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RESUMEN 

En el presente trabajo de. investigación se estudia un 
modelo experimeátal de .cirrosis .hepática en ratas, inducido 
por tetracloiuro>d~ carbonó durante 5 semanás de tratamiento. 

En·. este ~:i,~%pd ·d~ ·.{~t~~1'{c¡(:~~~ se· .• analizó de.·· for~a ·· per iQ 
di ca la variá'c~ón'del> ácido ribonucleico mensajero (RNAm) de 
ACTINA en larpobl<1qi611 ;de célul_as · parenquimaj:os11s o hepatoci­
tos. 

El hecho de que se analice el RNAm de ACTINA, está jus­
tificado al considerarse como un parámetro para determinar 
indirectamente la variación de una de_ las más abundantes pr.Q 
teínas del citoesqueleto, así como una de las proteínas de 
mayor expresión celular. Se sabe que en hígados cirróticos 
se incrementan proteínas constituyentes de la matriz extra­
celular como colágena, así como se ha demostrado que en el 
curso de una "regeneración hep~tica" después de una hepates;; 
tomia parcial y en "cirrosis" experimental y humana, los 
MICROFILAMENTOS se rearreglan e incrementan en cantidad. 
Existe otro fenómeno peculiar en cirrosis hepática que con­
siste en la aparición de un tipo celular denoninado "rniofi­
broblastos" que contienen abundante cantidad de rnicrofila­
mentos, es decir de ACTINA y que se relacionan con una con­
tractilidad incrementada del órgano cirrótico, El desarro­
llo de estas células es independiente del agente etiológico 
o de las especies y parece representar una respuesta no es­
pecifica del hígado a una lesión tóxica. 

Sin embargo el origen exacto de los "miofibroblastos" 
se desconoce aunque se han asociado de manera no clara con 
las células perisinusoidales o célula~ de-Ito que se loca­
lizan en el espacio de Disse, ya que poseen características 
morfológicas similares a las células formadoras de colágena. 

El an~lisis densitométrico de las hibridaciones especí­
ficas entre el DNA (ácido desoxirribonucleico) recombinante 
de ACTINA de Qr.Qsoghila mJ,anogaster y el RNA (~cido ribonu­
cleico) obtenido de hepatocitos de rata, muestra que la va­
riación del RNAm (tícido ribonucleico mensajero) de AC'rINA 
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no aumenta progresivamente, puesto -que a pesar. de incremenl;arse 
considerablemente a las 24 _horas (con una dosis de CCl4) y a la 
semana de intoxicación, el nivel de RNAm de ACTINA disminuye 
hasta valores normales durante la tercer semana de tratamiento. 
Sin embargo a las 5 semanas de continuarse la intoxicación, la 
cantidad de RNAm de ACTINA vuelire a incrementarse pero no alcan­
za los valores obtenidos a la semana del tratamiento. Estos 
datos deben considerarse estar afectados por la aparición de cé­
lulas con diferencia morfológica a la de los hepatocitos, inclu1 
das en la fracción parenquimatosa durante el aislamiento celular, 
y que pudiesen ser los miofibroblastos. 

r,a realización de geles unicÜ.mensionales y bidimensionales 
de las proteínas traducidas "in vitro" sefiala que cuando se pr_si 
senta el incremento del RNAm de ACTINA, éste no es especifico, 
ya que se encuentran incrementadas en general todas las proteí­
nas traducidas a partir del RNA obten1do eri las respectivas et_g 
pas. Sin embargo encontramos que el sistema pudiese mejorarse 
al traducir solamente el RNA poli A+ en lugar del RNA total. 

Con el an~lisis de la variación del RNA mensajero de ACTINA 
du las células parenquimatosas del hígado de rata durante el 
curso de la intoxicación crónica con tetracloruro de carbono, 
se pudo adquirir experiencia en la metodologia respectiva, dentro 
del campo de biologia molecular, la cual sirve como base para a.J!l 
pliar este estudio, investigando otros tipos celulares del higado 
para poder hacer conjeturas m&s vfilidas con respecto al candidato 
mlls apropiado para originar las células miofibrobl&sticasdel 
híqado cirrótico, asi como sefialar en que proporción contribuyen 
al au~ento de ACTINA en este estado patológico del hígado. 
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OBJETIVOS,. 

- - o . ··, 

AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DEL RNAm '. 
(ACIDO RIBONUCLEICO MENSAJERO) DE ACTINA. EN HEPATOCITOS 
DE RA'l'A DURANTE EL CURSO DE LA IN'l'OXICACION CRONICA CON­
TETRACLORURO DE CARBONO, 

ANl\LISIS DE LAS PROTEINAS SINTETIZADAS "IN VITRO" 
A PARTIR DEL RNAm OBTENIDO DE HEPATOCITOS DE RATA 
DURANTE LA INTOXICACION CON TETRACLORURO DE CARBONO, 
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EL HIGA DO. . ORGANI ZAC ION FUNCIONAL Y DIVERS IDA.O CELULAR. 

El higado es ·una de las glándulas más imp~rl:élntes qué se. co­
munican con el intestino; en el desarrollo embrionario. se localiza 
cerca de la .pared intestinal donde circula .Una grºan vena y siendo 
un órgano adulto tiene una intima relación con la sangre. Las 
células en el higado que derivan del epitelio primitivo del intes­
tino -LOS HEPATOCITOS- se encuentran colocados en extensiones ple­
gadas originando espacios que contienen sangre y que 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 funcioro s principales del higa­
do, que corresponden al intercambio de metabolitos entre los hepa-· 
tecitos y la sangre. (Alberts, et al., 1983). 

bilis 

canalicu o 
biliar 

sinusoi .. :ü 

~\'~b-\~-e---- célula 

SO um 

~ndotelial 

__ espacio de 
Disse 

Figura 1 • Diagrama que esquematiza las estructuras del 
higado. 
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El higado es el sitio mt'ls importante donde los nutrienl:es 
que han sido absrobidos del intestino y transportados por la sa.n 
gre son procesados para s.u. uso por otras células corporales. 
Los hepatocitos son por lo tanto los responsables de la sínte .. 
sis, degradación y almacenamien.to de una inmensidad de sustancias 
diferentes. Al mismo tiempo; los HEPATOCITOS permanecen en comu­
nicación con el lumen del intestino mediante un sistema de cana­
liculos (canales diminutos) y de conductos más grandes, secretan­
do por esta vía un agente emulsificante hacia el intestino, la 
bilis, que ayuda a la absorción de las grasas (figura 1 ) . 

La membrana plasmática de los hepatocitos involucra un do­
minio 5 ntegro lateral (figura 2 .) en el cual las bicapas de la 
membrar,::;. plasmática da hepatocitos contiguos forman una hendidu­
ra intercelular (20 um de ancho). Las uniones proveen comunica­
ción entre hepatocitos vecinos. La membrana plasmática que se 
alinea en los espacios perisinusoidales tiene numerosas microve­
llosidades irregulares que se proyectan en el espacio. Las ex­
tensiones del espacio per isinusoidal entre hepatocitos forman un 
espacio paracclular que retiene pocas microvellosidades ~ su desa-· 
parici6n indica la transición a la hendidura intercelular. La 
membrana plasmática de los hepatocitos, que está dirigida hacia 
los espacios perisinusoidales y paracelulares, se denomina super­
ficie basolate1·al, en analog1.a a otras células epiteliales, y di­
fiere químicamente e histoquímicamente de las superificies conti · 
nuas canalicul<ires. Sin embargo, los limites entre las microve · 
llosidades y los dominios continuos hepatocíticos son móviles, 
dependiendo de las demandas funcionales. En regeneración o en 
colestasis, el dominio continuo se reduce considerablemente 
(I. Arias et al. 1982). 

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

l) Almacenamiento. Los hepatocitos pueden captar azúcar de 
la sangre y almacenarlo como glucógeno. Pueden tomar aminoácidos 
de la sangre y sintetizar proteínas, por lo que en c:lerto modo 
pueden almacenar prote1.na. Pueden asimismo almacenar grasa y al­
gunas vitaminas, por ejemplo, la A y la B12· 

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

l\hora en forma de pequeñas gotitas, llamadas quilomicrones, 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 constituil: los fosfolípidos, muy 
útiles, 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 alcan­
zar directamente las superficies de los mismos. 

