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l. 

INTROOUCCION 

1. - ALBUMINA 

La albúmina es la más abundantE y la más estudiada de las proteínas de 

la circulación. Su nombre deriva del nombre primitivo para proteínas, albu­

men, que deriva de la palabra latina a!bM, que significa blanco; en este 

caso lo blanco del huevo (1,2). 

Es la proteína que el hígado sintetiza en mayor cantidad (3), abarcan­

do el 50% de su esfuerzo productivo en cualquier momento. La albúmina se 

sintetiza exclusivamente en el hígado (4), el cual sintetiza la mayoría de 

las proteínas plasmáticas, con excepción de las gamaglobul inas. 

La concentración de albúmina en el plasma ha sido usada como un indica­

dor de salud y enfermedad. El nivel de albúmina sérica es el resultado de su 

síntesis, degradación y di s tri bue ión. Las pro pi edades fundamenta 1 es de la 

albúmina se identificaron por primera vez en 1837, por Ancell (5), quien 

notó que la "albumen" se necesitaba para funciones de transporte, para man­

tener la fluidez del sistema vascular y para la prevención del edema. 

a) Di stri bue ión. 

Sólo el 30 a 40% de la reserva total intercambiable de albúmina en el 

cuerpo humano se local iza en el comportamiento intravascular (6); el resto 
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es extravascular y se encuentra dentro del espacio intersticial. La mayoría 

de la albúmina intersticial en el hombre se encuentra en los músculos y en 

la piel. El hígado, pulmones, corazón, riñones, y bazo sólo contienen peque­

ñas cantidades. Aunque constituye sólo el 6% del peso total del cuerpo, la 

piel contiene 30 a 40% de la albúmina extravascular (7). La linfa contiene 

sólo 2 a 3% del total de albúmina intersticial, y su concentración en dife­

rentes sitios es muy variable (8,9). La albúmina se encuentra en pequeñas 

cantidades en varios líquidos corporales, tales como sudor, lágrimas, jugo 

gástrico y bilis ( 10). 

Una rata normal contiene 500 a 600 miligramos (mg) de albúmina/100 gra­

mos (g) de peso. De esta cantidad, 20 a 25% está en la circulación, 20 a 25% 

está en la piel, 10% en el intestino, y 35 a 40% en el resto del cuerpo (prin­

cipalmente, pero no en forma exclusiva en el músculo). El músculo contiene 

3.5 mg/g de albúmina extravascular, la piel y el intestino 7-8 mg/g (11). 

b) Funciones. 

A la albúmina se le han atribuído dos funciones principales el manteni­

miento de la presión coloidosmótica (PCO) y el transporte de diferentes subs­

tancias, tales corno ácidos grasos de cadena larga, bilirrubina, calcio, dro­

gas, vitaminas, etc.; aunque también se ha propuesto que podría servir de 

fuente interna de aminoácidos para la síntesis de otras proteínas. 

Aunque sólo el 50 a 60% de las proteínas plasmáticas es albúmina, ésta 

contribuye con el 80% de la PCO debido a su pequeño peso molecular (12). La 
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albúmina juega un papel muy importante en la regulación del tamaño del espa­

cio extravascular. La albúmina en el fluido intersticial compite con la al­

búmina intravascular en la retención del agua que ha sido filtrada al área 

extravascular. 

La albúmina tiene una gran afinidad por substancias de considerable im­

portancia biológica para la homeostasis del individuo (2, 10, 13). Esta afi­

nidad es la base para llevar a cabo su función de transporte. De las substan-

cias más importantes que se unen a la albúmina para ser transportadas están 

la bilirrubina y los ácidos grasos de cadena larga, La albúmina juega un pa­

pel importante en el metabolismo de las grasas, une los ácidos grasos libe­

rados por el tejido adiposo y los transporta en forma soluble en el plasma 

(14). La hiperlipemia en pacientes con hipoalbuminffilia demuestra la impor-

tancia de esta función, aunque nuestros datos indican que la función trans-

portadora no explica completamente el fenómeno de la hiperl ipemia. Las hor-

monas unidas a la albúmina se encuentran en estado de equilibrio que permi-

te que pequeñas cantidades de hormona 1 ibre estén disponibles todo el tiempo 

(10}. Casi todo el esterol circulante se encuentra unido a la albúmina seri­

ca (13). Los corticosteroides se unen principalmente a una globul ina especí­

fica, pero cuando esta se satura, la albúmina la transporta (15). Aproximada­

mente 10% de la tiroxina está unida a la albúmina sérica (10,16). 

c} Estructura. 

La albúmina está formada por una sola cadena polipeptídica; tiene una 

forma elipsoidal con un diámetro de 38 Angstrom (A} y una longitud de 150 A 
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(10}. Las secuencias de la albúmina humana y de rata se obtuvieron a partir 

de la secuencia de bases del ácido desorribonucleico complementario (ADNc} 

específico, clonado de ambas especies en 1982 y 1981 respectivamente (17,18). 

La secuencia de aminoácidos (aa} de la albúmina bovina reportada no ha sido 

confirmada por medio de la secuencia de bases de su ADNc. 

La secuencia de la albúmina humana ya había sido reportada en 1975 por 

Behrens et aL (19) y por Meloun r.t al.. (20). Hay discrepancias entre los 

dos reportes, con frecuencia involucrando secuencias alrededor de los resi­

duos de cisteína (Cis}. Quizás la más seria en términos de la estructura de 

la albúmina es la secuencia alrededor de los residuos de Cis 17 y 18, debi­

do a la presencia (19} o ausencia (20) de otros aa entre las dos Cis que 

afectan las asas de polipéptidos generados por los puentes disulfuro de las 

dos Cis. Los resultados de la secuencia de la albúmina deducida a partir del 

ADNc clonado reportado por Dugaiczyk ~t a.R.(17) concuerda más con la secuen­

cia reportada por Meloun e.tal.. (20}. Los residuos de cisteínas 17 y 18, son 

los residuos 278 y 279; por lo tanto, como consecuencia de tal arreglo se es­

tablece una homología casi perfecta en la estructura de triple dominio de la 

molécula de albúmina. La secuencia reportada por Dugaiczyk e,t al. en 1982 

{17) aún tiene discrepancias con la reportada por Meloun et al. en 1975 (20). 

La composición de aa de las albúminas de rata (18), bovina (21-24) y 

~umana (17} se muestra en la tabla l. Los pesos moleculares lPM) calculados 

a partir de la composición de aa anotados en la tabla !, y los aa en los ex­

tremos amino y carboxilo de las tres especies se muestran en la tabla 11. 
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TA B L A 

COMPOSICION DE AMINOAC!DOS DE LAS ALBUMINAS; HUMANA, BOV !NA Y DE RATA 

Humana ( 17) Bovina (24) Rata (lB) 

Ala 62 46 61 
Arg 24 23 23 

Asp 36 41 32 
Asn 17 13 21 
Ci s 35 35 35 
Fen .31 27 26 
Gli 13 15 16 
Glu 61 59 58 
Gln 20 20 25 

His 16 17 15 

11 e 8 14 12 

Leu '61 61 57 
Lis 59 59 53 

Met 6 6 

Pro 24 28 29 

Ser 24 28 24 
Tre 28 34 34 

Tir 18 19 21 

Trp 1 1 
Val 41 36 35 

TOTAL 585 581 584 



T A B L A II 

CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS ALBUMINAS: HUMANA, BOVINA Y DE RATA 

Peso molecular (d) 

Extremo amino 

Extremo carbox il o 

Humana ( 17) 

66,288 

Aspártico 

Leucina 

Bovina (24) 

66, 213 

Aspártico 

Alanina 

Rata (18) 

65,863 

Glutámico 

Alanina 

6. 

La composición de aa de las tres albúminas es muy similar. Son ricas 

en Alanina (Ala). Acido glutámico (Glu), Leucina (Leu), Lisina (Lis) y Cis. 

