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INTRODUCCION

Las enfermedades son el resultado de ataques o mal
funcionamiento de 6rganos y/o células y como resultado de
lo anterior, alteraciones de una serie de eventos molecu-
lares. Las consecuencias patol6gicas de este ataque se
pueden traducir de diferentes formas, (Fig.1l) (1}, Como
se puede apreciar en esta figura donde se pone como ejem
plo al hfgado, las alteraciones pueden ir desde cambios
enzimfticos a diversos niveles, hasta la aparicién anormal
en la circulacién de material propio del S6rgano atacado.
La agresifn puede venir del medio externo a través de in-
fecciones bacterianas, virales o sustancias téxicas u ori
ginarse dentro del mismo organismo como en los casos de -

defectos genéticos, enfermedades autoinmunes, etc. (2,3).

La agresifn hepi&tica comenz6 a ser estudiada en for-
ma sistemftica a partir de 1938, gracias al hallazgo de -
antfgenos hepato-especf{ficos (4). Posteriormente, se en-
contr$ que la salida de compuestos intracelulares a la —-
circulacifn (principalmente enzimas) estaba relacionada -

con los casos de necrosis hepdtica (5,6,7).

La cuantificacifn de los niveles séricos de enzimas
en los casos de lesién orgfnica, ha demostrado que en un
nimero importante de ellas no son especfficas para el —-
diagnSstico de lesifn orgdnica finica; sin embargo, cons-
tituye una buena herramienta en el diagnéstico clinico -

(8,9}.



En la literatura existen antecedentes en los cuales
se describe la obtencién de antfgenos especificos de hf-

gado.



INTERACCION INICIAL
HIGADO

Activacidn Cambios de RE Niveles de ATP
suprarrenal Inhibicién del RNA

y sfntesis de pro-

tefnas.

Pérdida de Alteracién de patro- Acumulacién de
glucSgeno nes enzimdticos. grasas

Recuperacién Alteracién de mem-
branas celulares.

Cambios Dafio mitocondrial
irraversi-  Entrada de ca't
bles Falta de aporte
energético
NECROSIS

Cuadro 1. Cambios producidos en el hfgado por accifn do

férmacos.

de diferentes especies incluyendo al hombre (10,11,12).

Estos antfgenos han sido estudiados con el objeto de en-
tender los mecanismos involucrados en la fisiopatologfa de
padecimientos hepfticos, asf{ como de la distribucibn de cs

tos antfgenos en la célula hepdtica debido a que reaccio-

nee inmunes contra ellos pueden estar relaciopadas con en-
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fermedades autoinmunes de naturaleza generalizada (13-20)

El trabajo presente ha sido orientado hacia la apli-
cacidn de técnicas inmunolégicas en la deteccibn de mate-
rial antigénico especifico circulante, como un fndice de

lesibén hepitica.

Proponemos hacer de esta prueba, un método de diag-
néstico temprano de lesidn hepitica que si bien, no es esg
pecifica para una enfermedad hepStica determinada, sf po-
dri demostrar cualguier grado de lesifén (en extensién y/o
tiempo) a ese nivel y que sea ademSs, de bajo costo y de

f8cil realizacién.

A) ANTECEDENTES HISTORICOS DE LA OBTENCION DE ANTIGENOS
HEPATICOS,

Se han idontificado muchos componentes antigénicos en
el hfgedo y algunos de ellos cn asoclacibn con organelas
intracelulares, incluyendo microsomas y mitocondrias (10~
12), 8in embargo, a los antfgenos que se les ha dado mayor
interGs son indiscutiblemente aguellos asociados con la -
membrana plasmdtica del hepatocito, ya que &stos se encuen
tran directamente relacionados con la fisiopatologia de -
algunas enfermcdades autoinmunes hepfiticas tales como la
hepatitis crfnica activa y algunos tipos de cirrosis (13~
20). Claude en 1938, por centrifugaci6n diferencial (frac
cionamiento citogufimico de homogenados tisulares) ajislé -

fracciones subcelulares de hepatocitos. Esto hizo posi-
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ble que en 1940 Henle y Chalmers demostraran la organc-es
pecificidad de fracciones citoplasmfticas de hapatoeitos
. do ratén {4).

Bn 1941, Furth y Kabat, mediante fijacién de comple-
mento encontraron antfgenos organo~especificos en fraccio-
nes citoplasmfiticas del hepatocito. Hacia 1943, no se po-
daia afin definir si las particulas correspondfan a fraccio-
nas mitocondriales o microsomales. Claude en 1546, demues
tra que las fracciones hepiticas usadas por Henle y Chalmers

y por Furth y Kabat eran de naturaleza microsomal (21,22).

Dumonde y col. encontraron por doble inmuncdifusidén
radial diferencias antigénicas entre productos provenien-

tes de mitocondrias, lisosomas y microsomas (13).

La caracterizacifn en 1956 por Palade y Siekevitz,
de la fraccifn hepStica microsomal en términos morfolégi-
cos y bioquimicos, 416 las bases fisiolégicas para estudios
posterioras de los antfgenos microsomales hepato-gspeci{fi-

cos (21,22).

En 1958, Vogt demusstra que un antisuero anti-micro-
somas hep&ticos puede convertirse en espacffico de hfgado

por absorciones con microsomas de rifin (21,22,24).

