detalle el SISTEMA DE.
MICROFILAMENTOS, ya que al ser la ACTINA su principal constituyente,
nos interesa su descripciédn para el desarrollo de este trabajo de
investigacién. et
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ELDMDNTOS DEL CITOESQUELETO ‘EN. HEPATOCITOS.;

: p :
que constltuyen aproxlmadamente el 25% ‘de’ la proteina total celular,

La existencia de estructuras esquelétlcas intracelulares se
postuld primeramente en 1928 pero se observd tiempo después como un
artificio de fijacibn, Técnicas bioquimicas y la localizacidn por
microscopio de luz y electrébnico, han'establecido claramente la
existencia e importancia de un sistema elaborado de estructuras ci-
toesqueléticas en la mayoria de las células eucaribticas. Los prin
cipales componentes de este sistema son varias clases de diferentes
filamentos, microfilamentos, filamentos intermedios y microtGbulos.
Estos filamentos forman con la estructura de la membrana un sistema
compleio de interaccidn mutua, que entre otras funciones, juega un
papel importante en la regulacidn de la forma y movilidad, movimien
tos intracclulares, incluyendo procesos contréctlles y secretorLOb,
mitosis y hendiduras celulares.

La organizacidn de estos filamentos'y su-asociacidn con compo-
nentes no filamentosos depende de la diferenciacién: celular.y. factgo
res ambientales. Diversas condiciones patolégicas afectan las es-
tructuras del citoesqueleto- (Denk y Franke, 1982).

Los microfilamentos consisten de actina, los filamentos interme
dios se constituyen de una combinacibén de citoqueratinas (vimentina)
y los microtfibulos estan constituidos por tubulina polimerizada.

Los microfilamentos y los microtidbulos difieren de los filamentos
intermedios en gque sus subunidades estan en equilibrio dindmico entre
ensamblaje y desensamblaje, mientras que las subunidades de filamen-
tos intermedios estén probablemente polimerizadas tan pronto como se
sintetizan y permanecen polimerizadas hasta que se desintegren por
proteblisis. Los tres sistemas de filamentos estan integrados para
formar un andamiaje complejo que proporciona al hepatocito su forma
asfi como su organizacién para organelos y nficleo.

Funciones tales como el transporte transhepltico vesicular del
sinusoide al canaliculo biliar, la secrecibn de proteinas y el flujo
biliar dependen de la integridad del CITOESQUELETO. - Drogas que alta
ran los componentes del citoesqueleto tales como colchicina, griseo-
fulvina, faloidina, alcohol, citocalasina y clorpromazina, se utili-
zan para determinar el papel funcional de los diversos componentes
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Aunque el orlgen exacto de los: MIOFIBROBLASTOS es desconocxdo,
se ha demOSfrado que‘yr n‘tejldo de granulac16n las célulay fibro--
blésticas se orlglnan océlmente (Ross, et al. 19703 Ryan, et al.
1973, 1974) 'y t 'rlglnen de ‘cBlulas perlvasculares (célu—
las muscularaes: de otros’ mloflbroblastos ex1stentes. ‘Recien
temente las células de Ito mostraron responder al envenenamiento-
con Ccl4 por. hlpertrofla, prollferaCLén y transformacién en células
no dlstlngULbles de 1os mloflbroblastos (Kent, et al..1976). “Ademds
se ha propuesto’ que “tales cBlulas transformadas son responsables o
para la formacibn-de dep651tos de’ colégena tipo I1II durante c1rr051s
alcohéllca hepétlca (Ro;klnd y Martinez Palomo, l976)

En. higalo normal se encuentra escasaﬂente asoclados a los FIBRQ
BLASTOS con los MEPATOCITOS de’ manera ‘fntima; las células perlsinu-”
soidales o células de Ito se localizaron en’el espacio-de ‘Disse 'y po
seen varias caracteri{sticas morfolbgicas‘asociadas con‘las células:
formadoras de colégena, ‘sin embargo-su: relac16n conlos flbroblastos
no esté clara, ya que no estén equxpadas normalmente con MICROPILA-
MENTOS prominentes, . ! o

I-» demostracibn de gue los MIOFIBROBLASTOS ‘encontrados en teji-
dos e&:. granulacibn de heridas estén asociados con la:produccibn de
coldgena tipo IIY {Gabbiani, et al. 1976), provee evidencias aungue
indirectas en favor de la hipftesis sobre  la formacibébn y evolucidn
de la FIBROSIS HEPATICA como fenbmeno similar a'la” de un tejido-de
granulacién de una herida. En conclusibn parece gue una respuesta
a una LESTION TOXICA CRONICA como por ejemplo la’ INTOXICACION CON
n‘r"I‘RAf‘IO“\URO DE CARBONO, incrementa 1la distribucién y aparicién

2l SISTEMA CONTRACTIL, siendo un constituyente de &ste el SISTEMA
i MICROFPILAMENTOS DE ACTINA. La retraccién del higado cirrbtico
© las alteraciones que lo acompafian resultan probablemente en parte
por la contraccibn activa de tales sistemas localizados primordial- -
mente en los MIOFIBROBLASTOS, de ahi la importancia en el astudio
sobre la distribucién y localizacibn del sistema de MICROFILAMENTOS.
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pueden ocurrir. tambi&n en varias condiciones colestétlcas en anima-
les y hombre. (Denk y Franke, 1982) :

En el curso. de una- REGENERACION HEPATICA después de una- hepatec
tomia parclaliyien‘CIRROSIS exporimental y hum’na, los MICROFILAMEN-
TOS se rearreglan e-xncrementan en cantidad,. como:i.se demuestra por
microscopfa’de: 1nmunofluorescenc1a Y. electr6nlca (Gabblanl ‘Y Ryan,
1974, Lampert, et al 1974, Toh, et-al. 1977) Como consecuencxa
del dafio” parenquxmal, ‘los flbroblastos (MIOFIBROBLASTOS), que-contie
nen abundante ‘cantidad de’ microfilamentos; aparecen-y’se relacxonan
con una contractllldad lncrementada del 6rgano cirrbtico.

Los HEPATOCITOS estén normalmente equlpados con una rcd ‘discre-
ta de filamentos compatlbles con-la-presencia de ACTINA:y miocsina-qo
mo se ha especificado-anteriormente, y se sabe que desarrollan una
red de filamentos muy prominente durante la REGENERACION, “También
se conoce que la regeneracibn del parénquima se acompafia. por--la pro-
liferacién de ambos ducto biliar'y vasos sangufineos: asoc1ados a célu
las musculares (C, Irle, et al 1980).

Los MIOFIBROBLASTOS han sido descritos en higados de pacientes
con CIRROSIS alcohblica y en CIRROSIS. inducida‘’en ratones. Ademds
el desarrollo de tales células es independiente del agente etiolbgi-
co o de las especies 'y parece representar una regpuesta no especifi-
ca del higado a una lesibn- téxica-:(C, Irle, et al,’ 1980). - Asimismo
en el higado fibrético existe un incremento en el nGmero de células
fibroblésticas (o MIOFIBROBLASTOS), vy estas células son responsables
del exceso en la sintesxs de colégena (Ro;klnd Y Kershenoblch 1934y,

Se ha demostrado que en el higado de ratas ‘con CIRROSIS induci-
da por TETRACLORURO. DE CARBONO, varios MIOFIBROBLASTOS tipicos apa-
recen, atribuyéndoseles la contractilidad potenciél en resp;gsta a
agentes estimulantes del m@isculo liso, en analogia con un: tejldo de
granulacién (Majno, Gabbiani, et al., 1971). = ..~

Existe una similitud evidente del mlofibroblastb'y de-la.cé&lula
muscular lisa y las caracteristicas prasentes en ambas células son;
a) un nficleo con pliegues e indentaciones, b) un gran aparato contréc
til formado por filamentos de ACTINA, c) cuerpos densos intracitoplis
micos y d) membrana basal (Gabbiani y Majno, 1972; Grimaud y Boroje-
vie, 1977). Las c@lulas han sido localizadas, en la cirrosis huma-
na de diversa etiologfa como en la experimentalmente inducida en
animales de laboratorio, codistribufdas con las bandas de tejido cop
juntivo en el espesor del parénguima (Bathal, 1972; Rudolph, et al.
1979; Irle, et al. 1980),



14

(beta y gama actinas).. Esta expre516n es 1ndependlenLe de la espc~
cie y es especiflca de: tejldo.. o . : :

En el genoma. humano se’; lndlca ‘que exlsLen alrededor de 20 gencs
que codifican para: actlna, encontréndose @n vertebrados de- sangle'
caliente que la alfa’ actha es: ‘codificada por al menos cuatro genes
que codifican para beta actlna, no ‘se -conoce si existen genes que
no se expresen o si su;producto de -expresidn es tan poco que no se
ha detectado con los. métodos ‘utilizados actualmente. (Engel, et al.
1981; Humphries,~ et al; -1981; Dodemont, et al., 1982).

La presencia an todos los tipos de células eucaribnticas de la
ACTINA, se ha relacionado con todos los eventos mbviles de la célula,
tales como, contraccidn, pinocitosis, formacidn de” seudépodos, mito-
sis, movimiento de receptores y proteinas membranales.. Asimismo:se. :
sugiere la participaciébn de la actina en el transporte de aminoacidds
y glucosa, secrecidédn de hormonas, transporte de llpoproteinas Yy de
sales biliares (Mak y Pitot, 1980).

La movilidad electroforética de las diferentes actinas an geles
d: 3DS-poliacrilamida es similar, la introduccién del método de sepa
racidén de proteinas por eanfoque isoeléctrico permite la separacibn
‘e las aciinas de los vertebrados superiores en ‘tres diferentes for-
nas denominadas alfa, bata y gama, siendo la alfa actina la mis aci-
dica de las formas, con un punto isoeléctrico aproximadamente de 5.4.
La actina de mGsculo esquelético y la de mGsculo cardiaco correspon-
de a la isoforma alfa, el mlsculo liso contiene casi exclusivamente
la isoforma gama, y las células no musculares contienen tanto beta
ccwo gama actinas,

Bl equilibrio de ensamblaje y desensamblaje puede alterarse por
varias sustancias quimicas y farmacos. Por ejemplo, el metabolito
fungal Citocalasina B, se une en concentraciones subestequ10métricas
a la actina, con una elevada afinidad sobre: sitios de terminales-de’
los filamentos de F-actina, inhibiendo su elongac16n filamentosa' e
interrumpe los arreglos regulares de los mlcrofllamentos, conduCLen-
do eventualmente a la despollmerizacién.;

La faloidina, una de las sustancias t6x1cas del hongo Amaglta
phalloides, estabiliza F-actina y promueve o induce la polimerizacién
de G-actina, provocando una acumulaciédn de microfilamentos.

En contraste con las células musculares, solamente bajas concen
traciones de miosina est&n presentes en células no musculares. En las
células musculares, las moléculas de miosina contienen ATPasa activa
da por ca?*, que se localiza en las cabezas globulares de la molécula.
La menor distribucibn del sistema de microfilamentos en células no
musculares, comparadas con células musculares, y la menor concentra-
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citén de miosina, originan una actividad contractil menos aeficiente
en este SLStema :

Presencia 'y DisErideién:en Hépatocitbs.

La ACTINA compren e~aprox1ma ame el,l alﬂb% de- la proteina
hepatica en mamiferos (Flsher Y Phllllps, 1979 ‘Brandon, 1976 }
Gordon, et -al: 1977-fE11as, E. 'y Boyer,' ©1979). . 'La ‘actina ‘del hepa-
tocito es By :i:actinas. no muscular (vandekerckhove y Weber --comu
nicacibn persbnal ‘con:Denk:1982-).. . La miosina-asociada a -los hepa-
tocitos es similar en composicibn-de amino&cidos a la miosina esque
lética y del mGsculo cardiaco. La-relacién actina-miosina en hepa-
tocitos es considerablemente mayor gque en el mlsculo esquelético
(Fisher. vy Phillips 1979; ;Brandon 1976) .- Los microfilamentos de ac-
tina forman una red, que se extimde a través del citoplasma y es
concentrada en el citoplasma subcortical del hepatocito, particulagr
mente alrededor del-canaliculo biliar (Fisher y Phillips, 1979;
oda et al, 1974; Trenchev et al. 1974; French y Davies, 1975; Franke
et al, 1979).7 " Pueden asociarse también con organelos celulares,
excepto con mitocondria (Fisher y Phillips, 1979), y han sido loca-
lizados en nGcleos aislados de hepatocitos,

La importancia de la actina intranuclear es controvertida (Le
Stourgeon, 1978). Contradictoriamente los nficleos no se tifien por
anticuerpos en microscopia de inmunofluorescencia, .al tratar seccio
nes hep&ticas o hepatocitos cultivados (Franke et al, 1979). ILa
actina se asocia también con membrana plasmética aislada de prepara
cilones, pero el modo de su anclaje ‘en la mermkrana no esté& aclarado
(oda, et al, 1974). El contenido de actina de lcs microfilamentos
hepdticos se ha demostrado por pruebas de afinidad a meromiosina
pesada, que provoca la formacidn de complejos tipicos similares a
puntas de flecha (French y Davies, 1975) y por localizacién inmuno-
mor folégica al microscopio de luz y electrdnico. La microscopia de
inmunofluorescencia revela actina y miosina tefiidas inmunolégicamen
te de forma especifica, en la periferia de los hepatocitos y rodeap
do el canaliculo biliar {patrén de tincién poligonal), que resulta
de la alta densidad de los microfilamentos en este sitio (Trenchev
et al. 1974). Los anticuerpos contra actina y micsina usualmente no
muestran una tincién de fibras notorias dentro del citoplasma de los
hepatocitos "in situ", posiblemente debido a la escasez de microfila
mentos que atraviesan esta regibn citoplasmdtica (Franke et al. 1979;
Trenchev et al, 1974). Como lo demuestra la microscopia electrénica
los microfilamentos de actina estdn presentes en arreglo paralelo en
el centro de las microvecllosidades intracanaliculares, similar a lo
descrito en mayor detalle en las microvellosidades intestinales (0da,
et al. 1%74; French y Davies, 1975; Franke, et al, 1979; Flanagan y
Lin 1980). FEn hepatocitos aislados de cultivos, se localizan micro-
filamentos relativamente densos y extendidos como cables que se visua
lizan por microscopia de inmunofluorescencia indirectamente, asimis-
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mo se ven fibras ordenadas concentricamente, que dependen del esta-
do de crecimiento celular y que son similares a los cables encontra
dos en otros tipos celulares en cultivo- (Franke, et al. 1979).

Los datos actuales estdn de acuerdo con la funcién del sistema
de microfilamentos, en cuanto al fenémeno de motilidad del hepatoci
to. La concentracién dz este sistema de filamentos alrededor del
canaliculo biliar sugicre una relacidn especifica con la secrecidn
biliar, Los filamentos pueden proveer tono al sistema canalicular
manteniendo los canaliculos en un estado contraido, Pueden también
regular el flujo biliar a través de ciclos de contracciones. 'y rela-
jaciones (contracciones activas del canaliculo biliar se han demos-—
trado recientemente pcr cinefotomicrografia por lapsos) y contraccig
nes del centro de las microvellosidades (Denk y Franke, 1982).

Los filamentos de actina pueden involucrarse probablemente. tam-
bién en la formaciébn de la corteza celular sinusoidal del hepatocito
como lo sugleren la fcrmacibn de protuberancias (zeiotic blebs) ‘en -
estas regiones despufs de aplicar-faloidina: o: c1tocalasina B.;; st -
Todavia existen detalles sobre-las: funciones blolbglcas del: hepat001,,‘
to que involucren a la actina, que tlenen que ser estudlados (Denk y
Franke, 1982), - i :

Patologiz del Sistema d2 Microfilamentos. Hepatico., -

La faloidipa induis la hiperplasia de filamentos de actina‘en
hepatocitos de rata como un ejemplo del dafio tbéxico al sistema de
microfilamentos. Los zanaliculos biliares se dilataban progresiva-
wente con protuberancias en las microvellosidadas (Gabbiani, et al,
1975)., Bado la influenzia de citocalagina B "in vivo"'e ﬁinEVitro“,
los microfilamentos parecen separarse de la membrana canalicular:'y
-ransformarse en agregados amontonados de filamentos no ordenados
junto con material amcrfo y granular. Los canaliculos estén dilata-
dos y las microvellosidades se reducen en nlmero. Ademis de estos
efectos mor foldbgicos, la citocalasina B inhibe diversas actividades
enziméticas y puede tarbién tener otros efectos en las membranas,

En el higado de ratones envenenados con griseofulvina, el sis-
tema de microfilamentos, particularmente alrededor del canaliculo
biliar se desordenaba progresivamente. Esta alteracibn se acompafia
por alteraciones canaliculares (ej. la dilatacién y anormalidades
de las microvellosidades) (Franke, et al. 1979). Las intoxicaciones
de este tipo se asocian con un decremento (dependiente de sales bi-
liares e indenpendiente de sales l.iliares) del flujo biliar, lo que
sugiere que un sistema intacto de microfilamentos estd involucrado
en la secrecibn biliar (Cabbiani et al. 1975). Ademis los cambios
canaliculares y pericanaliculares son rasgos ultrastructurales que
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EFECTOS HEPATOTOXICOS DEL TETRACLORURQ DE»CARBONO..

El estudio del dafio hepatico no es sencillo @ado-que en ocasig
nes los aspectos bioquimicos no concuerdan. ' Los mejores modelos de
hepatoxicidad emplean compuestos tales como el tetracloruro de car-
bono, ‘cuyo dafio ‘en el higado es consistente y.reproducible. :

Los efectos del tetracloruro de carbono en la estructura hepé-
tica y funcién han sido bien estudiados. ' La iavestigacifn sobre es
te agente tébxico, ha establecido claramente que la necrosis hepati-
ca'y la acumulacién de lipidos en el higado son fentmenos indepen-
dientes. Asi como en todos los modelos de respuesta dosis, en el
higado, la dosis y el tiempo de duracién del tratamiento son deter-
minantes importantes en la toxicidad. Una sola dosis de CCl, puede
ocasionar puede ocasionar ningfin cambio observable en el microscopio
de luz; una dosis elevada puede ocasionar esteatosis; y todavia do-
sis mids elevadas pueden producir necrosis lobular central masiva,

La administracién crénica de dosis subletales han producido cirrosis
o hepatomas en algunas especies.

De acuerdo a las evidencias obtenidas por microscopia de luz,
una sola dosis de tetracloruro de carbono provoca la presencia de 1%
pidos a las 3 - 5 horas; a las 6 horas se observan focos de necrosis
aislados; y necrosis central se hace evidente después de 12 a 24 ho-
rag. Las alteraciones ultrastructurales son un? evidencia que preceg
de al dafilo y que se puede estudiar por microscopia de luz. Los pri-
neros cambios en los organelos consisten de un efecto casi inmed. .io
en el reticulc endoplésmico rugoso (RER), con pérdida del arreylo ox
denado de &ste, una dispersi6n de ribosomas de la membrana y en el
citoplasma, también se observa una desorganizaciébn de los polisomas.
La incorporaci6tn de amino&cidos a las protefnas se disminuye, se de-
saclopa el transporte de electrones en el sistema microsomal de NADPH
y se desorganiza el perfil polisomal. Aparecen agregados densos de
reticulo endoplé&smico liso (REL), que asemejan microsomas gue han
efectuado peroxidaciones "in vitro". Disminuyen log niveles de 1la
hemoproteina P-450, asi como las funciones metabbélicas asociadas con
fédrmacos. Los lipidos, particularmente triglicéridos, se acumulan
en la fase temprana de la intoxicacién, debido prohablemente a un
defecto en el empaquetamiento o secrecibén de lipidos, gue junto con
su molécula proteica, impide su liberacién del higado. La alteraciébn
de la estructura mitocondrial y de sus funciones ocurre después, an
esta secuencia de dafio celular se ve afectada por Gltimo la cadena
respiratoria y la fosforilacibn oxidativa se desaclopa (Ilene, 1974).
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Las evidencias ultrastructurales, demuestran que el reticulo
endoplésmico es el primer sitio de interacci6n del tetracloruro de
carbono y concuerda bien con la observacién de que el tetracloruro
de carbono es transformado en los microsomas hepdticos en metaboll
tos que destruyen a éstos y otros organelos. Tal metabolito no se
ha identificado ain y existen evidencias indirectas a este respec—
to.. El tetracloruro de carbono se une a membranas microsomales y
a la hemoproteina P-450 como se ha medido en espectroscopia dife-
rencial. Incrementando los niveles de hemoproteina P-450 por un
pretratamiento con fenobarbital o DDT, antes de dosificar con CCl4
provoca una mayor concentracldn de tetracloruro de carbono en-el
higado y una toxicidad m&s pronunciada, a pesar de que el tetraclg
ruro de carhono se estd convirtiendo en €O, el producto final, a® ™
una velocidad acelerada (Ilene, 1974).