Las tres albúminas tienen 35 residuos de 34 de los cuales forman 17 puentes 

di sulfuro y uno queda 1 ibre. 

La secuencia de aa (1-24) del extremo amino de las albúminas de rata, 

humana, bovina (25,26), y de pe1·ro (27,28) se habían reportado con anterio­

ridad. Estas secuencias se muestran en la Figura l. También se ha reporta­

do la composición de aa de la alLúmina de Xe;topt~ laev~ (29) que da un PM 

de 71,500 daltones (d) y de la albúmina de ratón .llu.& mu.&cueu.& (30) que da 

un PM de 67 ,000 d. 

La albúmina se sintetiza en forma de un precursor conocido como pre­

proalbúmina. La longitud de este segmento prepro- es de 24 aa en el caso 

de las tres albúminas mencionadas, y se localiza en el extremo amino de 



BOVINA: 

RATA: 

HUMANA: 

PERRO: 

10 15 20 

ASP-TRE HIS-LIS-SER-GLU: ILEIALA-HIS-ARG-FEN-LIS-ASP-LEU-Gll-GLUIGLU-HIS FEN-LIS Gll LEU-VAL-LEU 

GLU-ALA HIS-LIS-SER-GLU 1 !LE ALA-HIS-ARG-FEN-LIS-ASP-LEU-Gll-GLUrGLN-HIS FEN-LIS GLI LEU-VAL-LEU 

ASP-ALA HIS-LIS-SER-GLU VAL ALA-HIS-ARG-FEN-LIS-ASP-LEU-GLI-GLUtGLU-ASN FEN-LIS ALA LEU-VAL-LEU 

GLU-ALA-T!R LIS-SER-GLU 1 LE ALA-HIS-ARGtTIR-ASNtASP-LEll-GLI -GLU GLU-HIS FEN, ARG-GLI LEU-VAL-LEU 

figura l. Comparación de la secuencia de aa de los péptidos (1-24) del extremo amino de las albúminas de 
rata, humana, bovina (25, 26), y de perro (28). Las secuencias de aa comunes a las albúminas de 
las cuatro especies se enmarcan. 
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la proteína. 18 de estos residuos corresponden al fragmento pre- el cual se 

conoce como péptido señal, y 6 al fragmento pro-. El fragmento pre- le sir­

ve, de acuerdo a la hipótesis del péptido señal (31,32), para atravesar la 

membrana del retículo endoplásmico y entrar a él. Tan pronto como la proteí­

na haya entrado al retículo endoplásmico o aún antes de que termine de sin­

tetizarse, el fragmento pre- es cortado por una enzima específica y la pro­

teína queda como proalbúmina. En experimentos de marcaje con un pulso radiac­

tivo se ha encontrado que la cadena polipeptídica de la albúmina se ensambla 

en 2 min, pero la serie total de eventos intracelulares hasta que es secre­

tada, toma aproximadamente 20 min (33). La proteína recientemente sintetiza­

da sigue la ruta convencional a partir de los ribosomas unidos al retículo 

endoplásmico, de aquí al interior del retículo endoplásmico liso y de aquí 

al aparato de Golgi y a las vesículas de secreción. El fragmento pro- es cor­

tado en un sitio no determinado aún con exactitud. Estudios .in v.tvo de va­

rios laboratorios indican que la conversión se lleva a cabo en el retículo 

endoplásmico lisa (34) y/o en el complejo de Golgi (35, 36). Estudios más 

recientes usando el ionóforo carboxílico monensina, que tiene su blanco en 

el complejo de Golgi proximal, han demostrado que la conversión tiene lugar 

en el complejo de Golgi distal, incluyendo a las vesículas secretorias (37). 

Se desconoce el papel fisiológico de ~a proalbúmina (38, 39); sin embargo, 

se ha sugerido que el frag,nento pro- puede estar involucrado en: la inicia­

ción de la síntesis de albúmina, la unión de los polisomas, que sintetizan 

proteínas de exportación al retículo endoplásmico, el enmascaramiento de si­

tios de unión de la albúmina, y en la velocidad de síntesis o degradación de 

la albúmina (40). Tampoco se sabe con exactitud la enzima encargada de lle­

var a cabo la conversión de proalbúmina a albúmina. Recientemente Quinn y 
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Judah han sugerido que la catepsina B puede ser la enzima convertidora (41). 

Se piensa que la formación de los puentes disulfuro se lleva a cabo in­

mediatamente después de su síntesis, pues se ha encontrado albúmina - usando 

un anticuerpo que reconoce sólo la cadena nativa - desde el retículo endo­

plásmico rugoso. También es posible que los puentes disulfuro se forman des­

pués de que se haya sintetizado cada dominio, puesto que fragmentos de albú­

mina correspondientes a dominios individual es se pueden reoxidar para rege­

nerar la estructura nativa después de la redur.ción üt vJ;úw. Por otra par­

te, se sabe que el fragmento' pro- no es esencial para la formación de puen­

tes disulfuro, ya que la albúmina reducida se reoxidará nuevamente .ú1 v.lúto 

(33). 

En la actualidad se conoce la secuencia de los fragmentos prepro- de 

las tres albúminas mencionadas y el fragmento pro- de la albúmina de pollo. 

La secuencia del fragmento prepro- de la albúmina bovina y de rata se ha he­

cho a partir del producto sintetizado .i11 v.i..tJw en un sistema acelular de sín­

tesis de proteínas (42-49). La secuencia obtenida de esta manera, en el caso 

de la rata, ha sido confirmada por la secuencia de bases del ADNc específico 

clonado (18). La secuencia de este fragmento en el caso de la albúmina hu­

mana sólo se ha hecho a partir del ADNc especifico clonado (17), mientras 

que en el caso de la albúmina de pollo se ha hecho a partir de la albúmina 

microsomal (50). Las secuencias de los fragmentos prepro- de las albúminas 

de rata, humana y bovina y la secu.encia del fragmento pro- de la albúmina 

de pollo se muestran en la Figura 2. 
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4 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

HUMANA MET -LIS-TRP-VAL-TRE-FEN-ILE-SER-LEU-LEU-FEN-LEU-FEN-SER-SER-ALA-TJR-SER 

BOVINA MET-LIS-TRP-VAL-TRE-FEN-ILE-SER-LEU-LEU-LEU-LEU-FEN-SER-SER-ALA-TIR-SER 

RATA MET -LIS-TRP-VAL-TRE-FEN-LEU-LEU-LEU-LEU-FEN-LEU-SER-GL I -SER-ALA-SER-FEN 

FRAGMENTO PRE-

12345678 19 20 21 22 23 24 

HUMANA ARG-GLl-VAL-FEN-ARG-ARG POLLO ARG-ASN-LEU-GLN-ARG-MET-ALA-ARG 

BOVINA ARG-GLI-VAL-FEN-ARG-ARG 

RATA ARG-GLl-VAL-FEN-ARG-ARG 

FRAGMENTO PRO-

25 26 27 28 29 30 31 32 

HUMANA ASP-ALA-H 1 S-LI S-GLU-VAL-ALA-HI S 

BOV !NA ASP-TRE-HIS-LIS-SER-GLU-ILE-ALA 

RATA GLU-ALA-H IS-LIS-SER-GLU-ILE-ALA 

3 4 8 

9 10 11 12 

POLLO ASP-ALA-GLU-HJS 

4 

EXTREMO AMINO DE LA ALBUMINA 

Figura 2. Extremo amino de las preproalbúminas de rata (42-47), bovina (48, 49), 
humana (17) y de la proalbúmina de pollo (50). 
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El fragmento prepro- de 1 a a 1 búmi na de po 11 o ti ene un PM aproximado 

de 4,000 d, el cual correspondería a aproximadamente 35 aa. Este dato pro­

viene del PM calculado de la preproalbúmina de pollo sintetizada -út v.Uto 

(51). 