Witbeck y Rosenberg encontraron un antfgeno ribosomal
no-especffico de 6rgano o tejido, pero sf de la fraccidn

subcelular (25,26).



D'Amelio y cols. demostraron en mitocondrias 7 antfi-
genos éspocificos, ademis de dos antfgenos propios de mem-—
branas internas y no de membranas externas. (10,11,27).
De los trabajos mencionados anteriormente se puede deducir
que hay muchos antfgenos especificos de cada fraccidn sub-
celular: ocho de la fracci6n citoplasmitica soluble, siete
de mitocondrias, 11 da microsomas y uno de membranas extexr

nas de mitocondrias y dos de membranas internas (10,11).

Algunos de estos antigenos no son especf{ficos de &Sr-
gano, mientras que otros {los de mayor importancia) son -

organo-especificos.

Otros investigadores le han dado mayor importancia a
la fraccidn citoplismica soluble y asi Dorner y cols. en
1962 describen una protefna soluble hepato~especifica, la
cual se cdastruye tanto con tripsina como con calor a los

90°C durante 5 minutos {28=30}.

Fravi y Lindenmann en 1968 obtienen una protgfna so~
luble hepato-especffica extrafda con clorofoxmo del sobre
nadante de un homogenizado de hepatocitos de rata. La do
ble inmunodifusidn de esta protefna presenta asélo reaccién
cruzada con extractos de rifién y suero nommal de rata. A

esta protefna se le denomin6 "antfgeno F" {(31).

La importancia del "antfgeno F" se demostrf hacia -
1373 ya que por doble inmunodifusi6n se encontré asociado
a dafio hepatocelular, hepatitis viral, estcatonecrosis y

carcinema hepatocelular (32,33).
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Mihas y col. y Sugamura y col, purifican y caracteri-
zan al “antfgeno F" de extractos salinos de hiigado de ratln
y demuestran su hepato-especificidad. Este antfgeno tuve
un peso molecular entre 40-80,000 & y un punto isoelctrico

de 6.5~6.7. Estudios de inmunofluoresencia demostraron al
Yantfgeno F" distribufdo homognencamente en el citoplasma de

las células hepdticas {(34-38).

Meyer zum Buschenfelde y cols. y Licht y cols. caracte-
rizaron una protefna soluble hepato-especffica probablemente

similar a la descrita por Dorner ¥y cols.

Esta protefna tuvo la caracteristica de ser detectada
comp tal en pacientes con hepatitis crénica activa, asf como

anticuerpos contra ella misma en los mismos pacientes,

Estudios inmunoguimicos y fisicogquimicos demostraron gue
este antfgeno era una lipoprotefna hepato-especffica de alto
peso molecular y de baja demsidad, la cual se encontraba lo-
calizada en la membrana de los hepatocitos y se denomin6 LSP
{liver Specific Protein} (39-45).

Hasta ahora la organo-especificidad del LSP no ha sido
demostrada en forma convincente ya que preparaciones simila-
res de otros 8rganos de rata, tales como el rifin, pancreas
y bazo, reaccionan con la LSP y con el suero normal de rata,
por lo que se sugiere gue ésta expresa determinantes antigé-

nicos no especfficos de 6rganc ni de especie (46-53).



El aislamiento de hepatocitos para estudios fisiol6gicos

y metab6licos as{ como para la obtencién de antfgenos hepa-
to-especificos, llevé al aislamiente y cultivo de éstas cé-
lulas. Sin embargo, las c¢élulas as{ obtenidas resultaron

con disminucién de sus funciones (54},

Las mejores preparaciones de hepatocitos se obtuvieron
tratando al hfgado durante cortos perfodos a bajas concen-

traciones de colagenasa.

Howard y col. en 1967, describen un método para aislar
hepatocitos mediante el uso de enzimas (hialuronidasa y cola
genasa) y tratamiento mecdnico. Las c&lulas as{ obtenidas
mantenfan su integridad morfol6gica, as{ como sus caracte-

rfgticas fisiol6gicas durante lapsos prolongados (54}.

Berry y Friend en 1969 usaron el método de Howard en
la obtencidn de hepatocitos e introdujeron algunas modifica-
clones tales como la perfusifn hepdtica mediante el uso in
'situ de perfusiln por recirculaci6n, exponiendo durante ma-
yor tiempo el hfgade al medio enzimdtico y el uso de solu~
ciones para aislamiento libres de calcio y magnesio. Con
este nuevo procedimiento se reportaron hasta 80-90% de via~

bilidad de las cflulas hepiticas (55-58).

B) DARO HEPATICO EXPERIMENTAL.

El dafio provocado experimentalmente por drogas al hfga-
do ha permitido clasificarlas desde un punto de vista mor-

fol6gico en:
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1} Las que provocan colestasis
2) lLas que provocan colestasis y nacrosis

3) Las que provocan principalmente necrosis

En este trabajoc nos referiremos a aguéllas drogas que
producen necrosis debido a que hay salida de antfgenos he-

piticos a la circulacién.

Los signos histolégicos de este tipo de lesiones son
variables ya que incluyen desde hinchazén local o necrosis
por coagulacién de las células con ligera infiltracién lo-
cal de macr6fagos hasta zonas confluentes de necrosis que

llevan incluso a la destruccién masiva del hfgado.

