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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.l) (1), Como 

se puede apreciar en esta figura donde se pone como ejem 

plo al hígado, las alteraciones pueden ir desde cambios 

enzimáticos a diversos niveles, hasta la aparici6n anormal 

en la circulaci6n de material propio del 6rgano atacado. 

La agresi6n puede venir del medio externo a través de in­

fecciones bacterianas, virales o sustancias t6Kicas u ori 

ginarse dentro del mismo organismo como en los casos de -

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

La agresi6n hepática comenz6 a ser estudiada en for­

ma sistemática a partir de 1938, gracias al hallazgo de -

antígenos hepato-espec!ficos (4). Posteriormente, se en­

contr6 que la salida de compuestos intracelulares a la -­

circulaci6n (principalmente enzimas) estaba relacionada -

con los casos de necrosis hepática (S,6,7). 

La cuantificaci6n de los niveles séricos de enzimas 

en los casos de lesi6n orgánica, ha demostrado que en un 

nllrnero importante de ellas no son específicas para el 

diagn6stico de lesi6n orgánica Gnica1 sin embargo, cons­

tituye una buena herramienta en el diagn6stico clínico -

(9,9). 



En la literatura existen antecedentes en los cuales 

se describe la obtenci6n de antígenos específicos de hí­

gado. 

2. 
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Cuadro l. Cambios producidos en el h!gado por accidn do 

f4rmaco11. 

de diferente• especies incluyendo al hDlllbre (10,11,121. 

Estos ant!genos han •ido estudiados con el objeto de en­

tender loa mecani11110·a involucrados en la fiaiopatolo9i11 de 

padecimientos hep&ticoa, as! como de la di11tribuci6n de e! 

toa ant!genoa en la c4lula hep4tica debido a que reaccio-

nea inmunes contra elloa pueaen estar relacionadas con en-
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fermedades autoinmunes de naturaleza generalizada (l3-20) 

El trabajo presente ha sido orientado hacia la apli­

caci6n de técnicas inmunol6gicas en la detecci6n de mate­

rial antigénico específico circulante, como un índice de 

lesi6n hepática. 

Proponemos hacer de esta prueba, un método de diag­

n6stico temprano de lesi6n hepática que si bien,. no es e~ 

pacífica para una enfermedad hepática determinada, sí po­

drá demostrar cualquier grado ele lesi6n (en extensión y/o 

tiempo} a ese nivel y quo sea además, de bajo costo y de 

f4cil rea~izaci6n. 

A} ANTECEDENTES llISTORICOS DE LA OBTENCION DE ANTIGENOS 
HllPATICOS, 

Se han identificado muchos componentes antig6nicos en 

el htgado y algunos de ellos en asociaci6n con organelas 

intracelulares, incluy.em:lo microsomas y mitocondrias (10-

12). Sin embargo, a los antlgcnos que se les ha dado mayor 

interés son indi1cutiblemento aquellos asociados con la -

membrana plasmática del hepatocito, ya que Gstos se encuen 

~ran directnmcnte relacionados con la fisiopatología de -

algunas enfei'll\cdadcs autoinrnunea hep6ticas tales como la 

hepatitis cr6nica activa y algunos tipos de cirrosis !13-

20). Claude en 1938, por centrifugaci6n diferencial !fra~ 

ciolUllllicnto citoqu!mico de homogenados tisulares) aisl6 -

fraccione• 1ubcelulares de hepatocitos. Esto hizo posi-
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ble que en 1940 Henle y Chalmers demo•traran la organo-e! 

pecificidad de fracciones citoplasm4ticas de hapatocitoa 

de ratdn (4) . 

En 1941, Furth y Kabat, mediante fijaci6n de clllllple­

mento encontraron ant1qenos or9ano-eapec1ficos en fraccio­

nea eitopla1111lticas del hepatocito. Hacia 1943, no aa po­

d!a aGn definir si las partículas correspondían a fraccio­

ne• mitocondriales o microsomales. Claude en 1946, demue§. 

tra que la• fracciones hepáticas uaadas por Henla y Chalmers 

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

DUlllOnde y col. encontraron por doble i11111unodifuai6n 

radial diferencias antig4nicas entre productos provenien­

te• de mitocondrias, liao10l1laa y microsomaa (13), 

La caracterizaci6n en 1956 por Palado y Siekevitz, 

da la fraccidn hepltica microaCl!lal en t•rminoa morfol69i­

cos y bioqu!aicos, did laa baaas fiaioldgicas para eatudios 

po•terior•• de loa enttgenos microsomale• hepato•eapectfi­

coa (21,22). 

En 1958, Vogt de111uastra que un antiauero anti-miero­

BOllBB heplticoa puede convertirse en especifico de h!gado 

por abaorciones con microa0111as de rifidn (21,22,24), 

Witbeck y Roaenberg encontraron un ant!geno ribosomal 

no-específico de órgano o tejido, pero a! de la fracci6n 

subcelular (25,26), 



s. 

D'Amelio y cols. demostraron en mitocondrias 7 antí­

genos específicos, además de dos antígenos propios de mem­

branas internas y no de membranas externas. (10,11,27), 

De los trabajos mencionados anteriormente se puede deducir 

que hay muchos antígenos específicos de cada fracci6n sub­

celular: ocho de la fracci6n citoplasmática soluble, siete 

de mi tocondrias, ll d(I microsomas y uno de membranas ex te!; 

nas de mitocondrias y dos de membranas internas (10,ll), 

Algunos de estos antígenos no son específicos de 6r­

gano, mientras que otros (los de mayor importancia) son -

organo-espec!ficos. 