Todos los segmentos prepro- inician con metionina (Met) como debía es­

perarse ya que el producto completo de la traducción debe empezar con un 

codón AUG. Las posiciones 3 a 12 revelan una secuencia altamente hidrofóbi­

ca. En los fragmentos pre- de las albúminas humana y bovina, esta secuencia 

está interrumpida por una Serina (Ser) en la posición 8. La secuencia hi­

drofóbica intermedia también se ha descrito en la porción media de muchos 

otros segmentos pre- . El enlace peptídico que debe hidrol izarse durante 

el procesamiento -út v.lvo de preproalbúmina a proalbúmina es Ser-Arg en el 

caso de la humana y bovina, y Fen-Arg en el caso de la de la rata. 

El fragmento pro- en las albúminas de rata, bovina y humana es un hexa­

péptido idéntico que en su extremo carboxilo termina con 1 a secuencia Arg­

Arg. El fragmento pro- de la albúmina de pollo es muy diferente a los ante­

riores, está formado por 8 residuos de aa , en su extremo carboxilo solo 

11 eva una Arg. 

La albúmina, normalmente, sale a la circulación ya procesada (sin el 

fragmento prepro-). Se ha descrito una variante de albúmina circulante en 

una familia, en el hospital Christchurch de Nueva Zelanda (52, 53). Esta 

variante de la albúmina humana tiene en su extremo amino un hexapéptido 

que difiere del fragmento pro- normal en un aa, en lugar de la Arg en el 
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extremo carboxilo de este fragmento tiene Glutamina (Gln) (Figura 2, Gln 

por Arg en la posición 24). Este cambio puede ser explicado por una muta­

ción puntiforme. Este cambio impide también que la enzima encargada de 

madurar la proalbúmina a albúmina reconozca el enlace Gln-Arg y la albú­

mina salga a la circulación con este hexapéptido, o sea, como proalbúmina 

circulante. 

Los PM de las formas prepro- de las albúminas de rata, bovina y huma­

na, y de los segmentos prepro-, pre-, y pro- calculadas a partir de la se­

cuencia de aa de los mismos se encuentran en la tabla 11!. 

Agregando membranas de células de tumor de ascitis al sistema de sín­

tesis acelular (lis~do de reticulocitos de cone.ioJ que sintetiza preproal­

búmina de rata, ésta se procesa enzimáticamente a proalbúmina (46). 

Brown propuso una estructura covalente para la molécula de albúmina 

en base a los puentes disulfuro. Estos puentes disulfuro generan un patrón 

de asas que se repite tres veces y que definen los tres dominios estructu­

rales de la albúmina sérica (21). Estos dominios exhiben una homología 

de aa significativa. En base a ésto Brown ha sugerido (22-24, 54) que la 

albúmina evolucionó por t•iplicación génica de una proteína más pequeña 

correspondiente a un dominio, la cual pudo a su vez haber evolucionado de 

una secuencia mucho más pequeña por una serie de duplicaciones parciales y 

del eciones anteriores. 
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T A B L A III 

PESOS MOLECULARES DE LOS DIFERENTES SEGMENTOS PRECURSORES DE LAS ALBUMINAS 

HUMANA (17) 

BOVINA (24,48,49) 

RATA ( 18 ,42 ,47) 

Preproa 1 búmi na 

69,215 

69,070 

68,674 

Prepro-

2,909 

2,875 

2,829 

Pre-

2, 138 

2,104 

2,058 

Pro-

789 

789 

789 

Las albúminas de rata (18) y humana (17) tiene 35 residuos de Cis en 

la misma posición a lo largo de la cadena, por lo tanto su patrón de asas 

es idéntico. De los 584 aa de la albúmina de rata, 426 están colocados en 

la misma posición en la albúmina humana, por lo cual hay un 72.9% de homo­

logía de secuencia en ambas moléculas. Los puentes disulfuro en las albú­

minas humana y de rata están formados por los siguientes pares de residuos 

de Cis : 53-62, 75-91, 90-101, 124-169, 168-177, 200-246, 245-253, 265-279, 

278-289, 316-361, 360-369, 392-438, 437-448, 461-477. 476-487. 514-559, 

558-567; el residuo de Cis libre se encuentra en ambas proteínas en la posi­

ción 34. Ambas moléculas tienen un sólo residuo de triptofáno (Trp), y 

en ambas se encuentra en la posición 214. De los 6 residuos de Met que tie­

nen ambas moléculas, sólo comparten 2 en la misma posición: en la 123 y en 

la 548. Las restantes 4 en la humana están colocadas en las posiciones 87, 

298, 329, y 446 y en la de rata en las posiciones 198, 203, 219, y 264. 
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En ambas moléculas sólo se repite un aa tres veces en forma consecutiva; 

es la Leucina (Leu) en las posiciones 345, 346, y 347. 

Un esquema del patrón de asas generado por los 17 puentes disulfuro en 

la albúmina de rata se muestra en la figura 3. 

La albúmina está presente en niveles relativamente bajos en el plasma 

fetal, pero su síntesis se incrementa después del nacimiento, hasta llegar 

a los niveles normales en el adulto. La proteína predominante en el suero 

del feto es la a-fetoproteina (AFP) {que es una globulina - a ), la cual 

se sintetiza ~n el hígado embrionario y en el saco vitelino (51). Después 

del nacimiento la concentración en el suero de AFP disminuye drásticamente 

hasta alcanzar los niveles plasmáticos en el adulto normal de 20 nanogramos 

(ng)/mililitro (ml). La caída en el suero de los niveles de AFP es el re­

sultado de la disminución gradual de su síntesis por el hígado, y en el ca­

so de los roedores por la pérdida del saco vitelino. Sin embargo la síntesis 

de AFP se reinicia en el hígado adulto durante la regeneración hepática, y 

en tumores específicos tales corno hepatomas y teratocarcinomas (56). Hay 

varias similitudes funcionales y estructurales sorprendentes entre la AFP y 

la albúmina (57, 58), en los ácidos ribonucléicos mensajero~ARNm) que codi­

fican para ellas (59) y en sus genes (58, 60), lo cual ha conducido a la 

sugerencia de que la AFP sirve como albúmina fetal y que ambos genes surgie­

ron en la evolución como consecuencia de un gen ancestral, seguido por la di­

vergencia (57, 60). La alta concentración de AFP y de albúmina en el plasma 

ayuda a controlar la PCO del fluido intravascular. La albúmina está involu­

crada en la unión y transporte de metabol itos y de efectores metabólicos y 

tal función también ha sido propuesta para la AFP. Además la AFP ha sido irn-
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Figura 3. Esquema de asas de la albúmina s~rica de rata, mostrando los puentes dlsulfuro y los tres 
dominios, según Brown (22). 
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plicada en la supresión de la respuesta inmune de la madre y la protec­

ción del feto de los roedores de los estrógenos maternos. Las dos proteí­

nas son muy similares en tamaño y son codificadas por un ARNm con un coe­

ficiente de sedimentación de 18 unidades SvedbeJtg (SI. Los anticuerpos 

producidos contra la cadena polipeptídica de AFP nativa, pura no reaccio­

nan con la albúmina, sin embargo los anticuerpos producidos contra la ca­

dena polipeptídica desdoblada de albúmina o de AFP, cruzan fuertemente con 

albúmina ó AFP desnaturalizada (60). 

La existencia de una albúmina fetal con propiedades diferentes a la 

albúmina del adulto ha sido descartada, pues se ha encontrado que son indis­

tinguibles por criterios inmunológicos, fisicoquímicos (62) y por las pro­

piedades de unión a diferentes substancias (63). 

La albúmina, aún cuando es una proteína de exportación, no se gluco­

sila en el proceso de maduración, sin embargo, se ha encontrado que se glu­

cosila no enzimáticamente (64) y en los pacientes diabéticos hay niveles 

aumentados de gl ucos il-a 1 búmi na ( 65). 