En la mayorfa de los casos de hepatitis t6xica por dro-
gas tales como el tetracloruro de carbono, cloroformo, etc,
las lesiones son centrolobulares. Por otro lado, drogas
tales como el fésforo, compuestos arsenicales, tetracicli-

nas, etc., provocan lesiones periportales (5%~62)

MATERIAL Y METODOS

a) OBTENCION Y CULTIVO DE HEPATOCITOS

La obtencién de hepatocitos se realiz6 mediante la téc
nica de Berry y Friend (59), para lo cual se usaron ratas
macho de la cepa Long/Evans de 200-300 g de peso, aneste-
siadas con Ketalar (5mgs/100 g de .peso) y Droperidol (2 mgs/

100 g de peso). Una vez anestesiadas se les aplic6 0.6 ml
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de: heparina a travé€s de la vena dorsal de la cola. Poste~
riormente se incidid la pared ahdominal hasta llegar a la
cavidad, se localizd la vena porta y la vena cava inferior,
Ia cual se ligd al nivel de la entrada de la vena remal, in

mediatamente se cateteriz6 la vena porta con Punzocat Num.l8§.

Una vez realizada la cateterizacidn, se inicid la per-
fusidn hepdtica por recirculaci6n para lo cual se catete-
rizd de la misma manera la vena cava inferior en su porcién
tordcica a través de la auricula derecha completando asf el
ciclo. Para la perfusién se emple6 solucién de Hank con -
colagenasa tipo IV (Sigma Chemical Co.) 0.05%, la cual fue
colocada en una bomba de perfusifn de tres vifas. Al mismo
tiempo se colocd otra bomba de perfusifén, la cual contenfa
solucidn de Hank libre de enzimas (100 ml), solucifn Hepes
{4%), medioc de Leibowitz (30%), suero fetal de ternera {10%).
Ambas bombas fueron colocadas en bafio marfa a 44-46°C y co-
nectadas por una llave de tres vias a la porta de la rata.

. La presidén de perfusifn se obtuvo con carbfgeno (02 al 95%

y C02 al 5%). (foto 1}.



foto 1. Perfusién hepdtica por recirculacifn atraves

de la vena porta. La presifn de perfusién se mantie-

ne manualmente.
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AD suaCu DERRCKA
VC| vaua cava rznion
VP vewa ponra

VAD vEMA RINAL OER,

VRl vawa avmar 120,

Esquema 1. Relaciones anat@micas del higado y de la. vena
porta.
Una vez realizada la perfusifn del hfgado, &éste Be re-
tir8 cuidadosamente, se homogeneizf y posteriormente se =~

£iltr6 a través de malla de nylon.

Una vez obtenida la suspensidn sas centrifugs a 800,
600 y 400 rpm durante 5 pminutos, eliminando cada vez el so-
brenadante y resuspendiendo nuevamente en al medio base, el
cual es posteriormente suplementado con penicilina (50 u/ml)

y estreptomicina (50 ug/ml). (65).

Al finalizar las centrifugaciones se probd la viabili-
dad de los hepatocitos con la técnica de coloxante supra-
vital con azul de Trip€n. Se determinaron el grado de

contaminacidén, el rendimiento y la morfologfa {65).
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Antes de su uso tomaron alicuotas de 1 ml de la sus-
pensidn de hepatocitos cultivados, los cuales fueron some-
tides a sonicacién utilizando un desintegrador ultra;ﬁnico
(MSE) durante perfodos de 2 minutos a 12 micrones de ampli-
tud y a una intensidad media. El nlmero de perfodos de so-
nicacidn dependid de estudios, entre ellos de viasbilidad

de los hepatocitos mediante la técnica de azul de Tripdn.

Los hepatocitos sonicados son sometidos a centrifugacio
nes de 25,000 rpm 5x. Al sobrenadante obtenido se le deno-

miné "Fracei6n Soluble".

A la suspensidn obtenida despuéa de la sonicacitn se
le determin8 concentracién de protefnas mediante la tdcni-

ca de Lowxy (66).

b) OBTENCION Y TITULACION DE ANTICUERPOS ANTI-HEPATOCITOS.

Se emplearon conejos machos de la raza Nusva Zelandia
blancos’ (NZB) de 3 Kgs de peso; antes de la inmunizacién se

les sangrdé para usar el suero como testigo.

Las immunizaciones se realizaron con 2 mg de protefna

' en 1 m1 de adyuvante completo de Freund, pof vfa subcutf-
nea y semanalmente, 4x. Una semana después de la Gltima

inmunizacién, se sangrd para determinar el tftulo de anti-~

cuerpos.

Las immunizaciones subsecuentes se realizaron con 2 mg
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de protefna en 1 ml de adyuvante completo de Freund, por
vfa subeuténea y semanalmente 4x. Una semana después de
la Gltima inmunizacidén, se sangré para determinar el tfitu-

lo de anticuerpos.

Las inmunizaciones subsecuentes se realizaron cada

15 dfas durante cuatro ocasiones y posteriormente cada mes.

a) Descomplementacién: Una vez obtenida la sangre, se de~-
36 coagular a temperatura ambiente para la obtencidn de sue

ros fué descomplementado a 56°C durante 30 minutos.

b) Absorcidn del suero, Una vez descomplementado, fue
absorbido con eritrocitos de carnere y de rata a 4°C duran-
te toda la noche. Una vez finalizado este perfodo, se cen
trifugd y se eliming el sedimento. Posteriormente, se ab-
sorbié con suerc normal de rata en proporcién 1:1 inicial-
mente a 37°C durante 30 minutos y posteriormentc a 4°C du~

rante 72 horas.