Otros investigadores le han dado mayor importancia a 

la fracci6n citopl4smica soluble y así Dorner y cols. en 

1962 describen una proteína soluble hepato-espec!fica, la 

cual se destruye tanto con tripsina como con calor a los 

9o•c durante s minuto• (28-301. 

Fravi y Lindenmann en 1968 obtienen una proteína so­

luble hepato-espectfica e~traída con cloroformo del sobr~ 

nadante de un h0111ogenizado de hepatocitos de rata. La d.!!. 

ble inmunodifuai6n de e1ta proteína presenta s6lo reacci6n 

cruzada con extracto• de riñ6n y suero normal de rata. A 

esta proteína se le denomin6 •antígeno F" (31). 

La importancia del "ant!geno F" se demostr6 hacia -

1973 ya que por doblo irununodifusi6n se encontr6 asociado 

a 4a~o hepatocelu1ar, hepatitis viral, estcatonecrosia y 

carcinoma hepatocelular 132,331, 
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Mihas y col. y Sugamura y col. purifican y caractori­

zan al "antrgeno F" de extractos salinos de h!gndo de r<ttCln 

y demuestran su hepato•especificidad. Este antígeno tuvo 

un peso molecular entre 40-80,000 d y un punto isoelúctrico 

de 6.S-6.7. Estudios de inmunofluorasencia dornostraron al 

•ant!geno r• distribu!do homogneneamente en el citoplasma do 

las células hep4ticas (34-38). 

Meyer zwn Buschenfclde y cols. y Licht y cols. cnr.:tcta­

rizaron una proteína soluble hepato-específica probablornanta 

airnilar a la descrita por Dorner y cola. 

Esta prote!na tuvo la caractertstica de ser detectnda 

corno tal en pacientes con hepatitis cr6nica activ<t, así como 

anticuerpo• contra ella misma en los mismos pacientes. 

Eatudioa inmunoqu!rnicos y fisicoqu!micos demostraron que 

este ant!geno era una lipoprota!na hepato-espec!fica da alto 

peso molecular y de baja densidad, la cual so encontraba lo­

cali~ada en la membrana de los hepatocitos y se denominó LSP 

(liver Specific Proteinl (39-45). 

Hasta ahora la organo-especificidad del LSP no ha sido 

demostrada en forma convincente ya que preparaciones simila­

res de otros 6rqanos de rata, tales como el riñ6n, p6ncreas 

y bazo, reaccionan con la LSP y con el suero normal de rata, 

por lo que se suqiere que ~sta expresa determinantes antigG­

nicos no específicos de 6rqano ni de especie (46-53). 
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El aislamiento de hepatocitos para estudios fisiológicos 

y metabólicos así como para la obtención de antígenos hepa­

to-espccíficos, llevó al aislamiento y cultivo de éstas c6-

lulas. Sin embargo, las células así obtenidas resultaron 

con disminución de sus funciones (54), 

Las mejores preparaciones de hepatocitos se obtuvieron 

tratando al hígado durante cortos períodos a bajas concen­

traciones de colagenasa, 

Howard y col. en 1967, describen un mlltodo para aislar 

hepatocitos mediante el uso de enzimas (hialuronidasa y col~ 

genasa) y tratamiento mecánico. Las clllulas así obtenidas 

mantenían su integridad morfol6gica, as! como sus caracto­

r!aticas fisiol6gicas durante lapsos prolongados (54). 

Berry y Friend en 1969 usaron el método de Howard en 

la obtención de hepatocitos e introdujeron algunas modifica­

ciones tales como la perfusión hepGtica mediante el uso !!! 

· situ de -perfuoi6n por recirculación, exponiendo durante ma­

yor tiempo el hígado al medio enzimático 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 cGlulas hepfiticas (55-58). 

B) 0111'0 llEPATICO EKPERIHENTAL. 

El daño provocado experimentalmente por drogas al híga­

do ha permitido clasificarlas desde un punto de vista mor­

fol6gico en: 



11 Las que provocan colestaais 

21 Las que provocan colestaaia y necrosis 

3) Las que provocan principalmente necrosis 

o. 

En este trabajo nos referiremos a aqu~llas drogas que 

producen necrosis debido a que hay salida de anttgenos he­

p4ticos a la circulaci6n. 

Los signos histol6gicos de este tipo de lesiones son 

variables ya que incluyen desde hinchaz6n local o necrosis 

por coagulaci6n de las c~lulas con ligera infiltraci6n lo­

cal de macr6f agos hasta zonas confluentes de necrosis que 

llevan incluso a la destrucci6n masiva del hígado. 

En la mayoría 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 f6sforo, compuestos arsenicales, tetracicli­

nas, etc., provocan lesiones periportales (59-62). 

MATERIAL Y METODOS 

a) OBTENCION Y CULTIVO DE HEPATOCITOS 

La obtenci6n de hepatocitos se realiz6 mediante la t~~ 

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 



de heparina a través de la. vena. dorsal de. la cola. Poste­

riormente se incidid la pa.red: abdominal hasta llegar a la. 

cavidad, se Iocalizc& la. vena porta y la vena cava inferior, 

la. cual se· lig6. i<l. nivel de la entrada de la vena renal, i!! 

mediatamente se cateterizd la vena porta con Punzocat Num.18. 