Cuando una muestra de albúmina de rata pura se somete a isoelectroen­

foque en un rango de pH de 4-6 se separa en 6 bandas (66). Para comprobar 

que todas las bandas eran albúmina, se combinó ésta técnica con la inmunodi­

fusión (66) usando anti suero total de rata; el resultado fue que se formó 

una sól a banda de prec i pi tac ión, corroborándose 1 a mi croheterogeneidad de 

la albúmina de rata . El punto isoeléctrico (pi) de la albúmina de rata es 

de 4.6 (67) . 
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En la albúmina bovina también se ha encontrado microheterogeneidad 

(68). Al ser sometida a electroenfoque se evidenciarion 5 bandas entre 5.71 

y 6.04 unidades de pH. Spencer y King (68) propusieron que dicha heteroge­

neidad se pudiera deber a que se efectúen una de las siguientes reacciones: 

a) Intercambio intramolecular de puentes disulfuro. 

b) Formación de isómeros conformacionales estables. 

c) Isómeros formados por la acetilación del grupo <-amino de la lisina. 

d) Isómeros formados por la desamidación de asparagina (Asn) o Gln, o 

por la amidación de ácido aspártico (l\sp) o Glu. 

Otra causa por la que pueden encontrarse diferentes bandas de albúmina 

en isoelectroenfoque es por la presencia de ácidos grasos fijados y que por 

la naturaleza ani6nica de ellos, hagan variar el PI de la albúmina. Estos da­

tos han sido reportados por Geller et al.. (69) quienes incubaron la albúmina 

con ácido esteárico y encontraron dos fracciones iguales al someter la mues­

tra a isoelectroenfoque, una a pH 4.7 y otra a 5.7. 

También se ha reportado la microheterogeneidad del precursor inmediato 

de la albúmina, la proalbúmina (37), cuyo pi es 6.0 (69). 

d) Regulación de la síntesis. 

Las células hepáticas que sintetizan albúmina son los hepatocitos, el 

resto de las células hepáticas, incluyendo las células de Kupffer, que for­

man el 40% del total de células no la sintetizan (70-72). Munro et al. de-
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mostraron (73) usando un anticuerpo antialbúmina fluorescente, que esta 

proteína es sintetizada por todos los hepatocitos, en hígados de animales 

alimentados normalmente. Otros autores (74, 75) también han reportado usan­

do la técnica del inmunofluorescencia que en estado normal, sólo una peque­

ña fracción de los hepatocitos (10 a 15%) sintetizan albúmina. Es posible 

que estas discrepancias se deban a diferencias en la realización de la 

técnica empleada (76). Se ha demostrado en experimentos bt v.lt!r.o, que to­

dos los hepatocitos sintetizan albúmina de acuerdo a su grado de ploidía 

(77). Se sabe que el grado de ploidía está relacionado con su tamaño celu­

lar, a mayor grado de ploidía, mayor diámetro (78). 

Actualmente sabemos que el sitio de síntesis de albúmina, son los po­

lisomas unidos a la membrana del retículo endoplásmico (79-83). En el caso 

del hepatoma de Morris 5123, Uenoyama e,t aL (84) demostraron que la sín­

tesis de albúmina, que en este caso no era exportada, se efectuaba en los 

po 1 i somas 1 i bres. Schrei ber e,t al. también reporta ron que el hepatoma 

Reuber H 35 e y los hepatomas de Morris 5123 TC y 9121 no excretan proteí­

nas séricas (85). Estos resultados fueron revisados nuevamente por Redman 

e,t al. (86) y encontraron que los hepatomas de Morris 5123C y 7800 fueron 

capaces de sintetizar y exportar proteínas al medio de incubación, aunque 

en cantidades menores que las rebanadas de hígado de las ratas normales 

(86). También se hizo el análisis de la albúmina naciente, dentro de los 

tejidos de los hepatomas y de las rebanadas de hígado normal y fue posible 

identificar en ambos casos a la proalbúmina. La albúmina excretada al medio 

fue similar a la albúmina sérica (86). También se obtuvo el ARNm de los he­

pa tomas, se tradujo -tn vwo, y se obtuvo un precursor de 1 a a 1 búmi na, más 
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grande, con Leu en las posiciones 7, 8, 9, y 10 al igual que la preproal­

búmina, como ya había sido reportado por Strauss et al. (87). Estos repor­

tes indican que aún cuando los hepatomas de Morris 5123C y 7800 sintetizan 

cantidades más pequeñas de albúmina que la normal, son capaces de procesar 

el precursor de albúmina sérica (preproalbúmina) en albúmina sérica y secre­

tarla al medio de incubación (86). 

Los primeros estudios de la regulación de la síntesis de albúmina hu­

mana se dedicaron simplemente a medir los niveles de albúmina sérica en in­

dividuos normales y en pacientes con varias enfermedades. Subsecuentemente 

se desarrollaron una variedad de procedimientos de marcaje radiactivo que 

permitieron la determinación de la vida media en el suero de esta proteína. 

Esto involucró la inyección intravenosa de dosis pequeñas de albúmina mar-

cada radiactivamente en pacientes con hipoalbuminemia y la determinación de 

las curvas de decaimiento del material inyectado. A continuación, McFarlane 

et al. (88) desarrollaron un método para medir la velocidad de síntesis de 

albúmina, en animales enteros. Estos autores reconocieron que había una co-

rrelación directa entre la incorporación de Arg en la albúmina y la síntesis 

de urea, y las mediciones de arginina marcada en la albúmina después de la 

inyección de 14c carbonato veMM la producción de urea pudo ser usado para 

calcular la síntesis de albúmina. Después se desarrollaron técnicas que per­

mitieron el estudio de la síntesis de albúmina en el hígado aislado y perfun­

dido, y el desarrollo de sistemas acelulares de síntesis de proteínas, homó-

l ogos y heteról egos. 

La síntesis de albúmina se altera bajo una serie de condiciones experi-

mental es y fisiológicas, tal es como la hepatectomía (89-91), ingestión de 
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etanol y otras hepatotoxinas {92-96), desnutrición (97-103), honnonas (6, 

10, 104-109), medio ambiente {110-113), tensión de varios tipos (114-118), 

enfermedades (119-121), y PCO (lo cual se discutirá más ampliamente en el 

siguiente punto). 

En años más recientes se han usado enfoques moleculares para el es tu-

dio de la regulación de la síntesis de albúmina. La técnica usada es la hi-

bridización. Esta técnica permite determinar y cuantificar secuencias del 

ARNm específico directamente en las fracciones subcelulares (122-124). Para 

esto se usa ADN complementario tritiado (ADNc-3H) específico para el ARNm 

de dlbúmina. De esta manerd se ha calculado que el 97% del ARNm de albúmina 

en el hígado de una rata nonnal, se encuentra en pol isomas unidos a membra­

na, 2% en 1 os po 1 i somas 1 i bres, y 13 en el sobrenadante pos tri bosoma 1 ( 125, 

126). 

Usando esta técnica de hibridización molecular se ha estudiado la distri­

bución del ARNm d~ albúmina en ratas sometidas a un ayuno de 24 horas (h). 

Se ha encontrado que el 31.4% del ARNm de albúmina está asociado con los pa-

l isomas fijos, 8.6% con los poli somas libres y 60% en el sobrenadante post­

ribosomal. Cuando se extrae ácido rihonucléico (ARN) del sobrenadante post-

ribosomal de las ratas en ayuno se encuentra, por medio de análisis en gra­

diente de sacarosa, que el ARNm de albúmina tiene un coeficiente de sedimen­

tación de 17 S que es muy similar al normal {127, 128). Pero cuando el sobre-

nadante postribosomal se somete a análisis en gradiente de sacarosa se en-

cuentra que las secuencias del ARNm de albúmina están distribuidas entre 30 

y 50 S, lo cual sugiere que el ARNm de albúmina liberado de los polisomas 
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fijos durante el ayuno puede estar presente en el citoplasma como partí­

cula ribonucl eoproteín ica mensajero ( PRNm) ( 125, 129). 