Una parte del guero fud absorbida con homogenados de
rifin, bazo y corazdn en proporcifn de un volumen de homo-
genado por 5 voldmenes de suero. Inicialmente se incuba-
on a 57°c durante 30 winutos y posteriormente a 4°C duran
. te 72 horas. Finalizadas estas absorciones se centrifugsé

el antisuero y se eliminé el sedimento.

ta deteceidén de anticuerpos se llev6 a caho mediante

la t&cnica de fijacibén de complemento.
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¢} Fijaci6n de complemento, se lLlev6 a cabo en tres pasos:

.1) Deteccidn del complemento, El complemento es un sis-
tema complejo de protefnas séricas, las cuales estdn pre-
sentes en el suerc normal en forma inactiva. Cuando el pri-~
mer componente es activado en combinacién con un complejo
inmune, esto es capaz de activar una gran cantidad de mo-

1éculas’ del siguiente componente.

La activacién de los complejos va de Cl—cg,como una cas
cada amplificada, hasta que la menmbrana gobre la que se en~

cuentra el complejo es lisada,

Esta prueba puede ser usada como una prueba cruda escru
tadora de la actividad del complemento en el suero o bien,

como una prusba de la formacifn de complejos inmunes.

De manera clésica la prueba de complemento emplea eri-
trocitos de carnero, anticuerpos de conejo para los eritro-
citos de carnero y el suere fresco de cobayo como fuente de

+ complemento.

La heellisis ge mide espactrofotométricamente como la
absorbancia de la hemoglobina liberada y puede relagionar-
se de manera directa con el nlimero de eiitrocitos lisados.
La lisis an uh sistema estandnrizéde describe una curva sig
moidea, pero en la regidn intermedia, cerca del 50%de hemf~
lisis existe una relacidn casi lineal entre el grado de he-

mélisis y la cantidad de complemento presente. La mediciSn
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de la actividad hemolftica total del suero es tomada en el

nivel de 50% de heméligis (CHSO)'

La cantidad de CHgy es una unidad arbitraria que se de
fine come la cantidad de complemento necesaria para la li-
sis de 50% de los eritrocitos en las condiciones estdndar

de sensibilizaci6n de los eritrocitos con el anticuerpo.

2) Estandarizacién de los eritrocitos. Se lavaron eritro-
citos de carnero en solucién amortiguadora de veronal {SAV)
durante tres ocasiones a 1,500 rpm durante 5 minutos. Al
finalizar el Gltimo lavado se tomé del paguete de eritroci-
tos 1 ml y se llevé a 30 ml con SAV. La suspensifén se ajus
té con el espectrofotCmetro a una densidad 6ptica de 0,6 a
560 nm usando como testigo blanco,agua destilada. Lecturas
de 0‘6:0.01 en la escala de densidad 6ptica (DO} fueron acep-
tables. Para corregir las lecturas de DO hay que afadir o
removex SAV. El volumen final requerido de la suspensitn
puede ser determinado por la siguiente relacifn:

V final= (V inicial) (DO)
0.6

3) Determinacién de complemento. Al mismo tiempo de estan=-
darizacién de los eritrocitos,se preparé una dilucién de he
molisina (Difco) 1:2,000 en SAV. Se toman cantidades igua~
les de hemolisina/SAV y de la suspensién estandarizada de
eritrocitos de carnero. Se dejaron incubar a 37°C durante

10 minutos.



15.

Como fuente de complemento se usé suero de cohayo el

cual se almacend hasta su uso a ~70°C.

Se prepararon tubos de 13x75mm con diluciones de com-
plemento iniciando con una diluci6n de 1:3Q, se us6 como
diluyente SAV frfo, Todas estas reacciones se llevaron a

cabo a 4°C.

Una vez finalizado el perfodo de incubacién de laos e~
ritrocitos con la hemolisina (sistema hemolftico SH), se
afadieron 1.2 ml de este SH a las diferentes diluciones del
complemento dejdndose en incubacién a 37°C en bafio marfa

durante 30 minutos.

Al finalizar este perfodo de incubacién se le agregf
a cada tubo 1 ml de SAV frfo. Se centrifugaron los tubos
durante 5 minutos y se ley6 el sobrenadante en el espectro
fotémetro a 560 nm. Los resultados son determinados por-~
centualmente teniendo como 100% de hem@lisis total a los
eritrocitos de carnero incubados de la misma manera,pero

finalizando la incubaci6én afadiendo 1 ml de aqua destilada.

Los resultados fueron expresados en grdficas porcen-

tuales.

4} Pijacién de complemento. Un anticuerpo, antfgeno o un
complejo antfgeno-anticuerpo puede ser detectado por la es-
timaci6n del consumo de complemento o fijacién. La prueba

depende de un sistema de reaccién en dos etapas: En la eta-
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pa inicial inicial, un antfgeno soluble y un anticuexpo reac
cionan en presencia de una cantidad conocida de complemento
¥y una parte es consumida. En la segunda ctapa, la magnitud
de la actividad remanente del complemeqto después de la reac
cifén inicial con el complejo antfgenc-anticuerpo, es titula-
da en el andlisis hemolftico. Los resultados se expresan

como la dilucién mas alta del suefo que muestra fijacién pa
ra la estimacién del anticuerpo o por la concentracién del

antfgeno.