Una vez realizada la cateterizaci6nr se inici6 la per­

fusi6n hep~tica por recirculacidn para lo cual se catete­

riz5 de· la misma manera la vena cava inferior en su porci6n 

tor~cica a través de la auricula derecha completando así el 

ciclo. Para la perfusidn se empled solucidn de Hank con -

colagenasa tipo IV (Sigma Chemical co.) 0.05%, la cual fue 

colocada en una bomba de perfusidn de tres vías. Al mismo 

tiempo se co·loc6 otra bomba de perfusi6n, la cual contenía 

solucidn de Hank libre de enzcimas (100 ml), soluci6n Hepes 

(4%), medio de Leíbowitz (30%), suero fetal de ternera (10%). 

Ambas bombas fueron colocadas en baño maría a 44-46°C y co­

nectadas por una llave de tres vías a la porta de la rata. 

La presí6n de perfusi6n se obtuvo con carbdgeno (O;! al 95% 

y co2 al 5%). (foto ll. 



foto l. Perfusidn hepática por recirculacidn atraves 

de la vena porta. La presidn de perfusi6n se mantie­

ne manualmente. 



10. 

yp VIiia flOUA 

VRD 'llM llML DIW, 

Eaquama l. Relaciones anatdmicas del hígado y de la.vena 
porta. 

Una vez realizada la perfusi6n del hígado, ~ate se re­

tir6 cuidadosamente, se hanogeneiz6 y posterio1n1ente se -

filtr6 a trav•s de malla de nylon. 

Una vez obtenida la suspensi6n se centrifu96 a 800, 

600 y 400 rpa durante 5 minutos, eliminando cada vez el so­

brenadante y rasuspendiendo nuevamente en el medio base, el 

cual ea posteriormente suplementado con penicilina (50 u/ml) 

y e1treptomicina (50 ug/ml). (65). 

Al finalizar las centrifu9acione1 se prol:MS la viabili­

dad de 101 hepatocitos con la t~cnica de colorante aupra­

vital con azul de TriP'n. se determinaron el grado de 

contaminaci6n, el rendimiento y la morfología (65), 
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Antes de su uso tomaron alicuotas de l ml de la sus­

pensión de hepatocitos cultivados, los cuales fueron some­

tidos a aonicaci6n utilizando un desintegrador ultrasónico 

(MSE) durante per!odos de 2 minutos a 12 micrones de ampli­

tud y a una intensidad media. El namero de períodos de so­

nicacidn dependid de estudios, entre ellos de viabilidad 

de loa hepatocitos mediante la técnica de azul de Trip~n. 

Loa hepatocitos sonicados son sometidos a centrifugaci2 

nea de 25,000 rpm Sx. Al sobrenadante obtenido se le deno­

minó "Fracción soluble". 

A la auapenaión obtenida deapuds de la aonicacidn se 

le determinó concentracidn de proto!nas mediante la tdcni­

ca de Lovry (66). 

b) OB'lt!ICIOR Y TI'l'ULACION DE ANTICUERPOS ARTI•HEPA'fOCITOS, 

Se 911plearon conejos machos de la raza Nueva Zelandia 

blancoa"(N&BI de 3 Kge de peso; antes del• inmunizacidn se 

lea aangrd para uaar el suero como testigo. 

Laa iNtunizaciones ae realizaron con 2 119 de proteína 

en 1 ml de adyuvante c0111pleto de Freund, por v!a aubcut«­

nea y amnanalllente, ex. Una ae111ana deapu4a de la Oltima 

innumizacidn, se aangrd para determinar el título de anti­

cuerpos. 

Laa i1111unizacionea eubsecuent~s se realizaron con 2 mg 
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de proteína en 1 ml de adyuvante completo de Freund, por 

vía subcutánea y semanalmente 4x. Una semana después de 

la Qltirna inmunizaci6n, se sangró para determinar el títu­

lo de anticuerpos. 

Las inmunizaciones subsecuentes se realizaron cada 

15 d!as durante cuatro ocasiones y posteriormente cada mes. 

a) Descomplernentaci6n: Una vez obtenida la sangre, se de­

j6 coagular a temperatura ambiente para la obtención de su~ 

ro1 fué descomplementado a 56°C durante 30 minutos. 

bl Absorción del suero. Una vez descomplementado, fue 

absorbido con eritrocitos de carnero y de rata a 4ºC duran­

te toda la noche. una vez finalizado este período, se cen 

trifu96 y •e eliminó el sedimento. Posteriormente, se ab­

sorbi6 con •uero normal de rata en proporción 1:1 inicial­

mente a 37°C durante 30 minutos y posteriormente a 4°C du­

rante 72 horas. 

Una parto del suero fué absorbida con homogenados de 

rilllSn, baso y cora16n en proporción de un volumen de homo-

9enado por 5 vol&nenea de suero. Inicialmente se incuba­

ron a 37ºC durante 30 minutos y posteriormente a 4°C dura~ 

te 72 horas. Finalizadas estas absorciones ae centrifugó 

el antiauero y •e elimin6 el sedimento. 

ta detección de anticuerpoe se llevó a cabo mediante 

la tGcnica de fijación de complemento. 
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e) Fijaci6n de complemento, se llev6 a cabo en tres pasos: 

l) Detecci6n del complemento. El complemento es un sis­

tema complejo de proteínas séricas, las cuales est&n pre­

sentes en el suero normal en forma inactiva. Cuando el pri­

mer componente es activado en combinación con un complejo 

inmune, esto es capaz de activar una gran cantidad de mo­

léculas:del siguiente componente. 