En las ratas con insuficiencia renal crónica, se ha demostrado que la 

síntesis de proteínas en un sistema acelular está reducida 30-40% en los 

polisomas hepáticos unidos a membrana (129, 130), sin embargo, la actividad 

de síntesis en los polisomas libres permanece sin cambio. La sfntesis de al­

búmina por lo polisomas fijos está disminuida aún más que la reducción en 

la síntesis de proteínas totales (50% de reducción). Estos cambios están 

asocia dos con un incremento en el ni ve 1 i ntracel ul ar rle albúmina (fracción 

microsomal) y un aumento del 59% en la cantidad de ARNm de albúmina en los 

pol isomas unidos en relación con los nonnales. La acumulación del ARNm de 

albúmina en los polisomas fijos, asociado con una disminución generalizada 

en la síntesis de albúmina, sugiere que hay un bloqueo en la síntesis de 

proteínas a nivel traduccional. Aunque el mecanismo exacto para el bloqueo 

en la traducción en uremia, no está claro, el aumento de albúmina intrave­

sicular puede reflejar una disfunción en la secreción de albúmina. 

La distribución del ARNm de albúmina en ratas hechas cirróticas por 

medio de CC1 4 es la misma que en ratas nonnales. El contenido total de ARNm 

de albúmina por hígado es escencialmente el mismo en los dos grupos. De es­

tos estudios se puede concluir que aunque existe daño celular hepático en 

la cirrosis experimental, el contenido de ARNm de albúmina es normal en el 

hígado (129). 
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2. PRESION COLOIDOSMOTICA 

Al descenso de la presión de vapor del solvente, descenso del punto de 

congelación, aumento del punto de ebullición, y la presión osmótica se les 

denomina propiedades coligativas (del latín eotugatu.6, reunido junto) de 

las soluciones. Dependen únicamente del número de partículas en solución y 

de ninguna manera de la naturaleza de las mismas (131). 

Cuando una solución de soluto se separa de un solvente puro mediante 

una membrana semipermeable, es decir, que permite el paso del solvente pero 

no del soluto, se observa que aquél tiene a pasar a través de la membrana a 

la solución, y de ahí a dilu(rlo. El fenómeno llamado ósmosis (del griego 

que significa empujar o impulsar), fue observado por primera vez por Abbé 

Nollet en 1748. Para solutos acuosos de bajo PM, la mejor membrana semiper­

meable conocida es una película de ferrocianuro de cobre, Cu2Fe(CN) 6, pre­

parada por contar.to de una solución de sal cúprica con una de ferrocianuro 

de potasio. Con solutos de elevado PM en solventes acuosos y orgánicos las 

membranas más usuales son películas finas de celulosa o nitrato de celulosa 

(131). 

La presión osmótica es la presión mecánica que debe ejercerse sobre 

la solución para impedir el paso del solvente hacia la solución a través 

de una membrana semipermeable. 
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La incapacidad de ciertas substancias para difundir a través de membra­

nas, tales como el pergamino, condujo a Thomas Graham en 1861 a llamar a ta­

les substancias coloidales (del griego Kol.Acx , que significa pegamento, de­

bido a que con frecuencia eran pegajosas y gelatinosas como hidratos), para 

distinguirlas de las especies disueltas más pequeñas, a las cuales llamó 

cristaloides. La aplicación de las membranas semipermeables por Pfeffer a 

la medición de la presión osmótica, mostró que la presión osmótica de las 

sal es y otros cristaloides es enormemente superior a la de aquellas substan­

cias como la albúmina (coloides), por lo tanto se supuso que la presión os­

mótica de los prótidos era tan insignificante que no debería jugar ningún 

papel fisiológico. 

Los primeros estudios de las presiones osmóticas de soluciones de pro­

teínas fueron hechos por Starl ing en 1899, seguido por Reíd en 1904 y 1905. 

Starl ing separó las proteínas del suero sanguíneo por filtración a través 

de una membrana gelatinosa, y entonces midió la presión osmótica que se ne­

cesitó aplicar hidrostáticamente al suero no filtrado para lograr el equi-

1 ibrio y que no hubiera flujo neto de agua cuando se separó del suero Fil­

trado por una membrana de peritoneo de ternera montada sobre una gasa de 

plata cubierta con gelatina. Estas mediciones fueron de significado Funda­

mental en fisiología ya que la presión osmótica medida resultó ser de un 

orden de magnitud {aproximadamente 30 milímetros (mm) de Hg} que es i nter­

media entre la presión sanguínea en las arterias y las venas, así que en 

las primeras el agua y las sales deberían de fluir hacia afuera de la san­

gre y en las últimas hacia adentro. 
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La frase "presión osmótica de una solución" es algo indeterminada y 

mal definida. En realidad se refiere a la presión que debe ser aplicada 

a la solución, que contiene una macromolécula, para lograr el equilibrio 

con respecto al movimiento del solvente cuando es separado por una membra­

na semipermeable del solvente (y otras especies difusibles). No es una pre­

sión producida por la solución, estrictamente hablando. 

El término presión oncótica es sinónimo de presión coloidosmótica. La 

función de las moléculas oncóticamente activas es retener agua en la san­

gre, en el lecho capilar a pesar de la presión hidrostática que la está 

tratando de forzar a sal ir. El agua es retenida debido a la disminución en 

el potencial químico del agua que contiene la proteína disuelta. 

Como ya se explicó anteriormente, la albúmina contribuye con el 80% 

de la PCO del plasma {132). La importancia de esta función se demuestra por 

la frecuencia con la cual el edema acompaña a la hipoalbuminemia. La presen­

cia de edema en pacientes con baja concentración de albúmina representa el 

resultado neto de la interacción de varios mecanismos relacionados con dos 

procesos fundamentales: alteraciones a nivel del tejido local (fuerzas de 

Starling) y alteraciones en la excreción renal de sales y agua (133). Las 

fuerzas de Starling determinan la distribución del fluido entre los espa­

cios intravascular e intersticial. Bajo condiciones normales, la presión 

hidrostática intracapilar y la presión osmótica intersticial la cual tiene 

una tendencia a mover fluido hacia afuera del compartimiento intravascular, 

estan balanceadas por la presión del fluido intersticial y la presión osmó­

tica de la sangre. Con la disminución de la concentración de la albúmina sé-
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rica, éstas fuerzas se desequilibran. El efecto neto es la pérdida del flui­

do del espacio intravascular y el aumento excesivo en el líquido intersticial. 

La pérdida del volúmen intravascular activa a los receptores del siste­

ma del control del volumen del cuerpo, del cual es una parte integral el 

sistema de regulación del balance del sodio. 

Cuando la formación del edema en condiciones hipoalbuminémicas involu­

cra un desequilibrio en las fuerzas de Starl ing a nivel del tejido, la expan­

sión de1 compartimiento extracelular depende últimamente de la retención de 

agua y sodio por los riñones. Este mecanismo sirve para tratar de preservar 

el volumen del compartimiento intravascular, sin embargo, la disminución de 

la presión osmótica dentro de los capilares como una consecuencia de la dis­

minución del contenido de albúmina plasmática resulta en la translocaci6n 

constante de fluido del compartimiento intravascular al intersticio. Como 

una consecuencia, el compartimiento no se expande y el estímulo para la re­

tención de agua y sa 1 es continúa. Los factores rena 1 es responsab 1 es de es ta 

retención incluyen una disminución en la velocidad de filtración glomerular, 

aumento en la producción de aldosterona y una disminución del factor natri- · 

urético o tercer factor ( 134). 

Se han hecho una serie de experimentos .fo v.ltlto ein v.lvo con el fin de 

estudiar la relación entre la PCO y la síntesis de albúmina. 

En 1946, Magr.us Bj~rneboe observó en pacientes con hepatitis (135), y 

con PCO normal, que había una relación recíproca entre el nivel de albúmina 
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Y globulinas séricas. La disminución de la albúmina sérica en presencia de 

hipergamaglobul inemia no era debida a ninguna disfunción hepática o pérdi­

da excesiva de albúmina, y sugirió, por primera vez, que era consecuencia 

de un sistema regulatorio de la PCO. 