Para definir esta técnica se toma la CHg, como la can-
tidad mfnima de complemento requerida para lisar todo el vo-
lumen est&ndar de células rojas sensibilizadas y se tiene

un indicio del consumo de complemento.

Para determinar la fijacién de complemento en hepatoci-~
tos homogenizados, el antisuero producido contra ellosjse
usaron cuatro diluciones 50% hemolfticas de complemento y

el sistema hemolftico determinado anteriormente.

Se prepararon tubos con diluciones constantes del antf-
geno y variables del antisuero y viceversa de acuerdo al

cuadro 1.
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Diluciones del Ag | 1/58/160 Controles
Diluciones Ag 1/5
del Ab SAV
v c!
1/5 c-1
Ab 1/5
1/10 SAV
Cl
Cc-2
S{=}
1/20 g 175
c
c-3
1/40 g?v
Cc-4
SAV
1/80 -5

Cuadro 1. Detemminacién de las concentraciones adecuadas de
antf{geno (hepatocitos) y anticuerpo (anti-hepato-
citos de rata hecho en conejo)} para la fijacién
de complemento.

Estas preparaciones se incuban a 37°C durante 30 minu-
tos en bafo marfa en presencia de complemento. Al fipalizar
la incubacidén, se pusieron en contacto con el SH y se dejaron
incubando nuevamente a 37°C durante 30 minutos en baiio marfa,
Se determiné el porcentaje de hemblisis y se dispusieron

gr&ficamerte cnntra la dilucién.

Se us6 agar a 2% en amortiguador de barbital. Se colo-
cé el agar en el amortiguador y se puso a calentar en bafio

marfa hasta su disolucién. Posteriormente, se colocaron -
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3 ml de esta soluci6n en un portaobjetos y se dej6 solidi-
ficar, Para usarse, se rcealizaron orificios de acuerdo al
patrén requerido, colocdndose en el orificio central el an-
tisuero anti-hepatocitos de rata absorbido y sin absorber
con suerc normal de rata y en los orificios periféricos co-
mo antfgenos la fraccidn soluble de hepatocitos de rata, -
gl6bulos rojos de rata y de carnero, suero normal de rata

y las fracciones solubles de rifi6n, bazo y coraz6n de rata.
Se colocS el portaobjetos en cdmara hdmeda y se dejS incu-
bando toda la noche a temperatura ambiente. El patrén de
bandas obtenido se revis6 al dfa siguiente secando la placa
y tifiéndola con colorante para protefnas:azul de Coomasie.

(70-72).

o o
000 000
o

" Pigura 1. Patrén requerido para inmunodifusién (Ouchterlony)

e) Inmunoelectroforesis.

Se requiere de agar al 2% en amortiguador de barbital
y colocarlo sobre un portacbjetos, Se practicaron orificios
de acuerdo a la figura 2, aplicando en cada orificio la frac
cién soluble de hepatocitos de rata, gl6bulos rojos de rata
y de carnero y suero normal de rata, aplicando al mismo --

.

tiempo azul de bromofenol.
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Se llend el tangue del aparato de electroforcsis con
amortiguador de barbital. rPosteriormente, se colocd en es
te aparato el portaobjetos preparado poniendo en contacto
el portaohjetos con el amortiguador del tangue mediante pae
pel filtro. Sc aplies corrionte al aparato a una intensi-

dad de 8 mAmp por placa.

Cuando el colorante que¢ se aplicé cn los orificios lle-
g6 al £inal de la placa, se detuvo el aparato, se sacd la
placa y posteriormente, se quitd el gel del canal central
y se colocS el antisuero anti-hepatocitos de rata absorbido
con suero normal de rata. Se colocS la placa en cémara hi
meda durante toda la noche & temperatura ambientae, Poste=
riogmente, Se secd y sc tifi de la misma manera que la téc

nica anterior.

)
o)

o

- +

Figura 2. Patrén empleado puara inmunoelectroforesis y co-
locaclén de electrodos.

£) Contrainmunelactroforesis.

Se prepararon portaobjetos con agar al 2i. Al soli-

dificarse el gel, se realizaron los orificios de acuerdo
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a la figqura tres, colocando posteriormente en la regién
an6dica el antisuero anti-hepatocitos de rata absorbido con
suexo normal de rata y en la regidn cat6dica los mismos an~
tfigenos que se usaron para la doble inmunodifusién tipo -

Ouchterlony.

Se coloc6 la placa en el tanque de electroforesis de
la misma manera gue la té&cnica descrita anteriormente {70~

72} .

o O
O O
o O

+ -—

Figura 3. Patr6n empleado para la contrainmunoelectrofo-
resis y colocacién de los electrodos.

g) Inmunoelectroforesis bidimensional,

Se prepard la agarosa a 2% en amortiguador de barbi-
tal colocando 3 ml en un portaobjetos. Se dej6 solidifi-
car y se perfor$ la placa de la misma manera que para la
electroforesis,aplicando en el pocillo fraccidn so;uble de
hepatocitos de rata y colorante azul de bromofenol. Inme~
diatamente después sec corrif la electroforesis a 150 volts
durante 2 a 3 horas. Al finalizar el corrimiento se reti-

r6 la placa del aparato y se retir6 el gel de la placa cui

dadosamente colocdndolo en otra placa de 8 x 10 cms en uno
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de sus extremos (figura 4). Posteriormente, se colocaron
en el resto de la placa 8-10 ml de agar a los que se les
agreg6 1 ml de antisuero anti-hepatocitos de rata y se ca-
lent§ el agar hasta 56°C. Ya caliente el agar, se colocé
sobre el resto de la placa y se dej6 solidificar. Poste~
riormente, se coloc6 en el aparato de electroforesis y se
corri6 a 40-50 volts durante toda la noche. Al finalizar
el corrimiento, se retiré la placa del aparato de electro-
foresis, se sec6 y tifi6 de acuerdo a la técnica descrita ai:

teriormente (70-72).