Figura 2 

/ -.r 
,1~-~·· 

~~~~~ELULl\ i:l.~· 
~1f; 
~~· . 

• - CANAI,ICULO ,., 

BILIAR 

COMPLEJO 
DE UNION 

-· -ÜNIONES 

Ilustración de las principales superficies 
(dominio) de los hepatocitos en relación 
con los espacios perihepatocelulares. Las 
flechas indican las direcciones de los flujos. 
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Otra función de los hepatocitos que incluye transformación 
conjugación, o ambas, es la destoxificación de algunos productos 
indeseables absorbidos del intestino o producidos en el metaboli..§ 
mo y que pudieran tener efecto perjudicial. Por ejemplo, se for­
ma amoniaco en relación con el metabolismo de los aminoácidos: 
el amoniaco es tóxico a determinada concentración. Los hepatoci­
tos evitan que se alcancen tales concentraciones empleando el am.Q 
niaco para formar sustancias útiles o urea: esta última no es tg 
xica (a menos que alcance concentraciones extraordinarias) y es 
eliminada del cuerpo por el riñón. 

3) Sintesis. Las células hepáticas producen gran parte de 
la proteina de la sangre. Los hepatocitos producen la albúmina, 
el fibrin6geno y la 'mayor parte de las globulinas de la sangre, 
asi como otrasproteinas relacionadas con la coagulación 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 rápidamente en el torrente vascular. 
Los hepatocitos no fabrican glohulinas garr.ma, que, según se ha 
visto se producen por las células plasmáticas. 

4) Regulación de la concentración sanguinea de algunas sus­
tancias. Los hepatocitos pueden captar carbohidratos, lipidos 
y aminoácidos asi como algunas otras sustancias necesarias para 
una buena nutrición y mantenimiento, devolviéndolas al torrente 
vascular cuando son indispensables. Al efectuar esta función 
los hepatocitos ejercen un delicado control sobre la concentración 
de glucosa en la sangre. Cuando se absorbe mucha glucosa, para 
que ésta no eleve su concentración en sangre, el higado la incor 
pora de la sangre y la convierte en glucógeno. Luego, a medida 
que el carbohidrato sect1tilice por el cuerpo la glucemia decae y 
los hepatocitos- corivleiteri'\el"-g'lücógeno en glucosa y la envian 
nuevamente al torrentei sangúineo. En esta forma en presencia de 
las hormonas insulina- y adrenalina, 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 está ocup~ 
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 especie extracelular, 
el espacio de Disse y el lumen sinusoidal representan 97.4% del 
volumen y están interconectadas a través de entradas en las célu­
las endotcliales. De esta forma el contenido del espacio extrae~ 
lular estti cubriendo constantemente la membrana plasmática de 
elementos celulares, y por consiguiente los ca~Jios en la natura­
leza y/o distribución de componentes extracelulares influir~ de 
manera importante en la función hep~tica. 
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LOCALIZACION 

NO 
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6:3· 

22 .18··.· ········••< .· ; ~~ .. , .... 
CELS •. ~~l~~~~~M~E~~~ -"=·r.~ -· 

ESPACIO EXTRACELULAR 

ESPACIO DE DISSE 
LUMEN SINUSOIDAL 
CANALICULO BILIAR 

... , >=7.5, 
3;3 

... '2:': 5 
__ ,·:..:,·; , __ i=c:-•,+.-c.,,,·O..! _,:.·."'·-··;· 

El ESPACIO EXTRACELULAR del higado ;se compon~ de una gran 
variedad de moléculas¡ algunas .de las cuales fluyen en dos. direc­
dones entre los sinusoides.y loshepatocitos.Lasotrasmolécu­
la s son elementos del tejido con-ecf1vo~yc·e:-onstltuyen ia matriz 
extracclular: colágena, glicosaminoglicanosy glicoproteinas 
(Harcas Rojkind, 1982). · 

Al referirse al LUMEN SINUSOIDAL, .es importante mencionar que 
se refiere a los espacios del acino hepático, de estructura espon­
josa, que sirven como enorme receptáculo mezclador para los dos 
tipos de sangre que penetran ahi ... c:on.,diferentes:presiones; la san­
gre de la vena porta a baja presi6n y sangre d(3 la artéria hepática 
a presi6n elevada. · · · · ' ' · 

_oc.--:_, ;.~:>.o~~;,~_:.~·_:/~-~·- ~=:'e=.~'-;_' -- ·~'=_é • . 

La mayor parte de células de revesti~ie~t() cii iC>s SINUSOIDES 
son células reticuloendoteliales fagc:iciticas-c1enomil1ádas CELULAS 
DE KUPFFER. El revestimiento delossinusoidassno coristituye 
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una membrana continua, como el endotelio ordinario de los vasos 
sanguineos, ni est~ firmemente unido a las paredes de las vias 
que reviste, como ocurre con el endotelio ordinario. Por el CO..!J 

trario el reticuloendotelio (CELULAS DE KUPFFER) est~ separado 
de los hepatocitos del parenquima hep~tico por un espacio denomj, 
nado ESPACIO DE DISSE, y las conexiones entre células reticuloe..!J 
dotelialos contiguas del revestimiento son suficientemente laxas 
para permitir que el plasma (pero no las células de la sangre) e.JJ. 
tre en contacto directo con las membranas celulares de los hepa­
tocitos cuando la sangre circulá siguiendo los sinusoides. Esto 
es ventajoso, porque los hepatocitos tienen que efectuar diversos 
trabajos que no podrian llevar a acabo, o que harian menos eficaz 
si tuvieran que operar a través del medio de tejido tisular y de 
un endotelio continuo.(I. Arias, et al. 1982). 

La lineá de célulá's endoteliales, además _de contener a las 
células de Kupffer, que fagocitan materiales del flujo sanguineo 
asi como gl6bul6s rojos innecesarios, contiene un pequef'ío n(imero 
de FIBROBLASTOS que sirven de soporte y constituyen el tejido co­
nectivo. (Alberts, B; et al. 1983). 

A lo largo .de los conductos de Hering y en las paredes de 
los preconductillos se distribuyen las células de tipo de condu~ 
to o CELULAS. EPITELIALES BILIARES que difieren de los hepatoci­
tos al carecer. de la reacci6n caracteristica de glucosa-6- fos fa­
tasa .. La transición de un tipo celular a otro en el desaL'rollo 
embrionario o en estados patológicos no se ha establecido. Tam­
poco se ha podido aclarar la diferencia entre células de dife­
rentes conductillos y conductos (I. Arias, et al. 1982). 

Otras células que existen en el higado, son-.las que ºtienen 
la capacidad de almacenar ciertos lipidos y se convierten muy 
prominentes cuando hay un exceso de tales -materiales como la vi­
tamina A, que al ingerirse se almacena en el higado para mantener 
su concentración sanguinea dentro del rango normal, a estas. cé­
lulas se les denomina CELULAS DE ITO ( Lane , 1974). 

Todas las células mencionadas son capaces de dividirse. Para 
una regeneración perfecta, su proliferación debe ser coordinada 
apropiadamente. El desarrollo embrionario produce una mezcla 
equilibrada y bien organizada: la regeneración en el adulto puede 
fallar al tratar de lograr esta organización 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
toxicación, los FIBROBLASTOS toman ventaja de la situación y el 
!ligado se convierte irreversiblemente en un tejido fibroso con 
exceso do tejido conectivo, dejando poco espacio para que crezcan 
los IIEPl\TOCITOS aún despuós de que se eliminan los agentes tóxicos. 
Esta conrlici6n denominada CIRROSIS es común en alcoholices crónicos. 
(Alberts, B. et al. 1983), 
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HEPATOCITOS ...... ::c.~ ~:"i~¡.;~%:.'Ji~~c:;i'~~"'~~(X%i~\ic:; ~01~6 e'"'"''"·"'" 

77.8% 

Céls. 

Blouin, et al., 1977 •. Datos modificados. 
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El Sistema de Microfilamentos. 

Propiedades y funciones .. 

Las células .no must:~l~re~::contienen un sistema de microfilame..n 
tos que contiene ao::tina. :LÓs microfilamentos miden de 5 a 7 nm de 
ditimetro y est€1n •compuestos de actina globular (G) que forma fila­
mentos de actina (F). ~c.ada filamento consiste de dos· cadenas de 
F-actina enrolladas una a.lrededor de la otra form<1 ndo una hélice. 

La ACTINA es una protái.na globular e.en un peso molecular de 
42,790 daltones, formadá·por aproximadamente 375 amino€1cidos, con­
tiene el amino€1cido·N,,inetiÜiistidina y en su extrumo a.mino terminal 
contiene una propórci6n·caHa,·de aminoácidos ácidicos. ·.Para mantener 
su conformación nativa requiere de un• nucle6sido trifosfatado, usual 
mente ATP, y un caÜón mCíno 6 diva lente.·· El complejo actina-ATP 
(G-actina), es capaz~.de_form¡¡r'en presencia de cationes, filamentos 
helicoidales conteniendo cientos'-de mon6meros de actina-ADP (F-acti­
na). La hidr6lisis del nuciebti.do no es imprescindible para que ocg 
rra la polimerización del mon6mero, puesto que ésta se lleva a cabo 
en presencia de an€1logos' no hidrolizables del nucle6tido. La estabi 
lidad de los filamentos parece depender en parte del catión que ind11 
jo su formación (Clarke y Spudich, 1977; zechel, K. 1981). 

Esta proteina se describió en músculo esquelético inicialmente 
y fue identificada posteriormente en otros tipos celulares y existe 
en pr€1cticamente todos los tipos de células eucariónticas, dese¡ ibi:'.D 
dese en m~s de cien tipos celulares diferentes tanto del reino ani­
mal como del vegetal. Es la m€ls abundante de las proteinas del citg 
esqueleto, y también es una de fas profe1:nas~que~·expresan mayorita­
riamente todas las células, pudiendo llegar a un 30"..b del total de 
las proteinas celulares como ocurre en las plaquetas (Clarke y Spudich, 
1977; Rosenberg, et al. 1981; Meza, I., et al.,1983). 

La gran conservación de esta proteina en la evolución ha induci 
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 composición de amino€1cidos, y aun dentro de un mismo orga_ 
nismo, la actina de diversos tejidos no es idéntica La expresión 
de los genes de actina ha sido estudiada por técnicas de traducción 
"in vitre" de RNA mensajero y últimamente por métodos de DNA recom­
binantes y por caracterización quimica de la proteina aislada en una 
gran variedad de especies, como mamiferos, aves y levaduras. 

En animales de sangre cali~nte se expresan cuando menos seis 
diferentes formas de la proteina (Vandekerckhove y Weber, 1978), una 
de músculo esquelético, una de músculo cardiaco (alfa actinas), dos 
do m\Ísculo liso (beta y gama actinas) y dos de células no musculares 
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del citoesqueleto. /\demás, la colestasis puede inducirse con falo.i 
dina, clorpromazina o c"itocalasina, debido a su efecto en los micr_q 
filamentos, mientras que el transpor.te transhepático vesicular o la 
secreción de lipoproteinas se inhibe con colchicina o alcohol. /\s.i 
mismo, la retención de proteinas de excreción se cree que se deba a 
las alteraciones producidas por la enfermedad alcohólica hepática, 
ya que puede provocar la despolimerización del sistema de microtúbu­
los. Los componentes de los filamentos intermedios del hepatocito 
responden de manera más indirecta a la colchicina y griseofulvina 
produciendo los cuerpos de Mallory en el hepatocito. Usando análi­
sis tridimensional por microscopia electrónica, es posible visuali­
zar como se colapsan los filamentos intermedios para formar conden­
saciones de filamentos que constituyen los cuerpos de Mallory. Los 
filamentos que aparecen en los cuerpos de Mallory se acumulan como 
resultado de una resistencia adquirida hacia la proteólisis. El 
desarrollo de los cuerpos de Mallory en células de hepatomas se as.Q 
cian con cambios en el citoesqueleto donde se ha comprobado la tran§ 
formación celul<ir del tejido. Cultivos primarios de células de hep_i! 
toma de ratón rnunstran que los cambios en el medio ambiente alteran 
el citogs~uelcto y causan la desaparición de los cuerpos de Mallory 
por autofo:;ocit:os.is. La griseofulvina "in vitre" no reestablece los 
cuerpc::: d<e MalJ01y. 2\:;í pues, los cambios en el medio ambiente pue­
den so1· importantes en la patogénesis de los cuerpos de Mallory y 
pueden explicar su for:naci6n observada en una gran variedad de enfer. 
medades hepáticas. Las subunidades hepáticas son antigénicas en el 
hombre. El dafio hepatocelular de una naturaleza crónica permite la 
formación de aut:oanticuerpos para microfilamentos, filamentos inter­
medios y para microt6bulos, derivados de polipéptidos. Se han pre­
~antado los siguientes casos de formación de autoanticuerpos pa~a 
citoosqueloto: en hepatitis activa crónica (anti-microfilamentos en 
57.;.; do los c;isos), en cirrosis biliar primaria (microfilamentos en 
53>G) y en alcoholismo hepático (microfilamentos en 25%, microtQbulos 
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
pático (S.W. French, et al. 1985). 

A continuación se describirá con mayor detalle el SISTEMA DE 
MICROFILAMENTOS, ya que al ser la ACTINA su principal constituyente, 
nos interesa su descripción para el desarrollo de este trabajo de 
investigación. 
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ELEMENTOS DEL CITOESQUELETO EN HEPATOCITOS, 

El citoplasma contiene .dos compi:rnentes principales, que se. 
distinguen por'su's propiedades:ae solubilid.ad'¿(a)• ..• úna estructura 
s6lida o gelosa y (h) ·el citosol El citosol consÚfoye el medio 
interno de la célula y 'és.el\sitio de diversas funciones fundamel! 
tales para la céÍula. Contiene. proteiria's' solubles, RNA y enzimas, 
que constituyen aprox:imadá.mente el· 25% 'de la proteina total celular. 

La existencia de estructuras esqueléticas intracelulares se 
postuló primeramente en 1928 pero se observ6 tiempo después como un 
artificio de fijaci6n. Técnicas bioquimicas y la localización por 
microscopio de luz y electrónico, han establecido claramente la 
existencia e importancia de un sistema elaborado de estructuras ci­
toesqueléticas en la mayoria de las células eucarióticas. Los pril! 
cipales componentes de este sistema son varias clases de diferentes 
filamentos, microfilamentos, filamentos intermedios y microtúbulos. 
Estos fililmentos forman con la estructura de la !llembrana un sistema 
complejo clP. interacción mutua, que entre otras funciones, juega un 
papel importante en la regulación de la forma y movilidad, movimie.n 
tos intracelulares, incluyendo procesos contráctiles y secretorios, 
mitosis y hendiduras celulares. 

La organización de estos .filamentos y su asociación con compo­
nentes no filamentosos depende de la diferenciación celular. y factQ 
res ambientales. Diversas condiciones patológicas afectan las es­
tructuras del citoesqueleto (Denk y Franke, 1982). 

Los microfilamentos consisten de actina, los filamentos interme 
dios se constituyen de una combinación de citoqueratinas (vimentina) 
y los microtúbulos están constituidos por tubulina polimerizada. 
Los microfilamentos y los microtúbulos difieren de los filamentos 
intermedios en que sus subunidades están en equilibrio dinámico entre 
ensamblaje y desensamblaje, mientras que las subunidades de filamen­
tos intermedios están probablemente polimerizadas tan pronto como se 
sintetizan y permanecen polimerizadas hasta que se desintegren por 
proteólisis. Los tres sistemas de filamentos están integrados para 
formar un andamiaje complejo que proporciona al hepatocito su forma 
as1 como su organización para organelos y núcleo. 

Funciones tales como el transporte transhepático vesicular del 
sinusoide al canaliculo biliar, la secreción de prote1nas y el flujo 
biliar dependen de la integridad del CITOESQUEI1ETO. Drogas que alt~ 
ran los componentes del citoesqueleto tales como colchicinil, griseo­
fulvina, faloidina, alcohol, citocalasina y clorpromazina, se utili­
zan para determinar el papel funcional de loo diversos component:es 



18 

Aunque el origen exacto de los MIOFIBROBLASTOS es desconocido, 
se ha dernostrado.quiFen:un tejido de granulaci6n las clilulas fibro­
blásticas se originan localmente (Ross, et al. 1970 1 Ryan, et al. 
1973, 1974) y tal vez se, originen de células perivasculares (clllu;. 
las musculares lisas) ·o ,·de .otros rniofibroblastos existentes; Recien 
temente las células de' Ito mostraron responder. al envenenamiento 
con ccl4 por hipertrofia, 0 proliferaci6n y transformaci6n en clilulas 
no distinguibles de los miofi,broblastos (Kent, et al. 1976). Además 
se ha propuesto que tales. células transformadas son responsables 
para la forrnaci6n de dep6sitos de colágena tipo III durante cirrosis 
alcoh61ica hepática (Rojkind y Martinez Palomo, 1976). 

En higa:lo normal se encuentra escasamente asociados a los FIBRQ 
BLASTOS con los HEPATOCITÜS de maner-a intima¡ las células perisinu-' 
soidales o células de Ito se localizaron en el espacio de Disse y pQ 
seen varias caracteristicas morfol6gicas asociadas con las células 
formadoras de colágena, sin embargo su relaci6n con los fibroblastos 
no está clara, ya que no están equipadas normalmente con MICROFILA­
MENTOS prominentes. 

r '' dcmosLraci6n de que los MIOFIBROBLASTOS encontrados en teji­
dos E::. c;ranulaci6n de heridas están asociados con la producci6n de 
colágena tipo III (Gabbiani, et al. 1976), provee evidencias aunque 
indirectas en favor de la hip6tesis sobre la formaci6n y evoluci6n 
de la FIBROSIS l!EPATICA como fen6meno similar a la de un tejido de 
granulaci6n de una herida. En conclusi6n parece que una respuesta 
a una LESION TOXICA CRONICA corno por ejemplo la INTOXICACION CON 
"'ETRAC:LORURO DE CARBONO, incrementa la distribuci6n y aparici6n 
del SISTEMA CON'rRACTIL, siendo un constituyente de liste el SISTEMA 
--.;;; NIC?OF'ILAJ.lEtl'l'OS DE ACTINA. La retracci6n del higado cirr6tico 
::" lus altor<lciones que lo acompafian resultan probablemente en parte 
por la contracción activa de tales sistemas localizados primordial- · 
mente en los MIOFIBROBLASTOS, de ahi la importancia en el estudio 
sobre la distribuci6n y localizaci6n del sistema de MICROFILAMENTOS. 
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pueden ocurrir también en varias condiciones colestáticas en anima­
les y hombre (Denk y .Franke, 1982). 

En el curso de una REGENERACION HEPATICA después de una hepateg_ 
tom1a parcial:{ en CIRROSIS experimental y hunütna, los MICROFILAMEN­
TOS se rearreglan e incrementan en cantidad, como se demuestra por 
microscopia de inmunofluorescencia y electr6nica (Gabbiani y Ryan, 
1974; Lampert, et al. 1974; Toh, et al. 1977) .. Como consecuencia 
del daño parenquimal, los fibroblastos (MIOFIBROBLASTOS), que conti~ 
nen abundante cantidad de microfilamentos/ aparecen y se relacionan 
con una contractilidad incrementada del 6rgano cirrótico. 

Los HEPATOCITOS están.normalme~te equipados con una ~cd discre­
ta de filamentos compatibles. con la presencia de ACTINA y miosina C.Q 

roo se ha especificado anteriormente, y se sabe que desarrollan una 
red de filamentos muy prominente durante la REGENERACION. También 
se conoce que la regeneraci6n del parénquima se acompafia por la pro­
liferaci6n de ambos dueto biliar y vasos sang\1ineos asociados a cél!! 
las musculares (C. Irle, et al. 1980). 

Los MIOFIBROBLASTOS han sido descritos en higados de pacientes 
con CIJ;illOSIS alcoh6lica y en CIRROSIS inducida en ratones. Además 
el desarrollo de tales células es independiente del agente etiol.6gi­
co o de las especies .y parece representar una respuesta no especifi­
ca del higado a una lesi6n t:6xica (C. Irle, et al, 1980). Asimismo 
en el higado fibr6tico existe un incremento.en el número de células 
fibroblásticas (o MIOFIBROBLASTOS) , y estas células son responsables 
del exceso en la sintesis de colágena (Rojkind y Kershenobich, 19!34). 

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 potencial en resp.¡¡;ista a 
agentes estimulantes del músculo liso, en analogia con un tejido de 
granulaci6n (Majno, Gabbiani, et al., 1971). 

Existe una similitud evidente del miofibroblasto y de la célula 
muscular lisa y las caracteristicas presentes en· ambas células son: 
a) un núcleo con pliegues e indentaciones, b) un gran aparato coritrlis;; 
til formado por filamentos de ACTINA, e) cuerpos densos intracitoplás 
micos y d) membrana basal (Gabbiani y Majno, 1972; Grimaud y Boroje­
vic, 1977). Las células han sido localizadas, en la cirrosis huma­
na de diversa etiologia como en la experimentalmente inducida en 
animales de laboratorio, codistribuidas con las bandas de tejido con 
juntivo en el espesor del parénquima (Bathal, 1972; Rudolph, et al. 
1979: Irle, et al. 1980). 
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(beta y gama actinas) . _ Esta expresión es independiente de la espa­
cie y es especifica de tejido. 

En el genoma humano_ se indica que existen alrededor _de 20_ genes 
que codifican para a'ctina; encontrándose en .vertebrados de sangre 
caliente que la alfa aétina es _codificada por al menos cuatro genes 
que codifican para beta-actina, no se conoce si existen genes que 
no se expresen o si su.producto de expresión 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 en todos los tipos de células eucariónticas de la 
ACTINA, se ha relacionado con todos los eventos móviles de la célula, 
tales como, contracción, pinocitosis, formación de seudópodos, mito­
sis, movimiento de receptores y proteinas membranales. Asimismo se 
sugiere la participación de la actina en el transporte de aminoácidos 
y glucosa, secreción de hormonas, transporte de lipoproteinas y de 
sales biliares (Mak y Pitot, 1980). 

La movilidad electroforética de las diferentes actinas en geles 
,, : 3DS-poliacr ilamida es similar, la introducción del método de sepª­
:·ación de proteinafl por enfoque isoeléctrico permite la separación 
'e~ las u(_ l:inas de lo;; vertebrados superiores en 'tres diferentes for·­

:~.<'ls denominadas alfa, b.-~ta y gama, siendo la alfa actina la más aci­
é:ica de las formas, con un punto isoeléctrico aproximadamente de 5 .4. 
La actina de músculo esquelético y la de m(isculo cardiaco correspon­
de a la isoforma alfa, el músculo liso contiene casi exclusivamente 
la isoforma gama, y las células no musculares contienen tanto beta 
cc;100 gama actinas. 

El equilibrio de ensamblaje y desensamblaje puede alterarse por 
varias sustancias quimicas y fármacos. Por ejemplo, el metabolito 
fungal Citocalasina B, se une en concentraciones subestequiométricas 
a la actina, con una elevada afinidad sobre sitios de terminales de 
los filamentos de F-actina, inhibiendo su elongación filamentosa e 
interrumpe los arreglos regulares de los' microfilamentos, conducien-
do eventualmente a la despolimerización. -

La faloidina, una de las sustancias tóxicas del·hongo·Amanita 
phalloides, estabiliza F-actina y promueve o induce la polimerización 
de G-actina, provocando una acumulación de microfilamentos. 

En contraste con las células musculares, solamente bajas concen 
traciones de miosina están presentes en células no musculares. En las 
células musculares, las moléculas de miosina contienen ATPasa activa 
da por ca 2+, que se localiza en las cabezas globulares de la molécula. 
La menor distribución del sistema de microfilamentos en células no 
musculares, comparadas con c6lulas muscul aros, y lil menor concentra-
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ción de miosina, originan una actividad contráctil menos eficiente 
en este sistema. 

Presencia y Distribuci6n en Hepatocitos. . . . 

La ACTINÁ comprende aproX:imadament~. del 1 al 2% de .la· proteina 
hepfltica en mamiferos (Fisher y Phillips, 1979; 'Brandon, 1976; 
Gordon, et al. 1977; Elias, E. y Boyer, 1979). La actina del hepa-
tocito es B y actinas no muscular (Vandekerckhove y Weber ··com.11 
nicaci6n personal con Denk 1982-). La miosina asociada a los hepa·· 
tecitos es similar en composici6n de aminoécidos a la miosina esqu_g 
lética y del músculo cardiaco. La relación actina-miosina en hepa­
tocitos es considerablemente mayor que en el músculo esquelético 
(Fisher y Phillips 1979; .Brandon 1976). Los microfilamentos de ac­
tina forman una red, que se ex:t:imde a través del citoplasma y es 
concentrada en el citoplasma subcortical del hepatocito, particulax 
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). Pueden asociarse también con organelos celulares, 
ex:cepto con mitocondria (Fisher y Phillips, 1979), y '1an sido loca­
lizados en núcleos aislados de hepatocitos. 

La importancia de la actina intranuclear es controvertida {Le 
Stourgeon, 1978). Contradictoriamente los núcleos no se tiften por 
anticuerpos en microscopia de inmunofluorescencia, al tratar seccig 
nes hepéticas o hepatocitos cultivados (Franke et al. 1979). La 
actina se asocia también con membrana plasmática aislada de prepar2 
cienes, pero el modo de su anclaje en la merr~rann no está aclarado 
(Oda, et al. 1974). El contenido de actina de les microfilamentos 
hepáticos se ha demostrado por pruebás de afinidad a meromiosina 
pesada, que provoca la formaci6n de complejos tipicos similares a 
puntas de flecha (French y Davies, 1975) y por localizaci6n inmuno­
morfol6gica al microscopio de luz y electr6nico. La microscopia de 
inmunofluorescencia revela actina y miosina teftidas inmunol6gicamen 
te de forma especifica, en la periferia de los hepatocitos y rodea~ 
do el canaliculo biliar (patr6n de tinci6n poligonal), que resulta 
de la alta densidad de los microfilamentos en este nitio (Trenchev 
et al. 1974). Los anticuerpos contra actina y miosina usualmente no 
muestran una tinci6n de fibras notorias dentro del citoplasma de los 
hepatoci tos "in si tu", posiblemente debido a la escasez de micro fil.!!. 
mentes que atraviesan esta región citoplasmática (Franke et al. 1979; 
Trenchev et al. 1974). Como lo demuestra la microscopia electrónica 
los microfilamentos de actina están presentes en arreglo paralelo un 
el centro de las microvcllosidades intracanaliculares, similar a lo 
descrito en mayor detalle en las microvcllosidades intestinales (Oda, 
et al 1974; French y Davies, 1975; Frankc, et al. 1979; Flanagan y 
Lin 1980). En hepatocitos aislados de cultivos, se localizan micro­
filamentos relativamente densos y ox:tendidos como cables que se visllil 
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 encontr~ 
dos en otros tipos celt:lares en cultivo (Pranke, et al. 1979). 

Los datos· actuales están de acuerdo con la función del sistema 
de microfilamentos, en cuanto al fenómeno de motilidad del hepatoci 
to. La concentración :le este sistema de filamentos alrededor del 
canaliculo biliar sugiere una relación especifica con la secreción 
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 contracciQ 
nes del centro de las ~icrovellosidades (Denk y Franke, 1982). 

Los filamentos de actina pueden involucrarse probablemente tam­
bién en la formación ce la corteza celular sinusoidal del hepatocito 
como lo sugieren la fcr::::ición de protuberancias (zeiotic blebs) en 
estas regiones despu6s :le aplicar faloidina o citocal.asina· B. · 
Torlavia existen detalles sobre las funciones biológicas del hepatoci 
to que involucren a la actina, que tienen que ser estudiados (Denk y 
franl:e, 1932). 

Patologí?. del Sistema de Microfilamentos Hepático. 

La faloidina indt:;o la hiperplasia de filamentos de actina en 
hepatocitos de rata co:c-.o un ejemplo del dai'io tóxico al sistema de 
microfilamentos. Los :aaaliculos biliares se dilataban progresiva­
::iente con protuberancias en las microvellosidades (Gabbiani, et al. 
1975). Bajo la influe~·::ia de citocalasina B "in vivo" e "in -vitro'-', 
!.os microfilamentos pa.::ecen separarse de la membrana canalicular y 
··ransformarse en agrega:los amontonados de filamentos no ordenados 
junto con material amo:: fo y granular. Los canaliculos están dilata­
dos y las microvellosidades se reducen en número. Además de estos 
efectos morfológicos, la citocalasina B inhibe diversas actividades 
enzimáticas y puede ta:::~ién tener otros efectos en las meniliranas, 

En el higado de ratones envenenados con griseofulvina, el sis­
tema de microfilamentos, particularmente alrededor del canaliculo 
biliar se desordenaba progresivamente. Esta alteración se acompai'ia 
por alteraciones canaliculares (ej. la dilatación y anormalidades 
de las microvellosidades) (Prank.e, et al. 1979). Las intoxicaciones 
de este tipo se asocia~ con un decremento (dependiente de sales bi­
liares e indenpendien:e de sales l·ili.:lres) del flujo biliar, lo que 
sugiere que un sistema intacto de microfilamantos está involucrado 
en la secreción biliar (Gabbiani et al. 1975), Además los cambios 
canalicularas y perica~aliculares son rasgos ultrastructurales que 
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EFECTOS HEPATOTOXICOS DEL TETRACLORURO DE CARBONO. 

El estudio del daño hepático no es sencillo dado que en ocasi9 
nes los aspectos bioquimicos no concuerdan. Los mejores modelos de 
hep<1toxicidad emplean compuestos tales como el tetrcwloruro de car­