Matsubara et al. demostraron que la hepatoxicidad del ¢Cl,.y
sus efectos en el citocromo hepético P-450 diferian en los diversos
l6bulos nepdticos. La magnitud del dafio hepatico, se relaciond con’,
el aumento hidrépico, degeneracibn y necrosis central en el lébulo,
siendo mayor @n los lébulos medianos y derechos, asimismo se encon-'
trd uns degradacidén considerable del citocromo P-450 por el CCly en
el 16bulo madiano del higado (Ivanetich, et al. 1984).

i+ traotamiento de ratas con una sola dosis de €Cl,, de dibromu-
ro de etilano u otro compuesto halogenado, decrementa ios niveles
del citocromo P-450 en el higado, rifibn, testiculos, pulmén e intes—
tino delgado a las 48 horas. Sin embargo, se observa una répida dig
minucién del citocromo P-450 en el higado y un incremento de la perg
xidacibén de lipideos después del tratamiento con este xenobiético,
L CCly disminuyl los niveles del citocromo P-450 en las fracciones
rlerosomales rugosas y lisas y en el nQcleo, pero no en la mitocon-
uIbT, La pérdida de actividades de oxidacién en nficleos y microsomas
u¢spués de un tratamiento con CCl, varid significativamente en fun-
cidn del sustrato halogenado estudiado.

"In vivo" la pérdida en funci6n del CCl, de la ky de la enzima
aldehido deshidrogenasa mitocondrial, asikcoﬁo la disminucién del
citocromo P-450 microsomal hepdtico, se propuso como un marcador pa-
ra investigar los efectos inmediatos bioquimicos dél~ccl4¢;ya~que es
ta actividad se pierde antes de observar el dafio mitocondrial. La
enzima aldehido deshidrogenasa metaboliza al malondialdehido (Ivane-
tich, et al. 1984), - - g :

Diversos factores alteran la hepatoxicidad del ¢Cl,. .Yoshimine
y Jakagi demostraron que la hepatoxicidad del cCl, (10 ml/Kg) en ra-
tones macho C57BL/6 se incrementd después de un ayuno de 24 horas y
manteniendo una dieta deficiente an proteinas durante 1 mes., ' Estas
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condiciones tamblén retrasaron la subsecuente regenerac16n del hi-
gado (1982) - R G

Shen Y- colaboradores demostraron que las condmcxones anéxxcas
incrementaron:la capac1dad del CCly para:e evar: los niveles de SGPT
(glutamato~plruvato transamlnasa sérica) istiendo cambios histo-
légicos. observables que correspondi' ecros1é’centrllobular seve
ra. La hipoxia también estimuld 1 nxén\de metabolltos de CCl, a
lipidos hepatlcos mlctOsomales" } .Se propuso que la
unidn covalente de los metabolito macromoleculas puede
en parte expllcar la potenc;acxon de;'l tOXLCldad por hipoxia.

Se han reportado varlos xenoblotlcos que disminuyen la:toxici-
dad del Ccl4 Elﬁpretpatamlento con malonato de dllsopropll 1,3~
ditiol™2-ilideno. (NKK-105): fue demostrado por Egashira“y asociados
en 1982, protegiendo la hepatoxicidad del cCl4. ~ Feher y colabora-
dores (1982) reportaron’ que‘el ant10x1danue ‘liposoluble-no . toxico
6,6-metilenbis(2;2,4-~trimetil-1; 2 dlhldroqulnollna) -y“que-un-andlo-
go hidrosoluble protegian contra 1a ‘toxicidad: -del- CC14, -as{ como-
de la galactosamlna resPectlvamente (Ivanetlch, et al 1984).

Los efectos hepétlcos ‘del- CC14 Y del N-h1drox11 -2° acetllamlno-
fluoreno fueron' estudlados por Groothuis y: colaboradores’ (1983} .
Demostraron que el-CCly :y- ‘el. N-hldrOXLl 2= acetllamlnofluoreno eran
capaces de producir daﬂo selectivo acinar de la zona ‘3 perivenosa
y de la zona 1 periportal’ La especificidad’de’los dos xenobibti-
cos pueden proveer una herramienta Gtil para més: investigaciones de
la heterogeneidad de los hepatocitos con respecto a las funciones
de transporte. BEl CCl, produjo hiperplasia en las células de Kupffer
a las 24 horas de intoxicar-a ratas,-y-se‘analizaron-los efectos por
microscopia electrbnica (Ivanetich et al. 1984).

Frenzel ®t al., (1982) demostraron que el €O, inducia una hiper-
ventilacién y que era efectiva para prevenir el %aﬁo hepético provo-
cado por el CCl, en ratas Wistar hembras. Se propone que la intoxi-
cacién posterior a la hiperventilacién inducida por €0, en pacientes
los puede proteger contra efectos hepatotéxicos al eliminar gran can
tidad de halocarburos volatiles por. la via pulmonar.

Benedetti y colaboradores (1982) observaron que una gran canti-
dad de CCl, y bromotriclorometano (BrCCl,;) estimulaban la peroxida-’
cibn lipidica (medida por la formaciébn de malondialdehido), paralela
a la formacibén de aespecies de carbonilo (aldehidos) en los microso-
nas hepdticos-tanto "in vitro" como "in vivo". La produccitn de car
bonilo se demostré espectrofotométricamente al reaczionar con 2,4-di
nitrofenil hidrazina (Ivanetich et al, 1984).



La activacién metabéllca del ‘CCl, a radicales libres ha sido
ensayada por Albano et al‘ (1982), utilizando'técnicas de atrape

de spin en spln‘ rones de resonancia, .El CCl, se convierte
sin duda en un radical: .ccl como resultado de estudios que usan
compuestos especificos que atrapan electrones, asimismo se pudieron
detectar radicales llpidlcos no . saturados generados por la inicia-
cidn de la peroxxdacxén 1lpidlca. Los compuestos atrapadores de
spin tienen efectos lmportantes en reacciones dependientes del ci-
tocromo P~ 450

El metabolismo del CCl, vy del BrCCl3 por los microsomas hepé-
ticos de rata més la generacibn de fosgeno del sistema NADPH produ-
cen el %cido l-oxotiazolideno-4-carboxilico. Las cantidades de
fosgeno producidos (aproximadamente 1,5%~3% del halocarburo agrega-
do) fuercn menores a las requeridas-para decrementar la actividad
del citocromo microsomal P-450 o la glucosa-6-fosfatasa. La cistei
na no proporciond proteccibn contra las pérdidas mediadas por el
halometano o contra la disminucibn en la capacidad de los microsomas
para secuestrar ca2?. pe esta forma, parece que al fosgeno no.jue-
J2 un vapel importante en la hepatotoxicidad del CCl4 Yy del BrCCl3
(Ivancetich, et al, 1984).

s intrigante el problema de la lipoperoxidacibn y més aGn difi
cil de respiver. Un nfmero de sistemas peroxidativos en el higado
existen, donde el malonaldehido es el producto final, aunque no necg
sariamente. HNuclebfilos, tales como el glutatidn, descomponen hidro
perbxidos intracelulares en reacciones catalizadas por la glutatibn
peroxidaga en la fraccidn soluble del higado. En ausencia del gluta
tién, los microsumas y la mitocondria son capaces de desgcomponer los
Sidrop..rbxidos por un mecanismo que involucra radicales libres y ci=
*.crovns,  Los microsomas son ricos en sistemas peroxidativos, que
i 2den regular naturalmente el P-450 intracelular, Debido a que los
microsomas carecen de la glutatién peroxidasa pero abundan las enzi-
mas que catalizan la peroxidacién, este organelo puede ser particu-
larmente vulnerable al dafio por peroxidacién, mientras que la mito-
condria puede estar protegida relatlvamente por un contenldo ahundag
te de antioxidantes. :

El glutatién administrado a ratas antes de la administraciétn de
C¢Cl protege a los animales contra alteraciones de los polisomas '
mejdra la 1ncorporac16n de aminoacidos en proteinas mlcrosomales he-
paticas. :

A pesar de todo.lo estudlado sobre el .daflo théthO por tetra-
cloruro de carbono, no se ha’ elucidado porqué las células hepdticas
mueren y por qué predommnantemente ocurre en la zona centrolobular,
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La peroxidaci6n puede provocar una polimerizacidn extensa de. los
&cidos grasos en la-membrana interior, provocando un "estado rigido
de gel” o de'"fljac16n quimlca" en-“eélvinterior de la célula. ILa
necrosis centrolobular:no parece.relacionarse-directamente con el
flujo sanguineo del higado dado que’ una perfusidn reversa de CCl,

a través de las venas hepétlcas todavia provoca necrosis centrolo-
bular. Las reacciones llgadas a flavinas tienden a concentrarse

en las regiones centrales del’ lébulo hepético y tal vez esta sea la’

razdn de la locallzac16n de_estos y otros constltuyuntes celulares’ =~ "

esenciales (Ilene, 1974)




REGENERACION IiEPA’I.‘ICK.

La prollferac1on y dlferGRCLEClén son-manifestaciones’esencia-
les de los seres vivos. ~-Las+ células ‘de mamiferos, generalmente ex-—
presan estas propiedades con un’ ‘control reciproco. Los tejidos ma-
duros en animales superiores,. por ejemplo, contienen poblaciones ce
lulares cuyas.funciones especializadas son expresadas optimamente
durante el periodo de reposo proliferativo. Sin estas condiciones,
no existiria ninguna estabilidad fenotipica ni forma de vida. Con-
secuentemente el estado de reposo es una fase critica (Leffert; et
al., 1982). .

Con regpecto al crecimiento de los hepatocitos, estudiado en
ratas, el estado de reposo no implica una proliferacién nula, es de-
cir, se demuestra una velocidad esponténea de proliferaci6én de apro-
ximadamente 0.05 y 0.005% para los hepatocitos de rata adulta. —Es-
tos son pardmetros estandar de proliferacibtn medidos "in vivo" e
"in vitro". El estado de reposo (Go) se caracteriza por bajas fre-
cuenrias de hepatocitos diferenciados para incorporarse al ciclo ce-
lular, que esté balanceado por bajas velocidades de envejecimiento
y muerte dz los hepatocitos (Leffert, et al., 1982).

En tejidos de regeneracidn lenta, un pequefio desequilibrio, pe-
ro que sea persistente, entre la velocidad de produccibn celular
v la velocidad de pérdida celular, originaria un desastre. Si 2%
de las células heplticas en un ser humano se dividieran cada sema-
na, pero solamante 1% se perdiera; el higado creceria hasta exceder
el peso total del cuerpo en ocho-afios. Existe por lo tanto, un
control homeostdtico que opera para ajustar la velocidad de proli-
feracibn celular de acuerdo a la masa del tejido presente. Es muy
importante la necesidad de este- control en un érgano como es el higa
do, cuyas células pueden ser destruidas de vez en cuando por sustan-
cias tbébxicas incluidas en la dieta (como el alcohol).

La evidencia firme del -control -homeostatico de la proliferaci6n
celular hepética, se origina de experimentos en los cuales un gran
nimero de hepatocitos se remueven quir(rgicamente o se eliminan in-
tencionalmente al intoxicar con TETRACLORURO DE CARBONO. En un dia
o después que se origina el dafio, surge la divisién celular de los
HEPATOCITOS que sobreviven y el tejido perdido se reemplaza rapida-
mente, asimismo si dos tercios de un higado de rata son removidos
de un higado de tamafio normal, &ste puede regencrarse dentro de una
gemana o mds. En estos casos se puede demostrar gue existe una se-
fial para la regeneracibébn en la circulacién; si a dos ratas se les
interconecta su sistema circulatorio, y a una de cllas se le extir-
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pan dos tercios de su higado, se provoca la mitosis en el higado
intacto de la otra rata. : Se desconoce que factor actGa originando
esta raespuesta, aunque fen&menos similares de regeneracibn son-vis-
tos en el rifibn que parece’ ‘tener su propio sistema de-control para
su crecimiento (Alberts, B.;et al. 1983). )

El concepto” de c1clo celular es Otil para cuantificar los,
cambios cinéticos cuando las células se multiplican. - Cuando- las
ratas adultas est&n sujetas a estimulos hepatoproliferogénicos--

(por ejemplo 70% de hepatectomia), los indices de marcaje nuclear
con timidina tritiada, asi como las frecuencias de-los: indices de.
marcaje mitético se incrementan 600 veces, aunque no lnmediatamen—
te, Para empezar se presenta una fase prerrepllcatlva donde’la fa—?
se G, sale. Este periodo de inicio s, dura entre 12° y:16'horas :
Ccuando finaliza, los hepatocitos sintetizan. DNA nuclear 4 “forma
semiconservativa (fase S§). Las velocidades’ en-el: comlenzo ’
fase S, a menudo varian, dependiendo de los anlmales, de. su edad y
del tipo de estimulo para el crecimiento, asi: como de la. dosxs del
agente tdxico o letal.  Esta variacibtn refleja un comlenzo ‘de la”

fase § asincrbnico sobre toda la poblacién de HEPATOCITOS. ~En con-
traste, la duracidn temporal de la repllcac16n del DNA nuclear es
constante por célula (aproximadamente 8 horas) y es independiente

del estimulo y de su dosgis. Cuando finaliza la fase S se necesitan
otras 4 a 6 horas para una preparacibn adicional de la cé&lula en su
divisibn (fase GZ)' Por iltimo el proceso mitbtico comienza, y den
tro de 30 a 60 minutos se generan dos hepatocitos de uno (fase M).

En el higado en regeneracibn de rata, la mayoria de los hepatocitos
proliferan por lo menos una vez entre 24 a 36 horas después de expo
nerse al estimulo. Las células no parenquimatosas también prolife-
rap pero . des pués Si existe una proliferacién continua de hepatoci
tes, la progenie celular entra en otro "hueco" temporal (G,) entre

la fase M y la fase S subsecuente. Durante la REGENERACION, algunos
hepatocitos llevan dos y tres "ciclos" de proliferacién., Bajo estas
condiciones, la fase G de los hepatocitos dura entre 6 a 8 horas,
mucho menos que lo que dura la fase S_ . La respuesta hepdtica hacia
algGn estimulo, no es ni especifica ni sincrénica y tampoco estd ba]o
control (Leffert, et al. 1982).

Cuando ocurre una proliferadién crbnica, la funcién especializa
da del hepatocito disminuye. Tan pronto la proliferaciédn cesa normal
mente, las funciones se restablecen, algunas r&pidamente, otras més
gradualmente. Esto usualmente ocurre dentro de los 7 o 28 dias des-
pués del nacimiento o después de una hepatectomia del 70% en ratas.
Si ocurra una proliferaciébn anormal, de todas formas, las funciones
diferenciadas pueden reducirse permanentemente o afin extinguirse.
Estos fenbmenos han sido descritos en detalle en diversos estudios
de desarrollo hepdtico, regeneracibn y carcinogénesis (Leffert et al.
1982).
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Como ya se menCLOno, el hepatoc1to representa una célula de
una capacidad-funcional-muy compleja, que. a pesar de este‘alto gra—}
do de cspec1allzac1on, retiene la“capacidad para prepararse. réplda-
mente y participar en'la d1v1516n celular, ~Esta-respuesta tiene un
com@Gn denomlnador, que es’la presenc1a de hepatocitos normales; sin
embargo parece que. un aspecto de las enfermedades crénicas:del higa-
do es la lncapaCLdad de las’'células residuales de mantener una- velo-
cidad mitbtica.-igual-a la velocidad de pérdida celular; - La respues-
ta mitética puede dispararse por la pérdida de una célula similar
o por la pérdlda de .cuando mucho el 90% del nimero total de-células.

El termlno regeneraclén hepétlca es algo inadecuado, ya que_en
una cirugia‘dondese remueve una masa: hepatlca el fenbmeno: no. puede
reconstruirse. completamente, dada la: complejldad del-proceso-regene-
rativo. Los lébulos’ amputados nunca’ se reestablecen En—su -lugar
se presenta un alargamlento compensatorlo de la masa reSLdual, via
hiperplasia celular. : L

Comunmente tres factores provocanjla aparlcxén del CLClO celu-
lar en los hepatocitos: 1nfecc1ones, alterac1ones quimlcas y amputa-
ciones quirGrgicas. Es comGn que:en: una. destruccxén progresiva del
parénquima por tumores o por otra‘ expan516n de ‘masa‘ celular ocurra
una hiperplasia de las cé&lulas: resfduales Y que ‘la ‘necrosis.de los
hepatocitos se presente por tales'desérdenes genétzcos.

Poco o nada se sabe con respeqto ‘a los mecanxsmos ‘por-los cua-
les los hepatocitos responden aila pérdlda de ‘una sola célula o un
pequefio grupo celular, Este fenémeno se: presenta con-gran:frecuen-
cia después de una infecci6n aguda con érdlda celular (Becker, 1974y,

Si se pierde una gran cantidad de células por aqentes guimicos
o infecciosos, o por amputacidn qu1rﬁrg1ca, la’ secuencla de eventd®
subsecuentes parece ser similar, con. respecto al’ CITOESQUELETO, este
se incrementa al observar un rearreglo:y’ aumento en cantidad de los
microfilamentos, demostrado por microscopia-de inmunofluorescencia
y electrbnica (Gabbiani y Ryan, 1974; Lampert, et al. 1974; Toh, et
al, 1977). En la mayoria de los: experimentos, donde se amputa- el
70% del higado, la respuesta es similar tanto en humano como en ra-
tbn (Becker, 1974). :

De los factores que ocasionan muerte hepatocelular puede mencig
narese que los princ;pales procesos para ocasionarla son;

a) Pérdida de homeostasis con transferencia de iones y por lo
tanto variaciones en el volumen de los compartimientos celulares vy

b) Fallas en las fuentes energéticas, particularmente asociadas
con alteraciones mitocondriales y cambios en la membrana celular,
Puede mencionarse también la inhibicién de sintesis macromolecular.
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Durante la cicatrizacidn de una herida experimental en piel y
en REGENERACION HE ATICA: después ‘de’una’ hepatectomia parcxal, las
celulas epldérmlcas "hepatoc1tos desarrollan un ‘exten smstema

(G. Gabbiani y G,B. Ryan, 1974).