La activación de los complejos va de c1-c9,como una ca~ 

cada amplificada, hasta que la membrana sobre la que se en­

cuentra el complejo es lisada. 

Esta prueba puede ser usada como una prueba cruda eser.!! 

tadora de la actividad del complemento en el suero o bien, 

como una prueba de la formaci6n de complejos inmunes. 

De manera cllsica la prueba de complemento emplea eri­

trocitos de carnero, anticuerpos de conejo para los eritro­

citos de carnero y el suero fresco de cobayo como fuente de 

eOlllplemento. 

La hlllldl1•is ae mide espectrofotomátricamente como la 

ab1orbancia 4e la hemoglobina liberada y puede relacionar­

se de manera directa con el nClmero de eritrocitos lisados. 

La 1iais en un aiatema estandarizado describe una curva sis. 

moidee, pero en la re9i6n intermedia, cerca del 50%de hem6-

lisis existe una relaci6n casi lineal entre el grado de he­

m6lisis y la eantidad de·complemento presente. La medici6n 
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de la actividad hemolítica total del suero es tomada en el 

nivel de 50% de hem6lisis (cn 50¡. 

La cantidad de cn50 es una unidad arbitraria que se d~ 

fine como la cantidad de complemento necesaria para la li­

sis de 50% de los eritrocitos en las condiciones estándar 

de sensibilizaci6n de los eritrocitos con el anticuerpo. 

2) Estandarizaci6n de los eritrocitos. Se lavaron eritro­

citos de carnero en soluci6n amortiguadora de veronal (SAV) 

durante tres ocasiones a 1,500 rpm durante 5 minutos. Al 

finalizar el ültimo lavado se tom6 del paquete de eritroci­

tos 1 ml y se llev6 a 30 ml con SAV. La suspensi6n se aju~ 

t6 con el espectrofot6metro a una densidad 6ptica de 0,6 a 

560 nm usando como testigo blanco1 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 añadir o 

remover SAV. El volumen final requerido de la suspensi6n 

puede ser determinado por la siguiente relaci6n: 

V final= (V inicial) (DO) 
0.6 

3) Determinaci6n de complemento. Al mismo tiempo de estan­

darizaci6n de los eritrocitos1 se prepar6 una diluci6n de h~ 

molisina (Difco) 1:2,000 en SAV. Se toman cantidades igua-

les de hemolisina/Sl\V y de la suspensi6n estandarizada de 

eritrocitos de carnero. Se dejaron incubar a 37°C durante 

10 minutos. 
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Como fuente de complemento se us6 suero de cobayo el 

cual se almacen6 hasta su uso a -70°C. 

Se prepararon tubos de l3x75mm con diluciones de com­

plemento iniciando con una diluci6n de 1:30, se us6 como 

diluyente SAV frío. Todas estas reacciones se llevaron a 

cabo a 4°C. 

Una vez finalizado el período de incubación de los e­

ritrocitos con la hemolisina (sistema hemolítico SH), se 

añadieron 1.2 ml de este SH a las diferentes diluciones del 

complemento dej~ndose en incubación a 37ºC en baño maría 

durante 30 minutos. 

Al finalizar este período de incubación se le agreg6 

a cada tubo l ml de SAV frío. se centrifugaron los tubos 

durante S minutos y se ley6 el sobrenadante en el espectrf!. 

fot6metro a 560 run. Los resultados son determinados por­

centualmente teniendo como 100% de hemólisis total a los 

eritrocitos de carnero incubados de la misma manera,pero 

finalizando la incubación añadiendo l ml de agua destilada. 

Los resultados fueron expresados en gráficas porcen­

tuales. 

4) Fijaci6n de complemento. Un anticuerpo, antígeno o un 

complejo antígeno-anticuerpo puede ser detectado por la es­

timaci6n del consumo de complemento o fijaci6n. La prueba 

depende de un sistema de reacción en dos etapas: En la eta-



16. 

pa inicial inicial, un antígeno soluble y un anticuerpo rea~ 

cionan en presencia de una cantidad conocida de complemento 

y una parte es consumida. En la segunda etapa, la magnitud 

de la actividad remanente del complemento después do la reaE 

ci6n inicial con el complejo antígeno-anticuerpo, es titula­

da en el análisis hemolítico. Los resultados se expresan 

como la dilución mas alta del suero que muestra fijación p~ 

ra la estimación del anticuerpo o por la concentración del 

antígeno. 

Para definir esta técnica se toma la CH 50 como la can­

tidad mínima de complemento requerida para lisar todo el vo­

lumen est4ndar de células rojas sensibilizadas y se tiene 

un indicio del consumo de complemento. 

Para determinar la f ijaci6n de complemento en hepatoci­

tos homogenizados, el antisuero producido contra ellos¡se 

usaron cuatro diluciones 50% hemolíticas de complemento y 

el sistema hemolítico determinado anteriormente. 

Se prepararon tubos con diluciones constantes del antí­

geno y variables del antisuero y viceversa de acuerdo al 

cuadro l. 
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Diluciones del Ag l/5-tl/160 Controles 

Diluciones Ag 1 /5 
del Ab SAV 

' C' 
1/5 C-1 

Ab 1/5 
1/10 SAV 

C' 

C-2 

S(-) 
1/20 Ag 1/5 

C' 

C-3 

1/40 SAV 
C' 

C-4 

1/80 SAV 
C-5 

cuadro l. Determinaci6n de las concentraciones adecuadas de 
antígeno (hepatocitos) y anticuerpo (anti-hepato­
citos de rata hecho en conejo) para la fijaci6n 
de complemento. 