bono, cuyo daño en el higado es consistente y reproducible. 

Los efectos del tetracloruro de carbono en la estructura hepá­
tica y funci6n han sido bien estudiados. La investigaci6n sobre e~ 
te agente t6xico, ha establecido claramente que la necrosis hepáti­
ca y la acumulaci6n de lipidos en el higado son fenómenos indepen­
dientes. Asi como en todos los modelos de respuesta dosis, en el 
higado, la dosis y el tiempo de duración del tratamiento son deter­
minantes importantes en la toxicidad. Una sola dosis de cc14 puede 
ocasionar puede ocasionar ningún cambio observable en el microscopio 
de luz; una dosis elevada puede ocasionar esteatosis; y todavia do­
sis más elevadas pueden producir necrosis lobular central masiva. 
La administraci6n cr6nica de dosis subletales han producido cirrosiP. 
o hepatomas en algunas especies. 

De acuerdo a las evidencias obtenidas por microscopia de luz, 
una sola dosis de tetracloruro de carbono provoca la presencin de li 
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
ras. Las alteraciones ultrastructurales son un'l evidencia que precg 
de al daño y que se puede estudiar por microscof.ia de luz. r.os p1.· i -
meros cambios en los organelos consisten de un efecto casi in;n<:'.ú ... C.ü 

en el reticulo endoplásmico rugoso (RER) , con pérdida del arr03lo o~ 
denado de éste, una dispersi6n de ribosomas de la membrana y en el 
citoplasma, también se observa una desorganización de los polisomas. 
La incorporaci6n de aminoácidos a las proteinas se disminuye, se de­
saclopa el transporte de electrones en el sistem11 microsom11l de NADPH 
y se desorganiza el perfil polisomal. Aparecen agregados densos de 
reticulo endoplásmico liso (REL), que asemejan microsomas que han 
efectuado peroxidaciones "in vitro". Disminuyen los niveles de la 
hemoproteina P-450, asi como las funciones metabólicas asociadas con 
fármacos. Los lipidos, particularmente triglicéridos, se acumulan 
en la fase temprana de la intoxicaci6n, debido probablement8 a un 
defecto en el empaquetamiento o secreción de lipidos, que junto con 
su molécula proteica, impide su liberaci6n del higado. La alteración 
de la estructura mitocondrial y de sus funciones ocurre después, en 
esta secuencia de dafto celular se ve afectada por último la cadena 
respiratoria y la fosforilaci6n oxidativa se desaclopa (!lene, 1974). 
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Las evidencias ultrastructurales, demuestran que el reticulo 
endoplásmico es el primer sitio de interacción del teLracloruro de 
carbono y concuerda bien con la observación de que ol tetraclorur.o 
de carbono es transformado en los microsomas hepáticos en metaboli 
tos que destruyen a éstos y otros organelos. Tal metab~lito no se 
ha identificado aún y existen evidencias indirectas a este respec­
to. El tetracloruro de carbono se une a membranas microsomales y 
a la hemoprote:í.na 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 concentración de tetracloruro de carbono en el 
h:í.gado y una toxicidad más pronunciada, a pesar de que el tetracl.Q 
ruro de carbono se está convirtiendo en co2 , el producto final, a 
una velocidad acelerada (!lene, 1974). 

Matsubara et al. demostraron que la hepatoxicidad del ccl4 y 
sus efectos en el citocromo hepático P-450 difer:í.an en los diversos 
lóbulo:; h•3páticos. La magnitud del daño hepático, se relacionó ·con, 
el aumento hidr6pico, degeneración y necrosis central en el lóbulo, 
siendo mayor en los 16bulos medianos y derechos, asimismo se encon­
tró un:; ª'~gradación considerable del citocromo P-450 por el CCl4 en 
el 16\H\lo !1'•'ld.i.ano del h:í.gado (Ivanetich, et al. 1984). 

i.' ,_ t1·:1tm11i.;nt.u lle rc1tas con una sola dosis de CCl , de dibromu­
ro de atiJ.iJ tiO u otro compuesto halogenado, decrementa Íos niveles 
del citocromo P-450 en el h:í.gado, riñón, test:í.culos, pulmón e intes­
tino delgado a las 48 horas. Sin embargo, se observa una rápida di_g 
minución del ci.tocromo P-450 en el h:í.gado y un incremento de la per.Q 
xidación de l:í.pidos después del tratamiento con este xenobi6tico. 
:· ~- ccl4 disminuy(.. los niveles del citocromo P-450 en las fracciones 
:·;_crosrm1alcs rugosas y lisas y en el núcleo, pero no en la mitocon-
'·-- 1 -. • Lu pérdida de actividades de oxidación en núcleos y micro somas 
c:capués de un tratamiento con cc14 varió significativamente en fun­
ción del sustrato halogenado estudiado. 

"In vivo" la pérdida en función del CCl de la km de la enzima 
aldeh:í.do deshidrogenasa mitocondrial, asi co~o la disminución del 
citocromo p-450 microsomal hepático, se propuso como un marcador pa­
ra investigar los efectos inmediatos bioquimicos del cc14 , ya que e.§. 
ta actividad se pierde antes de observar el dafio mitocondrial. La 
enzima aldeh:í.do deshidrogenasa metaboliza al malondialdehido (Ivane­
tich, et al. 1984). 

Diversos factores alteran la hepatoxicidad del cc1
4

• Yoshimine 
y Jakagi demostraron que la hepatoxicidad del ccJ.4 (10 ml/kg) en ra­
tones macho C57BL/6 se incrementó después de un ayuno de 24 horas y 
manteniendo una dieta deficiente en proteinas durante 1 mes. Estas 
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condiciones también retrasaron la subsecuente regeneración del hi­
gado (1982). 

Shen y colaboradores demostraron.que las condiciones an6xicas 
incrementaron la capacidad del ccl4 para elevar. los niveles de SGPT 
(glutamato-piruvato transaminasa séric:ia), existiendo cambios histo­
lógicos observables que correspondian.:a'··necrosis centrilobular sev_g 
ra. La hipoxia también esÜmul6 la: ~ni6n'de metabolitos de CCl4 a 
lipidos hep:iticos microsomales Y .. ª prOteinas. Se propuso que la 
unión covalente de los metabol~t913 de' cc:.i4 a macromoléculas puede 
en parte explicar la potenciaci6n d«:!e. la .toxicidad por hipoxia. 

Se han reportado varios xenobióticosque disminuyen la toxici­
dad del cc14. ,~El pr.~trcitam.i.ent() conin~lonato de diisopropil 1,3-
ditiol 2-ilJ.deno. (NKK-105) fue demostrado por Egashira y asociados 
en 1982, protegiendo la hepatoléicidad del cc14. Feher y colabora­
dores (1982) reportaron que el antioxidante liposoluble no tóxico 
6,6-metilenbis(2¡2;4-:trimetil-1;2-dihidroquinolina) y que un anfllo­
go hidrosolubleprotegian'contra ],a toxicidad del ccl4 , así como· 
de la galactosamina respectivamente ( Ivanetich, et al. 1984). 

Los efectos hepflticos. del CCl4 y del N-hidroxil-2 acetilamino·­
fluoreno fueron estudiados por Groothuis y·colaboradores (1983). 
Demostraron que el cc14 y eL N-hidroxil-2-:acetilaminofluoreno eran 
capaces de producir daffo selectivo acinar de la zona 3 perivenosa 
y de la zona l periportai; La especificidad de los dos xenobi6ti­
cos pueden proveer una herramienta útil para m:is investigaciones de 
la heterogeneidad de los hepatocitos con respecto a las funciones 
de transporte. El CC14 produjo hiperplasia en las células de Kupffer 
a las 24 horas de intoxicar ~ratas, y se analizaron los efectos por 
microscopia electrónica (Ivanetich et al. 1984). 

Frenzel~t al. (1982) demostraron que el CO inducia una hiper-
• ventilación y que era efectiva para prevenir el ~affo hepático provo­

cado por el CC14 en ratas Wistar hembras. Se propone que la intoxi­
caci6n posterior a la hiperventilaci6n inducida por co2 en pacientes 
los puede proteger contra efectos hepatotóxicos al eliminar gran can 
tidad de halocarburos vol:itiles por la via pulmonar. 

Benedetti y colaboradores (1982) observaron que una gran canti­
dad de cc14 y bromotriclorometano (BrCC1 3) estimulaban la peroxida- · 
ción lipídica (medida por la formación de malondialdehido), paralela 
a la formación de especies de carbonilo (aldehídos) en los microso­
mas hepá.ticos tanto "in vitre" como "in vivo". La producción de ca¡, 
bonilo se demostró espcctrofotométricamente al reac~ionar con 2,4-di 
nitrofenil hidrazina (Ivanetich et al, 1984). 
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La activación metabólica del CCl a radicnles libres ha sido 
ensayada por Albano et,:ai. (1982), utÍlizando técnicas de atrape 
de spin en spin de e1e9trones de resonancia. El ccl4 se convierte 
sin duda en unradical c_c1 3 como resultado de estudios que usan 
compuestos especificas que atrapan electrones, asimismo se pudieron 
detectar radicales lipidicos no saturados generados por la inicia-· 
ción de la peroxidación lipidica. Los compuestos atrapadores de 
spin tienen efectos importantes en reacciones dependientes del ci­
tocromo P-450. 

El metabolismo del ccl4 y del Brcc1 3 por los microsomas hep~­
ticos de rata m&s la generación 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) fueron menores a las requeridas para decrementar la actividad 
del citocromo mici:osomal P-450 o la glucosa-6-fosfatasa. La cistej, 
na no p;::oporcionó protección contra las pérdidas mediadas por el 
halometano o contri.l lil disminución en la capacidad de los microsomas 
para sP.cuestrar ca2+. De esta forma, parece que el fosgeno no jue­
Jª un f.apel importante en la hepatotoxicidad del ccl4 y del ·BrCcl3 (Iva11t'l:i.r·h, et ill. 1984). . 

Es intl"i~rante el problema de la lipoperoxidacibn y m&s aún difi 
cil de resolver. Un número de sistemas peroxidativos en el higado 
existen, donde el malonaldehido es el producto final, aunque no necg 
sariamente. Nucleófi.los, tales como el glutatión, descomponen hidrQ 
per6xi<lo3 intracelulares en reacciones catalizadas por la glutatión 
peroxi11Js:i en 111 fracción soluble del higado. En ausencia del gluts. 
tión, los n·i.crostimas y la mitocondria son capaces de descomponer los 
~' ;_,:lt:o_¡ .. Jóx:i.dos por un mecanismo que involucra radicales libres y ci­
.. cr1;:.«1';, ¡,o:; microsomas son ricos en sistemas peroxidativos, que 
~ adcn reg~lar naturalmente el P-450 intracelular. Debido a que los 
microsorna:-: carecen de la glutatión peroxidasa pero abundan las enzi­
mas que catalizan la peroxidación, este organelo puede ser particu­
larmente vulnerable al daHo por peroxidaci6n, mientras que la mito­
condria puede estar protegida relativamente por un contenido abundan. 
te de antioxidantes. 

El glutatión administrado aratas antes de la.administración de 
CCl protege a los animales contra .alteraciones de los polisomas y 
mejSra la incorporación de aminoácidos en protoinas microsomales he­
p&ticas. 

A pesar de todo. lo estudiado sobre el dafto hep&tico por tetra­
cloruro de carbono, no se ha elucidado porqué las células hepáticas 
mueran y por qué predominantemente ocurre en lil zona centrolobular. 
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La peroxidación puede provocar una polimerización extensa de los 
ácidos grasos en la membrana interior, provocando un "estado rigido 
de gel" o do "fijación quimica" en el interior de la célula. La 
necrosis centrolobular no parece relacionarse directamente con el 
flujo sanguineo del higado dado que una perfusión reversa de cc14 
a través de las venas hepáticas todavia provoca necrosis centrolo­
bular. Las reacciones ligadas a flavinas tienden a concentrarse 
en las regiones centrales del lóbulo hepático y tal vez esta sea la 
razón de la localizaciórí'de.estos y otros constituyentes celulares 
esenciales (Ilene, 1974). 



REGENERACION I!EPATICA. 

La proliferación y diferenciación 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 c_g 
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 respecto al crecimiento de los hepatocitos, estudiado en 
ratas, el estado de reposo no implica una proliferación nula, es de­
cir, se de!liuestr.a una velocidad espontánea de proliferación de apro­
ximadamente 0.05 y 0.005% para los hepatocitos de rata adulta. Es­
toi; son parámetros estándar de proliferación medidos "in vivo" e 
"in v.itro". El estado de reposo (G0 ) se caracteriza por bajas fre-, 
cuen<·ias de hepatocitos diferenciados para incorporarse al ciclo ce­
lulat·, que e:;tli bal<inceado por bajas velocidades de envejecimiento 
y muerte <la los hepatocitos (Leffert, et al., 1982). 

En tejidos de regeneración lenta, un pequeño desequilibrio, pe­
ro que sea persiotente, entre la velocidad de producción celular 
y la velocidad de pérdida celular, originaria un desastre. Si 2% 
de las células hepáticas en un ser humano se dividieran cada sema­
na, pero solamente 1% se perdiera, el higado creceria hasta exceder 
<il paso total del cuerpo en ocho aflos. Existe por lo tanto, un 
control homaost¡ltico que opera para ajustar la velocidad de proli­
feración celulnr de acuerdo a la masa del tejido presente. Es muy 
importante la necesidad de este control en un órgano como es el higs 
do, cuyas células pueden ser destruidas de vez en cuando por sustan­
cias tóxicas incluidas en la dieta (como el alcohol) . 

Ln evidencia firme del control homeostático de la proliferación 
celular hepática, se origina de experimentos en los cuales un gran 
n6mcro de hepatocitos se remueven quir6rgicamentc o se eliminan in­
tencionalmente al intoxicar con TETRACLORURO DE CARBm~o. En un día 
o después que se origina el daño, surge la clivi:;ión celulur de los 
HEPA'l'OCITOS que sobreviven y el tejido perdido se ree;nplazn rapida­
mente, asimismo si dos tercios de un higado de ~·<ita son removidos 
de un higado de tamaño normal, éste puede re9cncrarse dentro de una 
semana o m6s. En estos casos se puede demostr3r que existe una se­
nal pnra la regeneración en la circulnción: ni a dos ratas se les 
interconecta su sistema circulatorio, y n 11na ria ellas so 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 actúa originando 
esta respuesta, aunque fenómenos similares de regeneración son vis-­
tos en el r iñ6n que parece tener su propio sistema de control para 
su crecimiento (Alberts, B. et al. 1983). 

El concepto de ciclo celular es útil para cuantificar los 
cambios cinéticos cuando las células se multiplican. Cuando las 
ratas adultas están sujetas a estimulas hepatoproliferogénicos 
(por ejemplo 70'/o de hepatectomia), los indices de marcaje nuclear 
con timidina tritiada, asi como las frecuencias de los indices. de 
marcaje mit6tico se incrementan 600 veces, aunque no inmediatamen­
te. Para empezar se presenta una fase prerreplicativa donde -la fa­
se G0 sale. Este periodo de inicio st dura entre 12 y 16 horas: 
Cuando finaliza, los hepatocitos sintetizan DNA nuclear- de forma 
semiconservativa (fase S) . Las velocidades en el collli~~zo'de ia 
fase S, a menudo varian, dependiando de los animales; de su edad y 
del tipo de estimulo para el crecimiento, asi como de_ la dosis del 
agente tóxico o letal. Esta variación -refleja un comiénzo de· la 
fase S asincrónico sobro toda la poblaéi6-n de HEPATOCITOS. Eri con­
traste, la duración temporal de la replicaci6n del DNA nuclear es 
constante por célula (aproximadamente 8 horas) y es independiente 
del es ti.mulo y de su dosis. cuando finaliza la fase s se necesitan 
otras 4 a 6 horas para una preparación adicional de la célula en su 
división (fuse G2 ). Por último el proceso mit6tico comienza, y den 
tro de 30 a 60 minutos se generan dos hepatocitos de uno (fase M). 
En el higado en regeneración de rata, la mayoria de _lQ§ hepatocitos 
proliferan por lo menos una vez entre 24 a 36 horas después de expg 
nerse al estimulo. ~ células .1lQ ~arenguimatosas también prolife­
ran pero después. Si existe una proliferaci6n continua de hepatocl 
te•;, la progenie celular entra en otro "hueco" temporal (G1 ) entre 
la fase M y la fase S subsecuente. Durante la REGENERACION, algunos 
hepatocitos llevan dos y tres "ciclos" de proliferación. Bajo estas 
condiciones, la fase a

1 
de los hepatocitos dura entre 6 a 8 horas, 

mucho menos que lo que dura la fase st. La respuesta hepática hacia 
algún estimulo, no es ni especifica ni sincr6nica y tampoco está bajo 
control (Leffert, et al. 1982). 

cuando ocurre una proliferación crónica, la funci6n especializ~ 
da del hepatocito disminuye. Tan pronto la proliferación cesa norma], 
mente, las funciones se restablecen, algunas rl'lpidamente, otras más 
gradualmente. Esto usualmente ocurre dentro de los 7 o 28 dias des­
pués del nacimiento o después de una hepatectomiu del 7<1'-/o en ratas. 
Si ocurra una proliferación anormal, de todas formas, las funciones 
diferenciadas pueden reducirse permanentemente o a6n extinguirse. 
Estos fen6rncnos han sido descritos en detalle en diversos estudios 
de desarrollo hepático, regeneraci6n y carcinog6nesis (Leffert et al. 
1982). 
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Como ya se mencionó, el hepatocito representa una célula de 
una capacidad funcional. muy compleja, que a pesar de esta alto gra­
do de especialización, retiene la capacidad para prepararse rápida­
mente y participar en la división celular. Esta respuesta tiene un 
común denominador, que es la presencia de hepatoci tos normales: sin 
embargo parece que un aspecto de las enfermedades crónicas del híga­
do es la incapacidad de las células residuales de mantener una velo­
cidad mitótica igual a la velocidad de pérdida celular. La respues­
ta mitótica puede dispararse por la pérdida de una célula similar 
o por la pérdida de cuando mucho el 90"/o del número total de células. 

El término regeneración hepática es algo inadecuado, ya que en 
una cirugia donde se remueve una masa hepática, el fenómen.o no puede 
reconstruirse completamente, ·dada la complejidad del proceso regene­
rativo. Los lóbulos ampütados nunca se reestablecen. En su lugar 
se presenta un alargamiento compensatorio de la masa residual, via 
hiperplasia celular. .· · 

comunrnente tres factores pr.ovocan la aparicÚ)~ del .ci~l~ celu­
lar en los hepatocitos: infecciones, .. alteraciones quimicas y amputa­
ciones quirúrgicas. Es común que en una :destrucción progresiva del 
parénquima por tumores o por otra eKp,an.sión de masa celular, ocu:r.ra 
una hiperplasia de las células .residuales y que la necrosis de los 
hepatocitos se presente por tales qes6rdenes genéticos. 

Poco o nada se sabe con respect.o a los mecanismos por los ct1n­
les los hepatocitos responden a la pérdida de .una.sola célula o un 
pequeño grupo celular. Este fenómeno' se presenta con gran frecuen­
cia después de una infección aguda con>pérdida~celular (Becker, l'.J7:l). 

Si se pierde una gran cantidad de células por agentes químicos 
o infecciosos, o por amputación quirúrgica, la secuencia de event~ 
subsecuentes parece ser similar, con respecto al CITOESQUELETO, este 
se incrementa al observar un rearreglo y· aumento en cantidad de los 
microfilamentos, demostrado por microscopía de inmunofluorescencia 
y electrónica (Gabbiani y Ryan, 1974: Lampert,. et al. 1974: Toh, et 
al. 1977). En la mayoria de los eKperimentos, donde se amputa· el 
7CJ'/o del higado, la respuesta es similar tanto en humano como en ra­
tón (Becker, 1974). 

De los factores que ocasionan muerte hepatocelular puede rnenci2 
narese que los principales procesos para ocasionarla son: 

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

b) Fallas en las fuentes energéticas, particularmente asociadas 
con alteraciones mitocondriales y cambios en la membrana celular. 
Puede mencionarse también la inhibición de síntesis macromolecular. 
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Durante la cicatrización de una herida ex:perimental en piel y 
en REGENERACION HEPATICA después de una hepatectomia parcial, las 
células epidérmic~s y hepafocitos ·desarrolla~ un extens() sistema 
del citoesqueleto · Citoplásrnico¡: •identificado POJ:': · .· · 

p1' ,~ > d~· º~~!~~ .. ~:. ~;~~~~~~~~r6~;~~;¡, i"~~ ·?";; ~~t~ ·~F·fcno-
2) La microscopia electr6hiCa demuestra una red .. filamentosa 

(diámetro de 4o. a 00 n):·róéaú~adil·.·en .. su'.mayor parte. en faC¡:¡arte 
periférica de la··cél~la'/;·J!lst~:'í:é'd;filamentosajunto·4on\1anl.abilj. 
dad para unirse a fos. anticuerpos.anti-actina gradtial~~n~~~Msapa­
rece de las células cuando laepitelización ola'regenerációnhepl\ 
tica es completa.· .:~>e;/;, 

~<·-·~ .'~:~t-~~~-·~::::;_~ < ~·--o:.:t: ~,:~-·,;~.,,-~-- -
~J_•'r'_c• •' ',;•, 

Asimismo, en regeneración hepé.tica, aparecen fos ítlioÜbroblas­
tos que contienen abundante cantidad de microfilament9s·.yfse rel~­
cionan con una contractilidad incrementada del<órgan?sl.rrÓtico. 
se propone que el aparato contráctil asi como el·cito:esquelet6, ju_g 
gue un papel importante en la movilidad celular permitfendo. que las 
células individuales se rearreglen por si mismas en ún patrón ·ap!:"o­
piado como respuesta a un desarreglo de su microambiente·normal 
(G. Gabbiani y G.B. Ryan, 1974). ·. 'Y(// 

Se han involucrado diversos factores que ocasicÍ~a1Lmuei:te he­
patocelular y también se han establecido posibilidades· terapeúticas 
que gradualmente se mejoran. Adem!ís de los anttdotos en intoxicaciQ 
nes especificas y la modulación de ataques inmunológicos, se inclu­
yen a) aminoración de componentes hipóx:icos en varios daños, b:. in­
cremento de factores, incluyendo glutatión y otros antioxidantes, 
que atrapan metabol.itos tóxicos, c) modulación de mecanismos de 
transporte hepatocelulares, principalmente receptores de membrana 
plasmática, previniendo la entrada de toxinas, d)fortalecimiento de 
la barrera sinusoidal y e) protección de la membrana plasmática por 
restauración de proteinas alteradas estimulando la bios1ntesis o r~ 
duciendo la degradación, particularmente previniendo la entrada de 
calcio. Los efectos beneficos de varios agentes de distinta natura­
leza quimica, tales como la clorpromazina, antihistaminicos, dietil­
ditiocarbamato, ciclohex:imida y algunos flavonoides, en diferentes 
tipos de intoxicaciones sugieren la protección de daños comunes posi 
blemente por factores endógenos. El reemplazamiento de la función 
hepática por transplantes de dispositivos artificiales es muy remota 
(Popper, 1982). 
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El papel de la peroxidaci6n lipídica en el daño celular hep~tico 
debido a agentes ex6genos como el TETRACLORURO DE.LttKtll.JNlF. 

pesados ha sido aclarado al delinearse las 
ducen o protegen al hígado de los metabol1tos 
los mecanismos de inic.iaci6n de la peroxidación.· 
xenobi6ticos. ·Sin embargo el · · · 
permanece todavía sin entenderse en su 
1984). 



NATURALEZA DE'LA INFORMACION GENETICA. 
ACIDO RIBONUCLEICO MENSAJERO (RNAm) , 
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Durante siglos es evidente como los seJ:..es humanos al sembrar 
o tener animales en crian?á, observan/que cacl.a semilla o hUevo fer 
tilizado debe Cont.ener un plan secreto O dÍsef'ío.par.a des~Í"l:'.Ollar 
un organismo Actualine nte la· éiénéÍ.a·de .1á\:ge)-léti'ca establecé que . 
los GENES son· los elementos que coritie nel11a/infórmáci.6n· invisible 
que están distribuidos en las dos célüla's·'originadas por cada divi­
sión celular Antes que. se divida'·:éélaa~Cél~la·;Zti.~rié q\lei~fealizar-. 

;:º~~~i~~piaL::. :~·~e ~e:~ s eiª::~Z~~[~~~1~~·18~~~t~}~'~:~~i6rif f~:t~~~i~·1·ª . 
informaci6n hereditaria de una geri~raci6niá'!otra/·;;~unquff1á~•here.n 
cia tenga caracteristicas· biol6gicas{ypare2.catmi~teriosaj deb~·.···· 
involucrar pa tro ne s de átomos··. que{sigan]:"l.a.s;'lfiyesc:fhic.ás7"quimi­
ca s, en otras palabras los GENES deben•est:af.c!°onsdtuidós~~dé;molé-

cul" ~l fin• 1 i"' e 1 >ig lo dieci nueL, iio,'~[~¡i[Cr:co;nocLro n 
que los cromosomas que se hacian vis'ibles en;el;n6cleo cuando una 
célula come02·aha a dividirse .. erani~i>los portadores de la informa­
ci6n de la herencia. Perola evidencia .que 'el ácido desoxirribo­
nucleico (DNA) es la sustancia- que con~tituye a .los GENES en estos 
CROMOSOMAS, se origin6 mucho después de estudios en bacterias 
(Alberts, B, et al 1983), 

Crick enunci6 en 1958 el dogma central de la biologia molecu­
lar do~de postula que la informaci6n genética se localiza en la 
secuencia de DNA (o en el caso de algunos virus en el RNA). Medial! 
te las etapas de transcripci6n y traducci6n puede convertirse en 
la secuencia de aminoácidos de las proteinas. 

El dogma central manifiesta que la información en los ácidos 
nucleicos puede ser transferida o perpetuada, pero que la transfe­
rencia de información de proteinas hacia ácidos nucleicos no es 
posible. Esto significa que el ácido desoxirribonucleico (DNA) 
puede replicarse (duplicaci6n exacta), transcribirse en otro ácido 
nucleico (ácido ribonucleico RNA) y traducirse en proteinas. 

Sin embargo, aunque durante algún tiempo se pens6 que el pro­
ceso era completamente irreversible, es decir una ve? que la infor­
maci6n se transcribia en RNA la reintegraci6n para uso como mate­
rial genAtico no parecia posible, utili?ándose solamente para tra­
ducirse en proteinas, se descubri6 el proceso de la transcripci6n 
inversa como un mecanismo normal en vi.rus do RNll t11mor11les; la ca-
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dena sencilla de ácido ribonucleico del genoma del virus puede 
convertirse en una cadena duplex de DNA que es insertada en el 
genoma y entonces se hereda como cualquier otro gene. También 
se ha descubierto en los vir11s de RNA que s.e replican' a ti:ávés 
de la forma .de. RNA, utilfaandolas bases c0mplementúias1 en 
ocasiones con la forniaci6n de un RNÁ dÜfÍlE!x f!Stabie:y.\itrás oc-ª 
siones careciendo de estabilidad. 

DNA 

·_--.' t + 
." .. Trr.inscripción 1 Transcripción 
'·'.inversa · 

R~PLICAfr~r-''\ 
·. \ ·... .. · RNA 

\. .. · , .... _ ... 
¡Traducción 

Prote1~v1 

Figura 3 . El Dogma Central de la Biologla Molecular queda 
esquema ti? a do aqul, indicándose con lineas con­
tinua s el proceso utili?aclo por las cHulas y 
con lineas discontinuas el proceso utili?ado ª-ºª 
rentemente solo por infecciones virales. 
(Lewin, B., 1983) 
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El c6digo genético demuestra que la información genética se 
almacena en forma de triple.tes denucleótidos, pero no revela 
como se traduce cada codón,pa~a fpr¡nar su correspondiente amin_g 
l!cido. Por lo tanto debe•·existir un mode.l()· del cual se pueda 
traducir los aminol!cidos 'y]al(•exi:sbir; una~-.sep.a·raci6n .fisica en­
tre el material ,genéticó{eri;~~f;/nüc.l.~~,y;::ia./sinte~\s'proteica efgg 
tuada en el citoplasína.~e\las.:qflulas{eu9ar~ófic~s; se hace evi­
dente que el DNA por si l'[lfsÍÍÍo·J;nojes foli'módelo'ºde la. traducción 

.-.:,,-: .. :: .-i;e)~J.::?~'.:-~~~-:/·_; . · ; , --~,,-~ >;_:_:;__-_:> :, , 

una relación genera'ú'ihb~~;;ró~Yri~&~\ek·~d~ RNA y los de sin 
tesis proteica han .. sidÓ ¡xa>e\/;idencia que':e1·'HNA puede proveer 
un intermediario· entre el•>DNÍ\f:y\tá'.)P,ROTEiNA;;i_,püesto:que .los 
ribosomas contienen_ RNA·. asLconÍÓ pr()l:etnas';i'sesÚpo[lia que los 
ribo somas se podia n e spesia i izar por~ el J1echó.; de ic;:on tener di fe-

;;:::~ n::~ ~=~!i::d~=b~~~h~f::~~t~~~!~~~iJ~:f i~~~~:=~o~~ii~t~=-
1 u la son los mismos (tanto en su contenfdcl proteico como de RNA) 
y que hay otra especie de RNÁ·, eLRNA MENSAJERO o RNAm, que se 
une transitoriamente a. los riboson1as y que les provee las ins­
trucciones para la sintésis·-de las 'próteinas especificas. 

RIBOSO\IAS 
DE 

:, •. -::'rF.r< J ,, :; 

_....,.,.__ RNA MENSAJERO. (RNAml 

····---·- ·- ·········-······ .. 

"• '·-· _, 

--~:~~,~~"::;-;;_ ·-+~~-~!,.~~~·J-;,_;=---:-~;:_.;-_-c-'_: 
:,: ::;<'<>':.~· J': 

RNAm traa~KI~o por< los·· 

rib?~?~~~·'":;<· ,;¡~ /. 
~,·~· .~ .. '·•º·'::;-,_s<'.E-:.: 

RNl\m .es i;:."á~~i~~*~hi:il degradado 
. .: ... ·-... ·.,,.,,.-.,.: .. ·:·.~.<;'.;'L·:t.;:· "<'>··· i_·.·.'.'·,·,·.'.· .•.. : 

. ···~ ... ~: ~.·-. ~ '.":1;·'.::~--;~~~·-r:'': ~!' ;;:'·;·:~~:;·-~;i>":'!'./:.·.~,.., . 

Fig. 4 El RNAm en las bacterias tieneu.háii~~~~ ~iá~~ellcÍa 
Los r ibosoma s permanecen pat"a, tradUC:ir~_má s RNArn 
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A pesar de no haber observado una molécula de RNJ\m intacto, 
ha sido posible demostrar la existencia de un RNA que r:epresenl:a 
especificamente_ la·secuenci.a de una cadena de DNA; es inestable 
y se "l!'lOcia con r:Í.bos6irias. · Puede inferirse que su transcripci6n 
en procariotes slgue una via:.general que se ilustra a continüaci6n, 

; ·:_: :~,....;, 

, ::. 

La síntesis .de :RNA­
comien:>a al de~{é~rdÚnr 
se la doble-cadena' de -
DNA 

El RNA se sihteti~a al 
colocarse ,lil s .bases 
complementarias en una 
cadena de DNA 

La región desenrollada 
se mueve a lo largo del 
0~:1, 

La región desenrollada 
alcan?a el final del 
gene 

El RNI\ es Übérado com­
pletament~ y se recons­
tituye el DNA duplex. 

DNA que se enrolla 