Se han involucradeo diversos factores que ocasio
patocelular y también se han establecido pos;bllldades terapeﬁtlcas
que gradualmente se mejoran. Ademas de los antidotos en-intoxicacig
nes especificas y la modulacibén de ataques lnnunoléqicgs, sa inclu-
yen a) aminoracién de componentes hip6xicos en varios dafios, bl in-
cremento de factores, incluyendo glutatiétn y otros antioxidantes,
que atrapan metabolitos téxicos, ¢) modulacién de mecanismos de
transporte hepatocelulares, principalmente receptores de membrana
plasmdtica, previniendo la entrada de toxinas, d)fortalecimiento de
la barrera sinusoidal y e) proteccién de la membrana plasmitica por
restauracibn de proteinas alteradas estimulando la biosintesis o re
duciendo la degradacién, particularmente previniendo la entrada de
calcio. Los efectos beneficos de varios agentes de distinta natura-
leza quimica, tales como la clorpromazina, antihistaminicos, dietil-
ditiocarbamato, cicloheximida y algunos flavonoides, en diferentes
tipos de intoxicaciones sugieren la proteccién de dafios comunes posi
blemente por factores endbgenos. El reemplazamiento de la funcién
hepatica por transplantes de dispositivos artificiales es muy remota
(Popper, 1982). '
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El papel de la perox1dac16n lipidica en el dafio celular hepatico
debido a.agentes.exdgenos como. el TETRACLORURO .- DE CARBONo-yEmetalas
pesados ha sido aclarado’al delinearse lasg: dlversas en21mas que “pro-
ducen o protegen al higado de los metabolltos t6x1cos
los mecanismos de iniciacién de:la’ peroxxdac10n,11pid1c
xenobibticosi: s;n embargo el control‘de la RDGE RACIO
permanece todavia sxn entenderse en ‘s
1984} .
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NATURALEZA DE - LA INFORMACION GENLTICA.
ACIDO RIBONUCLEICO MENSAJERO (RNAm)

anos al sembrar

nilla: o huevo . fer
tlllzado debe contener ‘un’ pla 2 desar: A '
un organismo’ Actualmente la c1enc1a
los GENES son 1os elementos que contl ne
que estén dlStrlbUldOS ‘en las'dos ‘cél
sién celular ‘ Antes que “se’ divi
se una copia de sus. genes para
producida’ ‘Los'genesen el esperm
informacidn hereditaria de una g
cia tenga caracteristicas bioldg
involucrar patrones de &tomos que
cas, en otras aalabras los GENE
culas,

Al finalizar el siglo: dlec
que los cromosomas que se haci
célula comenzaba a dividirse eran 1d¢ e la ]
cibn de la herencia. Pero la ‘evidenc lzéridpjﬂéSOxirribo-
nucleico (DNA) es la sustancxa quejconstltuye 2 los GENES en estos
CROMOSOMAS, se origind ‘mucho después de estudlos en bacterias
{Alberts, B , et al. 1983),

crick enuncid en 1958 el dogma central de la biologia molecu-
lar donde postula que la informacibn genética se localiza en la
secuencia de DNA {0 en el caso de algunos virus en el RNA}, Median
te las etapas de transcripcidn y traduccibn puede convertirse en
la secuencia de aminodcidos de las proteinas.

EL dogma central manifiesta que la informacién en los dcidos
nucleicos puede ser transferida o perpetuada, pero que la transfe—
rencia de .informacibn de proteinas hacia 4cidos nucleicos™no es
posible, Esto significa que el 4cido desoxirribonucleico  (DNA)
puede replicarse (duplicacibn exacta), transcribirse en otro_écido
nucleico (4cido ribonucleico RNA) y traducirvse en proteinas.

Sin embargo, aunque durante algfin tiempo se pensd que el pro-
ceso era completamente irrevergible, es decir una ver que la infor-
macibn se transcribia an RNA la reintegracifn para uso como mate-
rial genético no parecia posible, utiliréndose solamente para tra-
ducirse en proteinas, se descubribé el proceso de la transcripcidn
inversa como un mecanismo normal en virus de RNA tumorales; la ca-
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dena sencilla de &cido ribonucleico del genoma del virus puede
convertirse en'una cadena duplex de DNA que es 1nsertada en el
genoma y entonces se hereda“como cualquler otro: gene Tamblén
se ha descublerto en los v1rus~de‘RNA ‘que.: se. repllia :

de la forma de RNA,: utxllzand as. bases complement
ocasiones con:la formacxéﬁ‘ 2 un RNA duplex establ
siones carec1endo de egtablli a j :

Transcripcidn t'rranscripcién

RNA.

lTraduccién

T Eeicl Wmm Proteina

Figura 3 ., El-Dogme Central de la Biologia Molecular queda
. esquematirado aqui, 1nd1céndose con lineas con-
tinuas el proceso utili o;por';és células y
con lineas discontinuas el proceso utilizado apa
rentemente solo por infeceiones virales.
(Lewin, B., -1983) = = rrtmn s
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Fig. 4 EL RNAm en las bacterias tien
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El cbdigo genético demuestra dque la informacidédn genética se
almacena en forma.de Lrlple“s de nucleotldos, pero:no-revela

como se traduce cada codon'para formar .su correspondlente aming
4cido. Por-lo’ tanto deb

traducir los’ amxnoacxdo
tre el materlal genet

~cual:se: pueda

proteica. efec
/ge:hace evi-
traduccién
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A pesar de no haber observado una molécula de RNAm intacto,
ha sido posible demostrar la.existencia de.un RNA: querrepresenta
especiflcamente 1 cuencia.de una cadena-de’ DNA, ‘es~inasgltable
y se asocia con: rlbosomas‘.f Puede inferirse que su transcripcibn
en procarmte ia‘general que se J.lustra a conLJ.nuac;Lon-

comienra: llar \J’\;\N\J\l QNIRRT AN AT AW
se la dob}l'
DNA -

El RNA ‘se slntetl-»a al
colocarse las hases. . L’\;W\J/‘\I AAN AN A LY
complementar: as en una

cadena de DNA DNA que se enrolla

La reglén desenrollada

se mueve-a: lo ‘largo ‘del M%%%?/»’W\W%m@

DA
ATADLVOGVIDARONGTVNG %
EL RNA es: liberado com-

pletamente yose recons- IPNOOUATNACNGVEOG VSV ACIZVFNGOX, DNA
tltuye el DNI\'duplex

La regibén 'éésénrbllada
alcanza el final del
gene §

RNAmM

“Figura 5. - EL'RNA MENSAJERO EN PROCARIOTES, SE SINTETIZA POR
.- APAREAMIENTO DE BASES CON UNA CADENA DE DNA EN UNA
REGION QUE ESTA DESENROLLADA TEMPORALMENTE,
La regién que esta desenrollada se mueve de iz-
quierda a derecha y el DNA duplex se recupera
detrs de esta zona, desplazando el RNAm en
forma de una cadena sencilla de pclmucleétldos.
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El DNA debe desenrollarse para perm1t11 el apareamlento de

Todos los 8cidos nucleicos se sidteﬁigg
esto significa que el RNAm es transcrit

aGn antes de que su transcripciéh'ha

En EUCARIOTES, la 1nvestlgac16n p
encontrado dificultades. Como en las: bacterlas; d~, y
tituye solamente una pequefia proporcién del RNA total
{aproximadamente 3% del porcentaje en masa) El prlmer RNAm
especifico que se aisl6 fue el mensajero de la globlna de los
eritrocitos. Los mensajeros son generalmente estables; por lo
menos durante un periodo de horas y pueden aislarse intactos'y
traducirse "in vitro" cuando los ribosomas y otros componentes
necesarios se adicionan. Para comprobar que un determinado RNAm.
representa una proteina en particular se hace sintetizar "in
vitro" bajo la direccién de este RNAm, la informacién puede am-
pliarse al determinar la secuencia de nuclebdtidos del -RNA por
comparacibén con la secuencia de amino&cidos: de la proteina (Lew1n,
B. 1983).

El RNAm contiene codones que no reconocen dlrectamente los
amino8cidos que especifican. La traduccién: unlllza'moléculas
"adaptoras" que reconocen tanto al amino4cido’ ‘como al’grupo ‘de
bases nucleotidicas., FEstos adaptores consxsten de,u‘
pequefias moléculas de RNA conocidas como RNA® de transferenCLa
(RNAt), cada uno de los cuales con51ste de 70 a 90 nucleétidos
de longitud. B

El reconocimiento del codon que: transflere la informac16n
genética del RNAm a la proteina- depende de-las: mlsmas ‘interaccio-
nes de pares de bases que regulan la: transferencia de la “informa-
cibén genética del DNA al DNA.-y- del DNA al RNA; pero-el’ mecanlsmo
de ordenar a las moléculas de' n- el RNAm estén reguladas y
requieren del ribosoma. ,

En la figura 6 puede observarse a un’ r;bosoma que tlene dos
moléculas de RNAt, la primera lleva el polipéptido sintetizado

con la terminal amino y la segunda lleva el s;guiente aminodcido
que serd afiadido a la cadena.=
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@ AMINOACIDO

proteinac..

ribosoma
Aggh—antlcodon

I Y d
1 $er——codon

RNAM

La direccidén de traduccibébn del RNAm es de_S' a 3l

Figura 6. La traduccibn del RNAm a proteinas ‘se: llev
cabo en los ribosomas, al acoplarse 1os'RN
transferencia con los RNA mensajeros‘

“de secuencias especiflcasi(codOl n

Existen tres RNA pollmerasas en los EUCARIOTE
los genes c'olamente la RNA polimerasa I

transcribiendo
pollmerasas

procariotes, comjenzan.y terminan:l c16n en sitios es-
pecificos del cromosoma. La longitud'pfbﬁédi"de una“molécula

ds RNA teri:inada y producida por-unidad de RNA polimerasa II

en una transcripcibn es de aproxlmadamente 8000 nuclebtidos, aun-
que existen moléculas de RNA de 10,000:a:20,000 nucleétldos de
largo. Analizando estas longltudes, las’ que son mayores de 1,200
nuclebtidos, son moléculas de RNA necesarias para codificar una
proteina de 400 aminoacidos, 'lo cual refleja 'la estructura pecu-
liar de los genes eucaribticos.” Sin .embargo es importante mencio-
nar que una unidad de transcrlpcxén no necesariamente ec equiva-
lente a un genes algunos transcritos de RNA no pueden tener fun-
cibn, mientras que-otros originan productos provenlentes de méas
de un gene,

Las RNA polimerasas II comienzan en sus sitios de funcibn
con diferentes eficiencias, y de esta manera algunos genes son
transcritos a velocidades mucho mayores que otros, El patrén
de transcripcibn observado en fotografias al microscoplo elec-
trdonico estd de acuerdo con los resultados bloquimicos que mues-
tran que mientras diversas moléculas de RNA mensajero se acumu-
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Figura 7. Diferentes sitios de reconocimiento de’ las
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SITIO DE RECONOCIMIENTO DE LA RNA
e | POLIMERASA II.

SITIO DE RECONOCIMIENTO DE LA RNA
e ERASA III

Proteina que se une’

s especifi. . ;,
" cas del DNA 50 pares. ‘
G baces) \ 3" g
> K__’/,—-S“

RNA polimerasas TI'y IIT en eucariotes.

La RNA polimerasa IT parece reconocer secuen
cias especificas de DNa localizadas antes del
sitio donde se inicia 1la sintesis de RNa, pare
Ce ser que parte de esta secuencia la integran
hasta 150 nucleétidos (s6lo se muestra la se-
cuencia promotora) En contraste la RNA poli-
merasa III reconoce una proteina reguladora del
gen (Factor de transcripcidn 55 en este caso)
que se une a una secuencia que se localira des-
pués del sitio de inicio de la sfintesis de RNA
por la polimerasa
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lan en una célula, la mayoria de ellas estan presentes a una fre
cuencia relatlvamente haja S : .

POBLACION DE- Mon ULAS

Clase abundante
Clase intermedia
Clase esgcasa

Usualmente el BSA o el;97% de Ll
ribosomal y solamente el 3% es’ RNAmensaJero,
sistente, con presencia de aproximadamente 10 rlbosomas por cadd
molécula de RNAm.

En eucariotes el complejo formado por las cuatro histonas @ -
nucleosomales (H2A, H2B, H3 y H4) que estén firmemente asociadas:
con el DNA produciendo un octémero, parece ser que tiene impor-
tantes implicaciones en la requlacién de la transcripcién de los
genes eucaribdticos Alin en el caso de que los octémeros se ex-
pandan (cuentas en cadena que forman la cromatina), es dificil
imaginar a la RNA polimerasa transcribiendo el DNA unido al nu-
cleosoma sin un cambio temporal en la conformacidn del nucleosoma:
Es inconcebible que el DNA en su forma més condensada de la croma
tina, tal como la fibra de 30 nm pueda ser transcrito por.la.

RNA polimerasa sin desarreglarse del empaquetamiento prOduCLdo
por los nucleosomas

Fig. B8 fibra de cromatina
30 nm

RNA
polimerasa
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En la figura anterior (Fig.8 ) se ilustra una molécula de
RNA polimerasa acercéndose a una fibra de cromatina de 30 nm, el
dibujo es a escala. El nfimero de nucleosomas mostrados es apro-
ximadamente el mismo que se presenta por unidad de transcripcibno.
De alguna manera la polimerasa tiene acceso al DNA sin desplazar
a los octémeros de las histonas gque constituyen la cromatina, sin
embargo se requiere de un despliegue mayor de la cromatina para
que esto pueda suceder.

Todos los transcritos de la RNA polimerasa II en el nficleo
son conocidos como RNA heterogéneo nuclear (RNAhn), debido a una
de las primeras caracteristicas de estas moléculas que las dife-
renciaban de otras, y que correspondfa a la diversidad de tama-.
flos en la que existen. Varios de estos transcritos estén desti-
nados a salir del nGcleo como RNA mensajero (RNAm), sin embargo
antes de salir, el RNAhn sufre una serie de modificaciones’cova-’
lentes que estén relacionadas a su funcién posterior y que lo
distinguen claramente de otros transcritos realirados por otras
RNA polimerasas.

Primeramente el final 5' de la molécula de RNA que se sinte
tiza durante la transcripcién en primer término, se cubre por
una estructura especializada que posteriormente serd el mediador
que se une al ribosoma. La estructura que cubre el extremo 5'
aparece inmediatamente antes que la transcripcién del resto de
la molécula se complete., La molécula de RNA continua creciendo
en direccién 5' a 3' a una velocidad de 30 nuclebtidos por se-
gundo, hasta que alcance la sefial de terminacién en la cromati-
na, deteniendo la transcripcién. Posteriormente, para la mayoria
de los transcritos destinadog para RNAm, una enzima poli-A poli-
merasa afiade 100 a 200 residuos de &cido adenilico (como poli A)
al extremo 3' de la cadena de RNA para completar el transcrito
primario de RNA. El sitio de poliadenilacié6bn (adicién poli A)
se origina por una ruptura en la cadena creciente o por la ter-
minaciédn de la cadena hecha por la RNA polimerasa. La funcidn
del sitio poliA no se conoce con certera, pero parece ayudar
al subsecuente proceso de exportar el RNA maduro del nGcleo

Debido a que solamente los transcritos de la RNA polimerasa
IT tienen cubierto el extremo 5' y existe la poliadenilacién el
el extremo 3', se ha sugerido que las reacciones de la formacién
de la estructura de la cubierta (capping) y las de adicién de
poli A, estan mediadas por enzimas que interact@an con la RNA po
limerasa II, pero no con las polimerasas I o III.
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RNA polim sa II
,/:xa> DNA

Produccidn de la- -
( pplng) estructura de cublerta
en el extremo 5: U

E%’ﬁ T

5'cap - lAlargamxento de :éadéﬁag
1 i r s ol

A 330 L

Stcap Terminacidon
- X x =
Gpp

| S——) H
5'cap ' RNA poli

merasa IT
poli-a O —‘l
polimerasa
AGpP 'g?
\—;T;;b poli 2

transcrito de.RNA primario 
(precursor del RNAm)

Figura 9. Fotmaclén del‘precursor dal RNAm.

RNA heterogéneo nuclear (RNAhn)- ‘modi ficado
para poder ser traducido.
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La carga positiva (+) en la estructura.de cubierta del ex-
tremo 5' se produce por la metilacion del nltrogeno ‘en: la posi=
cién 7 de la base de guanina, que. ocurre 1nmed1atamente espués
que se transfiere la guanina al grup o

Aungue los transcritos de la:
de la mitad de la sintesis de RNA'efectuad
tos transcritos son inestables y de vida: cort
te el RNAhn en el nGcleo celular y el: RNAM® c1topl smic ( var:
do de &l, constituyen solamente una minima fracc10n del RNA{to—‘
tal presente en una célula (3%).

Sin embargo, para los bioquimicos, la extensién de poli-a
caracteristica del extremo 3' en estas moléculas de RNA, provee
una manera conveniente de purificarlas a pesar de su relativa
escasey. Cuando se pasa el RNA total celular a través de una
columna conteniendo poli 4T unido al soporte s6lido (la base
complementaria de adenina es timina), los residuos de T se unen
selectivamente a las moléculas con terminales poli A hacia la
columna; las moléculas pueden liberarse entonces con soluciones
de determinada fuerra ibdnica, para poder analirarse posteriormep
te Este procedimiento se emplea ampliamente para separar RNAhn
y RNAm del RNAr y RNAt que predominan en las células,

Los transcritos de RNA en eucariotes, tienen la misma pola-
ridad que los RNAm de procariotes; los nuclebdtidos en el extremo
5' codifican el grupo amino terminal de la proteina y los que
se localizan en el extremo 3' especifican el grupo carboxilo
terminal. Sin embargo contienen muy a menudo largas inserciones
de secuencias que no codifican, copiadas de regiones del gene
conocidas como SECUENCIAS DE INTERVENCION o como INTRONES,

Estas secuencias intrdnicas deben eliminarse de cada transcrito
de RNA, con el objeto de producir el RNA mensajero que codifique
para la protefna especifica completa,

El descubrimiento de genes interrumpidos en 1977 fue comple
tamente inesperado. Las secuencias que codifican en ambos lados
de la secuencia del intron, se unen entre si después que se eli-
mina la secuencia intrénica (figura 11 ); el proceso se denomina
empalme de RNA (RNA splicing).

El empalme de RNA (RNA splicing) parece ocurrir en el nfcleo
celular antes que salga el RNA al citoplasma, puede ser que con-
vierta una molecula de RNAhn muy larga (més de 50,000 nucleotidos)
a una molécula citoplésmica de RNAm pequefia (usualmente 500 a 3,000
nuclebdtidos). La membrana nuclear en eucariotes parece ser que
mantiene las moléculas de RNA recién sintetiradas lejos de los
ribosomas citoplésmicos, hasta que las reacciones procesan el RUIA
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unién donante unién aceptora
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MATERIAL Y METODQS

TRATAMIENTO DE RATAS

El tratamiento
llevard a cabo de.acu
colaboradores (1980) ci on tas macho de’YST..se—
manas de edad (50-60.g isten: grupos de” anlm_
les, el primero de‘ellos re tetracloru; ‘evcarbono en
aceite mineral, ‘el otrofs :
tracidn del CClyg en acelt
mana via intraperitoneal-d
de CCl, en aceite mlnerql
nente cada senana hasta 1:4
to y manteniéndose durante.e ¢ :
po control recibe ﬁnlcamente 0.15 ml de acelte nineral:via 1n
traperitoneal.

AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS.