Estas preparaciones se incuban a 37ºC durante 30 minu­

tos en baño maría en presencia de complemento. Al finalizar 

la incubaci6n, se pusieron en contacto con el SH y se dejaron 

incubando nuevamente a 37°C durante 30 minutos en baño maría. 

se determin6 el porcentaje de hcm6lisis y se dispusieron 

gr,ficame~te contra la diluci6n. 

Se us6 agar a 2\ en amortiguador de barbital. Se colo-

c6 el agar en el amortiguador y se puso a calentar en baño 

maria haata su disoluci6n. Posteriormente, se colocaron -
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3 rnl de esta soluci6n en un portaobjetos y se dej6 solidi-

ficar. Para usarse, se realizaron orificios de acuerdo al 

patr6n requerido, colocándose en el orificio central el an-

tisuero anti-hepatocitos de rata absorbido y sin absorber 

con suero normal de rata y en los orificios periféricos co­

rno antígenos la fracción soluble de hepatocitos de rata, -

gl6bulos rojos de rata y de carnero, suero normal de rata 

y las fracciones solubles de riñ6n, bazo y corazón de rata. 

Se coloc6 el portaobjetos en cámara hdrneda y se dej6 incu­

bando toda la noche a temperatura ambiente. El patr6n de 

bandas obtenido se revis6 al día siguiente secando la placa 

y tiñéndola con colorante para proteínas•azul de Coomasie. 

(70-72). 

o 
ººº o 

o 
ººº o 

Figura l. Patr6n requerido para inmunodifusi6n (Ouchterlony) 

e) Inrnunoelectroforesis. 

Se requiere de agar al 2% en amortiguador de barbital 

y colocarlo sobre un portaobjetos. Se practicaron orificios 

de acuerdo a la figura 2, aplicando en cada orificio la fraE 

ci6n 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 llenó el tanque del aparato do electroforesis con 

amortiguador de barbital. Posteriormente, se colocó en e! 

te aparato el portaobjetos preparado poniendo on contacto 

el portaobjetos con el amortiguador del tanqua mediante pn• 

pel filtro. Se aplicó corriente al aparato a una intensi­

dad de 8 mAmp por placa, 

Cuando el colorante que se aplicó en loa orificios lle· 

gó al final do la placa, so detuvo el aparato, :ie sacó la 

placa y posteriormente, se quitó ol gel dol canal central 

y se colocó el antisuoro anti-hep&tocitos de r11ta absorbido 

con suero normal do rata, Se coloc6 la placo en cámara h_q 

moda duran~e toda la noche a temperatura ambiente, Poste· 

rioE11e11te, se secd y ac tifi6 de la misma manera que la té~ 

nica anterior. 

Figura 2. 

o 
o 

o 
+ 

Patrón empleado pura inmunooloctroforeais y co­
locaci6n de electrodos. 

fl Contrainmunelectroforocis. 

Se preper1ron portaobjetos con agar al 2%, Al soli­

dificarle el tel, 10 realizaron los orificios de acuerdo 
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a la figura tres, colocando posteriormente en la regi6n 

an6dica el antisuero anti-hepatocitos de rata absorbido con 

suero normal de rata y en la regi6n cat6dica los mismos an­

tígenos que se usaron para la doble inmunodifusi6n tipo -

Ouchterlony. 

Se coloc6 la placa en el tanque de electroforesis de 

la misma manera que la técnica descrita anteriormente (70-

72). 

o o 
o o 
o o 

+ 

Figura 3. Patr6n empleado para la contrainmunoelectrofo­
resis y colocaci6n de los electrodos. 

q) Inmunoelectroforesis·bidimensional. 

Se prepar6 la agarosa a 2% en amortiguador de barbi­

tal colocando 3 ml en un portaobjetos. Se dej6 solidifi­

car y se perfor6 la placa de la misma manera que para la 

electroforesis1aplicando en el pocillo fracci6n soluble de 

hepatocitos de rata y colorante azul de bromofenol. Inme­

diatamente después so corri6 la electroforesis a 150 volts 

durante 2 a 3 horas. Al finalizar el corrimiento se reti­

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

dadoaamente coloc&ndolo 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 a-10 ml de agar a los que se les 

agreg6 1 ml de antisuero anti-hepatocitos de rata y se cn­

lent6 el agar hasta 56ªC. Ya caliente el agar, se colocó 

sobre el resto de la placa y se dejó solidificar. Poste-

riorrnente, se coloc6 en el aparato de electroforesis y se 

corri6 a 40-.50 volts durante toda la noche. Al finalizar 

el corrimiento, se retiró la placa del aparato de electro­

foresis, se secó y tiñó de acuerdo a la tt;cnica descrita ut> 

teriormente (70-72). 