~~~ 
5' 

~~~~~ 
.,,.,,..... ----

RNAm 

r'igura 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 región que est6 desenrollada se mueve de iz­
quierda a derecha y el DNA duplex se recupera 
detr6s de esta zona, desplazando el RNAm en 
forma de una cadena sencilla de polinucle6tidos. 
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El DNA debe desenrollarse para permitir el apareamiento de 
bases a una cadena que es utilizada como intermediario dé la 
transcripción de RNA por un proceso que involucra mo\l'imiento de 
la región desenrollada a lo largo del DNA y origina11do siue se. 
recupere la cadena doble de DNA asi· comc(la Tiberácfórildel RNA. 
Todos los ácidos nucleicos se sintetizan 'eh 'direcdi~n'(S';•a J 1 

esto significa que el RNAm es transcrito en laimismá''dfr~c~l6n 
en la que debe ser traducido .. En l:>acteri~'S·,.de)ie~hc),\esto 
es posible por los ribosomas que em~i.ezari:'.a<tr~d,uci':í:U:n~~NAm 
aún antes de que su transcripción haya' sTdo compi'e'taéia: 

,·_ "-, . '- - ' - .,-· 

En EUCJ\RIOTES, la investigación pará'el.RNAme11sajero há 
encontrado dificultades. Como en las~baéterias, ¡3LRNAm,cons-
ti tuye solamente una pequeí'la proporción del RNA total ·celtllar 
(aproximadamente 3% del porcentaje en masa). El primer RNAm 
especifico que se aisló fue el mensajero de la globina de los 
eritrocitos. Los mensajeros son generalmente estables, por lo 
menos durante un periodo de horas y pueden aislarse intactos y 
traducirse "in vitre" 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 dirección de este RNAm, la información puede am­
pliarse al determinar la secuencia de nucle6tidos del RNA por 
comparación con la secuencia de aminoácidos de la proteina (Lewin, 
B. 1983). 

El RNArn contiene codones que no reconocen directamente los 
aminoácidos que especifican. La traducción·üi:iliZa.moléculas 
"adaptoras" que reconocen tanto al aminottcido como al grupo 'de 
bases nucleot1dicas. Estos adaptores consisten d'e. un juego de 
peque!'las moléculas de RNA conocidas como RNA de transferencia 
(RNAt), cada uno de los cuales consiste de 70, a· 90. nucleótidos 
de longitud. 

El reconocimiento del codon que transfieire .la información 
genética del RNAm a la proteína depende de 0 lasmismas interaccio­
nes de pares de bases que regulan la transferencia de la informa­
ción genética del DNA al DNA y del DNA al RNA; pero el mecanismo 
de ordenar a las moléculas de RNAt·eéel RNAm est&h re:¡uladás y 
requieren del ribosoma. 

En la figura 6 puede observarse .a un ribosoma que tiene cios 
moléculas de RNAt, la primera lleva el polipéptido sintetizado 
con la terminal amino y la segunda lleva el siguiente aminoácido 
que ser& aí'ladido a la cadena. 
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• Atv!TNOACIDO 

~l".~-anticodon 
Y"~1 1 , 1 codon JI!"' 1 ~ RNAm 

La dirección de traducci6n del RNAm es de. 5' a 3' 

Figura 6. La traducci6n del RNAm a proteínas se lleva a 
cabo en los ribosomas, al acoplarse los RNA:de 
transferencia con los RNA mensajeros á .través~ 
de secuencias específicas (codon Y: anqcc;don): 

Existen tres RNA polimerasas en los EUCARIOT~s/É~~~scr¡~iendo 
los genes rolamente la RNA polimerasa II; >,Las'ótr.á,s)d()s.polimerasas 
si nteti z?.n RNAs que forman parte de la . maquinad.a:·prciteíc~ .. sintética: 
la poli:rarusa I produce los RNA ribosomaies, largos/'y la¡p'olimerasa 
III produce una variedad de RNA .muy' pequei'losy ?stabfos, .·incluyendo 
los RNA de transferencia y el RNA s.s del dbo~oll\!'l~Úigura" 7). 

Las moléculas de RNA polimerasa a· semejanza de las de los 
procariotes, comi.enzan y terminan la transcripci6n en sitios es­
pecí fices del cromosoma. La longitud prornedí()~ de una molécula 
de; RNA um:.lnada y producida por unidad de RNA polimerasa II 
e:i u na transcr ipci6n es de aproximadamente 8000 nucle6tidos, aun­
que existen moléculas de RNA de 10,000 a 20,000 nucle6tidos de 
largo. Analizando estas longitudes, las que son mayores de l,200 
nucle6tidos, son moléculas de RNA necesarias para codificar una 
proteína de 400 aminoácidos, lo cual refleja la estructura pecu­
liar de los genes eucari6ticos. .Sin ell\bargo es importante mencio­
nar que una unidad de transcripci6n no necesariamente ec equiva­
lente a un genes algunos transcritos de RNA no pueden tener fun­
ci6n, mientras que otros originan productos provenientes de más 
de un gene. 

Las RNA polimerasas II comiénzan en sus sitios de funci6n 
con diferentes eficiencias, y de esta manera algunos genes son 
transcritos a velocidades mucho mayores que otros. El patr6n 
de transcripci6n observado en fotografíns al microscopio elec­
trónico estfi de ncuerdo con los resultados bioquímicos que mues­
tran que mientras diversas moléculas de RNJ\ mensajero so acumu-
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SITIO DE RECONOCIMIENTO DE LA RNJ\ 
POLIMERASA II. 

bases 
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porción del 
de reconocimi -º--­
de la RNJ\ polimera sa - 3 '- -

ppp._A _____ R_N_J\ ___ t_r-.a~nscr_iJ() -·--c-

DNA 

SITIO DE 

5 1 -

3 •-

o 
pppG 

DE LA RNJ\ 

3' 

Figura 7. Diferentes sitios de reconocimiento de las 
RNA polimerasas II y III en eucariotes. 
La RNA polimerasa II parece reconocer secuen 
cias especificas de DNA localizadas antes del 
sitio donde se inicia la síntesis de RNA, par~ 
ce ser que parte de esta secuencia la integran 
hasta 150 nucle6tidos (sólo se muestra la se­
cuencia promotora) En contraste la RNA poli­
merasa III reconoce una proteína reguladora del 
gen (Factor de transcripción 5S en este caso) 
que se une a una secuencia que se localiPa des­
pués del sitio de inicio de la sintesis de RNA 
por la polimorasa 
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lan en una célula, la mayoría de ellas están presentes a una frg 
cuencia rela tivamonte baja. 

POBLACION DE MOLECULJ\S DE RNAm EN ~JI CELUL~' ~E MJ\MIFERO; 
. . . . . . . ·_,. ~ ··:_·':-::,,~ ";",'.-'<:··; 

·. CÓPI~~-P6R>.• <NUMER_O DE; DÍFERENTES· No .. TOTl\I, 
. CELULMÓE CADA .. •• · S~C,UEN.~IJ\S ,°'E>RNArii, ,_ . · DE RNJ\m 

Clase abundante 
Clase intermedia 
Clase escasa 

'SECUENCIA'. DE ·RNAní'' EN .CADJ\,CLJ\SE; >/'. : EN CADJ\ 
. ·.-.. .. ( ·: -'•:: •.. ·::••· ':.; .• :·\;;_• · . . -CLASE. -<\~;~ ·;:' ·-:-~>:·;''.··/~ _.;-~,·-.:~~'.-_->_;·':.-<.;···, ~ , ... : :>:~_;·--_:- ;: -,· - ·: 

- ' . ' ... '··- "--::··- ' .·. ,· \;_--_:_-:- - i';:·:: -: -

i2,ooo ~--"·x~·~·.:·rú4· 7-¡:-,. -·-- ••. ·40;000 
3

1°
0
5 '- ; ;; x; ·1· .. '•l'.?0'5·o0'o0 ~-!i './ ,• ___ ·.···--.. ··.·•·_'.·.·.··.·.····· -< ·. 

1
1'6

50
5

10
o

0
o

0
o -. · ·····-"=-•:-x.c" ... ·~:-:: . "f''• "~·-·- - - -- '= .. :· .1 

-· - ' .)~.· •• :- fi_;.,.;J ; ., ·.. ' ~ ;:;~~i;' -~~:- -
usualmente el 95% o el. 97% dei ;~~JI. tC>tal citC>~iá~hii~o.es RNA 

ribosomal y solamente el 3% es RNJ\mensajero; \lna~prop~rci611; con­
sistente, con presencia de aproximadamente 10 ribcisomas por:·cada 
molécula de RNAm. 

En eucariotes el complejo formado por las cuatro histonas 
nucleosomales (H2JI, H2B, H3 y H4) que estén firmemente asociadas 
con el DNA produciendo un octámero, parece ser que tiene impor­
tantes implicaciones en la regulación de la transcri.pci6n de los 
genes eucarióticos Aún en el caso de que los octámeros 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 tempera 1 en la conformación del nucleosoma. 
Es inconcebible que el DNA en su forma mfis condensada de la crom_2 
tina, tal co~D la fibra de 30 nm pueda ser transcrito por la. 
RNA polimerasa sin desarreglarse del empaquetamiento producido 
por los nucleosomas 

Fig, 8 fibra de cromatina 
30 nm .----, 

RNA 
polimerasa 
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En la figura anterior (Fig. 8 ) se ilustra una mol~cula de 
RNA polimerasa acercándose a una fibra de cromatina de 30 nm, el 
dibujo es a escala. El número de nucleosomas mostrados es apro­
ximadamente el mismo que se presenta por unidad de transcripci6o. 
De alguna manera la polimerasa tiene acceso al DNA sin desplazar 
a los octámeros de las histonas que 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 núcleo 
son conocidos como RNA heterogéneo nuclear (RNAhn), debido a una 
de las primeras caracter1sticas de estas moléculas que las dife­
renciaban de otras, y que correspond1a a la diversidad de tama­
ffos en la que existen. Varios de estos transcritos están desti­
nados a salir del núcleo como RNA mensajero (RNAm), sin embargo 
antes de salir, el RNAhn sufre una serie de modificaciones cova­
lentes que están relacionadas a su función posterior y que lo 
distinguen claramente de otros transcritos reali?ados por otras 
RNA polimerasas. 

Primeramente el final 5' de la molécula de RNA que se sintg 
ti1a durante la transcripción en primer término, se cubre por 
una estructura especializada que posteriormente será el mediador 
que se une al ribosoma. La estructura que cubre el extremo 5' 
aparece inmediatamente antes que la transcripción del resto de 
la molécula se complete. La molécula de RNA continua creciendo 
en dirección 5' a 3' a una velocidad de 30 nucleótidos por se­
gundo, hasta que alcance la se~al de terminación en la cromati­
na, deteniendo la transcripción. Posteriormente, para la mayoria 
de los transcritos destinados para RNAm, una enzima poli-A poli­
~erasa afiade 100 a 200 residuos de ácido aden1lico (como poli A) 
al extremo 3' de la cadena de RNA para completar el transcrito 
primario de RNA. El sitio de poliadenilaci6n (adición poli A) 
se origina por una ruptura en la cadena creciente o por la ter­
minación de la cadena hecha por la RNA polimerasa. La función 
del sitio poliA no se conoce con certe?a, pero parece ayudar 
al subsecuente proceso de exportar el RNA maduro del núcleo 

Debido a que solamente los transcritos de la RNA polimerasa 
II tienen cubierto el extremo 5' y existe la poliadenilación el 
el extremo 3', se ha sugerido que las reacciones de la formación 
de la estructura de la cubierta (capping) y las de adición de 
poli A, están mediadas por enzimas que interactúan con la RNA PQ 
limerasa II, pero no con las polimerasas I o III. 
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DNA 
1 r: 

i Producción de la 
estructura de cubierta 
en el extremo 5' · 

poli:..A o_J 
polimerasa l 
~ 

5 'cap poli P. 

transcrito de RNA primario 
(precursor del RNAm) 

·=--· 

la cadena 

Figura 9. Formaci6n del precursor del RNAm. 
RNA heterogéneo nuclear .(RNAhn) modificado 
para poder ser traducido. 
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La carga positiva (+) en la estructura de cubierta del ex­
tremo 5' se produce por la metilación del nitrógeno en la posi­
ción 7 de la base de gua ni na , que ocui:-re 1rimedia ta mente después 
que se transfiere la guanina al grupo trifoefato (ppp). · 

Aunque los transcritos de la ;[>6iii\i~i~·iii1é'.,,'b~~prerÍde1·(más 
de la mitad de la sintesis de RNA efectuáda pÓr úna 'célula;,;es­
tos transcritos son inestables y de vida. corta, CoÍisec'úente!Ue..!J 
te el RNAhn en el n(lcleo celular y el RNAm citoplásmico,'deri~a­
do de él, constituyen solamente una minima fracción 'del RNA' ·to­
tal presente en una célula ( 3%). 

Sin embargo, para los bioquimicos, la extensión de poli-A 
caracteristica del extremo 3' en estas moléculas de RNA, provee 
una manera conveniente de purificarlas a pesar de su relativa 
escase7. cuando se pasa el RNA total celular a través de una 
columna conteniendo poli dT unido al soporte sólido (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 fuer:>a iónica, para poder anali?arse posteriormen 
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 nucleótidos en el extremo 
5' codifican el grupo amino terminal de la proteína 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 intrónicas deben eliminarse de cada transcrito 
de RNA, con el objeto de pr?ducir el RNA mensajero que codifique 
para la prote1na especifica completa. 

El descubrimiento de genes interrumpidos en 1977 fue compl~ 
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 intrónica (figura 11 ) ; el proceso se denomina 
empalme de RNA (RNA splicing). 

El empalme de RNA (RNA splicing) parece ocurrir en el n(lcleo 
celular antes que salga el RNA al citoplasma, puede ser que con­
vierta una molecula de RNAhn muy larga (más de 50,000 nucleótidos) 
a una molécula citoplásmica de RNAm pequena (usualmente 500 a 3,000 
nucleótidos). La membrana nuclear en eucariotes parece ser que 
mantiene las moléculas de RNA recién sinteti?adas lejos de los 
ribosomas citoplásmicos, hasta que las reacciones pr~cesan el RliA 
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que han seleccionado las secciones que se traduc~r&n en proteinas. 

Aunque la mayoría· d~ las,secuencias intrónicas no !?a.recen 
tener por si mismas ninguna.' fun~~ó:;;·.·espE!CiÍ.fica; eÚsten P.viden­
cias que el aparato de empáln1e: (splic~rig) asociado con ellas, 
les confiere una flexibilida-d/gé'né-tica adic.ional en la._céÍula · .. 
Esta flexibilidad es. posibf'e deb.ido•,á que dl forentes pa trenes ·. 
de empalme del RNA, pueden genérat/\lar,i.a~ y diversas proteinas 
derivadas del mismo transcr.ito,de RNA/ '·Loscambio.s e~. elpa.:. 
trón de empalme de algunos:·i:ra nscri fes; se sabe gúe oc\lrreri en 
el curso de la diferenciacióri'celular, de tal 111ariera.'queJas 
mismas secuencias de DNA>codÜican.pat"a 'diferente~ prOtef,nas 
según se desarrolle la célula ;{lÍlberts, -• B;J~e..f:_:;.1+; :J.'~§3)< 

;- --· <" ;f ..... -.;: ~~t.'::.:y,:·,· .-. 
' -··-· ·. ·. ' _:·:: .. ·)~'·e;.' .·;,::t . 

.. -... -·.·; ,, .•••..• ,~·~·;~-:;~~L:._ -- . '> 
.---- ~~-~-~::-~(~~~:~:~._::;~-~- .,_._,_,'" . -~·.:-,-·---~_::~-~>-··,-

- ---- "r ,_,: --~-·1 '- :::;:·.,-.~ ;~C-;:,_. C;o; - - - -

F ig. lo LOS TRANSCRITOS DE-R~A ~EW PR6CARtoTE's2?so~:IB"rREC*~~1-E'm.E 

~G 
pp~r=¿ 

codon rle 
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LA ~AYORIA DE LOS TRANSCRITOS DE RNA EN EUCARIOTES 
REQUIEREN DE UN PROCESA~IENTO ANTES DE TRADUCIRSE. 

Transcrito do intron intron pnli-A 
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inicio am¡¡¡ terminación 
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- llU!i!!l¡hij!iiJ dos durrinte el -

proces:.niento de 
~nsajerQ AUG AJ\AAA RNA 

+Gppp l M M 1 -} f"JH 
L--.J L.J L.J 
5 'cap codon de 1 codon dC> 

inicio termin:.ci6n 
TRJIDUCCTON --------

PROTEINA COOH 
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~illll!lllllilllllhii!iil ]_ = RNl'I 
1- intron -4 1' ..• , . 

l Formación de un re'c···º.·.·.ª·º·.· ··.·.·•••··•·· que provoca que se un;in 
li!s uniones aceptoi.-acy'.:, .. -=u=-· doncinte •. • .. Z: -- -- ,' ~~' 

.... ··· ·;:/ ,·· 
l 2 cortes en la un~ón• .>. 

::O~= fo•fo•"·'··r" .. 
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==· == •::: 

o Secuencia 
eliminada 

Figurall. Reacci6n de empalme del RNA (RNA sp.licing) 
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MATERIAL Y METQDQS 

TRATAMIENTO DE RATAS f°..~ CC14 . 

El tratamiento t.endráfÜhad~raci6n-decinco semanas y se 
llevará a cabo de a~uérdofa1:'inéfodó descrito. por Ehrinpreis y 
colaboradores (1980), .·in'ic.iándose'·c~n ratas macho de. - 5 _ se­
manas de edad (S0-60 g de\_p'eso¡'.:¿ Existen dos gruposde anin@ 
les, el primero de ellos riié;~eT:.t9.traclcit'uro de carbono en 
aceite :nineral, el otro sofamen'te':aceiÍ:e mineral> La admiili..§ 
traci6n del CCl4 en aceite·nlinetal ¡;e hace• t.r.e.s yeces·por.se­
mana vía intraperi toneal dosis ·ae·fo~r5 :UFde.uria dÚUción _1. :7 
de cc1 4 en aceite 1ninera1;_11Arfá~~o¡;-~;.:~,a·~Hi:ci6n?.Pr,ogres1~a­
nente cada se nana hasta 1 :4 en l.a c~élrt~ se11ana del·trat~mie.J:! 
to y manteniéndose durante el resto del: tr_at¡ÚiÜ!ntq';·-·.Elgru­
po control recibe (rnicamenté o .·1sX.mf·de áceite.~.tiineraC.ITia i.n 
traperi toneal. _--;~~/~-~,:·: .~·---'·· · :..;;~·:~' ,: · 

····<,i::·''. 

AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS. :< '.• :" ·~\·'~ .. '\:\:.::\ 
.• 

''. -.:,·, 

La técnica utilizada se basa prinC::ipal:nent~-~~n}la repor­
tada por G. van de werve (1980), que con¡;iste E!njiérfundir al 
hígado medio Krebs Henseleit bicarbonato. sin calC:ici (118 mM­

NaCl, 4.75 mM KCl, 1.18 mM KH2P041 1;19 r1iM Mgscf, 25 mM NaHco)) 
pH 7.4 y a una tenperatura de 39ºC (flujo 20 ml,min), el vol_y 
11en depende del tamai'lo del higado, aproxi.nadamente se pasan 50 
ml del medio sin calcio. Posteriormente se recircula medio 
con colagenasa 50 11g/lOO ml aproxi11adamente 70 ffil en un híga­
do normal, y se incre'ltenta el volumen dependiendo del estado 
fibrótico del hígado, hasta verificar que la integridad del tg 
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 obieto de disociar las células. 
La preparación conteniendo los diferentes tipos celulare_s asi 
cono material no digerido y residuos se filtra y se centrifu­
ga a tenperatura ambiente a 50 g (500 RPM en centrifuga cÚn.1 
ca) durante 30 segundos. El sobrenadante contiene las célu­
las no parenqui-11atosas que pueden recuperarse al centrifugar 
a nayor velocidad (1000 RPM) durante 15 minutos. 

Las células se suspenden en medio Krebs-Henseleit bicar­
bonato sin calcio, se deter:nina viabilidad con la técnica de 
exclusión del azul de tripano, se cuentan y se colocan en al1 
cuotas para congelarse posterior'ltente en nitrógeno liquido 
(-80° C). 
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EXTRACCION DE RNA TOTAL DE HEPATOCITOS, 

Las células congel(idas,ai-ao0 c •• (2x10
7 

cél.) se pulverizan 
en mortero y se colocan•'eh\¡;~h::•qotit1é:!~f{seHe;ll;gr~ga 3.5 ml del 
Buffer Isotiocia rúito•de'.ÚÜanidinaXreportado'"~or Ma ni.aús- .en 