La técnica utilizada se basa prlnclpalnent n-la repor-
tada por G. Van de Werve (1980), que.con undiral
higado medio Krebs Henseleit blcarbonato sin calc1or(118 M-
Nacl, 4.75 mM KCl, 1.18 mM KH2P04 1.18° 425 mM- NaHCO3)
pH 7.4 y a una teuwperatura de 39°C (flujo 20 ml?mln); el-volu
nen depende del tamafio del higado, aproxlnadamente se pasan 50
ml del medio sin calcio. Posteriormente se’ rec1rcula medlo,
con colagenasa 50 mg/100 ml aprox1nadamente 70 @l en un higa-
do normal, y se incrementa el volumen dependiendo del estado
fibrético del higado, hasta verificar que la integridad del te
jido es adecuada para disociar las células. -El higado se re-
mueve del animal y gentilmente se agita en una caja de Petri
conteniendo medio, con el objeto de disociar las células.:

La preparacifn conteniendo los diferentes tipos celulares-asi
cono material no digerido y residuos se filtra y se- centrlfu~'
ga a tenperatura ambiente a 50 g (500 RPM en centrifuga clin1
ca) durante 30 segundos. El sobrenadante contiene: lasicélu-
las no parenquimatosas qQue pueden recuperarse al centrlfugar
a nayor velocidad (1000 RPM) durante 15 minutos.

Las células se suspenden en medio Krebs-Henseleit bicar-
bonato sin calcio, se determina viabilidad con-la técnica ‘de
exclusién del azul de tripano, se cuentan y se colocan en ali
cuotas para congelarse posteriormente en nitrégeno liquido
(-80°C).
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EXTRACCION DE RNA TOTAL DE HEPATOCITOS

Las células congeladas
en mortero y se col
Buffer Isotiocianato de Guan
1982 (4 M Isdt;oc‘
10 mM EDTA, 2% Sarco
niza la mezcla hasta
las, después‘s
8000 RPM, 10 miputos
dante se colbé
que fueron: rlavado

1% SDS) con’, volumen suficiente para que no queden articulas
sin disolver.: “Se extrae esta solucidn con: cloroformo—l butanol
4.1 'y se transfiere ‘la fase acuosa a un corex, las fases se se
paran centrifugando a 3500 RPM, lOmin a‘4‘°c.¢ Se reextrae la
tase orgénica con un volumen igual del buffer TES. "~ Se cowbi-
nan las fases acuosas (Maniatis 1982). Se ajusta a las fases
combinadas una concentracidn de LiCl 4 M y se deja precipitar
toda la noche a 4°C. Se colecta el precipitado centrifugando
a 10,000 RPM durante 10 minutos y a 4°C (Rotor HB-4 Sorvall).
La pastilla se disuelve en el buffer TES con suficiente volu-
men y se ajusta a una éoncentrac1on de 0.2 M de LiCl y 70% de
etanol (2.2 volGimenes), Se deja precipitando selectivamente
el RNA a -20°C toda la noche y se colecta el &cido nucleico
al centrifugar a 10,000 RPM durante 30 minu®™s a 4°C, disol-
viéndose posteriormente la pastilla en agua bidestilada esté-
ril y reprecipitando dos veces mias, al ajustar 0.2 M LiCl y
70% ETOH., Por Gltimo la pastilla se seca con vacio y se ajus
ta con el minimo volGmen de agua estéril bidestilada (Rhoads
1975). Se toma una alicuota y se diluye en agua bidestilada
para leerse a 230, 260 y 280 nm para calcular su concentracibén
y estado de pureza. Se sabe que 1 DO a 260 nm = 40 pg/ml RNA.
Absorbancia a 260/Absorbancia a 2802>1.8 a 2 implica RNA puro
libre de proteinas. Absorbancia a 260/Absorbancia a 230 me-
nor a 2,4 implica RNA contaminado con proteinas.

El rendimiento tedrico del écido'rlbonucleico éotal es
de 5 a 10 mg a partir de 5x10° células. -El RNA total de los
hepatocitos se almacena en recxpientes esteriles a -20°C

NOTA .

El vaterial utilizado en el aislamiento de RNA se lava con
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2N de NaOH toda la noche, se enjuaga extensamente con agua dgs
tilada hasta pH neutro.  Se hornea. a 200°C toda la noche Yy se
antoclavea. a 20 lb durante 20 nlnutos G A S

sa con buffer BEuI,
1 mM EDTA; 0.1% SDS).

soluciones y en ese orden; a) agua ésﬁér
EDTA y c) agua estéril. Checar que el pH se
lava la columna con 5 volGmenes del buff )
el RNA total en agua estéril (> 30 ug/ul) y se
durante 5 minutos, colocdndose inmediatamente. después en hlelo -
Se le agrega a la muestra el buffer BE I 2x (40 mM Tris-HC1 v -
pH 7.6; 1 M NaCl; 2 mM EDTA; 0.2% SDS) ¥ se pone a temperatura
ambiente. Se pasa la nuestra por la columna y se colecta el
flujo en fracciones de 1 ml. Puede volverse a pasar el flujo
colectado por la columna, siempre y cuando se caliente la mues
tra nuevamente a 65°C y se enfrie. §Se lava la columna con 5 a:
10 volGmenes del buffer BE I, acarreando el RNA poli A”. Pos-:
teriormente se lava la columna con 4 voluimenes del buffer BE.II
(20 mM Tris-HCl1 pH 7.6; 0.1 M Nacl; 1 mM EDTA; 0.1% SDS). -Por
illtimo se eluye con 2 o 3 voltmenes del buffer BE III (10 =M
Tris-HCl pH 7.6; 1 mM EDTA; 0.05% SDS} sin NaCl, y en cstas”
fracciones eluye el RNA poli a*. se combinan estas fracciones=-
y se ajusta 0.2 M de acetato de sodio pH 5,5 y 70% de etanol *
frio., Se deja toda la noche a -20°C y se colecta el prec1p14
tado centrifugando a 12,000 RPM durante 60 minutos a -10°C -

(Rotor HB-4 Sorvall). Se disuelve la pastilla en aguagbides-V~
tilada estéril y se almacena a -70°C (ren 1m1ento i
de l a 5 ug de RNA poli AT a partir de,lO &

Lcs geles de agarosa se preparan en placas phrak :
horirontales., Los geles no desnaturalizantes para el RNA :se
preparan de la siguiente forma: se prepara una- solucién de
agarosa al 1.2% en buffer tris-boratos (0.089 M Tris-Borato,



0.089M Acido Bérico) o también puede. prepararse en buffer TEA

(10 ™M Tris-HCl; 20 mM acetato de sodio; 18 mM ‘de NaCl; 2w EDTA)
y se gelifica en la placa horizontal: (11l cm'x: 77en) se llena

la cémara para minigeles con el buffe rls'boratos o TEA -segiin
sea el caso. se colocan las mueSEf ) tal en-los carri
les respectivos del gel (RNA: tota A las mues-
tras debe de agregérseles un col ranti le bronofenol~‘
xilen cianol; glicerol). -Ya.qu 1as mueatras en.
el minigel, se aplica una.corrient 1taje constante -de

70 volts (20 miliarperes apre ‘Qurante ‘el tiempo
suficiente para que llegueie sta:l cm antes del
borde del gel. Posterlormente 1 nln;gel de la placa

Yy se sumerge en una soluc;’n fo.de. etidio:0.5° ug/
Se. observa el 'gel en el transllumlnador

ml durante 15 minutos. -
de luz ultravioletafy~‘

Para correrse- ‘para‘’el RNA, se pre
para el minigel horlzon 11,2% en buffer 10.mM .
Na,HPO4 pH 7, se 1lena l: ‘camaraicon’ el ‘mismo buffer de . fosfato )
adapténdose a la- cémara un rec1rcu1ador de buffer, ya que es’
importante queen la corrlda no varie el pH de 7. En tubos ;~
eppendor f estériles se prepara la SLgULente mezcla: RNA (12 ug.
minimo de RNA total; :2.ug RNA poli A”); 0,1 M glioxal (desioni:
zado con resina AG 501-X8 de BIO RAD, y almacenado a -20°C); o™
50% v/v de dimetil sulféxido (DMSO); 10 mM de NapHPO, pPH 7. .. ="
Se calienta a 50°C la muestra durante 1 hora y se le agrega el -
buffer de muestra.a 20°C (azul de bromofenol: xilen cianol} )
glicerol). Posteriormente se coloca en el gel hori-ontal-la
muestra y se aplica una corriente a voltaje constante de 40 a
50 volts y 20 miliawnperes hasta que el colorante llegue aprgQ
ximadamente a 1 cm antes del borde del gel. Se corre recir-=+-
culando el buffer para nantener el pH. Se saca el minigel
de la c4amara y se sumerge en una solucidn acuosa de bromuro-de-
etidio de 0.5 ug/ml si es que no se va a transferir a papel de
nitrocelulosa, durante 15 minutos o hasta que se detecten las
bandas del RNA por el transiluminador de lu- ultravioleta.
Si el gel se va a transferir a papel de nitrocelulosa no se ti
fie con bromuro de etidio (Maniatis, 1982).

TRANSFERENCIA DEL RNA A PAPEL DE NITROCELULOSA

El papel de nitrocelulosa (BA 85 0.45 um Schxelcher & .Schuell)
se sumerge en agua extensamente para después sumergirlo-en:el
buffer 20 SSC (3 M Nacl, 0.3 M citrato de sodio) hasta:antes
de la transferencia. ‘

Sobre una super ficie plana y suave se coloca;
1) Toallas de papel secas con un espesor aproximnado de 5 em.
2) 3 pieras hGmedas en 20 SSC de papel Whattman 3 MM.



3)
4)

5)
6)
7)
8)

NOTA .

hibridacién con’ el’

Schuell).

Papel de nitrocelulosa hﬁmedo en.20 ssC.
Gel de agarosa en- condlcn.ones desnatur'\llzantes s1n
teflir con bromuro de* etldl Rt
3 piezas hGmedas en’ '20°S8C de pape
Toallas de papel_se
Una placa de vidrio:
Un peso de aproxima

?aof"‘a,é 5 cm
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PREPARACION DEL PROBE RADIOACTIVO DD ACTINA,
MARCAJE CON 32p, NICK TRANSLATION

Se procede de acuerdo-a las 1nstruccx
nercial de Amershan CQrporatlon- el 'DNA: pol
recomblnante con la secuencia de: actlna

equimolares de 100 um. Se aﬁade e g
fésforo radloacsivo y Que corresPOnd
citidina 5'{ec-"“pP), en una cantida
tomados de un stock con act1v1dad

la DNA polimerasa I de E, _coli y por 61
bidestilada estéril a un volumen de 100

la reaccién con 0,2 ™ EDTA en h1e1 e-cla de reaccxén_
se coloca directamente en columna.- Sephadnx'G-IO de '10.cm-de- -
longitud, cuyo buffer de equilibrio-asi como ‘de ‘suspensién- de
la muestra es; 150 mM NaCl; 10 wM.EDTA, 0,1% sDS; 50 mM Tris-
HCl pH 7.5. Se eluye la columna con este mismo buffer y se
colectan fracciones de 10 gotas, monitoreando la radiactividad
con el Geiger. Se confirma en qué fracciones se colectd:-el - -
DNA, al contar las cuentas por minuto de una alicuota de cada
fracecibn. Se obtienen dos picos de cpm, donde el primero co-
rresponde al DNA marcado con P y el sequndo corresponde al
isbtopo libre. Se juntan las fracciones del primer pico y

se ajusta 0.2M de NaCl; 5 mg/ml de DNA acarreador (DNA de timo
de ternera; 70 % etanol (2.2 volGmenes). Se deja toda la no-
che precipitar al DNA a -20°C y se colecta al centrifugar a
10,000 RPM durante 30 minutos a 4°C (Rotor HB-4 Sorvall), Se
resuspende en 500 ul de buffer TE (10 mM Tris-HCl pH 7.4; 1 w
EDTA) y se toma una alicuota por duplicado.de ; ul para saber
la actividad especifica de cpm/ug DNA (10 -10° cpm/ug DNA),
Tanto las alicuotas de las fracciones de coleccibn de la colum
na de Sephadex, como las alicuotas del DNA precipitado se cuep
tan en un espectrofotéometro de centelleo liquido PACKARD TRI-
CARB agreg8ndoseles liquido de centelleo AQUASOL.
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DESNATURALI?ACION DEL PROBE

El DNA marcado con
a una concentraclé‘
0 30 minutos a 37°C
HCl 1 N a un pH aproxlm o d

dlsuelto ‘en soluc10n [E, se ajusta

El DNA marcado radloactlvamente y desnatura11 E
cla en la solucién de hibridacién. o

HIBRIDACION DEL RNA CON EL PROBE RADIOACTIVO;
(METODO DE "NORTHERN BLOT HYBRIDIZATION").
DENSITOMETRIA DE AUTORRADIOGRAFIAS.

El papel d&e nitrocelulosa donde esté fljado eerNA se su-~-
merge en 5 SSC y se coloca en una bolsa de plastico: donde ‘sele
afiade 0.2 ml de solucidédn de prehibridacibn por cm? de papel de
nitrocelulosa (50% v/v formamida; 5 SSC; 5x sol. Denhardt; 50 mM
NaHzpo4 pH 6.5; 100 ug/ml DNA timo de ternera desnaturallzado)

y se incuba a 42°C de 4 a 24 horas con agitacién.

Después de la prehibridaciébn se elimina de la bolsa de:plas-
tico la solucibn de prehibridacibn y se agrega la solucién de
hibridacién con el probe radiocactivo (50% v/v formamida; 5 SSC;
2x sol. Denhardt; 20 mM NaH,PO, pH 6.5, 10% dextran sulfato; -
100 ug/ml DNA de timo de ternera desnaturalizado; 1 ug Probe de
ACTINA desnaturalizado). La cantidad de solucibtn de hibridacidn
es de 50 ul/cm2 de papel de nitrocelulosa y se incuba 48 horas
a 42°C (Schleicher & Schuell: Maniatis, 1982; Thomas Patricia
1980; wahl et al. 1979).

Terminado el tiempo de hibridacibén se elimina la solucién
respectiva y se saca el papel de nitrocelulosa de la bolsa de
plastico para colocarse en un recipiente donde se va a agregar
una soluciébn de lavado (0.l SSC; 0.1% SDS p/v) durante 1 hora
con 5 cambios a una temperatura de 50°C (Mc Cutchan, 1984).

Se seca al aire el filtro de nitrocelulosa y se expone para
autorradiograffia, con pelicula de rayos X, a -70°C con placa in-
tensificadora. Los tiempos de exposmcxén para visualizar las
bandas radioactivas de hibridos con™ secuencias homélogas, fluc-
tGa de 12 horas a 24 horas dependlendo de'la: actlvidad especifi-
ca del probe de actina. : .

Las autorradiografias obtenida éaahaiizén,dedsitqmétri—
camente con el objeto de hacer mis cuantitativa la comparacién
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de las manchas que hibridaran con cl probe de actina.

Las &reas bajo las curvas obtenidas del andlisis densitomé-
trico de cada autorradiograffa se analizaro ‘medlante el ‘recorte
de las mismas &reas y peSdndolas.A'Posteriorment”-ée ‘compararon
sus pesos tomando como unidad el.c ¢ T

L.a densitometria se efectu

V spectro otémétfb”ciiford
a una longitud de onda de 589f A

TECNICA DE HIBRIDACION DE MANCHAS (DOT BLOT HYBRIDIZATION)

Alternativamente a la obtencxén de geles desnaturalizantes
de RNA y a su transferencia a papel de nitrocelulosa, se puede
colocar directamente el RNA en papel de nitrocelulosa después
del siguiente tratamientos el RNA (15 ug) se disuelve en buffer
TE frio ajustando un Vvolumen de 50 ul y se le agrega un volumen
igual de formaldehido al 14% en 12 ssSC (1.8 M NaCl, 0.18 M ci-
trato de sodio). Se incuba a 65°C durante 10 minutos con el
objeto de desnaturalizar el &cido nucleico. Posteriormente se
hacen dilucicnes progresivas en buffer 15 S8SC 1l:1 v/v y se apli
can directamente al papel de nitrocelulosa BA 85 Schleicher &
Schuell que ha sido previamente humedecido en agua y en 20 SSC,
aunque en al momento de colocar la muestra el papel esti seco.
Se hornea el papel de nitrocelulosa a 80°C durante 90 minutos
al vacio y a continuacibn se prehibrida, hibrida, lava y se ex-
pone para la autorradiografia como ya se menciond anteriormente
(White y Carter, 1982, Chafouleas, et al., 1984; Jefferson, et
al., 1985). También se analizaron las autorradiograffas por
densitometria,

ENSAYO CON RIBONUCLEASA.

La muestra de RNA se suspende en buffer TE, ajustando una o
«zoncentracién de 1 sS5C. Se agrega la rlbonuc a’ ancreétlca "
a una concentracién final de 100 ug/ml: o 200'ug/m : '

a 37°C durante 60 minutos. -

TINCION DE RNA DESPUES DE TRANSFERIR A FILTROS DE
NITROCELULOSA.,

El filtro de nitrocelulosa después de la hlbridac16n -y
de la exposici6bn para la autorradiografia en placas de rayos
X, se sumerge en &cido acético durante 15 minutos‘a tempe:atu-
ra ambiente, transfiriéndose después a una .zolucibén:de acetato-
de sodio 0.5 M pH 5.2, azul de metileno 0.04% por 5 o L0:.minu-
tos a temperatura ambiente., Se enjuaga el filtro.en.agua du-
rante 5 a 10 minutos y se observan bandas cuando el ‘RNA es
285, 185 o el mensajero de globina 9S. Si existe RNA mensajero
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aparecerdn manchas. Esta técnica. sirve para- verificar tamafios

de RNA transferldos, asi;como para observar-la eficiencia ‘de
la transferenCLa : :

EN GELES DE POLIACRI

Se procede segdn el protocol,
mercial de Amersham (Rabbit Retlculocyt
treated, message dependent).

A 100 ul del lisado de reticulocitos se: le;aﬁaden 2507 uci
de metionina S, esta mezcla es Gtil para 12 muestras “de’ RNA
Se separa la mezcla en alfcuotas de 10 ul cada una.en tubos
eppendorf estériles. Se agrega a cada tubo 1 ul gque-a veces
corresponde a 1 ug de RNA, Debe contarse con un control posi-:
tivo que corresponde al RNA del virus del mosaico del tabaco,
as{ como un control negativo donde no se agregue RNA," alno
que solamente agua bidestilada.

Se mezclan en vortex las muestras y centrifugan unos se-
gundos para incubarse después a 30°C durante 60 minutos. - Se
toman alfcuotas de 2 ul por duplicado para ponerlas sobre fil
tros de 3 MM y se secan. Las muestras en los papeles. se pre-
cipitan con TCA 10% a 4°C durante 30 a 60 minutos, se enjua-.
gan 3 veces consecutivas con TCA 5% y se hierve en la ﬁltimé'g
ocasibn durante 15 minutos, Se enjuagan nuevamente con: "TCA

5%, etanol y éter y se dejan secar. Se les agrega a- cada
papel colocado en un vial 1fguido de centelleo y .se cu ntan‘
en el contador de centelleo.

Las muestras de RNA traducidas se disuelve
buffer dependiendo del tipo de electroforesi
si es electroenfoque, se disuelven en 40.u
urea ultrapura, 2% NP 40, 5% B-mercaptoe
pH 5-7 LKB). 8i se efect@a un gel‘

dlfenente

de B-mercaptoetanol,: se hier_
y se aplican en los carril



ELECTROFORESIS EN -UNA- DIMENSION o
GELES VERTICALES DEulo% ACRILAMIDA-BIS ACRILAMIDA

COomo se sec

3) CONCENTRADOR.,Soluc16n de: Buffer 4x { :
Tris-HCl pH 6.8; 0,4% SDS) 1.5 ml, 30%' % -Acr lanlda-
Bis acrllanlda 1 2 ul, agua bidestilad
med 40.ul.-12.5% persulfato 80 ul. : :
Se deja polimerirar durante 15 minutos colocando ane
d1atamente después de agregar la solucién’ el peine pa
ra:formar los carriles donde se van.a.colocar:las
muestras.