+ 

i 
+ b 

o 

Figura 4. Patrón de corr~iento de la inmu~electroforesis 
bidimensional. a) Primera fase del corrimiento 
y colocacidn de los electrodos, b) Segunda fase 
y colocacidn de los electrodos. 

el 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 intoxicación de las ratas 

se utiliz6 como agente hepatotdKico tetracloruro de car­

bono (CC1 4 ), el cual se prepard en una auspensilln con 0.6 

ml de aceite de olivo y 0.3 1111 de cc1 4 aplicllndo1e una 

sola dosis por v!a intraperitoncal dividiendo a las ratas 

en los siguientes grupos: 

a) 6 rata1 con 1 hora postintoxicaci6n 

b) 6 ratas con 2 hora postintoxicaci6n 

e) 6 rata• con 3 horas postintoxicacidn 

d) 6 rata1 con 4 horas postintoxicacidn 

el 6 ratas con S hora• poatintoxicacidn 

fl 6 rata• con 6 hora• po1tintoxicaci6n 

916 rata• con 12 horaa poatintoxicaci6n 

hl7 rataa con 24 horas po1tintoxicaci6n 

Al terlllinar el periodo corre1pondiente a cada 9rupo, 

las rataa fueron 1an9radas a blanco por la arteria aorta 

abdominal, retirando al mhmo tiempo el h!qado para Htu­

dioa histo16gic:os. 

La lesión hep&tica fuG estudiada por: 

a) Fijaci6n de complemento. 

Una vez deteXl!linada la dosis hemol!tica mínima de com­

plemento, estandarizados los gl6bulos rojos de carnero sen­

sibilizados y encontrada la concentración adecuada de anti­

suero anti-hepatocitos de rata capaces de inducir la mayor 

fijación de complemento, oe inici6 la dete:oninaci6n de an-
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t!9enos circulante en el suero de ratas intoxicadas con cc1 4 
empleando diluciones del suero de rata intoxicada iniciando 

con 1:5. una vez hechas las diluciones del suero de rata in-

toxicada, y poniendo on contacto con el antisuero anti-hepato-

citos de rata y complemento, se incubaron a 37ºC durante 30 mi­

nutos. Una vez finalizada la incubaci6n se les agrcg6 el SH. 

Se incubaron a 37ºC durante 30 minutos, se revis6 la placa de 

microhemaglutinaci6n y so determin6 el t!tulo obt~nido por ol 

bot6n de eritrocitos o bien por la hcm61isis encontrada en el 

sobrenadante. Las diluciones y los controles de esta prueba, 

se muestran en la tabla 2. 

io c 

ltS ltlO 1120 lt40 1:80 11160 1:320 1:640 1:1280 11S 

REACTIVOS POZOS 1-9 10 INCUDACION 

SRIX 2S ul 2S ul 30 minutos en baño 
SCI 2S Ul maría a 37°c. 
c• 2S Ul 2S ul 

SAV 2S ul 
SH SO ul 50 ul 45 minutos en baño 

maría a 37°C. 

CONTROLES 

SCI s - HR c• SH SAV 
l 2S ul 2S ul 50 ul 2S ul 
2 2S ul 50 ul so ul 
3 SO ul 1S ul 
4 2S ul 2S ul 2S ul SO ul 
s 2S ul 2S ul 2S ul SO ul 
6 2S ul 2S ul SO ul 2S ul 
1 2S ul 2S ul So ul 2S ul 

Tabla 2. SRix. suero de rata intoxicada. SCI. Anticuerpos -
antihepatocitos de rata. C' Complemento. s-suero negativo. 
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b) Doble inmunodifusidn de tipo Ouchterlony. 

Con la misma t~cnica descrita anteriormente utilizando 

como antígenos los sueros de rata intoxicada con cc14• 

c) Contrainmunoelectroforesis. 

De la misma manera que la descrita anteriormente, usan 

do como antígenos los sueros de rata intoxicada con ccl 4• 

d) Electroforesis bidimensional. 

De la misma manera que la de•crita anteriormente usan­

do en la primera dimensi6n el suero de rata intoxicada con 

cc1 4 y en ~a segunda dimen•idn el suero anti-hepatocitos 

de rata hecho en conejo inclu!do en el gel. 

e) Histoldgicos. 

RESULTADOS 

El homogenado del hígado obtenido de acuerdo a lo -

descrito en material y mdtodos, reveld al examen micros­

c6pico e&casos detritus celulares y c6lulas aisladas de 

las cuales 95-98% no se tiñeron con el colorante azul de 

Tri pi.In. 

La contaminacidn fué de escasos eritrocitos y el ren 

dimiento fu6 de s•ooo,ooo c~lulas/ml aproximadamente (fo­

to 2). 



... 

Foto 2. suspensi6n de hepatocitos de rata cultivados y 

teñidos con la técnica de azul de Trip4n (xBOO) 

2s: 



La cantidad total de proteínas provenientes de los 

hepatocitos obtenidos por sonicación y determinadas por 

el método de Lowry, fue de B mg/ml de suspensión. 
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El suero de conejo anti-hepatocitos de rata tuvo un 

título por fijación de complemento de 1:400,000. 

Para demostrar la antigenicidad de la fracción solubl~ 

de hepatoci tos de rata con el suero de conejo anti-hepato·· 

citos,con y sin absorción con suero normal de rata 1se em­

plearon las siguientes técnicas: 

a) Doble inmunodifusión radial. 

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

sorber reaccionó tanto 1con los antígenos derivados de otros 

órganos del mismo animal, como con glóbulos rojos de carnei:o. 

Cuando el antisuero fue absorbido con suero normal de 

rata desaparecen las bandas de precipitaci6n heter6logas/ 

quedando Gnicamente visibles aquéllas que reaccionan con su 
antígeno homólogo. 

b) Inmunoelectroforesis. 