En 1967, Rothschild et a.e. ( 136) observaron que los conejos hechos 

.hiperinmunes con vacuna polivalente de neumococos tenían una baja concentra­

ción de albúmina sérica posterior a la elevación de gamaglobulinas. La baja 

concentración de la albúmina sérica fue el resultado de una disminución en 

su síntesis, ya que la degradación de la albúmina también había disminuido. 

La PCO permaneció esencialmente constante en virtud de un cambiG reciproco 

en la concentración de albúmina y globulinas. Aunque un mecanismo por medio 

de la PCO era probable, también era posible que la demanda de aminoácidos por 

el aumento en la síntesis de gamaglobul inas pudiera producir una deficiencia 

de aminoácidos para la síntesis de albúmina. 

Otros estudios de Rotl1schild y Oratz (137) donde se infundieron gamaglo­

bul inas, así como dextrán de alto PM (138) demostraron que el agotamiento de 

aminoácidos, no fue la causa de la disminución en la síntesis de albúmina. 

Para circunscribir el efecto de la PCO llegó a ser necesario estudiar 

este efecto en un hígado aislado y perfundido. En este sistema muchas de las 

otras variables que afectan la síntesis de albúmina, tales como nutrición, 

hormonas, temperatura pudieron ser mantenidas constantes variando solo la PCO. 
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Rothschild e,t a.e. (139) y Oratz (140) perfundieron hígados de conejo, 

variando en el líquido de perfusión la PCO, alterando el contenido de albú­

mina del mismo. Cuando la concentración de albúmina en el líquido de per-· 

fusión fue de 2.7%, la síntesis de albúmina fue de 13.3 mg/100 g de peso 

húmedo/h. Cuando la PCO del líquido de perfusión se aumentó, variando la 

concentración de albúmina a 7.1%, la síntesis de albúmina disminuyó a 9 mg/100 

g de peso húmedo/h, cuando la PCO en el líquido de perfusión disminuyó al va­

riar la concentración de albúmina a 0.5%, la síntesis de albúmina se incremen­

tó a 20 mg/100 g de peso húmedo/h. 

Dich e,t a.e. (141) estudiaron el efecto de diferentes fracciones de pro­

teínas séricas para alterar la PCO en el 1 iquido de perfusión. Cuando se va­

rió la concentración de albúmina, pero se mantuvo constante la PCO, la sín­

tesis de albúmina no se alteró, pero cuando se mantuvo la concentración de 

albúmina constante y se aumentó la PCO variando el contenido de gamaglobuli­

nas, disminuyó la síntesis de albúmina. 

La albúmina se sintetiza en el hepatocito (91), pero éste no está en 

contacto inmediato con el fluido intravascular (fluido intersticial). Se 

piensa que el control osmótico de la síntesis de albúmina se lleva a cabo por 

el fluido extravascular. En el hipotiroidismo hay un paso acelerado de albú­

mina del plasma a los sitios extravasculares y la síntesis de albúmina dismi­

nuye. Después de la plasmaféresis, el contenido de albúmina plasmática se 

mantiene a expensas de la reserva de albúmina extravascular y la producción 

de albúmina se incrementa (142). 
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El dextrán de PM de 188,000 d administrado a conejos a una concentra­

ción final de 1-2; resultó en una disminución del 36% en la albúmina séri­

ca, pero aún así la síntesis no se estimuló. La concentración de albúmina 

hepática intersticial aumentó 93% como un resultado del desplazamiento de 

albúmina intravascular a los sitios extravasculares. Cuando la cortisona y 

el dextrán se administraron simultáneamente la albúmina sérica disminuyó 

sólo 18%. No había cambio en la reserva intercambiable de albúmina, a pesar 

del 35% de aumento en la degradación, indicando una estimulación de la sín­

tesis de albúmina. Este incremento en la síntesis coincidió con una dismi­

nución en la albúmina intersticial de 60% de los controles, resultando en 

una disminución en la presión oncótica intersticial (143). 

Huberman ( 144) demostró que en presencia de Macrodex (dextrán de PM 

de 70,000 d) en un medio de incubación que contiene rebanadas de hígado, 

disminuyó la incorporación de radiactividad en la albúmina. Cuando se pro­

bó un sistema acelular para obtener el efecto de la PCO aumentada, no se 

observó disminución en la biosíntesis de albúmina, con lo cual se demostró 

que la integridad celular es necesaria para que la PCO afecte la biosínte­

sis de albúmina (144). Oratz e,t aL (145) han demostrado que siguiendo a 

las infusiones de dextrán hay una di~minución en el número de polisomas 

fijos. 
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3. MODELO BIOLOGICO DE TRABAJO 

Para estudiar la influencia de la PCO sobre la biosíntesis de la al­

búmina se pueden usar dos modelos: aumento o disminución de la PCO. Ya se 

mencionó que al aumentar la PCO la síntesis de albúmina disminuye (146), 

pero al disminuir la PCO la síntesis de albúmina aumenta (146). La dismi­

nución de la PCO está asociada a varios estados patológicos, por lo cual 

tiene mucha importancia a nivel el ínico {147-155). El aumento de la PCO 

es mucho más raro y sólo se presenta en deshidratación. Hay disminución 

de la PCO en cirrosis, síndrome nefrótico, edema pulmonar, etc. Por las 

razones mene ionadas, en es te trabajo se escogió el de 1 a di smi nuci6n de 1 a 

PCO. 

Para producir una disminución de la PCO bt v.lvo se escogió en este 

trabajo, el síndrome nefrótico. Los animales de experimentación escogidos 

fueron las ratas. Otra manera de producir este efecto .ln v.lvo, es por me­

dios de plasmaféresis, que consiste en la extracción de una fracción del 

plasma del animal; esto se logra extrayendo sangre total y devolviendo el 

paquete celular suspendido en una solución salina. 

El síndrome nefrótico se caracteriza por albuminuria, hipoalbumine­

mia, ascitis, edema general izado, hiperl ipemia, hipertrofia hepática con 

aumento de ARN y ácido desoxirribonucleico (ADN} (156-158), incremento en 

la síntesis de proteínas plasmáticas (158} y de la velocidad de marcaje de 

la albúmina en el suero (159). El aumento de síntesis de albúmina se ha de­

mostrado bt v.lvo (160}, en hígado aislado de rata (158, 161), en rebanadas 
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de hígado (162), en preparaciones acelulares que contiene microsomas y so­

brenadante postribosomal (sistema acelular homólogo) (163, 164). La sínte­

sis de proteínas hepáticas totales no cambia o aumenta ligeramente (164). 

Peters y Peters (165), no encontraron aumento en la síntesis de albúmina en 

ratas hechas nefróticas por medio del aminonucleósido de la puromicina 

(ANP). 

El síndrome nefrótico se puede producir experimentalmente en ratas 

por la administración del suero nefrotóxico (157, 158) o del ANP (166). 

En este trabajo el síndrome nefrótico se indujo con el ANP. El mecanismo 

exacto por medio del cual este fármaco produce el síndrome se desconoce. 

Se han hecho varios estudios (167), con diferentes enfoques experimentales, 

y se ha propuesto que es debido a una lesión epitelial glomerular, que con­

duce a cambios focales funcionales en la barrera de filtración (167). 

Se ha propuesto también, en el síndrome nefrótico, como causa de los 

bajos niveles de albúmina, además de la pérdida en la orina, el aumento 

de la degradación de ésta por los riñones. En los sujetos sanos, se ha 

demostrado que los riñones tienen un papel insignificante en la degrada­

ción de albúmina, pero cuando hay daño renal presenta, la pérdida de al­

búmina en la orina puede conducir a un incremento en la degradación re­

nal. Normalmente sólo una pequeña can ti dad de albúmina es filtrada por el 

gloméru1o, y los túbulos intactos la catabol izan efectivamente y retornan 

~,, los aa a la circulación (168, 169). 
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Se ha propuesto que la hiperl ipemia presente en el suero de estos 

animales es debido a una movilización interna de lípidos (170), aunque 

también se le ha atribuido a un aumento en la síntesis de las l ipoproteí­

nas (158). Se ha demostrado que el hígado de las ratas nefróticas contiene 

menos glucógeno que el hígado de las ratas normales (16g). 