~~~: i~~¡~~~m~~~~i!ilf 1~1~~~i!i~~f f r~~t~iii~: 
dan te se coloca s'cibJ='~2t'íiil~·9·ypar~/í.i1tra.ce nti1 fuga. -( r~tar sw so .1 i 
que fueron lava~os•:pré~iiiíri§'nte'conagua·.oxigenada Y•· etanol o 

~~~r:;~;~·.:_s~~~~If P~~~~~t-~f:~:~r~~~~~~~~n~!~\1~a~~~~~i~k~~;!'.sMa 
16ºc (J. M; chirgwin;<•1979). ·se decanta y cólecta;1.~(pastil.iá 
del fondo delffobo de la .ul tracentrifuga, te niendo.j;)z:eca\lci6n 
de no contaminarla 'con 'el buffer de Guanidi.na:· ~se -df~uelve §s 
ta pastilla en un buffer TES (10 mM Tris-Hcl:pH)}]_;_ I mM EDTA, 
1% sos) con volumen suficiente para que no quedeií 'par-tículas 
sin disolver. Se extrae esta solución con clorÓfÓrnio~l-butanol 
4:1 y se transfiere la fase acuosa a un corex, .las fases se .§e 
paran centrifugando a 3500 RPM, lOmin a 4 ºC. Se reextrae la 
fase orgé.nica con un volumen igual del buffer TES. Se combi­
nan las fases acuosas (Maniatis 1982). Se ajusta a la~ fases 
combinadas una concentración 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 concentración de 0.2 M de LiCl y 7CJ'/. de 
etanol (2.2 volúmenes). Se deja precipitando selectivamente 
el RNA a -20ºC toda la noche y se colecta el ácido nucleico 
al centrifugar a 10,000 RPM durante 30 minu1'is a 4°C, disol­
viéndose posterior~ente la pastilla en agua bidestilada esté­
ril y reprecipitando dos veces más, al ajustar 0.2 M LiCl y 
7CJ'/. ETOH. Por último la pastilla se seca con vacio y se aju~ 
ta con el minimo volúnen 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 concentración 
y estado de pureza. Se sabe que 1 DO a 260 nm = 40 µg/ml RNA. 
Absorbancia a 260/Absorbancia a 280:::·1.B a 2 implica RNA puro 
libre de proteínas. Absorbancia a 260/Absorbancia a 230 me­
nor a 2.4 implica RNA contaminado con proteinas. 

El rendimiento teórico del &cido ribonucleico total es 
de 5 a 10 :ng a partir de 5xlo8 células. El RNA total de los 
hepatocitos se almacena en recipientes estériles a -20ºC. 

NO'l'A: 

El 'tlaterial utilizado en el aislamiento de RNA se lava con 
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2N de NaOI-1 toda la noche, se enjuaga extensamente con agua d_gs 
tilada hasta pH neutro. Se hornea a 200°C toda la noche y se 
a11toclavea a 20 lb durante 20 :niríutos. 

El plflst:ic() /!~ .. lava con 2N _NaOH y_'. a}.itocT~."'.~ª soia11ente. 

~:~:-.i.O:~~,j~~~f~:x~1{i~1~J~r~~1:¡&~"!;tj~~i ~h.~ 
· ... ~¿;._ :'(";·, -;--;:'-' ,_".- "i'c" ;: ;· •• ;~: :.; ', 

Se monta-·. u'!la'ccí1l1!nn:a'"~~{-~~roximadi¿~~~~e;3_ ~~'·;a~X~ngi l:ud 
y 1 cm de diámetro yi se, equilibra~ la ·re~{na'~e}oligodT celul.Q 
sa con buffer BE I estéril {2Ó'mM _Trfs.:;HCi°c:pH/'t:6c.ii'.Q_.5~M.NaCl; 
1 mM EDTA; 0.1% SDS). La columna de l''rtil'_-devo'rÜÍlÍÉÚ'laproxima­
damente se lava con 3 voll'.ímenes de cada una de ias:'siguÍ.entes 
soluciones y en ese orden: a) agua estéril¡;;-b)r;~Oi~'iM;Na{JH( 5 mM 
EDTA y c) agua estéril. Checar que el pH,s_eá"~ínen'or)_(l~)?·~~je 
lava la columna con 5 volúmenes del bu ffer:BE-=Í( ~-se"disl1elve 
el RNA total en agua estéril ( > 30 ug/ul) y.se calienta a>65°C 
durante 5 minutos' coloc~ndose inmediatamente después' en:hi.elo 
se le agrega a la muestra el buffer BE I 2.x (40 1'1-! Tris..;HCl 
pH 7.6; 1 M NaCl; 2 mM EDTA; 0.2% SDS) y se pone a temperatura 
ambiente. Se pasa la muestra por la columna y se colecta el 
flujo en fracciones de l :nl. Puede volverse a pasar el flujo 
colectado por la columna, siempre y cuando se caliente la mu.Qs 
tra nuevamente a 65° e y se en frie. se lava la columna con 5 a 
10 volúmenes del buffer BE I, acarreando el RNA poli A-. Pos­
teriormente se lava la columna con 4 volúmenes del buffer BE II 
(20 mM Tris-HCl pH 7.6; 0.1 M NaCl; l mM EDTA; 0.1% SDS). Por 
último se eluye con 2 o 3 volúmenes del buffer BE III (10 W-1 
Tris-HCl pH 7.6; 1 mM EDTA; 0.05% SDS) sin NaCl, y en c~tas 
fracciones e luye el RNA poli A+. Se combinan estas fracciones 
y se ajusta 0.2 M de acetato de sodio pH 5.5 y 70"/o de etanol 
frio. se deja toda la noche a -20ºC y se colecta el precipi­
tado centrifugando a 12, 000 RPM durante 60 minutos a .:;10° e 
(Rotor HB-4 Sorvall). Se disuelve la pastilla en agua bides­
tilada estéril y se al~cena a -7?º e (ren~i_miento t~óric,o es · 
de 1 a 5 ug de RNA poli A+ a partir de 10 · células) . ,: "< > 

La colección de fracciones se monÜorea af ,,l.e~r-,'Ía ~bsor-
bancia a 260 n-n (Maniatis 1982). :/:~~e 

ANALISIS DEL RNA EN GELES DE AGAROSA BAJO CONDIC_IONES NO 
DESNATURl\LIZANTES Y DESNATURAL IZANTES PARA; EL AC:ÍDO\NUCLF.:ICO. 

Les geles de agarosa se preparan en placas para 11inigeles 
hori7ontales. Los geles no desnaturalizantes para el RNA se 
preparan de la siguiente forma: se prepara una solución de 
agarosa al l.2% en buffer tris-boratos (0.089 M Tris-Borato, 



0.089M Acido Bórico\ o también puede prepararse en buffer TEA 
(10 11M Tris-HCl; 20 mM acetato de sodio; 19 mM de NaCl; 2nM rmTAl 
y se gelifica en la placa horizontal ~11 cm x 7 en). Se llena 
la cáinara para minigeles con el buffer,;,Ú.is:-boratos o TEA según 
sea el caso. se colocan las muestras;del'RNAfotal en los carrj, 
les respectivos del gel (RNA total>de~of\~.·,5.ug) .. A .las mues­
tras debe de agregárseles UÍl. color.arit~)\:(¡\ZUl de bro11o"fenol; 
xilen cianol; glicerol) •. Ya que'es~·éff·:1istas las muestras en 
el 11inigel, se aplica una corriente 'a';Jó:Lt~je constante de 
70 volts (20 milia:nperes aproximad~11entel durante el tiempo 
suficiente para que llegue el colorañt~~hasta 1 cm antes del 
borde del gel. Posteriormente se0

)se:1'cát'el',:ninigel.de la placa 
y se su'.llerge en una soluciéin·.aclios~'.;Cíe·~romuro de etidio o.s ug/ 
ml durante 15 minutos. Se observi(el· geLen el tiansÚuminador 
de luz ultravioleta y se ·fotogr\:liiá0 eigel'; 

• _: _ _.<o-:_,. ._:__.;¡_ 

Para correr se g~les ·d~1.nat~i~t1zantes para· et ~NA, se prg 
para el 11inigel horizontal'con agarosa'al 1.2% en buffer 10 mM 
Na2HP04 pH 7, se llena, la'cámara cori el mismo buffer de fes.fato 
adaptándose a la cámara·un.recirculador de buffer, ya que es·· 
i -nportante que en la ·corrida no varie el pH de 7. En tubos 
eppendor f estériles 'se prepara la si~uiente mezcla: RNA (12 ug 
mínimo de RNA total: 2 ug RNA poli A ) ; 0,1 M glioxal (desiol\i 
7ado con resina AG 501-XS de BIO RAD, y almacenado a -20ºCl; 
50% v/v de dimetil sulfóxido (DMSOl; 10 mM de Na2HP04 pH 7. 
Se calienta a SOºC la muestra durante 1 hora y se le agrega el 
buffer de muestra a 20ºC (a?ul de bramofenol: xilen cianol: 
glicerol). Posteriormente se coloca en el gel hori· ontal la 
muestra y se aplica una corriente a voltaje constante de 40 a 
SO volts y 20 milianperes hasta que el colorante llegue apr~ 
xirnada·11ente a 1 cm antes del borde del gel. Se corre recir­
culando el buffer para 11antener el pH. Se saca el minigel 
de la c~mara y se sumerge en una solución 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 
fte con bromuro de etidio (Maniatis, 1982). 

TRANSFERENCIA DEL RNA A PAPEL DE NITROCELULOSA. 

El papel de nitrocelulosa (BA 85 0.'45 um Schleicher & 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 superficie plana y suave se coloca: 
1) Toallas de papel secas con un espesor aproxinado de 5 c11. 
2) 3 pie?as húmedas en 20 SSC de papel Whattman 3 MM. 



3) Papel de nitrocelulosa húmedo en 20 ssc. 
4) Gel de agarosa en condiciones:desnaturalizantes sin 

tei'lir con bromuro de e ti dio: ; : •· ' • •·•• .. •. . ·· 
5) 3 piezas Mmedas en 20 ,ssc d-3, papeLWhattman 3 MM 
6) Toallas de papel secas• coñ .un;e'spesor aproximado de 5 cm 
7) Una placa de vidrió;·<,, ;·e •>.• ~t·"•• 
8) un peso de aproximadamente:l kg : 

L. <::o ·r: 
NOTA: ······<s.?_··.·.~.' .. :.· .. :.·.: •. ·.•·.:.......... . .·· .•. <.•·.;: · .. ·.· : 

.--,~- '··.,~~···-.-~c,;i;-;;;--•o-.,, ··-- --- ~-<'-''-

NO manejar el papel de:'ri:l1:.r'oC:el.ul.ós.a º~?>las 111anos, 

!::=~::~~·~:~,~~~~ti1i:t~~!~~tt~~l~:1:t~1~A~t·.· ... 
_.·~?/:L~ >: \:~-r --~·:~ ,_,(~:,, -,.: __ -.'.:: >.'_ --=' 

-- :: :~i:;~~ _-- --, ~:~~~:~ :;::·:;: ,;~~~~;--'.~>.~~~,~~ '.; _ _.-- ;~ ' .. :· "., ' 

24 ho~:s c~mi~~;:;a·~~:=~~~~{;~~·~?~:."\i~~~~~~!~~t~~ii~~.~~iofdd~iª~·~·~io. 
se almacenan .l~s•f4i~~,Ó,~i{gt~·~·~·O..~~>~%i~i~~s~Cadbi~a 4°c du.ran-

te meses o más tiempo,~•o pued~n .. u.H.liza.rs.e irirnediatfimente para la 
hibridación con éLpro~e radioactivo (Mariiátis 1 >1982 ¡ schleicher & Schuell). · '· · ·. . .. · ... ·... · ... · · · · · · · ... · 
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Se utili~ó,E!L.plásmido recombinante con la 'secuencia 'gen.Q 
mica para actiña de<Drosophita melanogaster obtenido~de Federi 
co Sánche<>, InsÜtÜto de Investigaciones sobre Fij~9tpn,:de Ni­
trógeno, y fue -descrito en Tobin et aL, 1980; ' 

se procede de acuerdo a las instrucci~n~-gFa~l'~~sayo co­
nercial de Amershan corporation: el DNA por·:inarcar' (Plás11ido 
recombinante con la secuencia de actina). se disuel,ve en.agua 
bidestilada y en un tubo eppendorf ~stérÚ Í se' agrega de 1 
a 2 ug de DNA, después se agregan 20-uld7lbuffeI' ~E!.nucfeó­
tidos ( dATP, dGTP y dTTP), los nu'é:ie6tidos e'stá n en 'canÚdades 
equimolares de 100 urn. Se al'lade el núcléÓtido marcado con 
fósforo radioacHvo y que corresponde aFi:rifos1:áto de deoxi­
citidina 5' (o<.- P ), en una cantidad de_ 250'pmoles'=. lOO,uci 
tomados de un stock con actividadespeéffié'a:de-46oci/m-moÍ 
y una concentración de radioactividad de 10 mc{/m1:CP.osterio,r. 
mente se agregan 10 ul del stock de en~imá"qüe"-·corresponde a 
la DNA polimerasa I de E. coli y por últTmÓ-se'ajusfacon'agua 
bidestilada estéril a un volumen dé 100 u1:~~s'é:~tápa·7'e1."tubo 
y se me .. cla suave'.llente por inversión, déspués'_se centrifuga 
2 segundos en la microcentrifuga. Se inéuba 'erlbai'\o de tempe­
ratura constante de 15ºC :- lºde 2.5_a 3;'5 horas;•· Se detiene 
la reacci6n con o. 2 M EDTA en hielo. tá'.~ie,-é:la, de reacción 
se coloca directamente en columna Sephadex G-10 de 10 cm de -
longitud, cuyo buffer de equi).ibrio asi como de suspensión de 
la muestra es: 150 mM NaClr 10 -TIM EDTA, 0.1% sos 1 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 colectó el 
DNA, al contar las cuentas por minuto de una alicuota de cada 
fracci6n. Se obtienen dos picos de cpm, donde el primero co­
rresponde al DNA marcado con 32P y el segundo corresponde al 
isótopo libre. Se juntan las fracciones del pri1ler pico y 
se ajusta 0.2M de NaCl1 5 mg/ml de DNA acarreador (DNA de ti1lo 
de ternerar 70 % etanol (2.2 vol.1'.!menes). Se deja toda la no­
che precipitar al DNA a -20ºC y se colecta al centrifugar a 
10,000 RPM durante 30 minutos a 4°C IRotor HB-4 Sorvalll. Se 
resuspende en 500 ul de buffer TE (10 mM Tris-HCl pH 7.4 1 1 'T1M 
EDTA) y se to:na una alícuota por duplicado

6
de j ul para saber 

la actividad específica de cp:n/ug DNA 110 -10 cpm/ug DNA). 
Tanto las alicuotas de las fracciones de colección de la colum 
na de Sephadex, co'.l\o las alicuotas del DNA precipitado se cuen 
tan en un espectrofotómetro de centelleo líquido PACKARD TRI­
CARB agreg6ndoseles liquido de centelleo AQUASO~. 
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DESNATURALIZACION DEL PROBE. 

32 . . . 1 . , . t El DNA marcado con .• P.y disuelto en so ucion TE, se aJUS a 
a una concentració('l~~iriaL;_de)NaÓH 0.1 N. Se incuba durante 20 
o 30 minutos a 37°C. Se'cófo.éaúúi hiEil6 y se ne1;1traÜzá con 
HCl 1 N a uri pH aproximado de 6~5 a 7.5 

El DNA marcado radioactivamente y desnatur~lizado\ se mez­
cla en la solución de hibridación. 

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

El papel de nitrocelulosa donde está fijado el RNA se su­
merge en 5 SSC y se coloca en una bolsa de plástico dónde se le 
af'lade O. 2 ml de solución de prehibridación por cm2 de papel de 
nitrocelulosa (50'% v/v formamida; 5 SSC; 5.x: sol. Denhardt; 50 mM 
NaH2Po4 pH 6. 5: 100 ug/ml DNA timo de ternera desnaturalizado) 
y se incuba a 42ºC de 4 a 24 horas con agitación. 

Después de la prehibridación se elimina de la bolsa de plás­
tico la solución de prehibridación y se agrega la solución de 
hibridación con el probe radioactivo (50'/o v/v formamida; 5 SSC; 
2x sol. Denhardt; 20 mM NaH2Po4 pH 6.5 1 10'/o de.x:tran sulfato; 
100 ug/ml DNA de timo de ternera desnaturalizado; l ug Probe de 
ACTINA desnaturalizado). La cantidad de solución de hibridación 
es de SO ul/cm2 de papel de nitrocelulosa y se incuba 48 horas 
a 42ºC (Schleicher & Schuell; Maniatis, 1982; Thomas Patricia 
1980; wahl et al. 1979). 

Terminado el tiempo de hibridación se elimina la solución 
respectiva y se saca el papel de nitrocelulosa de la bolsa de 
pl&stico para colocarse en un recipiente donde se va a agregar 
una solución de lavado (O.l SSC; 0.1% SOS p/v) durante 1 hora 
con 5 cambios a una temperatura de SOºC (Me cutchan, 1984). 

Se seca al aire el filtro de nitrocelulosa y se expone para 
autorradiografia, con película de rayos X, a -70ºC con placa in­
tensificadora. Los tiempos de e.x:posici6npara visualizar las 
bandas radioactivas de híbridos con Se_cueneias homólogas, fluc­
t(¡a de 12 horas a 24 horas d'?.pendiendO' de la actividad especifi-
ca del proba de actina. · · 

r"a s au torradiogra fías obtenidas<. se .analizan den si tométri­
camente con el objeto de hacer más c:~kntitativa la comparación 
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de las manchas que hibridélron con el probe de actina. 

Las &reas bajo las curvas obtenidas del an&lisis densitomé­
trico de cada autorradiografia se analizaron mediante el recorte 
de las mismas &reas y pes&ndolas. Post(?rforme~tEl se compararon 
sus pesos tomando como unidad el.casO;deLRNA'control.-

La densitometria se efectu6 ~~~~{ ';s~E!ctrcirbt6m~tro Gilford 
a una longitud de onda de 580 ririí';• ' ··. - .. · .. · · · ' - · 

TECNICA DE HIBRIDACION DE MANCHAS; (DOT BLOT HYBRIDIZATION) 

Alternativamente a la obtenci6n 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 tratamiento: el RNA (15 ug) se disuelve en buffer 
TE fria ajustando un volumen de.50 ul y se le agrega un volumen 
igual de formaldehido al 14% en 12 SSC (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 diluciones progresivas en buffer 15 sssc 1:1 v/v y se apll 
can directamente al papel de nitrocelulosa BA 85 Schleicher & 
Schuell que ha sido previamente humedecido en agua y en 20 SSC, 
aunque en el momento de colocar la muestra el papel est6 seco. 
se hornea el papel de nitrocelulosa a 80ªC durante 90 minutos 
al vacio y a continuaci6n se prehibrida, hibrida, lava y se ex­
pone para la autorradiografia como ya se mencion6 anteriormente 
(White y Carter, 1982: Chafouleas, et al., 1984; Jefferson, et 
al,, 1985), También se analizaron las autorradiografias por 
densitometria. 

ENSAYO CON RIBONUCLEASA, 

La muestra de RNA se suspende en buffer TE, ajustando una 
"~oncentración de l ssc. Se agrega la ribonucleasa pancreática 
a una concentración final de 100 ug/ml o 200 ug/rril·jr:se .incuba 

a 37ªC durante 60 minutos. . ... ·_·.· .. ·.••·· .. _-.•. ·~!:~·&;Ct/.~· •; ...... · 
";;~¡;,_'ú.<L:;;:·¡ ,/'~~'. >:'. 

TINCION DE RNA 
NITROCELULOSA. 

DESPUES DE TRANSFERIR Á FILTROS(DE' .. · ... 

El filtro de nitrocelulosa después de la hibr.Üa~i6~-Y 
de la exposición para la autorradiografia en placas-.de -rayos 
X, se sumerge en &cido acético durante 15 minutos á temperatu­
ra ambiente, transfiriéndose después a una -:::::>lución de. acetato 
de sodio 0.5 M pH 5.2, azul de metileno 0.04% por 5 o 10 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 
28S, lBS o el mensajero de globina 95. Si existe RNA mensajero 
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aparecerán manchas. Esta técnica sirve para verificar tamaflos 
de RNA transferidos, as1 como para observar la eficiencia de 
la transferencia (Maniat;is, t9B2) .. 

-_::-·,'.' -; .::¿/.;~~::~>·:' . ,; ~·-
• ~C, _, .-~:/:~~-:-i• •:e 

TRADuccrnN. '1IN ijiT~6~f~~~~4~T:~~N~~~~~~J·!i'~~iFiªg~I?N 
EN GELES DE POLIACRILAMIDAi;:EN.r UNA'5Y' oos::orMENSIONES. ·. 

. . ' -,. ·- _,'.: ~:" "':~;~·---·.:·;:::>e-::> _ _,;.-;:,,_;:-~-:;:;.-', :~·:j~;~1>:~.;~ii'""~~;;:_?:~ -_: .. ._,; <: -~ - ·: :---~. - , .. 

se procede segdn el protocolo dik~i;~9-É~fP'~~··¡~~i;"e~s~~yo' co­
mercial de Amersham (Rabbit Reticulocyte Lfsafe;'.N};)90:;Nuclease 
treated, message dependent). · · . ·· ·-•·· • ·· · ·· ·· . 

A 100 ul del lisado de reticulocitos se le afladeri 25Ótici 
de metionina 35s, esta me?cla es 6til para 12 muestras de RNA. 
Se separa la mezcla en aHcuotas de 10 ul cada una en tubos· 
eppendorf esttiriles. Se agrega a cada tubo l ul que a veces 
corresponde a l ug de RNA. Debo contarse con un control posi­
tivo que corresponde al RNA del virus del mosaico del tabaco, 
as1 como un control negativo donde no se agregue RNA, sino 
que solamente agua bidestilada. 

Se mezclan en vortex las muestras y centrifugan unos se­
gundos para incubarse después a 30ºC durante 60 minutos. Se 
toman al1cuotas 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 lCY'h a 4°C durante 30 a 60 minutos, se enjua­
gan 3 veces consecutivas con TCA 5% y se hierve en la dltima 
ocasi6n durante 15 minutos. Se enjuagan nuevamente con TCA 
5%, etanol y 6ter y se dejan secar. Se les agrega a cada 
papel colocado en un vial liquido de centell~o y se cuentan 
en el contador de cante lleo. . .• -

Las muestras de RNJ\ traducidas se disuelven en diferente 
buffer dependiendo del tipo de electroforesispof)'E;/8ctUar, 
si es electroenfoque, se disuelven en 40 ul· .de/bÜ.ffer'.A ,(9;5 M 
urea ultrapura, 2% NP 40, 5% B-mercaptoelánb"f:¡'·;'2%:<!Í'Ífoünas 
pH s-7 LKB). si se efectúa un gel en ullá~ dimensión; l~s nu(;!.§. 
tras se disuelven en 10 ul de buffer:?,x,,{0;1':i5';;M/Ttis~Hcr pH 
6.s, 23 sos, 25% p/v glicerol, o.oo').,cy.¡)!r,oni!lal,;_éy,~áe :tes · 
agrega unos cuantos cristalestde'~í.í-rea··:u1frapura as1 como 2 ul 
de B-mercaptoetanol, se hierven'las·ínuestrasdur.ante 1 minuto 
y se aplican en los carriles d_E!l gelunidi nerisional. 
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ELECTROFORESIS EN UNA DIMENSION. 
GELES VERTICALE_S.OE 10%.ACRILAMIDA:-BIS .AC~ILAMIDA. 

Los geles de J?olÍ.acrliarlliaa;;V~rticaieS' .. de<un' aribllci· de 
1.5 mm se preparan.eri:.Pici,cás de ivi.dri.o, :agrega~do la"s siguie.n 
tes soluciones e~ el orden·e.spéc"ificad~:. ·. . · · 

'' !:~t:~~~~~l~ri!~~~1iflf ~i?i8Ji~~,~~~i~&4t"· 
21 ~=i:~~~~iii;;~i~~0:~1~f ~!ig~~~~~~i~ijii~itf ;.i,t-

Bis_ ... acrJlamida ·G·;g; ml';'O:~agüa;bidestiladá\8/.t 'mt·;~ 8% 