En la foto 4 se observa que el antígeno absorbido rea~ 

ciona sólo con su antígeno homólogo (a,e) en la regi6n cer­

cana al origen en la fracción anódica lenta. 

c) Contrainmunoelectroforesis. 

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

el antisuero absorbido forma una banda de precipitaci6n con 



2) Suoro nor-.ual de rata 

3) Gl6buloo rojos de;.rata\•\\:·'.· 
4) Ol6buloG rojos do ca~· 
5) Frucci6n soluble de dl1'6n. de .rata 
6) Fracc16n Bolublo de bazo de rata .. 
7) Fracc16n Goluble de coraz6n de rata · 

A. Suero de conejo ant1-ftacc16n solu~ 
ble de hepatocitos de rata .'.\·;··: 

. ·:,:\':;7~:~:~ 
B. suero de coaejo ant1-fracc16n eo:aj··:~· 

blo de ••p~tocUoa' de rata.adiif'" ·::,; 
con SllR ·~,; '' :. '\¡~:,:1 · 

Foto J. Doble inmunodifueidn tipo Ouchterlony 

' -. ,.¡\, 
.'\;J. 

' -o 

27. 



Foto 4. Inmunoelectroforesis. 

,....... 
• 

28. 
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Doro s. Contrainrnunoelectroforesis. 



Foto 6. Inmunelectroforesis bidimensional. 

,.e::-­

º 
/ 

30. 
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su antígeno hom6logo (a). 

d) Inmunoelectroforesis bidimensional. 

Bn la foto 6, se observa algo muy parecido a lo encon­

trado en la inmunoelectroforesis simple: bandas de preci­

pitaci6n en la fracci6n an6dica lenta. Sin embargo, la 

fracci6n soluble de hepatocitos de rata est4 contaminada 

con otros elementos s~ricos de rata normal, ~ues la regi6n 

en la que corre la albtimina, así como en la re<j.i6n de las 

gammas1se observan arcos de precipitaci6n. 

una vez demostrada por precipitaci6n en gel, de la 

presencia de dos antígenos hepato-espec!ficos en la frac­

ci6n soluble de hepatocitos, se estudi6 el comportamiento 

de estos antígenos en forma seriada en el suero de ratas 

a las que se les produjo lesi6n hcp~tica por cc1 4• 

En la foto 6, se aprecia por doble ínmunodifusi6n de 

tipo Ouchterlony que, en todos los tiempos estudiados pos­

teriores a la intoxicaci6n con el suero de conejo anti-he­

patocitos de rata, hay bandas de precipitaci6n. Una vez 

absorbido el suero, las bandas de precipitaci6n s6lo se 

aprecian a las 12 y 24 horas. 

Por contrainmunoelectroforesis (foto 7) s6lo es reco­

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

En la foto 81 se observa la inmunoelectroforesis bi­

dimensional y los antígenos derivados de hígados de ratas 

intoxicadas por Ccl 4, de nuevo aparecen en la fracci6n an6-

dica lenta a6lo a las 24 horas¡ adem&s, de nuevo ae obaer­

van arcos de precipitaci6n correspondientes al corrilllien­

to de las gammas sin serlo, pues por su foi:ma, parece ser 

que la albQmina no migra y se qued6 en el origen. 



Feto 6. Doble inmunodifusi6n de tipo Ouchterlony. 

·~ 1\[l)' 
1 4 

1 

7\l o 

33. 



Foto 7. Contrai11111unoelectroforesis. 

A 



Foto 8.- Illlllunoelectroforesis bidimensional 

\\ 
o 
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En la foto 9 podemos apreciar la 9r&f ica que nos de­

muestra que la f ijacidn de complemento detecta antígenos 

hep&ticos circulantes desde las 12 horas posteriores al 

inicio de la lesidn hepática. 

1 . 

•••••• 

. ...... --
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Los resultados histol6qicos nos demuestran que: 

11 Loa h!gados de rata durante las primeras seis horas 

postintoxicaci6n, no demuestran cambios apreciables a la 

microscop!a de luz. 

2) Los h!gados de rata, 12 horas posteriores a la intoxi-

caci6n demuestran lesiones pericapsulares con infiltraci6n 

de polimortonucleares (al y colapso de algunas áreas del 

parénquima hepático. Hay cambios degenerativos periféricos 

consiatente• en hinchaz6n celular, en algunas fotos se en-

c:uentran zonaa de necrosis (b). (foto 10). 

Foto 10. De111uestra la infiltraci6n por polimorfonucleares 

(a) e hinchaz6n celular, lb) y necrosis (c) (lOxl. 
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3) Los h!gados de rata,24 horas posteriores a la intoxi­

caci6n, demuestran gue la estructura general del h!gado, 

ae encuentra conservada y en algunos sitios profusamente 

infiltrada por polimorfonucleares. En el parenquillla hep&­

tico, el hepatocito se encuentra aumentado de tamaño y de 

cuando en cuanclo aparecen grupos de hepatocitos hinchados 

de citopla111Da claro y ndcleo prominente. (2). Llama la 

atenci6n la exiatencia de &reas cartogr4ficas de distribu­

ci6n irregular en las cuales hay pérdida total de la estru~ 

tura y au•tituci6n de loa hepatocitos por un material amor-

fo y necro•i• fibrinoide. (foto 11). 
~:.l'~!':Z~ll!!IW':"!'P'~~---

I,·. 
"'· 

Foto 11. H!gado de rata, 24 horas posteriores a la into­
xicaci6n demuestra infiltraci6n de polimorfonu­
cleares (1) e hinchaz6n celular (2) (40x). 
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DISCUSION 

Cuando existe daño hepático hay salida al torrente c:L 

culatorio de material hepato-específico. De este, sólo 

los antígenos de membrana externa han sido estudiados con 

el fin de entender la fisiopatologl'.a de algunas entidadea 

nosol6gicas que pudieran implicar una respuesta del tipo n., .. 

toinmune (13-20). 