Ya que haya polimerirado el gel se coloca en cémaras espe
ciales donde se agrega el buffer de corrida (0.025 M Tris-HCl
pH 8.3, 0.192 M glicina, 0.1% SDS). Se colocan las muestras
con el buffer 2x en los carriles respectivos y se aplica una
corriente con voltaje constante de 100 volts hasta que el co-
lorante haya pasado la fase concentradora de acrilamnida, ya -
que se incrementa el voltaje a 125 volts hasta que. llegue
el colorante al tapén.

Al finalirar la corrida se saca el gel-de las placas. de
vidrio y se sumerge en una solucibén de tincién de proteinas
(azul de coomasie-tetanol-&cido acético)} durante 1 hora si
la solucidn no se ha utilisado y durante toda la noche si ya
eg una solucidn usada. Se destifie con varios cambios de una
solucidn de metanol:&cido acético: agua en la proporcidn
5:5:1 respectivamente. Si las muestras tienen incorporaci6n
de metionina °’g, entonces, se sigue el siguiente tratamiento:
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Se sumerge el gel durante 1 hora con 2 cambios en una
solucidn al 100% de dimetil sulfdxido DMSO, con el obJeLo de
deshidratar el gel. Posteriormente se sumerge el gel en una
solucidn al 20% (p/p):-de 2,5-difeniloxarol (PPO) ‘enDMS0
durante 3 horas. Termlnado este tiempo se deja lavando el
gel en agua corrlent e,l hora para se

la autorradxografla c
key, 1974). :

Para correr la prime
prepararse tuboa de v1dr1

Se deben lavar con jabén-(
llada con un escobilldn delgado.,”
durante 15 minutos.

“Enjuas
Meterlos en KOH alcohblica

bren hasta antes de usarse,

Se prepara la solucidn de acrilamida para 1 :
la siguiente forma: 28.38% acrilamida, 1.62% bls-acrllanxda.

Para 12 tubos se toman 2 ml de la solucién anterior-y se: agre:e

gan 3 ml de 10% NP-40, 2.96 ml de agua y 0.75 nl de anfolinas
de pH 5-7, ajustando un volumen de 15 ml, ¢de agita la solu-' .
cién anterior agregando 8.25 g de urea hasta que este disuel-

ta completamente, posteriormente se agregan 15 ul de'lo%,perv~!;r»i

sul fato de amonio y se quita el gas con vacio durante 1 minu-
to, por lo que se recomnienda utilirar un pequefio quita-ato.
Después de agregan 10.5 ul de Temed y esta solucién es la que
se agrega a los tubos de vidrio que estdn sellados en el fon-
do con parafilm. El volumen que se agregue a los tubos debe
alcanzar una altura de 12 cm aproximadamente. Sobre la solu-
ciébn anterior se agregan 20 ul de 8 M urea y se deja gelifi-
car durante 1 a 2 horas. Se remueve la solucibdn 8 M urea por-
agpiracién y se sustituye con 20 ul de buffer A (9.5 M urea
ultrapura, 2% NP-40, 5% B-mercaptoetanol, 2% anfolinas pH 5-7).
Se colocan sobre este buffer 10 ul de agua y se deja asi du-
rante 1 a 2 horas. Posteriormente se quita el parafilm del
fondo del tubo y se coloca un cuadro de nylon en el fondo ajusg
tado con una goma, para colocar de esta forma los tubos en la
cémara de electro‘oresis. Se quita el buffer A y el agua y

se vuelve a colocar huffer A (20 ul}, llenando el tubo con

0.02 M de NaOH desgasificada, ELl reservorio inferior de la gé
mara de electroforesis se llena con &cido fosfbérico 0.01 M

y el reservorio superior con hidrd:rido de sodio 0.0? M, tenien
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do cuidado de no combinar las fases de los tubos, Se efectuia
una pre-corrida a voltaje constante de la siguiente manera:
200 volts durante 15 min, 400 volts 30 min y 600 volts 30 min.
Se suspende la corriente y se quita por-aspiracién-el conteni
do del reservorio superior, asi comd'él'buffe: A:delisis de
los tubos. Se colocan las muestras: de traduécloh7dlsueltas
previamente en 40 ul del buffer A y. se. les agre : ).
solucidén 10 ul de buffer K (9 M urea;,- IA ‘an Ollna‘ ‘pPH 5-7),"
llenando posteriormente el tubo con 0.02: NaOH desgasificada,
es de suma importancia no combinar -las fases ‘en‘el tubo.

Se vuelve a llenar la cémara superior con-0.02 M- 'de NaOH y

se corren durante 15 horas a voltaje de 600 y una hora a

800 volts. Terminada la corrida se sacan los geles de los
tubos con una jeringa a presibdn, evitando que se rompan e
inmediatamente se equilibran de 1 a 2 horas con el buffer 0O
(0.06 M Tris pH 6.8, 10% glicerol, 2.,3% SDS,0.07M B-mercapto-
etanol), si no se va a correr la segunda dimensién ‘inmediata-"
mente pueden almacenarse a -20°C.. (PL¥, 0'Farrell, 19751, - .

Segunda Dimensidn. : : :

Se preparan geles de 10% acrllamida—bls acrilamlda ver-
ticales en placas de vidrio como ya se mencioné anterlormen-, =
te, sin colocar peine a la solucién concentradora. ~Se colo-
ca sobre el concentrador el gel cilindrico de los tubos de
electroenfoque y se cubre con 1% agarosa en buf‘er 0, cercio-
réndose de que no se formen burbujas de aire entre el gel
plano v el cilindrico. Se deja gelificar la agarosa que tam-
bién tiene disuelto arul de bromofenol (25 ul). Se coloca
en la cdmara de electroforesis el gel vertical con el gel ci-
lindrico y se llena la c8&mara con el buffer de corrida (0.025M
Tris-HClL pH 8.3, 0,192 M glicina, 0.1% SDS). Se aplica una
corriente a voltaje constante de 100 volts hasta que el colo-
rante haya pasado la fase concentradora de acrilamida, y des-
pués se incrementa el voltaje a 125 volts hasta que llegue
el colorante al tapbn.

Después puede tefiirse con arul de coomasie y tratarlo con
2,5-difeniloxazol PPO en DMSO, de la manera que se especificd
en la electroforesis unidimensional, ya que las nuestras tra-
ducidas incorporaron metionina 355, Asimismo se secan los
geles y se exponen a placas de rayos X a -70°C para obtener
las respectivas autorradiografias.
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RESULTAD

ANALISIS DEL INCREMENTO DEL PESO DE
E INTOXICADAS CON: TETRACLORUR D
EL TRATAMIENTO

8 ratas para el grupo intoxicado.
le inyecté intraperitonealmente aceite mlneral,L
grupo intoxicado se le 1nyect6 lntraperltoneal

seccibn de Material y Métodos.

El peso inicial promedio de los tres lot
fue de 60.23%5.35 g de un total de42
promedio de los tres lotes de ratas ar
tetracloruro de carbono fue de SB 6

as:que:se les 1ntox1c6 con

En las tablas que se muestran en. dgina, “se se-
flalan los incrementos en peso (gramos) ‘obsg vaaos en los anlmales
control y tratados con tetracloruro de: carbon' -durante periodos
de una semana durante el tratamiento total de’ 'semanas.'
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E INTOXI

LOTE 1
LOTE 2 t
LOTE 3 | 19.3.1

PROMEDI .
ToTAL | 17.24%

LOTE 1
LOTE 2
LOTE 3

PROMEDIO
TOTAL
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AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS.

En el alslamlento de hepatoc1tos por;medlo de la técnlca

efectuaron. 31 ensayos en total, donad
promedio 15x107 +5, 92x107 células,,q

exclu516n de

En oca
xicadas . dur
taba algunas’
tidad de colagenasa perfundida en el tedeo
semana el higado-se encontraba sumamente. dafiad
fibrosis extrema, por ‘esta razbn el rendimien
la quinta semana de tratamiento disminufa al comparars
obtenido con las demés ratas (15x107 cel.); lle
ocasiones de 1x10’ hepatocitos.

Los hepatocitos obtenidos se alicuotaban e
cantidad .aproximada de 4x107 células por vial“
inmediatamente en nltrégeno liquido.

AISLAMIENTO Y -ANALISIS ELECTROFORETICO DEL RNA TOTAL
DE HEPATOCITOS.

El extracto de RNA total de hepatocitos se analizd electro-
foréticamente en geles de agarosa al 1,2% en buffer Tris-Boratos
o en Tris-Acetato-EDTA (TAE). El gel se tifii6 con bromuro“da
etidio y se visualizb6 con un transiluminador de luz ultravioleta.

En la siguiente figura se observa un minigel con’ 8 dlferen-
tes muestras o preparaciones con aproximadamente 1 ug de RNA
total en cada carril,



Fig.

12

ANALISIS ELECTROFORETICO DE RNA TOTAL -

12345678

—= 28 S

—= 18 S

EXTRAIDO DE HEPATOCITOS DE RATA,
AGAROSA 1.2% EN BUFFER TRIS-BORATOS.

TINCION CON BROMURO DE ETIDIO Y VISUA
LIZADO EN TRANSILUMINADOR DE LUZ U.V.”
rata con intoxicacién aguda.

1)
2)
3)
4)

5)
6)

7)

8)

RNA,
RNA¢
RNA{
RNA{

RNA.
RNA(

RNA,

RNA,

con CC14 (1 dosis, 24 horas)
rata con intoxicacién de .
3 semanas con CCly

rata con intoxicacién de

1 semana con CCl

rata con intoxicacién de

5 semanas con CCl

rata sin intoxicar

rata con intoxicacibn aguda
con CCl, (1 dosis, 24 horas)
rata con intoxicacibn aguda
con CCl, (1 dosis, 24 horas)
cerebro de rata. Marcadores.
de RNA ribosomal 285 y 188,
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En el anterior gel (figura 12') ‘se observa una banda- de mayor
P.M. con respecto a los marcadores: rlbosomales ’corresponde a
DNA residual en la preparacidn,

La puregza del &cido nucleico utlllzado en las prepar
se midié al hacer el cociente de las absorbanc;as del RNA"
y a 280 nm y generalmente corresponde a una relacibn de 1 7~afl 9,
considerindose que tiene escasa cantldad de proteinas. Asxmlsmo I
se registrd la relacién de absorbancias de 260 nm y de 230 nm:

y se obtuvieron datos de 2.2 a 3.0, que certifican’ nuevamente S
la escasa cantidad de proteinas en las preparacxones., Mdrqtras"
de RNA total gue no cubrieran estos requisitos: de pureza'se'dea-
cartaban para los an&lisis posteriores de h1br1dac1ones ‘con’el-
DNA con la secuencia de ACTINA, oo 3;5.;~m5;f::,,7,,.

En cuanto al rendimiento de RNA total de los hepatocitos se
efectuaron 27 ensayos de los cuales se determinbé un valor medio
que correspondié a un rendimiento del 62.95% ¥ 38.51%. cabe ha-
cer la observaciébn de que al extraer el RNA total de ratas hepa-
tectomizadas, el rendimiento disminuia al ser comparado con el
RNA total obtenido de ratas control o intoxicadas con CCl,. Asi
mismo el aspecto de este RNA total de ratas hepatectomizaéas,
presentaba un aspecto opalescente, hecho que no se observaba en
las preparaciones restantes.

ANALISIS ELECTROFORETICO DEL RNA TOTAL DE HEPATOCITOS EN
GELES DESNATURALIZANTES (GLIOXAL-DMSO)

La figura 13 muestra el minigel de agarosa 1.2% en buffer de
10 mM fosfatos pH 7, después del corrimiento electroforético de
diversas muestras de RNA total obtenidas de hepatocitos de rata.
Se tifiié con bromuro de etidio y se visualiz6 mediante un trans-
iluminador de luz ultravioleta.

Analizando el corrimiento de las muestras de RNA total de
hepatocitos, se distingue claramente gque las muestras no desnatu-
ralizadaslé4tienen un mayor corrimiento electroforético, al obser-
los marcadores ribosomales del RNA (285, 18S) en la parte infe-
rior de la banda de 2.0 kb, mientras que la muestra desnaturali-
zada 3, tiene un corrimie nto electroforé&tico menor, ya que los
marcadores ribosomales del RNA se encuentran entre las bandas de
4.4 y 2.0 kb,

Debe sefialarse también que la fluorescencia del RNA, desna-
turalizado (carril 3) no es tan marcada como la mostrada por los
RNA, sin desnaturalizar (carriles 1 y 4).
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Fig.1l3 ANALISIS ELECTROFORETICO DEL RNA TOTAL DE HEPATOCITOS
EN GELES DESNATURALIZANTES (GLIOXAL-DMSO)

AGAROSA 1.2%, 10 mM FOSFATOS pH 7. TINCION CON BROMU -

RO DE ETIDIO, VISUALIZADO EN TRANSILUMINADOR DE U.V,.
l) y 4) RNA, de hepatocito (2 ug) sin desnaturalizar

3) RNA. de hepatocito (20 ug) desnaturalizado
con glioxal-DMSO.
2) DNA bacterib6fago lambda (1 ug) digerido con

la enzima Hind III. Fragmentos de DNA ob-
tenidos de arriba hacia abajo (Kb):
23.1, 9.4, 6.6, 4.4, 2.3, 2.0.
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OBTENCION DE RNA POLI A+ (RNA MENSAJERO) POR - CROMATOGRAF LA
EN COLUMNA OLIGO- dT A PARTIR:DE RNA TOTAL. DE HEPATOCITOS.

B ot EN COLIMKA OLIGO 7.
Absorbaneis " ; S i ;
omoce

: e 20"
WUMERO DE FRACCION

0

Fig., 14 PATRON DE ABSORBANCIA DEL RNA EN CROMATOGRAFIA
: EN COLUMNA OLIGO 4T
Grafica de absorbancia a 260 nm vs nGmero de
fracciones obtenidas al hacer las respectivas
diluciones con amortiguadores de diferente fuer
za ibnica sobre la columna oligo 4T, con el
- objeto de obtener el RNA poli At
Fracciébn 1-13; SOLUCION BE I, 20 mM Tris-HCl
pH 7.6, 0.5 M NaCl, 1 mM EDTA,
0.1% SDS.
Fraccibn 14-17: SOLUCION BE II, 20 mM Tris-HCl
pH 7.6, 0.1 M NaCl, 1 mM EDTA,
0.1% sDS.
Fraccibén18-28; SOLUCION BE III, 10 mM Tris-HCl
pH 7.6, 1 mM EDTA, 0.05% SDS.
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Las fracciones colectadas con la solucién BE III (18-28)
se precipitaron.con 0.2 M de acetato de sodio y 70% de etanol
durante 12 horas'a —-20°C, posteriormente se centrifugé la mues
tra para obtener:los cristales de RNA poli A*, que se resuspen
dieron en-un minimo volumen de agua bidestilada estéril, de la
cual se tomdé una alicuota para medir su absorbancia a 260 nm.
El rendimiento obtenido de RNA poli A+ fue del 83,5%.
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ANALISIS ELECTROFORETICO DEL PLASMIDO RECOMBINANTE CON LA
SECUENCIA GENOMICA PARA ACTINA DE Drosophila melanogaster

Fig. 15 AGAROSA 1% en TAE. TINCION CON BROMURO DE ETIDIO
Y VISUALIZADO EN UN TRANSILUMINADOR DE LUZ U.V.

1) y 6) DNA del bacteribfago lambda (1 ug) dige-

rido con Hind III. R

2) Plasmido PBR322 (0.5 ug) :

3) Plasmido PBR322 (0.5 ug) digerido con- BAM HI
4) Plasmido recombinante de actina (1 ug)

5) Plasmido recombinante de actina (1 ug)

digerido con BAM HI.

En el carril 5 se observa un fragmento de 4300 pares de bases
gue corresponde al DNA del plasmido PBR322 linearizado y un frag-
mento de 2800 pares de bases que corresponde al DNA gendmico de
ACTINA. Con esto se verifica lo reportado por Tobin, et al., es
decir que la subclona genbmica Kla para ACTINA de Drosophila mela-
nogaster porta una secuencia insertada de 2800 pares de bases en
el sitio BAM HI del plasmido PBR322.
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PREPARACION DEL PROBE RADIOACTIVO DE ACTINA,
PATRON CROMATOGRAFICO EN SEPHADEX G-IQO. S
FRACCIONAMIENTO DE LA MEZCLA :DE MARCAJE CON P,

se efectud la técnina de "Nick Translation" que nos per—
mitié marcar radiactivamente cualquler+DNA con una. act1v1dad
especifica del orden de 9.1 x 107 cpm - 5.8 x 107 cp! fpor :
ug de 4cido nucleico, Esta técnica se utilizé para marcar el
plasmido recombinante con la secuencia genbémica ‘para act;na
de Drogophila melanogas‘er obtenido de Federico Sénchez'del
Instituto de Investigaciones sobre Fijacidn de Nitrégeno .y
descrito por Tobhin, et al. 1980,

La reaccidn es catalizada por la DNA polimerasa I de
B, coli, incubando simult&neamente con DNAasa I para generar
rupturas en cadena sencilla que son los sitios de 1n§81ac16n
de la DNA polimerasa I (Pol I). Se marcd con 5' |« P 1 tri~-
fosfato de deoxicitidina, que posee una actividad especifica
de 410 Ci/mmol. El DNA marcado se purificdé por cromatografia
en Sephadex G-100, En la grafica se muestra un patrdn
de elucibn en Sephadex G-100 obtenido al promediar datos de
6 ensayos. El primer pico de radiactividad corresponde al
DNA marcado con ““P que es excluido de la columna. El segun-
do pico de radiactividad corresponde a nucledtidos libres no
incorporados al DNA,

Se precipitan con etanol al 70% y 0.2M de NaCl, asi como
con DNA acarreador (5 mg/ml), las fracciones correspondientes

al primer pico de radiactividad y el DNA marcado se recupera
por centrifugacién,

La actiyidad especifica que se obtiene fluctﬁa entre,
9.1-5.8 x 10’ cpm/ug de DNA.




G4

R . EPHADEX G+ 100
cp x lﬂ‘lul'

Probe radiac
32 " DNA

Fig. 16 PATRON CROMATOGRAFICO EN SEPHADEX G-100
Gr&fica de radioactividad (cpm x 10%/ul)
vs nGmero de fracciones obtenidas al .
eluir con: 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.1%
sSDS, 50 mM Tris-HCl. El pico de radioag
tividad se colectd y precipité para obte
ner el DNA marcado con 32p que tiene’'la
secuencia de actina.
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HIBRIDACION DEL RNA CON EL PROBE RADIOACTIVO.
(METODO DE "NORTHERN BLOT HYBRIDIZATION"):
DENSITOMETRIA DE AUTORRADIOGRAFIAS.

Las hibridaciones se realizaron con los plésml
nantes para actina marcados radioactivamente con: 32
filtros de nitrocelulosa a los cuales se leas transflr eron las

muestras de RNA desnaturalizado en geles con glloxal, provenlen
tes de hepatocitos de rata después de haberse cumplido las dife
rentes etapas del tratamiento con tetracloruro de carbono.’