. !~¿:;~~mti:~!f t~~i!iii~~~J[~~{j~~~~~~:f ¡~· 
del gel.··· oe.spuéei:de·polimeri.,ar·seTelln\i(la" la f.ase 
orgánica y sé .enjuaga· muy bien con agua "déstilada asi 
como se seca co.n cúidado. . . . . . 

3) CONCEN'l'RADOR. Soluci6n de: Buffer 4x pH6.f (ii5"M 
Tris-HCl pH 6.8; o.4% sos) 1.5 ml, 30',{,.;.0~8%Acrilanida­
Bis acrilaiiida 1.2 111, agua bidestilada 3::s•ffi1:,á%T,g 
med 40 ul. 12.5% persulfato 80 ul. \e .·· .· 
Se deja polimeri?ar durante 15 minutos, colocando inme 
diatamente después de agregar la soluci6n•e1 peine P-ª. 
ra formar los carriles donde se van a colocar las 
muestras. 

Ya que haya polimeri1ado el gel se coloca en cámaras esp_g 
ciales donde se agrega el buffer de corrida (0.025 M Tris-HCl 
pH 8.3, 0.192 M glicina, 0.1% SOS). 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 acrila11ida, ya 
que se incrementa el voltaje a 125 volts hasta que llegue 
el colorante al tap6n. 

Al finali1ar la corrida se saca el gel de las placas de 
vidrio y se sumerge en una soluci6n de tinci6n de proteinas 
(a1ul de coomasie-netanol-ácido acético) durante l hora si 
la soluci6n no se ha utili 9 ado y durante toda la noche si ya 
es una soluci6n usada. Se destifte con varios cambios de una 
soluci6n de metanol:ácido ac&tico: agua en la proporci6n 
5:5:1 respectivamente. Si las 11uestras tiene11 incorporación 
de 11etionina 35 s, entonces, se si.gue el siguiente t:ratnmiento: 
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Se sumerge el gel durante 1 hora con 2 cambios en una 
solución al 100"/o de dimetil sulfóxido DMSO, con el objeto de 
deshidratar el gel. Posteriormente se sumerge el gel en una 
solución al 20"/o (p/p) de 2,5-difeniloxa?ol (PPO) en DMSO 
durante 3 horas. Terminado este tiempo se deja_ lavando el 
gel en agua corriente dutantelhora para seC:arlo:._al.~acío 
y poder exponerlo a plélcás de rayos X a -7.oó e pal:á c:ibterier 
la autorradiogra fía correspóndiente (W~M. Bonner y R;A. Las-
key, 1974). · ... · · · · · .... 

: '··-·,:':. " -.-

ELECTROFORESIS BID~ME~~IONAL. (' 

Para correr la pr i~:J~J~{~~Üsf6no' e]_~ct:ro~nfoq~e -deben 
prepararse tubos de vidrio delgados;• de}i~ ;?m de' longitud. por 
0.5 cm de diámetro de la siguÍ.ente~inaner~_=.-r· ··-·· ;·, 

se deben lavar con jabón (sigma~li.~r~::c!&fadol"e<úna cepic 
llada con un escobillón delgado.· Enjuagar. con\~g~ua corriente 
durante 15 minutos. Meterlos en KOH alco}'}6Hc:ia 'tdur.añte 15 mi 
nutos ( 8 M KOH 3 'lll, etanol absoluto 240 tril):'úrPosteriorrnente 
se enjuagan nueva'llente con agua corrie-nte düra'nte~·15 minutos 
y con 2 O '3 enjuagadas con agua bidestilada. Se/'s'eca n, Y se CJ! 

bren hasta antes de usarse. 

Se prepara 111 solución de acrilamida para los· tubos de .. · 
la siguiente forma: 28. 38% acrilamida, l.62% bis-acrHa'nidá. 
Para 12 tubos se toman 2 ml de la solución anterior-y se agr_g· 
gan 3 ml de 10"/o NP-40, 2.96 ml de agua y 0.75 'lll de anfolinas 
de pH 5-7, ajustando un ·.1olumen de 15 ml. Ele agita la solu­
ci6n anterior agregando 8.25 g de urea hasta que este disuel­
ta completamente, posteriormente se agregan 15 ul de 10'/o per·· 
sulfato de amonio y se quita el gas cJn vacío durante 1 minu­
to, por lo que se reco'llienda utili?ar un pequeno quita~ato. 
Después se agregan 10.5 ul de Temed y esta solución es la que 
se agrega a los tubos de vidrio que están sellados en el fon­
do con para film. El volumen que se agregue a los tubos debe 
alcanzar una altura de 12 cm aproxi'lladamente. Sobre la solu­
ci6n anterior se agregan 20 ul de 8 M urea y se deja gelifi­
car durante 1 a 2 horas. Se remueve la solución 8 M urea por 
aspiración 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 deia 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 aiu.li! 
tado con una goma, para colocar "de esta for~a los tubos en la 
cámara de electro'oresis. Se quita el buffer A y el agua y 
se vuelve a colocar huffer A (~O ul), llenando el tubo con 
0.02 M de NaOH desgasificada, El reservorio inferior de la ~é 
mara de electroforesis se llena con ácido fosfórico 0.01 M 
y el reservorio superior con hidró;~ido de sodio O.O? M, teni~n 
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do cuidado de no combinar las fases de los tubos. Se efectúa 
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 aspiraci6n el conteni 
do del reservorio superior, asl como ~1-buffer A .de lisis de 
los tubos. Se colocan las muestras de traduc~i6ndisueltas 
previamente en 40 ul del buffer A y sé_le.s agrEig~¡<sobre esta 
soluci6n 10 ul de buffer K (9 M urea, 1% anfolinaspH 5-7), 
llenando posteriormente el tubo con 0.02 NaÓH desgasif:icada, 
es de suma importancia no c~mbinar las fases en el tubo. 
Se vuelve a llenar la cámara 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 presión, evitando que se rompan e 
inmediatamente se equilibran de 1 a 2 horas con el buffer O 
(0.'06 M Tris pH 6.8, 10'/a glicerol, 2.3% SDS,0.07M B-mercapto­
etanol), si no se va a correr la segunda dimensión inmediata­
mente pueden almacenarse a -20ºC. (P_~<f. l)':C:arrelJ., 1Cl7"il. 

Segunda Dimensión. 
se preparan geles de 10% acrilamida-bis acrilamida ver­

ticales en placas de vidrio como ya se mencionó anteriormen­
te, sin colocar peine a la soluci6n concentradora. Se colo­
ca sobre el c~ncentrador el gel cillndrico de los tubos de 
electroenfoque y se cubre con 1% agarosa en buf <er O, cercio­
rándose de que no se formen burbujas de aire entre el gel 
plano y el cillndrico. Se deja gelificar la agarosa que tam­
bién tiene disuelto a?ul de bromofenol (25 ul). Se coloca 
en la cámara de electroforesis el gel vertical con el gel ci­
llndrico y se llena la cámara con el buffer de corrida (0.025M 
Tris-HCl pH 8.3, 0.192 M glicina, 0.1% SOS). 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 tapón. 

Después puede te~irse con a?ul de coomasie y tratarlo con 
2,5-difeniloxa?ol PPO en DMSO, de la manera que se especific6 
en la electroforesis unidimensional, ya que las nuestras tra­
ducidas incorporaron metionina 35s. Asi~ismo se secan los 
geles y se exponen a placas de rayos X a -70ºC para obtener 
las respectivas autorradiograflas. 
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RESULTADOS 

- ·, - - ~"- -

A:A~~~~r~!~A~N~~~M~:~~A~~dR~go I>~tf~~ló:~ó!~gR~~~~IWL 
EL TRATAMIENTo_;,~~-';5 tE~~~~szL lL .~. ~--·_ -

--~~:_:_i::i·«~?iL;}/~~' =·:e-;;~-< ''o'-_, ~~c.~_':·:~-'.~.:<~.-·:~: 

se realizaron tres trataill'.i~~J()9~~d~_'ci1"n~~f·~~~-a~n,';~t~~ºca'.~r~cii6n 
cada uno, con 3 diferentes lotes de.ratas Wistar.lllacho deicinco 
semanas de edad al iniciarse el experiment6;'.·-r;a·s'rafa9:·fueron 
alimentadas con la misma dieta especial; tanto" las:;:deF,grÚf>O con-
trol como las intoxicadas con ccl

4
. ----· -- -· ·--. -

En cada lote se agruparon 8 ratas para el grupo c6_nfrol y 
8 ratas para el grupo intoxicado. Al grupo control.sola~ernte se 
le inyect6 intraperitonealmente aceite mineral,_ mientras-que al 
grupo intoxicado se le inyect6 intraperitonealmente· ei:>t:etraclo­
ruro de carbono diluido en aceite mineral como se - indica -'en;ila 
secci6n de Material y Métodos. · · ·· · ... ·· ::;>: 

El peso inicial promedio de los tres·iot~~:d~ir~'.t~~-bontrol 
fue de 60.23±5.35 g de un total de~~1.;~nimale_s-';\,~El~peso;.;iqlcfal 
promedio de los tres lotes de ratas a las:queb;e les·intóxic6 con 
tetracloruro de carbono fue de 58 .65±3 ;16 ;_g';1'.'· : • '·.•:'.•.··· ' • 

En las tablas que se muestran en·la'Ú~¿¡~~t·:~~';:int, se se-
flalan los incrementos en peso (gramos) oBservadcis .en los animales 
control y tratados con tetracloruro de carbOrio, durante periodos 
de una semana durante el tratamiento• total· de •5 semanas. 



ANALISIS DEL INCREMEN'ro DEL PESO DE LAS RATAS CONTROL 
E INTOXICADAS cóÑ TETRACLÓRURO DE e.AR BONO DURANTE ·. 

Et TRATÁM:tENTO· DE 5 SEMANAS~. . . . 

LOTE 1 
LOTE 2 
LOTE 3 

TOTAL 

LOTE 1 
LOTE 2 
LO'rE 3 

PROMEDIO 
TOTAL 13.as±s.2 
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AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS. 

En el aislamiento de hepatocitos por medio de la técnica 
de perfusión hepática, no se encontraron dificultadesy .se 
efectuaron 31 ensayos en total, donde ·se obtuvieron coinc:i valor 
promedio 15xlo7 ± 5. 92xlo7 _células; que ténian generálmente 
una viabilidad entre 70 y 9~. deterrn1nada por la 'técnica cde 
exclusión de azul detrip_cino; ,~_; ' ~~'~ ----· _, ,~;~:-'' 

.,:·" 
;:, 

xic••=~ ~~i:~i~~;jf~:~~~·~~~"i~t~:c~~~~;:¡~fü f~~~t~lJf ]~~~. ··· ·· 
taba algunas d~f:l.cultades, puesto que no era sufici,~nte',lincajJ 
tidad de colagérla-sa perfundida en el tejido, yél;Cp3e:'f!~,e~sta ;• 
semana el higado se encontraba sumamente_ dá!'iado/~inósérándo¡.úna __ 
fibrosis extrema, por esta razón el rendimiento;'c'efÜlar';ciurante 
la quinta semana de tratamiento disminuia al cóiripar

1
a'rse !c'on el 

obtenido con las demás ratas (1Sxlo7 cel.), llegarido'a~ser. en 
ocasiones de lxl07 hepatocitos. ·, ··· ·-·-- :-_,;. 

<:.<" 

Los hepatocitos obtenidos se alicuotaban en vl~le~·;~-11 -
cantidad aproximada de 4xlo7 células por vial y se~'co'ngeÍaban 
inmediatamente en nitrógeno liquido. · ··: 

AISLAMIENTO Y ANALISIS ELECTROFORETICO DEL RNATOTAL 
DE HEPATOCITOS. 

El extracto de RNA total de hepatocitos se analizó electro­
foréticamente en geles de agarosa al 1. 2% en buffer Tris-Boratos 
o en Tris-Acetato-EDTA (TAE). El gel se ti!'ii6 con bromuro de · 
etidio y se visualizó con un transiluminador de luz ultravioleta. 

En la siguiente figura se observa un minigel con 8 d.iferen · 
tes muestras o preparaciones con aproximadamente 1 ug de RNA 
total en cada carril. 
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-2a s 

-18 s 

Fig. 12 ANALISIS ELECTROFORETICO DE RNA TOTAL 
EXTRAIDO DE HEPATOCITOS DE RATA. 
AGAROSA 1.2% EN BUFFER TRIS-BORATOS. 
TINCION CON BROMURO DE ETIDIO Y VISU~ 
LIZADO EN TRANSILUMINADOR DE LUZ U.V. 
1) RNAt rata con i ntoxicaci6n aguda~~' 

2) 

3) 

4) 

S) 
6) 

7) 

8) 

RNAt 

RNAt 

RNAt 

RNAt 
RNAt 

RNAt 

RNAt 

con cc14 (1 dosis, 24 horas) 
rata con intoxicaci6n de 
3 semanas con CCl4 
rata con intoxicación de 
1 semana con cc14 
rata con intoxicaci6n de 
5 semanas con ccl4 
rata sin intoxicar 
rata con intoxicación aguda 
con cc14 (1 dosis, 24 horas) 
rata con intoxicación aguda 
con ccl4 (1 dosis, 24 horas) 
cerebro de rata: Marcadores 
de RNA ribosomal 28S y las. 
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En el anterior gel (figura 12 ) se observa una banda .de mayor 
P.M. con respecto a los marcadores ribosom~les, corresponc1e a 
DNA residual en la preparación. 

La 9ureza del i'lcido nucleico utilizado en las preparaciones 
se midió al hacer el cociente de las absorbancias.del RNA>a 260 nm 
y a 280 nm y generalmente corresponde auna relación de .1 :1. á 1. 9, 
considerfrndose que tiene escasa cantidad de proteinas. Asimismo 
se registró la relación de absorbancias de 260 nm y de 230. nm 
y se obtuvieron datos de 2.2 a 3.0, que certifiéannuevainente 
la escasa cantidad de proteinas en las preparacione·s. Mtiestras 
de RNA total que no cubrieran estos requisitos de pureza se des-. 
cartaban para los anHisis posteriores de hibridaciones· con el 
DNA con la secuencia de ACTINA. 

En cuanto al rendimiento de RNA total de los hepatocitos. se 
efectuaron 27 ensayos de los cuales se determinó un valor medio 
que correspondió a un rendimiento del 62.95% ! 38.51%. Cabe ha· 
cer la observación 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 cc14 • As1 
mismo el aspecto de este RNA total de ratas hepatectomizadas, 
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 ll'M fosfatos pH 7, después del corrimiento electroforético de 
diversas muestras de RNA total obtenidas de hepatocitos de rata. 
Se tiffió con bromuro de etidio y se visualizó mediante un trans­
iluminador de luz ultravioleta. 

Analizando el corrimiento de las muestras de RNA total de 
hepatocitos, se distingue claramente que las muestras no desnatu · 
ralizadas~4tienen un mayor corrimiento electroforético, al obser­
los marcadores ribosomales del RNA (28S, 18S) en la parte infe­
rior de la banda de 2.0 kb, mientras que la muestra desnaturali­
zada 3, tiene un corrim.ie nto electroforético menor, ya que los 
marcadores ribosomales del RNA se encuentran entre las bandas de 
4.4 y 2.0 kb. 

Debe seffalarse también que la fluorescencia del RNAt desna­
turalizado (carril 3) no es tan marcada como la mostrada por los 
RNAt sin desnaturalizar (carriles 1 y 4). 
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Fig.13 ANALISIS ELECTROFORETICO DEL RNA TOTAL DE HEPATOCITOS 
EN GELES DESNATURALIZANTES (GLIOXAL-DMSO) 

AGAROSA 1.2%, 10 ll'M FOSFATOS pH 7. TINCION CON BROMY 
RO DE ETIDIO, VISUALIZADO EN TRANSILUMINADOR DE U.V. 
l) y 4) RNAt de hepatocito (2 ug) sin desnaturalizar 
3) RNAt de hepatocito (20 ug) desnaturalizado 

con glioxal-DMSO. 
2) DNA bacteri6fago lambda (l ug) digerido con 

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

Ab•orb•ncla 
260 !VII 

Fig. 14 PATRON DE ABSORBANCIA DEL RNA EN CROMATOGRAFIA 

.•. 

EN COLUMNA OLIGO dT 
Gr&fica de absorbancia a 260 run vs número de 
fracciones obtenidas al hacer las respectivas 
diluciones con amortiguadores de diferente fue~ 
za i6nica sobre la columna oligo dT, con el 
objeto de obtener el RNA poli A+ • 
Fracci6n 1-131 SOLUCION BE I, 20 mM Tris-HCl 

pH 7.6, 0.5 M NaCl, l mM EDTA, 
0.1% sos. 

Fracci6n 14-17: SOLUCION BE II, 20 mM Tris-HCl 
pH 7.6, O.l M NaCl, l mM EDTA, 
0.1% SDS. 

Fracci6nlS-28: SOLUCION BE III, lo mM Tris-HCl 
pH 7.6, l mM EDTA, 0.05% SDS. 
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Las fracciones colectadas con la solución BE III (18-28) 
se precipitaron con 0.2 M de acetato de sodio y 7CJ'/a de etanol 
durante 12 horas a -20°C, posteriormente se centrifugó la mue~ 
tra para obtener, los cristales de RNA poli A+, que se. resuspe.n 
dieron en un minimo volumen de agua bidestilada estéril, de la 
cual se tomó una alicuota para medir su absorbancia a 260 nro. 
El rendimiento obtenido de RNA poli A+ fue del 83.5%. 



ANALISIS ELECTROFORETICO DEL PLASMIDO RECOMBINl\NTE CON LA 
SECUENCIA GENOMICA PARA ACTINA DE Drosophila melanogaster 

J . 1 
: . f. 

~ • 1 

2 .3 
2 . '1 

1 2 3 4 5 6 

2.: 

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 bacteriófago lambda (l ug) dige-

rido con Hind III. 
2) Plásmido PBR322 (0.5 ug) 
3) Plásmido PBR322 (0.5 ug) digerido con BAM HI 
4) Plásmido recombinante de actina (l ug) 
5) Plásmido recombinante de actina (l ug) 

digerido con BAM HI. 
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En el carril 5 se observa un fragmento de 4300 pares de bases 
que corresponde al DNA del plásmido PBR322 linearizado y un frag­
mento de 2800 pares de bases que corresponde al DNA genómico de 
ACTINA. Con esto se verifica lo reportado por Tobin, et al., es 
decir que la subclona gen6mica Kla para ACTINA de Drosophila mela­
nogaster porta una secuencia insertada de 2800 pares de bases en 
el sitio BAM HI del plásmido PBR 322. 
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PREPARACION DEL PROBE RADIOACTIVO DE ACTINA. 
PATRON CROMATOGRAFICO EN SEPHADEX G-100. 32 
FRACCIONAMIENTO DE LA MEZCLA DE MARCAJE CON P. 

Se efectuó la técnina de "Nick Translation" que nos per­
miti6 marcar radiactivamente cualquier+DNA con una actiyidad 
específica del orden de 9.l x 107 cpm - 5.8 x 107 cpm por 
ug de ácido nucleico. Esta técnica se utilizó para marcar el 
plásmido recombinante con la secuencia ge nómica para actina 
de Drosophila melanogas~er obtenido de Federico Sánchez del 
Instituto de Investigaciones sobre Fijació~ de Nitrógeno y 
descrito por Tobin, et al. 1980. 

La reacción es catalizada por la DNA polimerasa I de 
E. coli, incubando simultáneamente con DNAasa I para generar 
rupturas en cadena sencilla que son los sitios de in~~iaci6n 
de la DNA polimerasa I (Pol I). Se marcó con 5' lp: - P J tri­
fosfato de deoxicitidina, que posee una actividad específica 
de 410 Ci/mmol. El DNA marcado se purific6 por cromatografía 
en Sephadex G-100. En la gráfica se muestra un patrón 
de eluci6n en Sephadex G-100 obtenido al promediar datos de 
6 ensayos. El primer pico de radiactivi.dad corresponde al 
DNA marcado con 32P que es excluido de la columna. El segun­
do pico de radiactividad corresponde a nucleótidos libres no 
incorporados al DNA, 

Se precipitan con etanol al 7CJ'/o y 0.2M de NaCl, así como 
con DNA acarreador (5 mg/ml), las fracciones correspondientes 
al primer pico de radiactividad y el DNA marcado se recupera 
por centrifugación, 

+ La actividad especifica que se obtiene fluctúa entre 
9.1-5.8 x 107 cpm/ug de DNA. 



Fig. 16 PATRON CROMATOGRAFICO EN SEPHADEX G-100 
Gr&fica de radioactividad (cpm x 104/ul) 
vs n6mero de fracciones obtenidas al 
eluir con: 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.1% 
SDS, 50 mM Tris-HCl. El pico de radioqg 
tividad se colectó y precipitó para obt~ 
ner el DNA marcado con 32p que tiene la 
secuencia de actina. 

64 



HIBRIDACION DEL RNA CON EL PROBE RADIOAC'l'IVO. 
(METODO DE "NORTHERN BLOT HYBRIDIZATION") 
DENSITOMETRIA DE AUTORRADIOGRAFIAS. 
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Las hibridaciones se realizaron con los plflsmidos.recombi'-
- 32 --- •• ---· -

nantes para actina marcados radioactivamente con --- P--Y con los 
filtros de nitrocelulosa a los cuales se les transfirieron las 
muestras de RNA desnaturalizado en geles con glioxal I -- pio\renie..Q 
tes de hepatocitos de rata después de haberse cumplido las dif,g 
rentes etapas de;L tratamiento con tetracloruro de carbono. 

La hibridación se realizó a 42ºC en condiciones relajadas 
en presencia de formamida al 50'/o. El tiempo de hibridación fue 
de 48 horas, aunque puede disminuirse al tomar en cuenta el tie.m 
po de renaturalización media del probe de doble cadena, calcula­
do con la ecuación que se expone a continuación, de donde se ob­
tiene un valor de 2.84 horas. Se toma en cuenta para asegurar 
más este tiempo de renaturalización 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 (Maniatis, 
et al., 1982). 

N(lmero de horas para alcanzar - c0t1¡2 -­
la renaturalizaci6n media del 
probe. --:~·~ -

X = Peso del probe aftadido a 
Solución de Hibridación 

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

Z = Volumen de la reacción 
(Sol. de hibridación) 

,l l....! l.Q X 2 = 2.84 