Zahringer e,t al.. (131) han estudiado el mecanismo de aumento de sín­

tesis de albúmina en el síndrome nefrótico. Extrajeron ARNm poliadenilado 

de la fracción microsomal del hígado y lo tradujeron en un sistema acelu­

lar de germen de trigo. También aislaron polisomas de las ratas nefróticas 

y los incubaron con las enzimas pH 5.0. En ambos casos encontraron un au­

mento de ARNm de albúmina en relación con las ratas normales. Concluyeron 

que los pol isomas de las ratas nefróticas contienen 50% más ARNm de albú­

mina, pero no investigaron la procedencia de este ARNm, ni demostraron que 

fuera sintetizado de novo. 

En los animales nefróticos, el edema y la ascitis se deben a la dismi­

nución de la PCO provocada por la pérdida de proteínas plasmáticas, prin­

cipalmente albúmina. Por las características de este síndrome y los ante­

cedentes mencionados se escogió este modelo para estudiar la influencia de 

la PCO sobre la síntesis de albúmina .út vivo. 

4. REGULACION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN ORGANISMOS EUCARIOTES. 

Un genoma eucariote típico contiene alrededor de 10,000 genes estruc­

tural es. Aunque se considera que hay sólo una copia de cada uno de e 11 os, 
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muchos de estos genes, posiblemente todos, están organizados en familias 

de secuencias relacionadas por homología y algunas veces también por fun­

ción. Estas familias de genes, posiblemente han surgido por un largo pro­

ceso de duplicación de secuencias y divergencia mutacional de un número 

relativamente pequeño de precursores ancestral es. Cuando las fronteras de 

un evento de duplicación caen fuera de las señales de iniciación y termi­

nación de la transcripción (dt•µlicación intergénica), el resultado es la 

creación de un nuevo gen. Cuando las fronteras de la duplicación caen 

dentro de la unidad transcripcional, ha sucedido una duplicación intragé­

nica, y un gen sencillo se ha expandido en uno mayor e internamente redun­

dante (172). 

En relación con los procariotes, los eucariotes poseen mucho más in­

formación genética. Por ejemplo, una célula humana tiene mil veces más 

ADN que una célula de E. coU. El ADN de formas superiores también se 

encuentran asociado con proteínas básicas, llamadas histonas, y con proteí­

nas ácidas o neutras. Los cromosomas eucariotes, a diferencia de los pro­

cariotes, se encuentra limita do por una membrana nuclear. Una consecuencia 

importante es que la transcripción y la traducción están separadas en tiem­

po y espacio en los ecuariotes, mientras que en los procariotes están aco­

pladas. Esto hace que la expresión genética sea más rica y más compleja en 

eucariotes que en procariotes. 

Por otra parte, en las células procariotes, la regulación de la sínte­

sis de proteínas se lleva a cabo principalmente a nivel transcripcional de­

bido a que sus ARNm son de vida media muy corta. En las células eucariotes, 
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en las cual es el ARNm tiene una vida media más larga, la expresión genética 

puede ser controlada no sólo a nivel transcripcional, sino también a nivel 

traduccional (174). 

Podemos dividir los sitios de regulación de la síntesis de proteínas en 

tres nivel es diferentes: 

a) Transcripcional. 

b) Postranscripcional. 

c) Traduccional. · 

El control transcripcional se lleva a cabo en el núcleo celular y más 

concretamente a nivel del ADN. Es dependiente de síntesis de ARNm de 11ovo 

y la estimulación de síntesis de proteínas no se manifiesta en la presencia 

de inhibidores de la transcripción, como por ejemplo la actinomicina D. Las 

hormonas esteroides tales como el estradiol, la progesterona y la cortisona 

regulan la síntesis de proteínas a nivel transcripcional. Estas honnonas pe­

netran en la célula y se unen en el citoplasma con su receptor especifico. 

La afinidad por el receptor es muy alta. El complejo hormona-receptor migra 

al núcleo celular en donde interaccionará con la cromatina para promover la 

transcripción de genes específico (175). La unión de la hormona esteroide 

con su receptor. incrementa su afinidad por el ADN. La actinomicina D inhibe 

la acción de las hormonas esteroides, lo cual implica que se requiere la 

síntesis de ARN para su acción. 

La acción de la hormona esteroide de los insectos, la ecdisona, es otro 

ejemplo de la regulación de la síntesis de proteínas a nivel transcripcional 
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(176). El cromosoma politénico gigante de la glándula salival de Vn.o~oplt.U.a. 

contiene más de mil moléculas de ADN que aún no se han segregado. Los cromo­

somas pol iténicos se desarrollan en muchas clases de células diferenciadas 

por medio de un proceso en el cual los cromosomas se replican repetidamente, 

pero no se separan. Cada cromosoma politénico tiene una serie característica 

de bandas (cromómeras) que pueden ser vistas bajo el microscopio de luz. En 

el desarrollo de una larva en crisálida, ciertas bandas llegan a estar tran­

sitoriamente ensanchadas debido a que el ADN en esta región se ha converti­

do de una forma condensada a una dispersa. Los ensanchamientos corresponden 

a regiones transcripcionalmente activas. Un hallazgo sorprendente es que es­

tos ensanchamientos pueden ser producidos in v.ltlto en glándulas salivales 

aisladas, por la hormona esteroide ecdisona. Evidencias que apoyan la con­

clusión de que los ensanchamientos de los cromosomas son regiones de sínte­

sis intensa de ARN provienen de estudios autorradiográficos. El ARN se mar­

ca por medio de la incorporación de un precursor radiactivo (uridina). Las 

manchas se concentran en el ensanchamiento, indicando de esta manera que 

está sintetizado activamente ARN. Pero cuando el cromosoma se trata con ac­

tinomicina D antes de recibir la hormona ecdisona, no ocurre el ensancha-­

miento y la síntesis de ARN se ha detenido (176). 

En los niveles postra%cripcional y traduccional, la estimulación de 

síntesis de proteínas se lleva a cabo aún en la presencia de inhibidores 

de la transcripción, por lo cual no podemos distinguir entre ambos mecanis­

mos por este criterio. 

El control postranscripcional se puede efectuar en el intervalo com­

prendido entre la síntesis del ARNm (transcripción) y el principio de la 
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síntesis de proteínas (iniciación). Es posible que se lleve a cabo este 

control a nivel nuclear y citoplásmico. Sabemos que el producto primario 

de la transcripción no es usado directamente como ARNm, sino que se pro­

cesa extensamente antes de que salga del núcleo al citoplasma. Casi todos 

los genes que codifican para proteínas en los eucariotes están divididos, 

o sea que tienen secuencias intermedias a la secuencia de bases en el ARNm 

maduro (177-179). A las secuencias intermedias se les denomina intrones, y 

a las secuent ias que se expresan en el ARNm maduro, exones. El pre-ARNm 

contiene intrones y exones, o sea que el gen dividido se transcribe inte­

gramente y la escisión de los intrones y el empalme de los exones se lleva 

a cabo a nivel nuclear. Se ha reportado la cantidad de intrones en los ge­

nes de diversas proteínas; 7 en el de ovoalbúmina, 6 en el de ovomucoide, 

17 en el de conalbúmina, 2 en el de globina- a , 2 en el de globina-~ , 

en el de globina-ó , 2 en el de la cadena 1 igera de la inmunoglobul ina, 

4 en el de la cadena pesada de inmunoglobulina, 14 en el de AFP (173) y 

14 en el de albúmina de rata (172). En la mayorfa de ellos el número de pa­

res de bases en los intrones es mucho mayor que el de los exones, por ejem­

plo el gen de la albúmina de rata tiene una longitud de 14,900 nucleótidos, 

de los cuales 12,900 son intrones (172). También se han descrito intrones 

en algunos genes para el ácido ribonucleico de transferencia (ARNt). En los 

genes que codifican para las histonas no se han descrito secuencias inter­

medias. 