La hibridacibn se realizbé a 42°C en condiciones relajadas
en presencia de formamida al 50%. El tiempg de hibrjdacién fue
de 48 horas, aunque puede digminuirse al tomar en cuenta el tiem
po de renaturalizacidon media del probe de doble cadena, calcula-
do con la ecuacifdn que se expone a continuaciébn, de donde se ob-
tiene un valor de 2.84 horas. Se toma en cuenta para asegurar
m&s este tiempo de renaturalizacién el triple del valor obtenido,
o sea 8.52 horas, en las cuales se deja hibridando el probe desna

turalizado con el RNA fijado al papel de nitrocelulosa (Manlatis,f
et al., 1982).

1l X 42y 2= Namero de horas para alcanzar =
X 5 10 la renaturalmzac;én medla del
probe,

<
it

Peso del probe afiadido a la (ug): g aatina
Solucibén de Hibridacién : i -

a5
L3

Complejidad del probe
(proporcional a la longitud del
probe en Kb)

N
n

Volumen de la reaccibn
(Sol. de hibridacién)

+
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Después de la hibridacién y los lavados pertinentes para
eliminar inespecificidad, el filtro de nitrocelulosa se sech y
se expuso a peliculae para rayos X, obteni&ndose las autorradio
grafias que se sometieron al an&lisis densitométrico. En este
an&lisis de las manchas autorrad%ggraficas de la HIBRIDACION
ESPECIFICA del RNA con el 5'{«~"“P} dCTP DNA de ACTINA, se
determinaron comparaciones de las intensidades de las manchas
mediante el peso de los picos de absorbancia obtenidos gr&fica
mente del espectrofotbmetro, tomandose como unidad la mancha
del RNA control en cada: caso.

ESPECIFICIDAD DE LA HIBRIDACION

1 2 3

Especrficidad de
1a hibridizacién,

Fig.l7 La Especificidad de la Hibridacién entre el RNA
total de hepatocito y el probe radioactivo de
ACTINA, se demostrd al observar una sola mancha
radioactiva donde se corrié el RNA desnaturali=-
zado (10 ug) -carril 1-, En el carril 2 se
analizbé una muestra de RNA sin desnaturalizar
(10 ug), la cual no hibrida con el DNA radioac-
tivo. Por Gltimo en el carril 3 se incubd una
muestra de RNA con RNAasa pancreatica(loug) vy
ge corrid electroforéticamente, careciendo de
hibridacibn con el probe de actina.

La placa autorradiogréafica se muestra con dife-
rentes tiempos de exposicibdn en la pelicula de
rayos X, sobreexponiendo la placa del lado derg
cho para cerciorarse de la espccificidad (carril 1),
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HIBRIDACION DEL RNA POLI A" Y RNA POLI A~
CON EL PROBE DE ACTINA RADIOACTIVO

o -

.

Poli  Poli
| M
Fig. 18 Autorradiografia que muestra la hibridacibn

de muestras de RNA poli At y RNA poli A~

con el DNA que contiene la secuencia de

ACTINA marcado con °2P. Las muestras de RNA'

gse obtuvieron mediante una cromatografia en
columna oligo dT a partir de RNA total de
hepatocitos de rata, L
Densitométricamente el RNA pOll A (cariil 2)n
representa el 90% de la intensidad mostrada

de maneca mas compacta por el RNA polL A+
(carril 1). s

El anilisis de la anterior autorradiografia muestra que a pesar
de aislar el RNA mensajero (RNA poli A* -carril 1l ) a partir del
RNA total, quedan residuos de RNA mensajero de ACTINA en la frac
cibn correspondiente al RNA poli A~ (carril 2), por lo que se
decidi6é trabajar con el RNA total de hepatocitos que provoca

gue se observan manchas claras de hibridacién, comparables a la
observado con el RNA poli At
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RNAm DE ACTINA DE HEPATOCITOS DE RATA. . INTOXICACION AGUDA CON
TETRACLORURQ DE CARBONO =24 horas—.'("NORTHERN1H¥BRID;ZATION").

Rata

Hepatec-
toiti zada

Fig.l9 Autorradiografia“de RNAm de actina obtenido de
hepatocitos de rata. La cantidad de RNA total
que se corrid electroforéticamente en cada carril
fue constante (15 ug). 1) y 3) RNAm de actina
de hepatocitos de rata control (casi no se apre-
cian en la fotografia). 2) y 4) RNAm de actina
de hepatocitos de rata intoxicada con una sola
dosis de CCl, y sacrificada a las 24 horas (Intg
xicaciébn Aguéa). 5) RNAm de actina de hepatocitos
de rata hepatectomizada y sacrificada a las 24 h,
El anilisis densitométrico muestra que las inten-
sidades de las manchas 2 y 4 se incrementaron
7.28 y 6.9 veces con raspecto al control respecti
vamente, La mancha 5 se increment6 19.4 veces
con respecto al control. Cada muestra corresponde
a diferente animal con caracteristicas de peso y
camada similares uno de otro.

En otro experimento similar, se obtuvo una muestra de Intoxicacibn
Aguda con 1.84 veces m&s la intensidad de la mancha autorradiogri
fica del control, segun lo detalld el an&lisis densitométrico.
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RNAm DE ACTINA DE HEPATOCITOS DE RATA, UNA SEMANA DE INTOXICACION
CON TETRACLORURQ DE CARBONO. ("NORTHERN HYBRIDIZATION")

—o0. 40y

control na
bt

control  Ja, Semana-

cci,

Fig. 20 Autorradiografias que muestran la variacibn’del-'*

RNAm de ACTINA de hepatocitos de rata con una
semana de intoxicaciédn con cCl4 (carriles 2, 3
y 6), asimismo se observan las muestras del
RNAm de ACTINA de hepatocitos de rata control
(carriles 1, 4 y 5).

La densitometria detalla que las intensidades
de las manchas 2, 3 y 6, que representan al
RNAm de ACTINA, corresponden a 4.2, 6.3 y 2.01
veces el valor del control, respectivamente.
En las muestras 1, 2 y 3 se analizaron 12.5 ug
de RNA total, mientras que en las muestras 4,
5 y 6 se analizaron 20 ug de RNA total.




70

RNAm DE ACTINA DE HEPATOCITOS DE RATA., TRES SEMANAS DE INTOXICA
CION CON TETRACLORURO DE CARBONO. ("NORTHERN HYBRIDIZATION").

Tres semenes %
Istexicacin  GWntre! Tres semenss
P L . Intoxicacién.

Fig. 21 Las autorradiograffas que se ilustran contienen
en cada carril 20 ug de RNA total de hepatocitos
de rata, 1) y 4) RNAm de ACTINA de hepatocitos
de ratas control. 2), 3), 5) y 6) RNAm de ACTINA
de hepatocitos de ratas intoxicadas Qurante 3
semanas con CCl,. :

La densitometria sefiala el siguiente andlisis:
las muestras 2, 3, 5 y 6 representan 0.8, 0.6,

0.6 v 1.1 veces el valor del control, respecti
vamente,
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RNAm DE ACTINA. DE HEPATOCITOS DE_RATA. CINCO SEMANAS DE INTOXI
CACION CON TETRACLORURO DE-CARBONO, ("NORTHERN HYBRIDIZATION")

1 23 4 5
™~
~control 5 semanas  Control 5 semanas
‘ Intoxicacisn Intoxicacion| =
con Ccl‘ . e R
‘.

Fig., 22 Las autorradiografias que se ilustran analizaron

RS

en cada carril 20 ug de RNA total de hepatocitos
de rata. 1) y 4) RNAm de ACTINA de hepatocitos

de rata control. 2), 3) y 5) RNAm de ACTINA de
hepatocitos de ratas intoxicadas durante 5 semanas
con CCl,.

La densitometria sefiala lo siquiente; las manchas
de RNAm de ACTINA 2, 3, y 5 representan 2.1, 2.1
Yy 2.9 veces el valor del RNAm de ACTINA control
respectivamente,
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RNAm DE ACTINA DE HEPATOCITOS DE RATA DURANTE EL TRATAMIENTO
DE CINCO SEMANAS DE INTOXICACION CON TETRACLORURO DE CARBONO

Fig, 23

La
se
al
de

("NORTHERN HYBRIDIZATION").
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autorradiografia muestra en el orden que
indica el RNA mensajero de ACTINA obtenido
hibridar el RNA total transferido a papel
nitrocelulosa con el probe radioactivo de

ACTINA 32p,

1)
2)

3)
4)

5)
6)

El
35

RNAm ACTINA de hepatocitos control

RNAm ACTINA de hepatocitos intoxicados
durante 1 semana con CCl

RNAm ACTINA de hepatocitos control

RNAm ACTINA de hepatocitos intoxicados
durante 3 semanas con Cccl,

RNAm ACTINA de hepatocitos intoxicados
durante 5 semanas con CCl,

RNAm ACTINA de hepatocitos normales a partir
de RNA poli At obtenido de RNA total.

RNA total analizado en cada muestra fue de
ug a excepcién del RNA poli At que fue de 20 ug.
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LOCALIZACION DEL RNAm DE ACTINA POR HIBRIDACION DEL

RNA TOTAL DE HEPATOCITOS CON EL PLASMIDO RECOMBINANTE

CON LA SECUENCIA GENOMICA PARA ACTINA DE Drosophila
melanogaster.

23.1 b
9.4
£.4 9
4.4 -
LAY
%‘é acting
o —— 14 S
Fig. 24 La fotografia muestra el minigel en condi

ciones desnaturalizantes ~-glioxal/DMSO-

del RNA total de hepatocitos de rata

(agarosa 1.2% en buffer de 10 mM fosfatos

pH 7). El minigel fue transferido a papel

de nitrocelulosa durante 24 horas; el RNA

residual o que no se transfirié fue tefiido

con bromuro de etidio y se visualizb con

un transiluminador de luz U,V.

1) DNA del bacteribfago lambda (2 ug) dige
rido con la enzima Hind III.

2) RNA de hepatocitos de rata control (12.5 ug)

3 y 4) RNA de hepatocitos de ratas intoxicadas
con tetracloruro de carbono durarts 1 semana.

Se observa en el gel, en los carriles donde se analizaron
las muestras de RNA, dos manchas que corresponden a los marca-
dores ribosomales 285 y 18S desn>turalizados, asimismo se sofiala
la localiz: :ibén en el gel donde se encontrdé la mancha de hibri-
dacibn especifica con el "probe de actina", al comparar distan-
cias con la autorradiografia respectiva del papel de nitrocelulosa

donde se transfirieron estas muestras para hibridarsc después
con el DNA radioactivo.
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in ;
. Bletancis]
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199

: S
TANR de actina

Fig. 25 Gr&fica gque muestra la localiiacién de la mancha

autorradiogré&fica, correspondiente a la hibrida-
cibébn del "probe de actina" con el RNA total de
hepatocitos de rata.

Se graficaron logaritmos naturales de los valores
obtenidos al correr en un gel de agarosa al 1.2%
fragmentos del DNA del fago lambda al digerirse
con la enzima Hind III, en este mismo gel se ana-
lizaron las muestras del RNA total desnaturalizado
que se transfirib6 a papel de nitrocelulosa para
hibridarse especificamente con la secuencia de
ACTINA contenida en el probe radioactivo,

Fragmentos | | TToTmTmTr e
DNA lambda ‘ 1n Distancia in
(Hind III) i (%) . recorrida (y)
i c
23,1 kb | 3.14
9.4 2,24
6.6 1589
4.4 01048
2.3 | o8
2,0 LA

10.69-

oy = -0.51k + 1,57
r?= 0.99
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La mancha autorradiografica de la hxbr1dac16n (RNAm ACTINA)
observd los siguientes datos: :

Distancia recorrida 2.8-2.9
in (y) 1.03-1.06

Interpolando en: 'y

se tienev: . 29
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HIBRIDACION DE MANCHAS. ("DOT BLOT HYBRIDIZATION");
DENSITOMETRIA DE AUTORRADIOGRAFIA,

En este experimento alternativo a la técnica de obtencién de
geles desnaturalizantes de RNA y a su transferencia a papel de
nitrocelulosa, se colocaron directamente muestras de RNA total
desnaturalizadas con formaldehido en papel de nitrocelulosa y
gse hibridaron con el probe de ACTINA marcado radioactivamente con

P, bajo las mismas condiciones mencionadas en los experimentos
anteriores.

ANA total i~
,  Hem-~tocitns =iv intouican:.

1 & ‘.
L 1
DUT BLOT HYBRIDIZATION

(ug)
14 1.0 3.5 1,75 0.87 0.4

. “
v

RN total Jda-
e "D3tocitos into:nicados s una

da 7C1

.
ol
!
1,
w

A

Fig. 26 Autorradiografia que corresponde a la hibridacibn
del RNA total de hepatocitos de rata con el probe
radioactivo 32p de actina.
La primera linea de manchas corresponde a diversas
diluciones 1:1 del RNA total de hepatocitos sin
intoxicar,
La segunda linea de manchas corresponde a diluciones
1:1 de RNA total de hepatocitos de rata intoxicadas
con una dosis de CCl, y obtenidos después de 24 horas
(Intoxicacién Aguda).
El RNA mensajero de actina de hepatocitos con intoxi
cacibn aguda incrementa su cantidad con respecto al
control, puesto que la intensidad de la mancha en el
primer caso es mayor al compararla con la dilucibn
respectiva del control (verificar con la densitometria).



ANALISIS ELECTROFORETICO UNiDIMENSIONAL DE LAS -PROTEINAS

OBTENIDAS AL TRADUCIR "IN-VITRO®
DE RATA, CON INCORPORACION DE‘METIONINA

Fig, 28

1)
2) y 4)

5) y 6)
7)
8)
9)

10)

RNA TOTAL: DE HEPATOCITOS

TUARICCION - N YITRA, L SRTHERSTONAL )

actina

Autorradiografia de las proteinas que in
corporaron metionina 355, al ser traduci
das "in vitro" diferentes muestras de
RNA total obtenido de hepatocitos de ra-
ta durante el tratamiento con CCl

Gel vertical al 10% de acrilamida-bis
acrilamida tratado con DMSO-PPO después
del corrimiento electroforético, secado
y expuesto a la placa de rayos X,

Control negativo (sin RNA total de hepatocitos);
1 semana de intoxicacibn con cel,

Hepatocitos sin intoxicar e A et
3 semanas de intoxicacibén con CCl,. '

5 semanas de intoxicacibn con CCly. B
Hepatocitos sin intoxicar (control int. aguda)
Hepatocitos intoxicados agudamente (una dosis
de CCly y obtenidos a las 24 horas).

Hepatocitos de rata hepatectomizada y
sacrificada a las 24 horas.

78
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ANALISIS ELECTROFORETICO BIDIMENSIONAL DE PROTEINAS*OBEENIDAS

AL TRADUCIR RNA TOTAL CON INCORFPORACION.DE: METIONINA

7)

Control Negativo: agua y ,
patocitos). A
RNA total de hepatocitos,‘
RNA total de hepatocitos con l semana de 1ntoxicacién
con CC1l

RNA totél de hepatocitos con 3 semanas de intoxicacién
con CC1 Co
RNA totﬁl de hepatocitos con 5 semanas de intoxicacifi
con CC1

RNA totﬂl de hepatocitos intoxicados con una dosis de
Ccl4 y obtenidos a las 24 horas (int. aguda).
RNA"total de hepatocitos de rata hepatectomizada y sa-
crificada a las 24 horas.

Las muestras de RNA total corresponden a las utilizadas
en el ensayo del an8lisis electroforético unidimensional de
las protefnas obtenidas al traducirlas "in vitro",

Después de traducir las muestras de RNA total, se proce-
di6 a efectuar el electroenfoque y posteriormente se corrid
la segunda dimensién en geles verticales al 10% de acrilamida-
bis acrilamida, los cuales se sometieron al tratamiento de
DMSO-PPO para pederlos secar y exponer a las placas de Rayos
X, con el fin de obtener las respectivas autorradiograffas.

A continuacién se muestran las autorradiografias resul-
tantes del anflisis bidimensional de protefnas, sefialéndose
la posicién de la actina en cada una de ellas.
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Fig. 27 Gr&fica obtenida del an&lisis densitom&trico de la
autorradiografia correspondiente a la hibridacién
de manchas de RNA total (Dot Blot Hybridization).
La densitometria de la autorradiografia anterior
sefiala que la intensidad del RNA mensajero de
ACTINA correspondiente a los hepatocitos con in-
toxicacibén aguda es aproximadamente 4,6, 5.1, 2,01
y 1.72 veces mayor que la intensidad del RNAm de
ACTINA de los hepatocitos control, de las concen-
traciones 14 ug, 7 ug, 3.5 ug y 1.75 ug respecti-
vamente. Las muestras restantes no registraron
una sefial adecuada en el espectrofotdémetro.

Cabe sefialar que hubo un detalle que interfirié en la adecua
da obtencién de manchas autorradiograficas, ya que puede observar
se que se presenta una marca en forma de cruz dentro de la mancha
radioactiva, que carece de registro de emisibn de particulas radig
activas. Posiblemente esto se haya debido a que se marcht con la-
piz el papel filtro donde se sobrepuso el papel de nitrocelulosa
para poder colocar exactamente las muestras de RNA desnaturalizado.
Este hecho probablemente impidi6 la fijaci6n del RNA al papel por
lo que no hibridé con el probe radicactivo de ACTINA.



TRADUCCION "IN VITROY.  (BIDIMENSIONAL)..
 RATA HEPATECTOMIZADA (24 HORAS).

- actina
[ .- - -
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A d
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Flg. 33 Autorradlografia que muestra el anélisxs bidi
tmensional de las proteinas que incorporaron
" 'metionina °°g, obtenidas al traducir "in vitro"
E1l'RNA total de hepatocitos de rata hepatecto-
mizada y sacrificada a las 24 horas. La placa
de rayos X se expuso durante 1 dia a ~70°C.
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32

Autorradiograffa que muestra el andlisis-bidimen
sional de las proteinas marcadas con metionina

355, obtenidas al traducir "in vitro" el'R . to-
tal de hepatocitos de rata intoxxcada con una do
sis de CCly y sacrificada a las’ 24 hora

La exposiciébn de la placa de rayos X fue de
a -70°c,

“dia




Fig., 30 Autorradiograffa que muestra el control negativo,
es decir no se agregd RNA total de hepatocitos al
lisado de reticulocitos, por-lo-que: las protefnas
que se aprecian son inherentes al sistema.y deben
descartarse de las autorradiograff{as posteriores.

La exposicidn de la placa de rayos X fue de 6 dias
a -70°C.
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Fig. 29

Gel bidimensional que muestra la posici6n
de la alfa actina obtenida de mGsculo de
conejo y que no se marcd radioactivamente
(pI 5.4). Este patrdn sirvid como punto de
referencia para localizar en las autorra-
diografias la actina marcada radioactivamen
te con 35g-met, obtenida al traducir "in vi
tro" RNA total de hepatocitos de diferentes
perfodos de intoxicacién con CCl,. La acti
na de hepatocitos (beta y gamma) se encuen-
tran adyacentes a la alfa actina pero al ser
mds basicas se encuentran hacia la izquierda
del gel, (Gabbiani, et al., The American
Society for Clinical Investigation, Inc. Vol.
73, 148-152, 1984).
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Fig. 31 Autorradiograf{a que muestra el an&lisi
:de’ las. protefnas obtenidas al traducir

RNA total de hepatocitos de rata cont
de la placa de rayos X fue de 24 horas a
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- TRADUCCION *IN VITRU®. (BIDIMNSIONAL).
. UMA SEWANA DE INTUXICACLON CON CC1,,

”‘!' ictim

Fig. 34 Autorradiograffa que muestra el an&llsls bid

de las proteinas que incorporaron metionina
se obtuvieron al traducir

imenSLOnal

'S,y que
"in vitro" el RNA total de
hepatocitos de rata con 1 semana de 1ntox1caci6n con

ccl El tiempo de exposgicibn de la placa de rayos X
fue de 24 horas a -70°C.
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Fig.