Los antígenos circulantes sólo se han cmplc¡¡do en unu 

ocasión como una prueba inmunológica para el diagnóstico 

temprano de lesidn hepática (G). 

El diagnóstico de hepatopatías es relativamente senci­

llo cuando se e11tablece el cuadro clínico; sin embargo, ün 

porcentaje ocurre en forma a11intom!tica. Las pruebas de -

laboratorio empleadas para el diagndstico (B,9) son relati­

VAftlente fSciles de realizar y se aplican de rutina, pero no 

son específicas. El hecho de que awnenten en circulaci6n 

ciertas enzimas durante un cuadro de lesi6n hepStica, no 

significa necesariamente especificidad, ya que las mismas 

enzimas son compartidas por otros 6rganoa y tejidos. La 

determinación de enzimas específicas de hígado como la a~ 

ginasa y algunas esterasas son difíciles de efectuar por­

que requieren de material y tecnología complicados, asl'. co­

mo de personal calificado. Por otro lado, la prueba de re­

tenci6n de bromosulfalefoa que es espec!fica para el fun-
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cionamiento hepático, cuando se realiza la enfermedad ya 

está diagnosticada clínicrunente, 

Por los antecedentes descritos previamente; se deci­

dió explorar,en forma experimental.por medio de la intoxi­

cación de ratas con totracloruro do carbono, la cinética de 

salida a la circulación de antígenos hepato-espec!ficos, 

por medio de pruebas inmunológicas que demuestren la pre­

sencia de los mismos en el suero. De acuerdo a nuestros 

resultados, las mejores pruebas fueron la inmunoelectrofo­

resis bidimensional y la fijación da complemento. 

Para mantener la integridad del hepatocito durante 

la perfu&i6n del h!gado fue necesario diseñar una bomba 

peri•t•ltica sencilla y f&cil do manejar. Este objetivo 

se logrd gracias a la ayuda del Servicio de Cirugía Expe­

rimental de la Unidad de Investigación Biomédica del Cen­

tro M~dico Nacional; sin embargo, no fue posible, a pesar 

del cuidado que se tuvo en la perfusión, obtener hepato­

citos libros de contaminación do proteínas del suero. E~ 

to se comprobó, ya que el suero de conejo anti-hepatoci­

tos da rata antes de ser absorbido con el suero de rata -

demostró ant!genos no propios de hígado. 

Por otro lado, la absorción reveló qua en el antisue­

ro quedaron solru:nente anticuerpos dirigidos contra dcterm! 

nontes antig~nicos hep~ticos, 
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La presencia de determinantes anti96nicos que se com­

parten con otros órganos tales como el riñón, bazo y cora­

zón, ya era conocido y para eliminar del •Uero anti-hepa­

tocitos, loa anticuerpos heter6logos fue necesario absor­

ver éste con los órganos correspondientes, Una vez absor­

bido, no perdió su actividad antig6nica handloga, 

En las ratas intoxicadas con tetracloruro de carbono 

se demostró la presencia de ant!genos hepato~específicos 

hasta las doce horas posteriores a la intoxicación. 

Creemos que aer!a posible detectar la salida de de­

terminantes antigAnico• en etapas m!a temprana• con téc­

nicas mas sencillas tateilcomo la inhibición de la hemoa-

glutinacidn1 sin embargo, con esta técnica tenelllOs el in­

conveniente que al u.ar anUgenos particulado1 d/ falsos 

positivos, por lo que as decidid en aste trabajo emplear 

la fijación de complemento, la cual did bueno• resultados. 

La inaunoelectroforesis bidilllen•ional fua la mejor, 

ya que demostrtl, ain lugar a dudal, la presencia de antí­

genos hepato-e•pectficos. 

Loa dato• obtenido•, d11111ue•tran qua sr e• posible de­

tectar en circulación antt9enoa hepato·e•pec!ficos en ra­

tas con daño hepAtico, desde etapaa te111pranaa del miamo1 

sin embargo, todav!a aa necesita una mayor purificación y 

localización precisa de tal ant!geno. 
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Cabe mencionar que en este trabajo se ha establecido una 

prueba inmunológica sencilla y al alcance de cualquier la­

boratorio de rutina capaz de determinar, en forma temprana, 

el diagnóstico de hepatopatías que eliminan a la circula­

ción antígenos hepáticos. 



CONCLUSIONES. 

l.- Es posible demostrar la presencia de un ant!geno 

hepático mediante tGcnicas inrnunol6gicas. 

2.- Este ant!geno es hepato-espec!fico. 

42. 

J.- Es posible detectar este antígeno en el suero cir- ' 

culante de ratas con daño hep4tico inducido experi­

mentalmente. 

4.- Las tEcnicas empleadas son capaces·de·detectar el 

daño desde las doce horas después de su inicio. 

s.- Esta técnica puede ser un instrumento para el es­

tudio de pacientes con daño hep.(tico. 
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