l X 5 X 10 
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Después de la hibridación y los lavados pertinentes para 
eliminar inespecificidad, el filtro de nitrocelulosa se secó y 
se expuso a pelicula para rayos X, obteniéndose las autorradi~ 
grafias que se sometieron al an~lisis densitométrico. En este 
an~lisis de las manchas autorrad~~gr~ficas de la HIBRIDACION 
ESPECIFICA del RNA con el 5'l~- P) dCTP DNA de ACTINA, se 
determinaron comparaciones de las intensidades de las manchas 
mediante el peso de los picos de absorbancia obtenidos gr~fic~ 
mente del espectrofot6metro, tom~ndose como unidad la mancha 
del RNA control en cada caso. 

ESPECIFICIDAD DE LA HIBRIDACION 

1 2 3 

Espe~1ftctdld dt 
11 ~tbrtd111ct6n. 

1 2 3 

Fig.17 La Especificidad de la Hibridaci6n entre el RNA 
total de hepatocito y el probe radioactivo de 
ACTINA, se demostr6 al observar una sola mancha 
radioactiva donde se corri6 el RNA desnaturali­
zado (10 ug) -carril 1-. En el carril 2 se 
analizó una muestra de RNA sin desnaturalizar 
(10 ug), la cual no hibrida con el DNA radioac­
tivo. Por último en el carril 3 se incub6 una 
muestra d9 .RNA con RNAasa pancreática(l.().ig) y 
se corrió electroforéticamente, careciendo de 
hibridación con el probe de actina. 
La placa autorradiogr~fica se muestra con dife­
rentes tiempos de exposición en la pelicula de 
rayos X, sobreexponiendo la placa del lado der~ 
cho para cerciorarse de la especificidad (carril 1). 



Fig.18 

HIBRIDACION DEL RNA POLI A+ Y RNA POLI A­
CON EL PROBE DE ACTINA RADIOACTIVO 

1 2 

. -
Poli Poli 
~+ A-

Autorradiografia que muestra la hibridación 
de muestras de RNA poli A+ y RNA poli A-
con el DNA que contiene la secuencia de 
ACTINA marcado con 32P. Las muestras de RNA 
se obtuvieron mediante una cromatografia en 
columna oligo dT a partir de RNA total de 
hepatocitos de rata. 
Densitométricamente el RNA poli A- (carril 2) 
representa el 9()% de la intensidad mostra.da 
de man!:lr11 mfis compacta por el RNA poli A+ 
(carril l). 
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El an(ilisis de la anterior autorradiografia muestra que a pesar 
de aislar el RNA mensajero (RNA poli A+ -carril 1 ) a partir del 
RNA total, quedan residuos de RNA mensajero de ACTINA en la fra.g 
ci6n correspondiente al RNA poli A- (carril 2), por lo que se 
decidió trabajar con el RNA total de hepatocitos que provoca 
que se observen manchas claras de hibridación, comparables a la 
observado con el RNA poli A+. 
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RNAm DE ACTINA DE HEPATOCITOS DE RATA. INTOXICACION AGUDA CON 
TETRACLORURO DE CARBONO -24 horas-. ( "NORTHERN HYBRIDIZATION"). 

1 

• 
ílata 

Hepa tec­
t.omi Z11da 

Fig .19 Autorradiografia de RNAm de actina obtenido de 
hepatocitos de rata. La cantidad de RNA total 
que se corrió 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 cc14 y sacrificada a las 24 horas (Int~ 

xicación Aguda). 5) RNAm de actina de hepatocitos 
de rata hepatectomizada y sacrificada a las 24 h. 
El an&lisis densitométrico muestra que las inten­
sidades de las manchas 2 y 4 se incrementaron 
7.28 y 6.9 veces con respecto al control respectj 
vamente. La mancha 5 se incrementó 19.4 veces 
con respecto al control. Cada muestra corresponde 
a diferente animal con caracter1sticas de peso y 
camada similares uno de otro. 

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

1 2 3 4 5 6 

-· ' t ' t COfttl'OI 

'"Pr· et e 14 
control I~. SemaM 

CC1
4 

Fig. 20 Autorradiograf1as que muestran la variaci6n del 
RNAm de ACTINA de hepatocitos de rata con una 
semana de intoxicación con cc14 (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 densitometr1a 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 l, 2 y 3 se analizaron 12.S ug 
de RNA total, mientras que en las muestras 4, 
5 y 6 se analizaron 20 ug de RNA total. 
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RNAm DE ACTINA DE HEPATOCITOS DE RATA. TRES SEMANAS DE INTOXICh 
CION CON TETRACLORURO DE CARBONO. ( "NORTHERN HYBRIDIZATION"). 

1 

.·~:. : 

2 3 

,,.. -l._.tcacta. .... 

4 5 6 

Fig. 21 Las autorradiografias 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 durante 3 
semanas con cc14 • 
La densitometr1a sefiala el siguiente análisis: 
las muestras 2, 3, 5 y 6 representan 0.8, 0.6, 
0.6 y 1.1 veces el valor del control, respectj 
vamente. 
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RNAm DE ACTINA DE HEPATOCITOS DE RATA. CINCO SEMANAS DE INTOXJ 
CACION CON TETRACLORURO DE CARBONO. ( "NORTHERN HYBRIDIZATION") 

Fig. 22 

., 
2 3 4 5 

·. ,. .~-

' CClfttrol 5 semanas contra 1 S semanas 
Intoxicación Intoxicación 
con cc1 4 ~ 

Las autorradiograf1as que se ilustran analizaron 
en cada carril 20 ug de RNA total de hepatocitos 
de rata. l) 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 CCl4. 
La densitometr1a seftala lo sigi.1iente: las manchas 
de RNAm de ACTINA 2, 3, y 5 representan 2.1, 2.1 
y 2.9 veces el valor del RNl\m de ACTINA control 
respectivamente. 



RNAm DE ACTINA DE HEPATOCITOS DE RATA DURANTE EL TRATAMIENTO 
DE CINCO SEMANAS DE INTOXICACION CON TETRACLORURO DE CARBONO 

( "NORTHERN HYBRIDIZATION"). 

1 2345 e 
... ...... -+e - --~ ~ti ... - -e ·e · · 8 . ... 1 .. 11 

g .,. 8 ''"" ...: 
,_, _ UI") lft § 

-~e:~.,, .. , • 
Fig. 23 La autorradiograf1a muestra en el orden que 

se indica el RNA mensajero de ACTINA obtenido 
al hibridar el RNA total transferido a papel 
de nitrocelulosa con el proba radioactivo de 
ACTINA 32p, 
l) RNAm ACTINA de hepatocitos control 
2) RNAm ACTINA de hepatocitos intoxicados 

3) 
durante l semana con ccl4 
RNAm ACTINA de hepatocitos control 

4) RNAm ACTINA de hepatocitos intoxicados 

5) 
durante 3 semanas con ccl4 
RNAm ACTINA de hepatocitos intoxicados 
durante 5 semanas con CCl4 

6) RNAm ACTINA de hepatocitos normales a partir 
de RNA poli A+ obtenido de RNA total. 

El RNA total analizado en cada muestra fue do 
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35 ug a excepción del RNA poli n+ que fue de 20 ug. 

. ·, 



LOCALIZACION DEL RNAm DE 1\CTINll POR HIBRIDACION DEL 
RNll TOTAL DE HEPATOCITOS COK EL PLASMIDO RECOMBINllNTE 
CON LA SECUENCIA GENOMICA P~RA ACTINA DE Drosophila 

Fig. 24 

2J. 1 ~'.b 

9.4 
r,,.; 
4.4 

2.J 
2 .IJ 

melanwaster. 

La fotograf1a muestra el minigel en condj 
cienes 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 transfirió fue teñido 
con bromuro de etidio ~· se visualizó con 
un transiluminador de luz U.V. 
1) DNA del bacteriófago lambda (2 ug) dig~ 

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 durur: 1J. l semana. 
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Se observa en el gel, en los carriles donde se analizaron 
las muestras de RNA, do~ mancha~ Cj\lO correspnnden a los m~rca­
ctores ribosomales 28S y lBS desn,turalizados, asimismo se eañala 
la localiztlión en el gel donde se encontró la mancha de hibri­
dación especifica con el "probe de actina ", al co;:1parar distan­
~fos :::on la autorradi.ograf1a respectiva del papel de nitrocelulosa 
donde se transfirieron estas muestras para hibridarsc después 
con el DNA radi.oa~tivo. 



In 
ttllt•rv:h 
Clll) 2 0 

Fig. 25 Gr&fica que muestra la localizaci6n de la mancha 
autorradiogr&fica, correspondiente a la hibrida­
ci6n 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 transfiri6 a papel de nitrocelulosa para 
hibridarse espec1ficamente con la secuencia de 
ACTINA contenida en el probe radioactivo, 

ln 
(.!C) 

Distancia 
recorrida 

ln 
(y) 

y= -0.Slx + l,57 
r 2= 0.99 
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La mancha autorradiográfica de la hibridación (RNAm ACTINA) 
observ6 los siguientes datos: 

Distancia recorrida 
ln (y) 



HIBRIDACION DE MANCHAS. ( "DOT BLOT HYBRIDIZATION"), 
DENSITOMETRIA DE AUTORRADIOGRAFIA, 
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En este experimento alternativo a la técnica de obtenci6n 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 
se hibridaron con el probe de ACTINA marcado radioactivamente con 
32 P, bajo las mismas condiciones mencionadas en los experimentos 
anteriores. 

1. 

:1N.'I. total .l-:. 
He~~t?cito~ ~1, i,toxic1r . 

• 61· •• 
OUT BLOT HYBRIDIZATION 

14 7.0 3.5 l. 75 

e e ·~ •• 

(ug) 

0.87 0.4 

• '·'."}";)1.tocitos í:1';o::ic."1.<~'.Jri 0:::-,:1 un.-:i. ln~j'.-:: 

Fig. 26 Autorradiografia que corresponde a la hibridación 
del RNA total de hepatocitos de rata con el proba 
radioactivo 32 P 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 ccl4 y obtenidos después de 24 horas 
(Intoxicación Aguda). 
El RNA mensajero de actina de hepatocitos con intoxi 
caci6n aguda incrementa su cantidad con respecto al 
control, puesto que la intensidad de la mancha en al 
primer caso os mayor al compararla con la dilución 
respectiva del control (verificar con la densitomotria). 



ANALISIS ELECTROFORETICO UNIDIMENSIONAL DE LAS PROTEINAS 
OBTENIDAS AL TRADUCIR "IN VITRO" RNA TOTAL DE HEPATOCITOS 

DE RATA, CON INCORPORACIQN. DJ!: METIONINA 3.Ss. 

Fig, 28 
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Autorradiograf1a de las prote1nas que iD 
corporaron metionina 35s, al ser traduci 
das "in vitre" diferentes muestras de 
RNA total obtenido de hepatocitos de ra­
ta durante el tratamiento con cc14 • 
Gel vertical al l~~ de acrilamida-bis 
acrilamida tratado con DMSO-PPO después 
del corrimiento electroforético, secado 
y eKpuesto a la placa de rayos X. 

1) Control negativo (sin RNA total de hepatocitos). 
2) y 4) 1 semana de intoxicación con cc14 • 

3) Hepatocitos sin intoxicar 
S) y 6) 3 semanas de intoxicaci6n con ccl4 . 

7) 5 semanas de intoxicaci6n con cc14 . 
B) Hepatocitos sin intoxicar (control int. aguda) 
9) Hepatocitos intoxicados agudamente (una dosis 

de CCl4 y obtenidos a las 24 horas). 
10) Hepatocitos de rata hepatectomizada y 

sacrificada a las 24 horas. 
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ANALISIS ELECTROFORETICO BIDIMENSIONAL DE PROTEINAS os3ENIDAS 
AL TRADUCIR RNA TOTAL CON INCORPORACION.DE METIONINA 55, 

tes 
En este experimento se tradujeron ~'in 1Jitr6 11 >las siguien­

muestras de RNA total de hepatocitos 'dé:',rata·: <'.;' · · · 
' ' .·, -- ... ~.:,-· . ' "~ . '"' - ' . - ... 

1) Control Negativo: agua y 1isado' (~iri '~¡\ ~6~alde he-

2) :~º~~;~~)de hepatoci tos sin ¡n{¿~l~ai?> .· .. \:( 
3) RNA total de hepatocitos con 1 semana de i~t;xf~~~i6n 

con cc14• 
4) RNA total de hepatocitos con 3 semanas de intoxicaci6n 

con CC1
4

• 
5) RNA total de hepatocitos con 5 semanas de intoxicacifi 

con CCl • 
6) RNA totil de hepatocitos intoxicados con una dosis de 

cc14 y obtenidos a las 24 horas (int. aguda). 
7) 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 an~lisis electroforético unidimensional de 
las prote!nas obtenidas al traducirlas "in vitre". 

Después de traducir las muestras de RNA total, se proce­
di6 a efectuar el electroenfoque y posteriormente se corri6 
la segunda dimensi6n en geles verticales al 10% de acrilamida­
bis acrilamida, los cuales se sometieron al tratamiento de 
DMSO-PPO para poderlos secar y exponer a las placas de Rayos 
X, con el fin de obtener las respectivas autorradiograf!as. 

A continuaci6n se muestran las autorradiograf!as resul­
tantes del an~lisis bidimensional de prote!nas, señal~dose 
la posición de la actina en cada una de ellas. 



Fig, 27 Gráfica obtenida del análisis densitométrico de la 
autorradiograf1a correspondiente a la hibridaci6n 
de manchas de RNA total (Dot Blot Hybridization). 
La densitometr1a de la autorradiograf1a anterior 
sefiala que la intensidad del RNA mensajero de 
ACTINA correspondiente a los hepatocitos con in­
toxicaci6n 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 espectrofot6metro. 
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Cabe sefialar que hubo un detalle que interfiri6 en la adecua 
da obtenci6n de manchas autorradiográficas, ya que puede observa~ 
se que se presenta una marca en forma de cruz dentro de la mancha 
radioactiva, que carece de registro de emisión de particulas radiQ 
activas. Posiblemente esto se haya debido a que se marcó con lá­
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 fijación del RNA al papel por 
lo que no hibridó con el proba radioactivo de ACTINA. 
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Fig. 33 Autorradiograf1a que muestra el an&lisis bidj 
mensional de las proteinas que incorporaron 
metionina 35s, obtenidas al traducir "in vitro" 
El 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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Fig, 32 

·-~ 

• 

Autorradiograf1a que muestra el aña.ü5Is 'bi.c:Umen 
sional de las proteinas marcadas con.metionina 
355, obtenidas al traducir "in vitre" el.RNA to­
tal de hepatocitos de rata intoxicada cónuna d.Q 
sis de cc14 y sacrificada a las 24 horas/· · 
La exposici6n de la placa de rayos X fue .de l dia 
a -70°C, ... 
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Fig. 30 Autorradiograf!a que muestra el control negativo, 
es decir no se agreg6 RNA total de hepatocitos al 
lisado de reticulocitos, por lo que las prote!rias 
que se aprecian son inherentes al sistema y deben 
descartarse de las autorradiograf!as posteriores. 
La exposici6n de la placa de rayos X fue de 6 d!as 
a -70°C. 
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Fig. 29 Gel bidimensional que muestra la posición 
de la alfa actina obtenida de m6sculo de 
conejo y que no se marc6 radioactivamente 
(pI 5.4). Este patrón sirvió como punto de 
referencia para localizar en las autorra­
diograf1as la actina marcada radioactivameB 
te con 35s-met, obtenida al traducir "in vj, 
tro" RNA total de hepatocitos de diferentes 
periodos de intoxicación con cc14 . La actj, 
na de hepatocitos (beta y gamma) se encuen­
tran adyacentes a la alfa actina pero al ser 
m~s b~sicas se encuentran hacia la izquierda 
del gel. (Gabbiani, et al. The American 
Society fer Clinical Investigation, Inc. Vol. 
73, 148-152, 1984). 
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Fig. 31 
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Autorradiograf1a que muestra el análisis bidiniensiónal 
de las proteinas obtenidas al traducir; ~.'in vJtro" el. 
RNA total de hepatocitos de rata éontrotc~°"'t°a~-:iixposi.ci6n 

de la placa de rayos X fue de 24 horas a,.;.7_0°c;· 



TllAllH;CIOll "IN VITllU". IBIDllUSIOIW.). 

llCA SEIWIA DE INTUXll:ACIOll t:Oll CC14 • 

. " ICtllll 

Fig. 34 Autorradiograf!a que muestra el anUisis bid~mensional 
de las prote!nas que incorporaron metionina 05 Sy que 
se obtuvieron al traducir "in vitro" el RNA total de 
hepatocitos de rata con 1 semana de intoxicaci6n con 
CC14 • El tiempo de exposici6n de la placa de rayos X 
fue de 24 horas a -70ºC. 
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TRAll'J~ClOll "IN VITRO". IBIOllllENSIOlflll). 

TRES SEl'WIAS DE INTOXICACION CUfll CCl 4• 
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Fig. 35 Autorradiograf1a que muestra el análisis bidimensional 
d l t 1 . t. . 35 e as pro e nas que incorporaron me ionina s y que 
se obtuvieron al traducir "in vitro" el RNA total de 
hepatocitos de rata con 3 semanas de intoxicaci6n con 
cc1 4 . El tiempo de exposici6n de la placa de rayos X 
fue de 24 horas a -70ºC. 
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Fig. 36 

TAADUCCIOM "IN VITRO". (BIDl"ENSIONAL). 

ClllCO SEMANAS [l[ INTOX!CACION CON cc•4· 

.. "~ctiM 
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Autorradioqraf1a que muestra el an~lisis bidimensional 
de las prote1nas marcadas con metionina 35 s, obtenidas 
al traducir "in vitre" el RNA total de hepatocitos de 
rata con 5 semanas de intoxicaci6n con cc14 . La placa 
de rayos X se expuso durante 24 horas a -70°C. •• 
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DISCUSION .!lli RESULTADOS. 

Para lograr los objetivos planteados en este trabajo se 
dispuso de técnicas especificas en el campo de la Biolog1a 
Molecular, ya que se realizaron ensayos de aislamiento de 
&cido ribonucleico (RNA) total de hepatocitos de rata, iden­
tificación del mismo mediante electroforesis e hibridaciones 
con el plfolsmido 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 procedió a traducir "in vitre" el RNA total para 
analizar las proteinas sintetizadas. Las condiciones bajo 
las cuales se trabajó fueron durante el tratamiento con tetr~ 
cloruro de carbono, con el objeto de producir cirrosis hep&tl 
ca, que se manifiesta con la aparición de tejido conectivo y 
regenoraci6n nodular en el higado aunque de manera no muy pr~ 
minente a las 5 semanas de la intoxicación (R. Pérez Tamayo, 
1983). 

El primer aspecto a discutir son la variaciones de peso 
de las ratas que se sometieron al tratamiento con CCl41 comp~ 

radas con los animales control, los cuales solamente fueron 
inyectados intraperitonealmente con el vehiculo del agente 
t6xico, 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 
que en el lote control se incrementa m&s el peso que en el l~ 
te intoxicado, o sea que la intoxicaci6n afecta al crecimien­
to normal del animal, disminuyendo el incremento en el peso. 
Cabe senalar que dentro del periodo de tratamiento, entre la 
tercera y cuarta semana se nota que el aumento en gramos es 
m&s considerable con respecto a las semanas restantes, ya que 
entre la cuarta y quinta semana la variación disminuye; este 
fen6meno 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 desviación est&ndar 
obtenida en cada caso, la cual es de considerarse. Esto se 
debo a que persisten variaciones individuales originadas por 
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maltiples 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 perfusión hep&tica, se puede señalar que durante las 
tres semanas de intoxicación, 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 dificu1 
tudes ya que el h1gado se encontraba en un estado fibroso en ~ 
yor proporción, por lo que se tenia que agregar más colagenasa· 
a la solución de perfusión y este hecho traia como consecuencia 
la disminución de la viabilidad celular y el menor rendimiento 
en la obtención de células. Hay que señalar, que aunque no se 
tienen fotografias al respecto, las células a partir de la ter­
cera semana ya manifestaban anormalidades morfológicas, como son 
la presencia de inclusiones lipidicas en el citoplasma, y a la 