. TRADUCCION "IN VETRO". (BIDIMENSIONAL).
TRES SEMANAS DE INTOXICACIUN CON i,

acting

.

35 Autorradiografia que muestra el andlisis bidimensional
de las protefnas que incorporaron metionina Sy que
se obtuvieron al traducir "in vitro" el RNA total de
hepatocitos de rata con 3 semanas de intoxicacién con

¢Cly. El tiempo de exposicién de la placa de rayos X
fue de 24 horas a -70°C.
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TRADUCCION “IN VITRO*. (BIDIMENSIONAL).
~ CINCO SERANAS DE INTOXICACION CON €C1,.

actinmg
'

Fig, 36 Autorradiograffa que muestra el andlisis bidimensional
de las protefnas marcadas con metionina S, .obtenidas
al traducir "in vitro" el RNA total de hepatocitos de
rata con 5 semanas de intoxicacién con CCl,. La placa
de rayos X se expuso durante 24 horas a -70°C,. M
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DISCUSION DE RESULTADOS.

Para lograr los objetivos planteados en este trabajo se
dispuso de técnicas especificas en el campo de la Biologia
Molecular, ya que se realizaron ensayos de aislamiento de
4cido ribonucleico (RNA) total de hepatocitos de rata, iden-
tificaci6én del mismo mediante electroforesis e hibridaciones
con el plasmido recombinante para actina de Drosophila mela-
nogaster con la finalidad de localizar y cuantificar el RNAm
{&cido ribonucleico mensajero) de ACTINA en este tipo celular.
Asimismo se procedibé a traducir "in vitro" el RNA total para
analizar las proteinas sintetizadas, Las condiciones bajo
las cuales se trabajbé fueron durante el tratamiento con tetra
cloruro de carbono, con el objeto de producir cirrosis hepéati
ca, que se manifiesta con la aparicién de tejido conectivo y
regeneracibn nodular en el higado aunque de manera no muy pro
minente a las 5 semanas de la intoxicaciétn (R. Pérez Tamayo,
1983).

El primer aspecto a discutir son la variaciones de peso
de las ratas que se sometieron al tratamiento con CCly, compa
radas con los animales control, los cuales solamente fueron
inyectados intraperitonealmente con el vehiculo del agente
tbrico, es decir con aceite mineral. Los resultados muestran
claramente que si hay diferencia entre el lote control y el
lote intoxicado, con respecto a los gramos aumentados durante
cada semana del tratamiento; esta diferencia corresponde a
gue en el lote control se incrementa m&s el peso que en el lg
te intoxicado, o sea que la intoxicacién afecta al crecimien-
to normal del animal, disminuyendo el incremento en el peso.
Cabe seflalar que dentro del perfodo de tratamiento, entre la
tercera y cuarta semana se nota que el aumento en gramos es
més considerable con respecto a las semanas restantes, ya que
entre la cuarta y quinta semana la variacién disminuye; este
fenbmeno es observable tanto en el grupo control como en el
intoxicado.

Sin embargo existen dentro de un mismo grupo de animales
variaciones en el peso, confirmadas con la desviacibn esténdar
obtenida en cada caso, la cual es de considerarse, Esto se
debe a que persisten variaciones individuales originadas por
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mltiples factores, entre los cuales podemos mencionar los de
origen genético y los del medio ambiente, asi pues la respuesta
al tetracloruro de carbono es variable como se ha reportado en
algunos casos, donde después de un curso completo de 10 o 20 in
yecciones de 0.2 ml de esta sustancia, algunas ratas muestran
una minima fibrosis o carecen de ella, mientras que otras tie-
nen presencia de tejido conectivo en escasas zonas del higado

y otras ya presentan una cirrosis total (R. Pérez Tamayo, 1983),.

Con respecto al aislamiento de hepatocitos, mediante la
técnica de perfusidn hepatica, se puede sefialar que durante las
tres semanas de intoxicacibén, los hepatocitos se podian aislar
con facilidad y con una cantidad de colagenasa normal, o sea la
reportada, sin embargo a la quinta semana se presentaron dificul
tades ya que el higado se encontraba en un estado fibroso en ma
yor proporcidn, por lo que se tenia que agregar mas colagenasa
a la solucidén de perfusibn y este hecho trala como consecuencia
la disminucidédn de la viabilidad celular y el menor rendimiento
en la obtencién de células, Hay que sefialar, que aundque no se
tienen fotografias al respecto, las células a partir de la ter-
cera semana ya manifestaban anormalidades morfolégicas, como son
la presencia de inclusiones lipidicas en el citoplasma, y a la
guinta semana se pilerde la forma redonda de la membrana citoplés
mica de las células aisladas, transformindose en membranas muy
irregulares, asimismo las células aumentan en tamafio, aGn asi se
podian observar también hepatocitos normales dentro de esta pobla
cibn celular aislada, Este hecho nos sugiere que tal vez se es-
tén aislando otras células ademés de los hepatocitos, o que en
realidad los hepatocitos esten muy afectados por el curso de la
intoxicacibn.

Si se estuviera aislando otro tipo celular durante la quinta
semana del tratamiento, el candidato gue se sugiere es el corres-
pondiente a los miofibroblastos, por las evidencias de su apari-
ciébn reportadas en la cirrosis, células que contienen un aparato
contréctil significativo constituido entre otras proteinas de
ACTINA, y que en los resultados obtenidos en este trabajo se
podrian manifestar al analizar el incremento de RNAm de ACTINA
durante la quinta semana del tratamiento con CCl,. Adem&s al
centrifugar la poblacién celular obtenida después de perfundir
el higado hace m&s factible que estos miofibroblastos gqueden
en la pastilla obtenida que en el sobrenadante, donde quedan
suspendidas las células de menor tamafio, gue corresponden a las
células no parenquimatosas, :
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Durante las extracciones del RNA total de los hepatocitos,
se presentaban bajos rendimientos y menores indices de pureza al
trabajar con muestras de cinco semanas de intoxicacibn con CCly
y con hepatocitos de ratas hepatectomizadas y sacrificadas a las
24 horas. Sin embargo al hacer los geles desnaturalizantes para
transferir posteriormente a papel de nitrocelulosa, se colocaban
cantidades de RNA equivalentes en todas las muestras analizadas
dentro de un solo gel, como se pudo ver en los resultados. El
an&lisis del RNA en geles no desnaturalizantes: puede conmprobar
la ausencia de degradacibn de este &cido nuclelco al presentar
claramente los marcadores ribosomales, asxmismo ‘el anilisis del
gel desnaturalizante del RNA y transferido a papel de nltrocelu
losa, manifiesta solamente manchas correspondientes a los marca
dores ribosomales y no se distingue otra tincibébn en el gel.

El anflisis electroforético del plasmidc recombinante con
la secuencia genbmica para actina de Drospophila melanogaster fue
gsatisfactorio, ya que se pueden localizar al digerir con la en-
zima de restriccién BAM HI dos fragmentos que corresponden a
uno de 4300 pares de bases, que es el plasmido pBR 322 lineariza
do y a uno de 2800 pares de bases que equivale al DNA genbmico
de ACTINA, es decir la secuencia de ACTINA estd insertada en el
sitio BAM HI del pléasmido pBR 322, lo que concuerda con los
datos reportados (Tobin, et al. 1980). Figurals.

Al encontrarse en condiciones adecuadas el glésmldo reconbl—
nante de ACTINA, se marcé radioactivamente con 32P (5' [«¢-3 P]
trifosfato de deoxicitidina) sin tener probluomas al respecto’y”
se procedié a hibridar los papeles de nitrocelulosa a los que se
les habia transferido el RNA desnaturalizado de hepatoc1tos en
diversas etapas del tratamiento. :

La especificidad de la hibridacibén del DNA con la secuencia
de ACTINA y el RNA fijado en el papel de nitrocelulosa (Métode
de "Northern Hybridization"), se pudo comprobar como se cbserva
en la figural7 , ya que el "probe radiocactivo® solo hibridé en
un solo sitio con la muestra de RNA desnaturalizado, no haciéndo
lo con el RNA sin desnaturalizar ni con el RNA digerido con RNAsa
pancreética. Sin embargo al sobreexponer la autorradiografia,
en el carril del RNA sin desnaturalizar puede observarse und pe-
queflamancha autorradlogréfica en la parte inferior del gel, no
coincidiendo con el mismo sitio de la hibridacibén especifica,
es decir donde se localiza el RNAm de ACTINA de hepatocitos da
rata, La explicaciébn para esta hibridacibn, corresponde a que
el RNA no desnaturalizado tiene un mayor corrimiento electrofo-
rético y por lo tanto la secuencia de ACTINA en el RNA fue loca
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lizada por el "probe radioactivo" con mayor dificultad en una
zona inferior a la mancha especifica del RNA desnaturalizado.

La hibridacibn especifica del "probe de ACTINA" con el RNA
poli at produjo una mancha autorradiografica muy clara y compag
ta, sin embargo se decidi6 trabajar con el RNA total ya que al
observar la hibridacién del RNA poli A  se muestra una mancha
autorradiogr&fica que representa el 90% de la intensidad produ
cida por la mancha especifica del RNA poli A%, localizada en la
misma posicibn aunque de manera més dispersa, no tan compacta,
este hecho indica que hay residuos considerables del RNAm de
ACTINA en la fracciébn poli A~. Ademas las hibridaciones obte-
nidas con el RNA total no mostraron diferercias significativas
respecto a la hibridacibn con el RNA poli at (figuras 18, 20).

El andlisis de las hibridaciones especificas entre el RNA
total desnaturalizado y el plasmido recombinante de ACTINA mar-
cado radioactivamente, muestra una mancha autorradiogra&fica clara
que corresponde al RNAm de ACTINA, localizada entre los marcado-
res ribosomales 28S y 18S, comparando la autorradiografia con el
gel transferido y tefiido con bromuro de etidio (figura 24), asi-
mismo se obtuvo de manera aproximada el tamafic de este RNAm, se-
fialéndose de 2.8 kilopares de bases (figura 25),.

A continuaciébn se resumen los datos obtenidos del anélisis
densitométrico, que analiza las intensidades de las manchas autg
rradiograficas que representan al RNAm de ACTINA.,  Se anota-el
valor promedio de los resultados mostrados en cada etapa del
tratamiento con CClg: ’

“ANALISIS DENSITAETRICS TE A% 3
HORTHE 2 HYSRILIZATI CT2PAPA
XRMA DE ACTINA Ef MEFATTLI'0E B2

TRATAMIENTO CON TETRACLCSUST

T1EMPO . DE : FATA :
INTOXICACION , : ~ES3TECTO] ZATA
ST worAs Y s, 3 sEm. oS el 24 n0RAS

HEPATOC|TOS
cotiTaoL

[ )

”7;15“6(]:!;)5: ”1_':;4' o V.;,
INTOXICATOS © 7%20 r
e S ] ¢

‘LAS ULLTADES CENSITOMETOICAS PUESE), ASZ{TRAZIAYENTE SETESMINALAS
€22 1 EM EL -CA3D DE LA MUESTRA CONTRI,

(LA PATP WEPATECTOMIZAZA %D 3E TNICAIZ i%% 12u.)
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Del anilisis anterior se observa que el nivel de RNAm de
ACTINA en hepatocitos al transcurrir la intoxicacibn con tetra-
cloruro de carbono, varfa de la sigujente manera; a las 24 ho-
ras con una sola dosis del agente tbxico, se incrementa conside
rablemente la cantidad del RNAm de ACTINA, aunque la respuesta
no es constante en todos los animales, demostrado por la desvia
cibn estandar obtenida. A la primera semana de intoxicacibn el
nivel se mentiene incrementado con respecto al control, pero
disminuye un poco con respecto al valor del RNAm de ACTINA en
la intoxicacién con una sola dosis 3e CCl, a las 24 horas (in-
toxicacién aguda), aunque también hay gran variacibn individual.
A la tercera semana sucede un fenbmeno curioso, ya que el nivel
del RNAm de ACTINA disminuye llegando a alcanzar valores menores
al del control o similares al del control., Por Gltimo a las
cinco semanas se vuelve a incrementar el nivel del RNAm de ACTINA
pero sin alcanzar niveles comparables a los obtenidos en la pri-
mera semana.

Como punto de referencia para comparar la sintesis incre-
mentada de ACTINA, se analiz6 el nivel de RNAm de ACTINA de una
rata hepatectomizada y sacrificada a las 24 horas, ya que se sa-
be que el estimulo es dréstico hacia los hepatocitos y la res-
puesta para regenerar el tejido hep&tico, trae implicito el de-
sarrollo de la mitosis en los hepatocitos, elevandose hasta 600
veces con respecto al nivel basal (Leffert et al,, 1982), fen6-
meno gue requiere de un aumento considerable del sistema de
MICROFILAMENTOS constituidos por ACTINA, Este hecho pudo cons-
tatarse ya que el nivel de RNAm de ACTINA obtenido en este ensa
yo es 19.4 veces mayor que el nivel de RNAm de ACTINA de una
rata normal, y asimismo el nivel de la rata hepatectomizada es
mayor comparado con el nivel obtenidc para hepatocitos intoxi-
cados agudamente con CClg.

Con los resultados descritos anteriormente puede mencionar
se que a medida que avanza la intoxicacién con tetracloruro de
carbono, el nivel de RNAm se va incrementando hasta alcanzar un
nivel basal a las tres semanas. A la primera dosis la respues-
ta dentro de las 24 horas es dr8stica ya que el nivel de RNAm
de ACTINA se eleva considerablemente, y este hecho se apoya con
lo reportado en antecedentes, puesto que después de exponerse
el hepatocito a un estimulo letal como es el tetracloruro de
carbono, la célula parenquimatosa entra en un ciclo de proli-
feraciébn o de MITOSIS que aproximadamente tarda entre 24 a 36
horas, lo que implica salir de la etapa de reposo (Go) y entrar
a una fase donde al replicarse tiene que desarrollar un SISTEMA
abundante de MICROFILAMENTOS, esto es similar a lo que ocurre
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en una hepatectomia parcial, sin embargo la respuesta es mas
marcada en la hepatectomia, ya que el dafio es mayor. Cabe hacer
notar que las células no parenquimatosas proliferan después que
los hepatocitos (Leffert et al., 1982), S o

A pesar de que el primer ciclo replicativo dura entre 24
y 36 horas, &ste no se presenta de manera sincrénica por lo .
que se justifica la variaci6bn en el nivel de RNAm de actina en
diferentes individuos, ya que la respuesta al dafio, no depende
solamente del estimulo sino también estd en funcién de las ca-
racteristicas del animal. Sin embargo al no suspender el agen-
te tbxico en contacto con el higado, la proliferacibdn hepltica
es continua, y el hepatocito se sigue replicando lo que trae
consigo el aumento en el sistema de microfilamentos de actina
y por lo tanto del nivel de RNAm de actina, pero el hepatocito
tiene un limite en su capacidad de dividirse, es decir no lo
hace de manera indefinida, sino que la regeneracibn en enfer-
medades orbnicas no es total, puesto que nunca llega a igualar
se la velocidad mitdtica de las células residuales a la veloci-
dad de pérdida celular, este hecho se menciona puesto que a pe-
sar de incrementarse el RNAm de actina durante la primera sema-
na de intoxicacidn a las tres semanas se decrementa, alcanzando
valores por abajo o iguales a los obtenidos de hepatocitos sin
intoxicar, Lo que es sorprendente es que a las cinco semanas
de tratamiento se vuelve a incrementar el nivel del acido ribo-
nucleico de actina. La explicacibén que se propone se funda-
menta en el hecho de que durante el aislamiento celular se ob-
tienen dentro de la poblacidn de los hepatocitos, células mor-
folégicamente normales y cé&lulas con morfologia distinta a la
de los hepatocitos, que constituye un tipo celular de mayor
tamafic e inclusiones citoplasmicds; posiblemente este tipo de
células contribuyan al incremento del RNAmm de actina ya que
se propone que sean Ripfibroblastog, los cuales desarrollan
un abundante sistema de microfilamentos y que se presentan
durante la regeneracidn hep&tica en una cirrosis seg@n datos
reportados por Majno, Gabbiani, et al, en 1971,

La observacién acerca de la aparicién de células de mayor
tamafio durante una regeneracidn hephtica en una cirrosis tam-
bién lo han reportado otros investigadores al aiglar tres po-
blaciones de la fracciébn de células parenquimatosas mediante
un gradiente de Percol y que se diferenciaban ademds de su ta-
mafio en liv densidad que repertaban, ya que dos poblaciones te-
nian similar di&metro (15 um) y la tercera era mayor (22 um).
Las células de menor tamafio mostrabhan incrementado su reticulo
citoplasmico rugoso y glicHyeno, mientras que el otro tipo ce-
lular presentaba vacuolas (Homma, et al, 1982). EL hecho as
de que axiste la posibilidad de que la poblacién de células
aislada en la quinta semana de intoxicaciébn con CCl,, no correg
ponde solamente a hepatocitos sino que esté apareciendo otro
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tipo celular que corresponderia a los miofibroblastos de acuerdo
a las observaciones mencionadas antes. El origen de los miofi-
broblastos se desconoce aunque se ha sugerido que provengan lo-
calmente de células perivasculares (Gabbiani et al., 1974; Lam-
pert et al.,, 1974) y se desarrollan independientemente del agen-
te etiolbgico que origina la cirrosis hepatica o de la especie
afectada (Majno, Gabbiani et al., 1971).

La hibridaci6bn de manchas ("Dot Blot Hybridization"), per-
mitié constatar nuevamente la diferencia entre el RNAm de ACTINA
de hepatocitos sin intoxicar y de hepatocitos intoxicados con
una dosis de CCl4 y obtenidos a las 24 horas, incrementé@ndose
el nivel del RNAm de ACTINA en estos iltimos de acuerdo a los
ensayos analizados con la técnica de "Northern Hybridization".
En este experimento se analizaron dos muestras de RNA total
(una de rata control y otra de rata intoxicada) que se diluye-
ron progresivamente, consider&ndose que las cantidades adecua-
das para analizarse en este tipo de ensayo son las de 7 a 14 ug
de RNA total, ya que menores cantidades no permiten que la magy
cha se defina bien en intensidad y por lo tanto su observacibn
para su andlisis no es tan adecuada.

La electroforesis unidimensional de las proteinas marcadas
con 3ss—met sintetizadas "in vitro" a partir del RNA total de
los hepatocitos, permite observar un aumento significativo en
la sintesis general de proteinas a las 24 horas de intoxicacién,
incluyendo entre ellas a la ACTINA, inclusive el patrbn de rata
hepatectomizada es comparable al de la intoxicacibn aguda.

Sin embargo las muestras de una y tres semanas no presentan
cambios marcados en cuanto al incremento de ACTINA ni de otras
proteinas, pero al analizar la muestra de cinco semanas se
percibe que si se incrementa la ACTINA pero también otras pro-
teinas est&n incrementadas en sintesis, comparadas con las
proteinas sintetizadas por la muestra control (hepatocitos sin
intoxicar), aGn asi este aumento en la sintesis proteica a las
cinco semanas no es comparable con el obtenido durante la intg
xicacibn aguda, La falta de concordancia entre la ACTINA sin-
tetizada y su RNAm durante la intoxicacibn con CCl,, se puede
adjudicar a que el sistema requiera de &Qcido ribonucleico de
mejor definicibn, es decir RNA poli A%, en lugar de utilizar el
RNA total, con el objeto de obtener una mejor sintesis proteica
sin que inter firiera RNA de otra especie y se cuantificara asi
més confiablemente las proteinas sintetizadas "in vitro".