A

O

Figura 4. Patrfn de corrfhiento de la inmuroelectroforesis
bidimensional. a) Primera fase del corrimiento
y colocacién de los electrodos, b) Segunda fase
y colocaciSn de los electrodos. )

c¢) PRODUCCION DE LESION HEPATICA EN RATAS Y CINETICA DE LI~
BERACION DE ANTIGENOS HEPATICOS A LA CIRCULACION.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Long/Evans de -
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200~300 grs de peso. Para la intoxicacién de las ratas
se utilizé como agente hepatotbxico tetraclorurc de car-
bono (cc14). el cual se preparé en una suspensién con 0.6
ml de aceite de olivo y 0.3 ml de CCl, aplicdndose una
sola dosis por via intraperitoncal dividiende a las ratas

an los siguientes grupos:

a)

b}

ratas con 1 hora postintoxicacifn
ratas con 2 hora postintoxicacifbn
[ ratas con 3 horas postintoxicacidn

e}

€
6
6

d) & ratas con & hoxas postintoxicacién
€ ratas con 5 horas postintoxicacitn
6

£) 6 ratas con 6 horas postintoxicacitn
g} 6 ratas con 12 horas postintoxicacidn
h}7 ratag con 24 horas postintoxicacién

Al terminar el perfodo correspondiente a cada grupo,
las ratas fueron sangradag a blanco por la arteria aorta
abdominal, retirando al mismo tiempo el higado para estu~
dios histol6gicos.

La lesifn hepitica fué estudiada por:

a) Fijacidn de complemento.

Una vez determinada la dosis hemolftica mfnima de com~
plenento, estandarizados los gl6bulos rojos de carnero sen-
sibilizados ¥ encontrada la concentracifn adecuada de anti~
suero anti-hepatocitos de rata capaces de inducir la mayox

fijaci6n de complemento, se inicif la determinacién de an-
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tfgenos circulante en el suero de ratas intoxicadas con cc14
empleando diluciones del suero de rata intoxicada iniciando
con 1:5. Una vez hechas las diluciones del suero de rata in-
toxicada, y poniendo en contacto con el antisuero anti-hepato~-
citos de rata y complemento, se incubaron a 37°C durante 30 mi-
nutos. Una vez filnalizada la incubaci6n se les agregé el SH.
Se incubaron a 37°C durante 30 minutos, se revisé la placa de
microhemaglutinacién y se determiné el tftulo obtenido por el
botén de eritrocitos o bien por la hem6lisis encontrada en el
sobrenadante. Las diluciones y los controles de esta prueba,

se muestran en la tabla 2.

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 C
1:5 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:5 1
2
3
REACTIVOS POZOS 1-9 10 INCUBACION
SRIx 25 ul 25 ul 30 minutos en bafio
sC1 25 ul ————— marfa a 37°C.
c! 25 ul T 25 vl
AV 6@ =eee- 25 ul
SH 50 ul 50 ul 45 minutos en baiio

marfa a 37°C.

CONTROLES

c* SH SAV
1 25 ul 50 ul 25 ul
2 25 ul 50 ul 5¢ ul
3 ———— 50 ul 75 ul
4 o———— 25 ul 25 ul 50 ul ————
5 25 ul 25 ul 25 ul 50 ul = eeme-
6 - sm—— 25 ul 50 ul 25 ul
7 25 ul  —e--- 25 ul 50 ul 25 ul

Tabla 2. SRIx. Suero de rata intoxicada. SCI. Anticuerpos -
antihepatocitos de rata. C' Complemento. S$-Sucro nedativo.
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b} Doble inmunodifusién de tipo Ouchterleny.

Con la misma técnica descrita anteriormente utilizando

como antfgenos los sueros de rata intoxicada con CC14.

¢} Contrainmunoelectroforesis.

De la misma manera que la descrita anteriormente, usan

do como antfgenos los sueros de rata intoxicada con ccld.
d) Electroforesis bidimensional.

De la misma manera que la descrita anteriormente usan-
do en la primera dimensidn el suero de rata intoxicada con
CCl4 y en la segunda dimensi6én el suero anti-hepatocitos

de rata hecho en conejo inclufdo en el gel.

e) Histol6gicos.

RESULTADOS

El homogenado del hfgado obtenido de acuerdo a lo -
descrito en material y métodes, reveld al examen micros-
clpico escascs detritus celulares y c8lulas aisladas de
las cuales 95~98% no sa tijfieron con el colorante azul de

Tripdn.

La contaminacidn fué de escasos eritrocitos y el ren
dimiento fué de 5'000,000 células/ml aproximadamente {fo-
to 2}, '
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Foto 2. Suspensién de hepatocitos de rata cultivados y

tefiidos con la técnica de azul de Trip&n (x800)
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La cantidad total de protefnas provenientes de los
hepatocitos obtenidos por sonicaci6n y determinadas por

el método de Lowry, fue de 8 mg/ml de suspensi6n.