quinta semana se pierde la forma redonda de la membrana citopl&2 
mica de las células aisladas, transform&ndose en membranas muy 
irregulares, asimismo las células aumentan en tamaño, aan asi se 
podian observar también hepatocitos normales dentro de esta pobl~ 
ci6n celular aislada. Este hecho nos sugiere que tal vez se es­
tén aislando otras células además de los hepatocitos, o que en 
realidad los hepatocitos esten muy afectados por el curso de la 
intoxicación. 

Si se estuviera aislando otro tipo celular durante la quinta 
semana del tratamiento, el candidato que se sugiere es el corres­
pondiente a los miofibroblastos, por las evidencias de su apari­
ción reportadas en la cirrosis, células que contienen un aparato 
contr~ctil 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 cc14 . Además al 
centrifugar la población celular obtenida después de perfundir 
el higado hace más factible que estos miofibroblastos queden 
en la pastilla obtenida que en el sobrenadante, donde quedan 
suspendidas las células de menor tamaño, que 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 intoxicaci6n con cc14 
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 re.sultados. El 
antilisis del RNA en geles no desnaturalizantes puede comprobar 
la ausencia de degradaci6n de este €leido nucleico al presentar 
claramente los marcadores ribosomales, asirr.ismo el an&lisis del 
gel desnaturalizante del RNA y transferido a papel de nitrocel_y 
losa, manifiesta solamente manchas correspondientes a los marcj! 
dores ribosomales y no se distingue otra tinci6n en el gel. 

El antilisis electroforético del pl&smido recomblnante con 
la secuencia gen6mica para actina de Drosophila melanoqaster fue 
satisfactorio, ya que se pueden localizar al digerir con la en­
zima de restricci6n BAM HI dos fragmentos que corresponden a 
uno de 4300 pares de bases, que es el plásmido pBR 322 lineariz1! 
do y a uno de 2800 pares de bases que equivale al DNA gen6mico 
de ACTINA, es decir la secuencia de ACTINA está insertada en el 
sitio BAM HI del plásmido pBR 322, lo que concuerda con los 
datos reportados (Tobin, et al. 1980). Figura 15 . 

Al encontrarse en condiciones adecuadas el pl&smido recombi­
nante de ACTINA, se marc6 radioactivamente con 32p (5' (.o<-32pJ 
trifosfato de deoxicitidina) sin tener probl•lmas al respecto y 
se procedi6 a hibridar los papeles de nitrocelulosa a los que se 
les habia transferido el RNA desnaturalizado de hepatocitos en 
diversas etapas del tratamiento. 

La especificidad de la hibridaci6n del DNA con la secuencia 
de ACTINA y el RNA fijado en el papel de nitrocelulosa (Método 
de "Northern Hybridization "), se pudo comprobar como se observa 
en la figura 17 , ya que el "probe radioactivo" solo hibrid6 en 
un solo sitio con la muestra de RNA desnaturalizado, no haciéndQ 
lo con el RNA sin desnaturalizar ni con el RNA digerido con RNAsa 
pancre&tica. Sin embargo al sobreexponer la autorradiograf1a, 
en el carril del RNA sin desnaturalizar puede observarse una µe­
quel'la rnancha autorradiogr&fica en la parte inferior del gel, no 
coincidiendo con el mismo sitio de la hibridaci6n especifica, 
es decir donde se localiza el RNArn de ACTINA de hepatocitos de 
rata. La explicaci6n para esta hibridaci6n, 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 locj! 
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lizada por el "probe radioactivo" con mayor di ficul t<td en una 
zona inferior a la mancha especifica del RNA desnaturalizado. 

La hibridaci6n especifica del "probe de ACTINA" con el RNA 
poli A+ produjo una mancha autorradiográfica muy clara y compa~ 
ta, sin embargo se decidi6 trabajar con el R~A total ya que al 
observar la hibridación del RNA poli A- se ~uestra una mancha 
autorradiográfica que representa el 90% de la intensidad prody 
cida por la mancha especifica del RNA poli A+, localizada en la 
misma posición aunque de manera más dispersa, no tan compacta, 
este hecho indica que hay residuos considerable= del RNAm de 
ACTINA en la fracción poli A-. Además las hibridaciones obte­
nidas con el RNA total no mostraron difere~cias significativas 
respecto a la hibridaci6n con el RNA poli A+ (figuras 18, 20). 

El análisis de las hibridaciones especificas entre el RNA 
total desnaturalizado y el plásmido recombinante de ACTINA mar­
cado radioactivamente, muestra una mancha autorradiográfica clara 
que corresponde al RNAm de ACTINA, localizada entre los marcado­
res ribosomales 285 y 18S, comparando la autorradiografia con el 
gel transferido y teffido con bromuro de etidio (figura 24), asi­
mismo se obtuvo de manera aproximada el tamaffo de este RNAm, se­
ffalándose de 2.8 kilopares de bases (figura 25). 

A continuación se resumen los datos obtenidos del análisis 
densitométrico, que analiza las intensidades de las manchas aut~ 
rradiográficas que representan al RNAm de ACTINA. Se anota el 
valor promedio de los resultados mostrados en cada etapa del 
tratamiento con CCl4: 

--
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Del an&lisis anterior se observa que el nivel de RNAm de 
ACTINA en hepatocitos al transcurrir la intoxicaci6n con tetra­
cloruro de carbono, varia de la siguiente maneras a las 24 ho­
ras con una sola dosis del agente t6xico, se incrementa consid§ 
rablemente la cantidad del RNAm de ACTINA, aunque la respuesta 
no es constante en todos los animales, demostrado por la desvi~ 
ci6n est&ndar obtenida. A la primera semana de intoxicaci6n el 
nivel se mantiene incrementado con respecto al control, pero 
disminuye un poco con respecto al valor del RNAm de ACTINA en 
la intoxicaci6n con una sola dosis 1e CC14 a las 24 horas (in­
toxicaci6n aguda), aunque también hay gran variación individual. 
A la tercera semana sucede un fen6meno curioso, ya que el nivel 
del RNAm de ACTINA disminuye llegando a alcanzar valores menores 
al del control o similares al del control. Por último 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 dr&stico hacia los hepatocitos y la res­
puesta para regenerar el tejido hep&tico, trae implicito el de­
sarrollo de la mitosis en los hepatocitos, elev&ndose hasta 600 
veces con respecto al nivel basal (Leffert et al., 1982), fenó­
meno que 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 ootenido en este ens~ 
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 obtenido para hepatocitos intoxi­
cados agudamente con CCl4. 

Con los resultados descritos anteriormente puede menciona.r 
se que a medida que avanza la intoxicaci6n con tetracloruro de 
carbono, el nivel de RNArn 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 dr&stica 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
feraci6n 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 más 
marcada en la hepatectomia, ya que el daño es mayor. ..cabe hacer 
notar que las células no parenquimatosas proliferan después que 
los hepatocitos (Leffert et al., 1982). · 

A pesar de que el primer ciclo replicativo dura entre 24 
y 36 horas, éste no se presenta de manera sincrónica por l.o 
que se justifica la variación en el nivel de RNAm de actina en 
diferentes individuos, ya que la respuesta al daño, no dependa 
solamente del esti:nulo sino también estfl en función de las ca­
racteristicas del animal. Sin embargo al no suspender el agen­
te tóxico en contacto con el hígado, la proliferación hepática 
es continua, y el hepatocito se sigue replicando lo que trae 
consigo el aumento en el sistema ~ microfilamentos de ~ 
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 regeneración en enfer­
medades crónicas no es total, puesto que nunca llega a iguala~ 
se la velocidad mitótica 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 intoxicación 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 ácido ribo­
nucleico de actina. La explicación que se propone se funda­
menta en el hecho de que durante el aislamiento celular se ob­
tienen dentro de la población de los hepatocitos, células mor­
fológicamente normales y células con morfologia distinta a la 
de los hepatocitos, que constituye un tipo celular de mayor 
tamaño e inclusiones citoplásmic'lls¡ posiblemente este tipo de 
células contribuyan al incremento del RNAin de actina ya que 
se propone que sean miofibroblasto~, los cuales desarrollan 
un abundante sistema de microfilamentos y que se presentan 
durante la regeneración hepática en una cirrosis según datos 
reportados por Majno, Gabbiani, et al. en 1971. 

La observación acerca de la aparición de células de mayor 
tamaño durante una regeneración hepática en una cirrosis tam­
bién lo han reportado otros investigadores al aislar tres po­
blaciones de la fracción de células parenquimatosas mediante 
un gradiente de Percal y que se diferenciaban además de su ta­
maño en 111 densidad que rep0rtaban, ya que dos poblaciones te­
nían similar diámetro (15 um) y la tercera era mayor (22 um). 
Las células de menor tamafio mostraban incrementado su raticulo 
citoplásmico rugoso y glicógeno, mientras que el otro tipo ce­
lular presentaba vacuolas (Homma, et al. 1982). El hecho es 
de qua existe la posibilidad de que la población de células 
aislada en la quinta semana de intoxicación con ccl4 , no correa 
ponde solamente a hepatocitos sino que esté apareciendo otro 
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tipo celular que corresponder1a 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 etiol6gico que origina la cirrosis hepática o de la especie 
afectada (Majno, Gabbiani et al., 1971). 

La hibridaci6n de manchas ("Dot Blot Hybridization"), per­
miti6 constatar nuevamente la diferencia entre el RNAm de ACTINA 
de hepatocitos sin intoxicar y de hepatocitos intoxicados con 
una dosis de cc14 y obtenidos a las 24 horas, incrementándose 
el nivel del RNAm de ACTINA en estos últimos 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, considerándose 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 man 
cha se defina bien en intensidad y por lo tanto su observaci6n 
para su análisis no es tan adecuada. 

La electroforesis unidimensional de las proteinas marcadas 
con 35s-met sintetizadas "in vitro" a partir del RNA total de 
los hepatocitos, permite observar un aumento significativo en 
la s1ntesis general de prote1nas a las 24 horas de intoxicaci6n, 
incluyendo entre ellas a la ACTINA, inclusive el patr6n de rata 
hepatectomizada es comparable al de la intoxicaci6n 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 están incrementadas en s1ntesis, comparadas con las 
prote1nas sintetizadas por la muestra control (hepatocitos sin 
intoxicar), aún as1 este aumento en la sintesis proteica a las 
cinco semanas no es comparable con el obtenido durante la i.nt.Q 
xicaci6n aguda. La falta de concordancia entre la ACTINA sin­
tetizada y su RNAm durante la intoxicaci6n con cc14 , se puede 
adjudicar a que el sistema requiera de ~cido ribonucleico de 
mejor definici6n, es decir RNA poli A+, en lugar de utilizar el 
RNA total, con el objeto de obtener una mejor sintesis proteica 
sin que interfiriera RNA de otra especie y se cuantificara asi 
m&s confiablemente las proteinas sintetizadas "in vitro". 
Aún asi los resultados obtenidos a las 24 horas y a las 5 sema­
nas ~e intoxicaci6n siguen sosteniendo lo postulado con ante­
rioridad con lo que respecta a la explicaci6n hecha sobre el 
incremento de RNAm de ACTINA en estos periodos, pero cabe se~~ 

lar que pareciese ser que el aumento de RNAm de ACTINA no es 
especifico sino que se incrementan diversos ácidos ribonuclei­
cos mensajeros, puesto que se manifiesta al traducirlos "in 
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vitre". También existe la posibilidad de que no se encontraran 
los ácidos ribonucleicos mensajeros. en .condiciones 6ptimas para 
su traducción, al no utilizarse el RNA .. total inmediatamente de§. 
pués de su extracción y que por lo tanto~.no manifestara los va­
lores reales de las proteinas sint.etizadas; 

El corrimiento electroforético en gel.es 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 más acidica, alfa actina, 
tiene un punto isoeléctrico de 5.4 1 sin embargo existen la forma 
beta y la forma gamma que son más básicas, pero que se localizan 
adyacentes al analizarse en geles bidimensionales. La actina 
del hepatocito es beta y gamma actina no muscular (Vandekerckhove 
y Weber, -comunicación personal con Denk 1982-). Con estos 
datos se localizó la actina no muscular del hepatocito marcada 
con 355 met, al obtenerse de la sintesis "in vitre" del RNA 
total de hepatocitos de diferentes periodos de intoxicación con 
tetraclo1:uro de carbono. La comparación de las manchas auto­
rradiogr~ficas correspondientes a la actina, muestra que tam­
bién se incrementa con respecto al control, la actina de hepa­
tocitos intoxicados con una dosis de cc14 y que se obtuvieron 
a las 24 horas, as1 como en circunstancias de hepatectomía 
parcial, pero no es un aumento especifico, sino que en reali-
dad casi todas las proteinas se incrementan. El análisis 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 
intoxicación, sin llegar a la intensidad de la mancha obtenirla 
en el tratamiento agudo, pero también se observa un increment.o 
en la intensidad de las manchas de otras proteinas, lo que co~ 
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 Bioquimj 
ca, Centro de Investigación y .:J.e 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 intoxicación eró 
nica con cc14 , se manifiesta a la primer dosis de cc14 un in­
cremento del 47%, existiendo una relación de isoformas beta/gamma 
del 60:40, similares a las que existen en higados normales: 
esta relación no se mantiene conforme progresa la intoxicación 
con tetracloruro de carbono, ya que a pesar de mantenerse ele­
vado el contenido de actina total de higado, la relación de las 



isoformas beta y gamma fue la siguiente: a la tercer semana 
la relación 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 relación beta/gamma por un in~ 
cremento de esta última conforme avanza la intoxicación, 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 cj 
rrosis hepática. 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 di 
rectamente o mediante traducciones "in vitre" del RNJ\m res­
pectivo), puesto que al ser la isoforma gamma un marcador :na.s 
diferencial entre la actina de hepatocitos y la de miofibro­
blastos, puede ser una guia para poder concluir a que tipo c~ 
lular se le atribuye el incremento de actina durante una in­
toxicación crónica con cc14 y a su vez determinar en qué eta­
pa del tratamiento aparece este tipo celular. Sin embargo 
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los resultados de este trabajo no diferencian muy bien las 
isoformas beta y gamma alteradas durante la intoxicación cr.Q 
nica y desgraciadamente no se continuó 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.11.) muestran el análisis de acti­
na atribuible a hepatocitos solamente, sino que es analizado 
de h1gado total, donde hay heterogeneidad celular. De esta 
manera y con el objeto de cerciorarse que en realidad se trab~ 
ja con una población homogénea de hepatocitos, se sugiere 
determinar marcadores especificas para estas células, tal cg 
mo la albúmina y para diferenciar a los hepatocitos de los 
miofibroblastos se pod1a determinar un marcador especificas p~ 
ra los últimos como es la colágena, ya que desarrolla un ex­
tenso aparato contráctil del citoesqueleto este tipo celular, 
conteniendo abundante cantidad de colágena tipo III. Por 
lo tanto si se dispusiera de los apropiados plásmidos recom­
binantes para albúmina, colágena y actina, se podria hacer 
un estudio más completo y certero, con respecto a la distri­
bución y localización del sistema de MICROFILAMENTOS durante 
una intoxicación crónica con tetracloruro de carbono que ori­
gina cirrosis hepática, asimismo se procuraria una mejor re­
solución durante los ensayos electroforéticos unidimensiona­
les y bidimensionales. 
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CONCLUSIONES 

l. - La metodologia utilizada permi ti6 aislár, identificar y 
cuantificar el ácido rihoriucilE!icfo mensajero:de ACTINA · 
en hepatocitos de rata)dur_an~eeJ cür:so'dejlci intoxicación 
cr6nica con tetraclO,~tl~º •. ~e ;i~5po~9_.< • ; : ::;•"' i, .. 

2. - El RNAm de ACTINA 6b't'enid'b';de'~.11~~~:~oc·iyb~··aa: ;/~~~ .. tiene 

aproximadamente 2 •. s;,~;:~~f'.re};~.~~;,~,ª.~~~-~;;·-~-·~ •• ~ ]¿'; 
3. - El tratamiento. con tetracióJ:.urc:>'·ci~'[caJ:bonO(dur'antécinco 

serna nas produjo éi~r·o~ls~Keptf:f~a'':aÜñque'~:'dez'man;i:a':fno 
muy prominente. .::;·;:··~:;;·,.. .:>·c.\ .,,,.- ····-·, <·•·· - .. ,_ - · 

•· -~~:.~~: ~~·~:bt~;ri~~~~rif ~f~~1;~:~~1~t~ft,~~:~%.~~:~~ 
significativamente'el.cont~nido de;RNAm:de _ACTINA/~h la 
población' de células, parenquinía tosas o')iepatoc'itos. 

-~· , - , - -·--o><,.'.~- __ ,,'-.~:··:,- - · . ~~~:.-- _-· __ -oi-- ·'':;:"'"~·,;-~-'.iJ\:,_i;°',=}:--"1-;-: ·--'.;·•-

5. - A la semana del tratamiento; el niyei·"d~/~Ñ;~-~d~ ACTINA 
se encuentra elevado, sin emba'rgo• di"srii'iriuy~f.'cion;;;f_especto 
a la intoxicación aguda (una dosis•Ae~~cl.4)ii~;~jf:2;~ <" 

6.-

7.-

En la tercera semana se alcarizaniniVeiE!s,normal.es'.·o menores 
que el control (hepatocitos si'n;iríEoki~~rf{:énf'c~ahtc)a la 
cantidad de RNAm de ACTINA.¿•;:_:f~~1'Jx··~rii~ºf"<4~~~g~:}bi~iti{i{J_"=~ .. -

,". ·-,::,'. 

Al finalizar el tratamiento de,cincO ~~íllarí~~f.co~éó14 .e1 
nivel de RNAm de ACTINA vuelveaincreme'ntarse~si'n;alcanzar 
los valores reportados en la primera sE!maria.;/ '· ..• 

·,.,-,··-·:-.-.·>-.'·.·. 

B. - Se sospecha que la contribución de RNArn de Ac.irN~-i~~ra nte 
la última semana del tratamiento se deba a .un' tipo celular 
diferente a los hepatocitos, proponiéndose- como candidatos 
apropiados a los miofibroblastos. 

9.- El an~lisis electroforético de las proteinas ·~intetizadas 
"in vitre" a partir de las muestras de RNA total de la 
población de células parenquimatosas, no fue muy convincente 
puesto que no se observan cambios cuantitativos de las 
proteinas de hepatocitos a la primera y tercera semana del 
tratamiento, aunque si prevalece el incremento significativo 
en la sintesis general proteica de hepatocitos en la intox~ 
cación 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 prote1nas restantes este incremento, 
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