AGn asi los resultados obtenidos a las 24 horas y a las 5 sema-
nas de intoxicacibn siguen sosteniendo lo postulado con ante-
rioridad con lo que respaecta a la explicacién hecha sobre el
incremento de RNAm de ACTINA en estos periodos, pero cabe sefia
lar que pareciese ser que el aumento de RNAm de ACTINA no es
especifico sino que se incrementan diversos &cidos ribonuclei-
cos mensajeros, puesto que se manifiesta al traducirlos "in



95

vitro". También existe la posibilidad de.que -no se encontraran
los 4cidos ribonucleicos mensajeros.en condiciones bptimas para
su traduccién, al no utilizarse el: RNA'total inmediatamente des
pués de su extraccidn y que por. ‘lo’ tant' no *anlfestara los va-
lores reales de las proteinag sxntet‘ : :

ad

El corrimiento electroforético en geles bidimensionales
de las proteinas sintetizadas "in vitro" a partir del:RNA total
permite que se identifique de mejor manera la actina, ya que el
electroenfoque pH 5-7 permite separar a las proteinas que ten-
gan su punto isoeléctrico dentro de este rango, siendo una de
estas proteinas la actina, cuya forma mas acidica, alfa actina,
tiene un punto isoeléctrico de 5.4; sin embargo existen la forma
beta y la forma gamma que son m&s basicas, pero que se localizan
adyacentes al analizarse en geles bidimensionales., La actina
del hepatocito es beta y gamma actina no muscular (Vandekerckhove
y Weber, -comunicacibn personal con Denk 1982-). Con estos
datos se localizbé la actina no muscular del hepatocito marcada
con 355 met, al obtenerse de la sintesis "in vitro" del RNA
total de hepatocitos de diferentes periodos de intoxicacidn con
tetracloruro de carbono. La comparacién de las manchas auto-
rradiograficas correspondientes a la actina, muestra que tam-
bién se incrementa con respecto al control, la actina de hepa-
tocitos intoxicados con una dosis de CCl, y que se obtuvieron
a las 24 horas, asi como en circunstancias de hepatectomia
parcial, pero no es un aumento especifico, sino que en reali-
dad casi todas las proteinas se incrementan. El andlisis de
muestras de una y tres semanas, no muestran cambios significa-
tivos con respecto al control, pero nuevamente aumenta la in-
tensidad de la mancha de actina durante la quinta semana de
intoxicacién, sin llegar a la intensidad de la mancha obtenida
en el tratamiento agudo, pero también se observa un incremento
en la intensidad de las manchas de otras proteinas, lo que con
firma que el cambio no es especifico para actina.

En trabajos anteriores (Reyes Romero, M.A. Tesis para
obtener el grado de Maestro en Ciencias, Especialidad Bioguimi
ca, Centro de Investigacidn y 3de Estudios Avanzados del I.P.N.
1984) se observa que al analizar el contenido de actina en hi-
gado total de ratas durante un tratamiento de intoxicacién cré
nica con CCl,. se manifiesta a la primer dosis de Ccl4 un in-
cremento del 47%, existiendo una relacién de isoformas beta/gamma
del 60:40, similares a las que existen en higados normales;
esta relacibn no se mantiene conforme progresa la intoxicacibn
con tetracloruro de carbono, ya que a pesar de mantenerse ele-
vado el contenido de actina total de higado, la relacién de las
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isoformas beta y gamma fue la siguiente:; a la tercer semana

la relacién fue de 50:50 y al finalizar el esquema de siete
semanas de tratamiento fue de 40:60 y 25:75 en algunos casos. .
Los cambios encontrados en la relacién beta/gamma por un:in—= "
cremento de esta filtima conforme avanza la intoxicacién, re—= .
fleja la presencia de un tipo celular rico en esta isoforma‘
proteica posiblemente con caracteristicas de célula muscular
lisa denominado MIOFIBROBLASTO y que se ha descrito en la ci
rrosis hepatica. Asi pues al comparar estos datos con los
obtenidos en este trabajo, se sefiala la importancia de ana-
lizar bidimensionalmente la actina que se obtenga (ya sea d4i
rectamente o mediante traducciones "in vitro" del RNAm res-
pectivo), puesto que al ser la isoforma gamma un marcador mas
diferencial entre la actina de hepatocitos y la de miofibro-
blastos, puede ser una gula para poder concluir a que tipo cg
lular se le atribuye el incremento de actina durante una in-
toxicacibn crbnica con ccl, y a su vez determinar an qué eta-
pa del tratamiento aparece este tipo celular. Sin embargo

los resultados de este trabajo no diferencian muy bien las
isoformas beta y gamma alteradas durante la intoxicacién crd
nica y desgraciadamente no se continubd el periodo de trata-
miento para observar si existia alguna diferencia mas signi-
ficativa, Tampoco los resultados que se refierieron ante-
riormente (Reyes Romero, M.A,) muestran el andlisis de acti-
na atribuible a hepatocitos solamente, sino que es analizado
de higado total, donde hay heterogeneidad celular. De esta
manera y con el objeto de cerciorarse que en realidad se traba
ja con una poblacidn homogénea de hepatocitos, se sugiere
determinar marcadores especificos para estas células, tal co
mo la alblimina y para diferenciar a los hepatocitos de los
miofibroblastos se podia determinar un marcador especificos pa
ra los (ltimos como es la coldgena, ya que desarrolla un ex-
tenso aparato contréctil del citoesqueleto este tipo celular,
conteniendo abundante cantidad de colagena tipo III. Por

lo tanto si se dispusiera de los apropiados plasmidos recom-
binantes para albGmina, col&gena y actina, se podria hacer

un estudio mids completo y certero, con respecto a la distri-
buciébn y localizaci6én del sistema de MICROFILAMENTOS durante
una intoxicacién crbnica con tetracloruro de carbono que ori-~
gina cirrosis hepdtica, asimismo se procurarfa una mejor re-
solucibén durante los ensayos electroforéticos unidimensiona-
les y bidimensionales,
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semanas produjo
muy prominente.

Se sospecha que la contr;buclén de RNAm de
la Gltima semana del tratamiento .se ‘deba a
diferente a los hepatocitos,. proponléndos,
apropiados a los miofibroblastos. S

El anslisis electroforético de las proteinas:srntetlzadas
"in vitro" a partir de las muestras de RNA total de:la
poblacién de células parenguimatosas,. no. fue muy convincente
puesto que no se observan cambios cuantitativos de las
proteinas de hepatocitos a la primera y tercera semana del
tratamiento, aungue si prevalece el incremento significativo
en la sintesis general proteica de hepatocitos en la intoxi
cacibén aguda y de menor forma a la quinta semana., Es decir
no solamente se incrementa la ACTINA sino que en general

se manifiesta en las proteinas restantes este incremento,



98

BIBLIQGRAFIA

Alberts, et al. (1983) Molecular Blology of The Cell
Garland Publlshlng, Inc., New York & London

,gThe Liver: Blology;and
~Raven. Press. New.York

c Livers in Man,

PatH

nd;membranes between hepatocytes(a
patocytes in the rat liver parenchyma.
J Cell Blol 72;: 441-455,

Bonner,_M; & Laskey R.A., (1974). A Film Detectio
'Method for Tritium-Labelled Proteins and
“Nucleic Acids in Polyacrylamide Gels.:
Eur. J. Eiochem, 463 83-88,

Brandon;'D L, (1976), The identification of myosin in
‘. rabbit hepatocytes. Eur, J. Blochem. 654
139 146. ot i A

Chafouleas, J G., et al, (L984). Changes in Calmodulln
and Its mRNA Accompany Reentry of Quiescent
(Go) Cells into the Cell Cycle. Cell. Vol.
~363 73-81,

Chirgwin, J.M,, et al., (1979). 1Isolation of Biologically
Active Ribonucleic Acid from Sources Enriched
in Ribonuclease., Biochemistry Vol. 18, No. 24;
5294-5299,

Clarke, M. & Spudich, J.,A. (1977). Nonmuscle Contractile
Proteins, Ann. Rev. Biochem. 46 797-822,



99

Denk, H., & Franke, W,W. (1982), Cytoskeletal Filaments
Chapter 5. The Liver; Biology and Pathobiology.
arias, I., et al, Raven Press, New York.

Dodemont, H.J., et al, (1982). The Genes Coding for
the Cytoskeletal Proteins Actin and Vimentin
in Warm—Blooded-Vertebrates.,‘EMBO‘J. l{*
167-171. :

Ehrinpreis, M.N., et al, (1980),
Activity and Collagen: Synthes
“cirrhosis Induced by:Carbo
Biochimica et Biophysic

Elias, E., & Boyer, J.,L, (1979
hepatic cholestasis.

Diseases, vol. VI, edited

_ F. Schaffner, pp. 457-

New York.

Engel, J.E., et al, (1981). I 2 tion
of Human Actin Gen Lo
783 4674-4678,

Fisher, M.M,, & Phllllps, M.J.00
the hepatocyte, Ins. Progres
vol. VI, edited by H. Popp Ac
pp. 105-121, Grune & Stratton ‘
New York.

Flanagan, M.D. & Lin, S. (1980): Cytochalas

J. Biol. Chem. 255, 835‘33
Franke, W.W., et al. (1979).
intermediate~sized. fllament

by 1mmunofluorescence an

. Biol, cell., :

French, S.W. & DaQieQ)nP,L.
. localization. of:a
.~ hepatocytes,



1ol

Ilene Ralsfeld (1974).. " Models of Liver Injury.;_,Af"
. The Effect of Toxins, on'th'”leer. a}

Irle, C.; p,vbpoﬁiéété‘

'icrltical surveys of the international’ llterature.
I.M., et al. Elsevier Sc1ence‘Publlshers,
- Amsterdam-New York-Oxford.- e

Jefferson;‘D.M., et al. (1985). Effects of Dexamethasone’
~on ‘Albumin and Collagen Gene Expression.in + i~
Primary Cultures of Adult Rat Hepatocytes.
Hepatology. Vol. 5, No. 1: 14-20. i

Kent G., et al. (1976). Vitamin A-containing lipocytes::
and formation of type III collagen:in. llver o
injury. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73'
3719-3722, o

Lampert, I.A., et al. (1974). Contractile proteln s
changes in regenerating rat livers, - Vlrchows, B
Archiv. (Cell Pathol.), 15:351-355. .

Lane, B.P. (1974). Functional Analysis of the
Chapter 1. The Liver; Normal and:A
Functions. Part A F.F, Becker & Marce
Dekker, Inc. New York. :

Leffert, H.L., et al., (1982). Hepatocyte R
' ~Replication and D1fferent1at1

. Chapter 35, The Liver: Biolog

A:las, I., et al. Raven ‘Press

jeneration,

Lestourgeon, W.M. (1978), " ‘The occurrence of'contractlle
~ proteins in nuclei and their possible functions,
The Cell Nucleus,: Vol VI, Chromatin, edited
by H. Busch, pp. 305- 326 Academic Press.
New York, ‘ S :



100

French, S.W.,, et al., (1985). -The Cytoskeleton of
hepatocytes in Health and Disease. Internatlonal
‘Academy of Pathology United States-Canadian:
Division Long Course,  Wphe’ PathogeneSLS of
Liver Diseases', Toronto, ontarlo.
Hepatology, |
“Vol, 15. No.:

Gabbiani,

Gabbiani,.

Gabbiani

paratlve blochemlstry
101 chem., 252- '

G*Lmaud T A& Boro:evxc, R. (1977). Myoflbroblasts
in, Hepatlc Schistosomal Fibrosis, ' Experientia
33 7890-892,

Ham, A.W;f(l970).‘ Tratado de Histologia, ~Pancreas,
- higado y vesicula bilicar (cap. 25).  Sexta
ryéqicién. Ed. Iqterameriganq, S.A.

Homma S., et al. (1982)., 'The morphologlcal studies on
characterlstlcs of "isolated parenchymal and -
non—parenchyma] cells of-the-rat liver,

o Electron Microsc., 31y 389,

Humphries, 'S, E., et al. (1981) ‘There are Approximately
20 Actin Genes ‘inthe Human Genome., Nuc. Ac.
Res, 9; 4895-4908,



102

(2983),

Lewin, B.- afJ&Bﬁ'Wilgyg&»Sth)iIhé;,

Majno G ractxon'of granulatlon
S milarlty to smooth ‘

173 548-550.

Mak, . W.

Maniatis, Molecular Clonlng

A Laboratory”Manuai : Co;d,Spr;ng Harbox:'fgé :

3o al (1984) BEvolutionary' Relatedness
of Plasmgdlum Species as Determined- by the .
gttpcture of DNA. Science, Vol. 225: f808 811,

McCutchan,

Meza, 'I ‘:alfﬁ(1983). Isolation and Characterlzatlon
‘ ? f.Actin from E. histolytica. 'J. :

258: 3936-3941,

+P,H., (1975). High Resolution Two4
Electrophoresxs of Proteins, The Journa

1ologxcal Chemisgtry, Vol. 250, No. 10 4007 4021

O'Farréil

oda, M. et'al (1974). Ultrastructure of bile canalicull ;
w1th gspecial reference to the surface coat'and
“the pericanalicular web. Lab. Invest.. 31 :
314-323.

Pérez Tamayo, Ruy. (1983). 1Is errhosxs'éf}th4
Experimentally Produced by CCl4 !

No. 1, pp.,112 120

Popper Hans, (1982) : Hepatocellula
Death, Chapte
Pathobiolcgy
New York.

Rhoads, R.E. “(1975 bumin Messenger: Ribonucleic'
acid,’ .The ‘Journal of Biological Chemistry
Vol. 250, NO.,ZO: 8088~-8097. :




103

tion of Actin and Acth-blndln
‘Human Platelets. J Cell Blol

Ross. R., et al. (1970)." WOund healing;
formation VI. The orlgin ofithe:woun
fibroblast studied-in parablos
Biol, 44: 645-654.

Rudolph, R., et al. (1979).,:C

blasts in Chronic:Alc

Gastroenterology,

Ryan, G.B., et al. (19?3) ofibrol yagcdiar

fibrous tissue. ' Lab. Inves :

Ryan, G.B., et al. (1974). Myofibfoblas;
granulation tissue."Hum}‘Pathb

Thomas, P.S. (1980). Hybridization of denatured RNA -
and small DNA fragments transferred to . '
“nitrocellulose. Proc, Natl ‘Acadi“sci= uga™"

vol. 77, No. 9: 5201-5205. '

Tobin, S,L,, et al. (1980). Multiple Actin-Related

Sequences in the Drosophila melanocgaster
Genome, Cell, vol, 19; 121-131,

Toh, B.H., et al, (1977). Actine-like contractile
protein in carbon tetrachloride-induced
cirrhosis in the rat., Pathology, 9: 187-194,



14.

15.

16.

17.

18.

19,

20.

21.

22,

23,

24.

106

Pagina
patr6n de Absorbancia del RNA en . , ge ; 60‘”
cromatografia en columna oligo dT. B
Obtencidn de RNA poli A'.
Analisis electroforético del pléasmido Pra f62ﬂ;ﬁ‘

recombinante con la secuencia genbmica
para ACTINA de Drosophila melanpogaster. -

Patrén cromatogréfico en Sephadex G-100
del probe radioactivo. (Nick Translation)-

Especificidad de la Hibridacién entre

el RNA total de hepatocito de rata y el
probe-radioactivo de ACTINA (Método de’’
"Northern Blot Hybridization").

H1br1dacxén del RNA poli at y RNA poli.
con el probe de ACTINA radxoactlvo L
("Northern Hybridization"). :

RNAm de ACTINA de hepatocitos de rata L e8
con intoxicacién aguda con-CCl, y , :

de rata hepatectomizada ("Northern

Hybridization").

RNAm de ACTINA de hepatocitos de rata K ,,ﬁv;ngW;i =
con una semana de intoxicacidn con
CCl4 ("Northern Hybridization").

RNAm de ACTINA de hepatocitos de rata S 7oi
con tres semanas de intoxicacién con =
CCl4 ("Northern Hybridization"),

RNAm de ACTINA de hepatocitos de rata . . 71, .
con cinco semanas de intoxicacibn con :
cCl, ("Northern Hybridization"). '

RNAm de ACTINA de hepatocitos de rata ' 72
durante el tratamiento de cinco' semanas S :

de intoxicaciébn con CC14 ("Northern :
Hybridization").

Localizacién del RNAm de ACTINA,. Hibridacién™ -  .73-
del RNA total de hepatocitos de rata con

el probe radioactivo de ACTINA ("Northern
Hybridization") .



105

LISTA DE_FIGURAS, TABLAS Y CUADROS.

FIGURAS.

1.

10.

11.

12.

13,

Diagrama.que- esquematlza las. estructuras
del higado. 15‘j'

Ilustracxén de las princxpales superf101
{dominio)~de ‘los' hepatocitos en‘rela
con los espacios perlhepatocelulares.

El Dogma Central de la Biologia Molecular
El RNAm y los ribosomas en bacterlas;.f
Sintesis del RNAm en procariotes,
Tradﬁccibn del RNAm.

Sitios de Reconocimiento de las RNA polxmer sasfﬂ
II y II1 en eucariotes, . i

Fibra de cromatina.

Formacién gel precursor del RNAm.
RNA poli A",

Procesamiento de los RNA mensajeros de. procario— 40,
tes y eucariotes para traducirse, : :

Reaccibn de empalme del RNA,
(RNA splicing).

Anslisis electroforético del RNA total 57
extraido de hepatocitos de rata.en - - -
condiciones no desnaturalizantes.

An&lisis electroforético del RNA total . 89
extraido de hepatocitos de rata en ' o
condiciones desnaturalizantes (glioxal-

DMSO) .



104

Trenchev, P., et al. (1974) .'*Immunofluor scan tracz.ng :
of smooth mu‘scle

119 209—213

g BJ.ochem.,




107

Gra&fica

de-la: autorradlografia ]
‘a‘la® hlbr1dac16n ‘de manchasd
("Dot Blot ybrld&zatlon“)'

28.

"in v1tro" RNA® total de’ hepato
rata, con 1ncorporacx6n de 33

29, Gel bldLmenSLOnal de
de m&sculo de coneJo

con la traduccién: r
total de hepatoc1tos de,
con CCl i

32, Autorradiografia del gel bidlmen51onal .83
con la traduccién "in vitro" del RNA total ,
de hepatocitos de rata’ con intoxicacién

de una dosis de Ccl4 {(int. aguda).

33, Autorradiografia del gel bidlmehsionai
con la traduccién "in vitro" del RNA t:otalj
de hepatocitos de rata hepatectomizada.

34, Autorradiografia del gel bidlmensionaL
con la traduccidn "in vitro" del. RNA: total,
de hepatocitos de rata intox1cados1’g‘?
durante una semana con Ccl4._




35.

TABLAS :Y:—CUADROS'f-——

1,

2,

- con ‘la- traduc

108

Autorradxografia

délyéef'bidihensionalg}— 

de hepatogltos

Composlcibn hepétlca en porc
volumen del parénquima‘

Esquema de la comp051c16n;
porcentaje del volumen'de

bono durante el tratamiento de,cxn

Datos para graficar y localizar el RNA
ACTINA obtenido al hibridar RNA total:'d

hepatocitos de rata y el probe radloacﬁlvo
de ACTINA.

An&lisis densitométrico de las autorradiogra- 91
fias obtenidas por el método de “Northern = ::
Hybridization" comparando el contenido de:

RNAm de ACTINA en hepatocitos bajo condiciones

de tratamiento con tetracloruro de carbono,



	Portada
	Índice
	Resumen
	Objetivos
	El Higado. Organización Funcional y Diversidad Celular
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión de Resultados
	Conclusiones
	Bibliografía