El suerc de conejo anti-hepatocitos de rata tuvo un

tftulo por fijaci6n de complemento de 1:400,000.

Para demostrar la antigenicidad de la fraccibén soluble
de hepatocitos de rata con el suero de conejo anti-hepato-
citos,con y sin absorcifn con suero normal de rata,se em-
plearon las siquientes técnicas:

a} bDoble inmunodifusién radial,

Como se puede observar en la foto 3, el suero sin ab-~

sorber reacciond tanto,con los antigenos derivados de otros

6rganos del mismo animal,como con glébulos rojos de carnero.

Cuando el antisuexo fue absorbjdo con suero normal de
rata desaparecen las bandas de precipitacién heterGlogagj

gquedando Gnicamente visibles aqué€llas que reaccionan con su
antfgeno homélogo.

b) Inmunoelectroforesis.

En la foto 4 se observa que el antfgeno absorbido reac
ciona s6lo con su antfgenc homélogo (a,e) en la regidn cer-

cana al origen en la fraccién anédica lenta.
c¢) Contrainmunoelectroforesis.

Por esta técnica en la foto 5 de nuevo se observa gue

el antisuero absorbido forma una banda de precipitacién con
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soluble de bazo de rats . .-
soluble de corazbn de rata '
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conejo anti-fraccibn:eo

Foto 3. Doble inmuncdifusién tipo Ouchterlony
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Foto 4. Inmunoelectroforesis.
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contrainmunoelectroforesis.
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Foto 6.

Inmunelectroforesis bidimensjonal.

30.



a1.

su antfigeno homSlogo (a).

d) Inmuncelectrofeoresis bidimensional.

En la foto 6, se observa algo muy parecido a lo encon-
trado en la inmunoelectroforesis simple: bandas de preeci-
pitacién en la fracci6n anddica lenta. Sin embarge, la
fraccifn soluble de hepatocitos de rata estd contaminada
con otros elementos séricos de rata normal, pues la regién
en la que corre la albfimina, as{ como en la regién de las

gammas,se observan arcos de precipitacién.

Una vez demostrada por precipitacidn en gel, de la
presencia de dos antfgenos hepato-especfficos en la frac-
cién soluble de hepatocitos, se estudié el comportamiento
de estos antfgenos en forma seriada en el suero de ratas

a las que se les produjo lesién hepdtica por cc14.

En la foto 6, se aprecia por doble inmunodifusifn de
tipo Ouchterlony que, en todos los tiempos estudiados pos-
teriores a la intoxicacién con el suero de conejo anti-he-
patocitos de rata, hay bandas de precipitacién. Una vez
absorbido el suexo, las bandas de precipitacidn s@6lo se

aprecian a las 12 y 24 horas.

Por contrainmunoelectroforesis (foto 7) s6lo es reco-

nocido antfgeno libre derivado de hepatocitos en el suero
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de ratas intoxicadas a las 24 horas.

En la foto 8, se observa la inmunoelectroforegis bi-
dimengional y los antfgenos derivados de hfgados de ratas
intoxicadas por CCl,, de nuevo aparecen en la fracci6n an6-
dica lenta 86lo a las 24 horas; ademds, de nuevo swe obser-
van arcos de precipitacién correspondientes al corrximien-
to de las gammas sin serlo, pues por su forma, parece ser

que la albmina no migra y se quedS en el origen.
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Foto 6. Doble inmunodifusién de tipo Ouchterlony.




Foto T.

Contrainmunoelectroforesis.

3.



Foto 8.- Immunoelectroforesis bidimensional
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En la foto 9 podemos apreciax la grdfica que nos de-
muestra que la fijacién de complemento detecta antfigenos
hepdticos circulantes desde las 12 horas posteriores al

iniecio de la lesibn hepdtica.

FRULSA DY JLACKON D1 COWILIMINIC
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Los resultados histoldgicos nos demuestran que:

1) Los hfgados de rata durante las primeras seis horas
postintoxicacién, no demuestran cambios apreciables a la

microscopf{a de luz.

2) Los hfgados de rata, 12 horas posteriores a la intoxi-
cacidn demuestran lesiones pericapsulares con infiltracién
de polimorfonucleares {a} y colapsc de algunas 4reas del
parénquima hep&tico. Hay cambios degenerativos perif&ricos
consistentes en hinchazén celular, en algunas fotos se en-

cuentran zonas de necrosis (b). (foto 10}.

Foto 10. Demuestra la infiltracién por polimorfonucleares
(a) e hinchazén celular, (b) ¥y necrosis (c¢) (10x}.
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3)‘ Los hf{gados de rata, 24 horas posteriores a la intoxi-
cacifn, demuestran gue la estructura general del hfgado,

se encuentra conservada y en algunos sitios profusamente
infiltrada por polimorfonucleares. En el parenquima hepf-
tico, el hepatocito se encuentra aumentado de tamajfio y de
cuando en cuando aparecen grupos de hepatocitos hinchados
de citoplasma claro y nficleo prominente. (2). Llama la
atencién la existencia de freas cartogrfficas de distribu-
cién irregular en las cuales hay pé&rdida total de la estruc

tura y sustitucidn de los hepatocitos por un material amor-

foy nacronil fibtinoide. (foto ll).

'y R T
4\ ‘Yq"- .

Th

Poto 11. Hfgado de rata, 24 horas posteriores a la into-
xicacién demuestra infiltracién de polimorfonu-
cleares (1) e hinchazén celular (2) (40x).
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DISCUSION

Cuando existe dafio hepitico hay salida al torrente c:ir
culatorio de material hepato-especifico. De este, s6lo
los antigenos de membrana externa han sido estudiados con
el fin de entender la fisiopatologfa de algunas entidades
nosoldgicas que pudicran implicar una respuesta del tipo au-

toinmune (13-20)

Los antfgenos circulantes s6lo se han empleado en una
ocasifn como una prucba inmunol6gica para el diagnéstico

temprano de lesifn hepdtica (6).

El diagn8stico de hepatopatfas s relativamente genci-
1lo cuando se establece el cuadro clfnico; sin embargo, un
porcentaje ocurre en forma asintomftica. Las pruebas dec -
laboratorio empleadas para el diagnéstico (B,9) son xelati-
vamente ffciles de realizar y se aplican de rutina, pero no
son especfficas. El1 hecho de que aumenten en circulacién
ciertas enzimas durante un cuadro de lesién hepftica, no
significa necesariamente especificidad, ya que las uismas
enzimas son compartidas por otros 6rganos y tejidos. La
determinacifn de enzimas especificas de hfgado como la ar
ginasa y algunas esterasas son diffciles de efcctuar por-
que requieren de material y tecnologfia complicados, as{ co-
mo de personal calificade. Por otro lado, la prueba de re-

tencitn de bromosulfalefina que es especffica para el fun-
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cionamiento hepitico, cuando se realiza la aenfermedad ya

estd diagnosticada clinicamente,

Por los antecedentes descritos previamente; sc deci-
dié explorar,en forma experimental ,por medio de la intoxi~
cacifén de ratas con tetracloruro de carbono, la cinética de
salida a la circulacidn de antigenos hepato-especfficos,
por medio de pruebas inmunol6gicas que demuestren la pre~
sencia de los mismos en el suero. ODe acuerdo a nuestros
resultados, las mejores pruebss fuweron la inmunoelectrofo-

resis bidimensional y la fijaci6én de complonento.

Para mantener la integridad del hepatocito durante
la perfusifn del higado fue necesaric disefiar una bomba
peristéltica sencilla y fdcil de manejar. Este objetivo
se logrd gracias a la ayuda del Sexvicio de Cirugfa Expe-
rimental de la Unidad de Investigacifn Biomé&dica del Cen-
tro Médico Nacional; sin embargo, no fuc posible, a pesar
del cuidado que se tuvo en la perfusiGn, obtener hepata-
citos libres de contaminaci6n de protefnas del suero. Es
to se comprobd, ya que el suerc de conejo anti-hepatoci-
tos de rata antes de ser absorbido con el suero de rata -

demostré antfgenos no propios de higado.

Por otro lado, la absorcidn revelS que en el antisue-
ro guedaron solamente anticuerpos dirigidos contra determi

nantes antig&nicos hepdticos,
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La presencia de detexminantes antigénicos que se com-
parten con otros érganocs tales como el rifidn, bazo y cora-
26n, ya era conocido y para eliminar del suero anti-hepa-
tocitos, los anticuerpos heterSlogos fue necesario absor-
ver &éste con los drganos correspondientes. Una vez absor-

bido, no perdid su actividad antigénica homéloga,

En las ratas intoxicadas con tetracloruro de carbono
se demostrd la presencia de antfgenos hepato-especificos

hasta las doce horas posteriores a la intoxicacién.

Creemos que serfa pogsible detectar la salida de de-
temingntes antigéniccos en etapas m&s tempranas con téc-
nicas mas sencillas tales como 1la inhibicién de la hemoca~
glutinacién; sin embargo, con osta t&cnica tenemos el in-
conveniente que al usar antfgenos particulados de/ falsos
positivos, por lo que se decidif en este trabajo emplear
la fijacién de complemento, la cual di8 buenos resultados.

La inmunoslectroforesis bidimensional fue la mejor,
ya que demostrS, sin lugar a dudas, la presoncia de anti-

genos hepato-espec{ficos.

.Lo- datos obtenidos, demuestran gue sf as posible de-
tectar en ciyculacifn antfqgenos hepato-especificos en ra-
tas con dafio hep&tico, desde etapas tempranas del mismo;
sin embargo, todavia se necesita una mayor purificacién y

localizacién precisa de tal antfgeno.
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Cabe mencionar gue en este trabajo se ha establecido una
prueba inmunolégica sencilla y al alcance de cualgquier la-
boratoric de rutina capaz de determinar, en forma temprana,
el diagnSstico de hepatopatfas que eliminan a la circula-

cién antfgenos hepiticos.
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CONCLUSIONES .

Es posible demostrar la presencia de un antfgeno

hepStico mediante técnicaes inmunoldgicas.

Este antfgenc es hepato-especifico.

3
Es posible detectar este antf{geno en el suero cix-
culante de ratas con dafio hep&tico inducido experi~

mentalmante.

Las técnicas empleadas son capaces -de detaectar el

daifio desda las doce horas después de su inicio.

Esta técnica puede ser un instrumento para el ea-

tudio de pacientes con daiio hepdtico.
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