Otra modificación qL•e sufre el ARNm de los organismos eucariotes es la 

adición del capuchón en su extremo 5' y la adición de un segmento pal iade­

nilado en su extremo 3'. El capuchón es la 7-metilguanosina, unida al ARNm 
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por un enlace no común: pirofosfato 5' -5'. El capuchón contribuye a la es­

tabilidad del ARNm protegiendo su extremo 5' de nucl easas y fosfatasas. La 

longitud del segmento poliadenilado varía de 150 a 200 nucleótidos. Estudios 

de ARNm inyectado en huevos de Xeno¡JU,6 han demostrado que el segmento poli­

adenilado incrementa la estabilidad del ARNm, pero no es requerido para su 

traducción. La ausencia del segmento poliadenilado en los ARNm de histonas 

demuestra que no es escencial para el transporte del núcleo al citosol. 

Hay evidencias que indican que el ARNm no sale del núcleo hasta que 

haya madurado. Hay una cepa de ratas analbuminémicas que no tienen ARNm de 

albúmina en el citoplasma, pero tienen niveles normales del precursor del 

mismo en el núcleo (180-182). El problema de estos animales probablemente 

sea una mutación puntiforme en una secuencia intermedia que impide el pro­

cesamiento y maduración del ARNm, tal corno se ha descrito en un caso de ta­

lasemia - a (183). 

La regulación postranscripcional también puede ocurrir en el citoplas­

ma, como es el caso de la ferritina. El ARNm de la ferritina se almacena en 

forma de PRNm, que se 1 iberan y traducen cuando el animal recibe un estí­

mulo de hierro. Este aumento en la síntesis de ferritina es insensible a 

la actinomicina O (184, 185). Las PRNm de ferritina no se traducen .út vU!to 

antes de la desproteinización (186). En huevos no fertilizados, el ARNm es­

tá en for~1a de PRNm, durante la oogénesis. Estos llegan a ser activos en la 

síntesis de proteínas durante la embriogénesis. En el caso del erizo de mar, 

esta activación ocurre en los 20 min siguientes a la fertilización, y además 

también sucede en los huevos anucleados (187). Estos dos hechos descartan la 
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posibilidad de que se esté sintetizando ARNm. 

Aunque es factible que la regulación de síntesis de proteínas a nivel 

traduccional ocurra en cualquiera de sus tres etapas: iniciación, elongación, 

y terminación; el control a nivel de iniciación parece ser más factible, ya 

que de hecho la síntesis de proteínas se bloquearía totalmente o favorecería 

la traducción de un ARNm específico. 

El mecanismo de iniciación en las células de los mamíferos es un proce­

so complejo, que involucra al menos siete factores de iniciación (174). El 

mismo conjunto de factores de iniciación es requerido para la iniciación de 

todos los ARNm, de tal forma que cualquier modificación de la actividad de 

uno de estos factores debe alterar la velocidad de iniciación de todas las 

especies de ARNm. 

Debido a que ciertos ARNm tienen una afinidad superior por algunos fac­

tores de iniciación, la magnitud del cambio no es necesariamente el mismo 

para todas las especies de ARNm. Si la velocidad de iniciación está dismi­

nuida, la competencia entre los ARNm por los sitios de iniciación se incre­

menta, y se favorece la iniciación del ARNm de mayor afinidad. Este es el 

caso de la globina, donde el ARNm de 1a globina-B tiene una velocidad de 

iniciación superior que el ARNm de la globina-a, de tal forma que la inhi­

bición de la iniciación conduce a una mayor inhibición de la síntesis de 

globina-a que de globina-il (187). 

Aunque diferentes mensajes no son igualmente afectados, las modifica­

ciones de la actividad de los factores de iniciación no puede causar una 
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situación donde la velocidad de iniciación de una especie de ARNm cambie 

drásticamente, al mismo tiempo que la velocidad de muchos otros permanez­

ca totalmente no afectada. 

Se ha descrito el mecanismo de regulación de síntesis de proteínas a 

nivel de iniciación, por hemina en el 1 isado de reticulocitos de conejo 

(174, 188-196). En la ausencia de hemina, la síntesis de proteínas se de­

tier.e debido a la formación abrupta de un inhibidor enzimático de la sínte­

sis de proteínas. De hecho, este inhibidor es una cinasa de proteínas. El 

blanco de esta cinasa es el factor de iniciación 2 { e!F-2), y más especí­

ficamente la subunidad pequeña (38,000 d) de las tres de que consta el fac­

tor. E"I ~l"-2 forma un complejo ternario con trifosfato de guanosina (GTP) 

y el ARNt iniciador y este complejo se une a la subunidad ribosomal 40 S 

dando el complejo de iniciación 40 S. La inhibición de la traducción es una 

consecuencia de la fosforilación de la subunidad más pequeña del factor de 

iniciación 2, impidiendo de esta manera la formación del complejo ternario. 

La cinasa del e!F-2 que modifica al factor mismo, existe en dos formas, en 

un estado desfosforilado inactivo y en un estado fosforilado activo. La fos­

forilación de la cinasa del factor de iniciación 2 es catalizada por una ci­

nasa dependiente de monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) la cual contie­

ne dos subunidades regulatorias (R) y dos subunidades catalíticas (C). El 

complejo R2c2 es disociado por AMPc en dos subunidades C catalíticamente ac­

tivas y dos subunidades R. El AMPc se une a la subunidad R y de esta manera 

libera a C. La hemina bloquea esta disociación uniéndose a la subunidad R 

de la cinasa de proteínas dependiente de AMPc. La hemina se une a un sitio 

de la subunidad R que es aparentemente diferente del sitio al cual se une 

el AMPc, y bloquea la unión de AMPc a esta subunidad en fonna alostérica. 
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La fosforilación del e!F-2 y de la cinasa del e!F-2 son revertidas proba­

blemente por fosfatasas específicas, como en el caso de la fosforilasa y 

de la fosforilasa cinasa del glucógeno. El mecanismo descrito se muestra 

esquemáticamente en la figura 4. 

Hay otros mecanismos de regulación traduccional en reticulocitos y 

en otras células que no están sujetas al control por hemina. La adición 

de pequeñas cantidades de ARN de doble hélice o de glutatión oxidado ali­

sado de reticulocitos que contiene hemina, activa un inhibidor de inicia­

ción de cadena, como el controlado por hemina, que está asociado con una 

cinasa de proteínas independiente de AMPc que fosforila la subunidad de 

38,000 d del e!F-2. La incubación del lisado de reticulocitos que contiene 

hemina, con ARN de doble hélice y tri fosfato de adenosina (ATP) también 

produce la formación de un potente inhibidor traduccional, el ol igonucleó­

tido pppA2'p5'A2'p5A que inhibe la síntesis de proteínas a concentraciones 

muy bajas de 1-10 nanomolar (nM} activando endonucleasas que degradan tanto 

los ARN virales como los celulares (174). 

El tratamiento de células animales (e.g. células L de ratón, células 

de tumor de ascitis) con el agente antiviral interferón induce enzimas que, 

en presencia de bajos niveles de ARN de doble hélice, activa un inhibidor 

traduccional parecido al controlado por hemina y produce la síntesis de 

pppA2'p5'A2'pS'A a partir de ATP. Estas son las mismas enzimas que están 

presentes de manera constitutiva en el reticulocito de conejo. Las enzimas 

principales inducidas por interferón parecen ser una cinasa de proteínas 

que probablemente activa un inhibidor traduccional parecido al controlado 



R2c2 + 2 AMPc 

Bloqi;eado 1 l (Cinasa de proteínas 
por hemina dependiente de AMPc) 

2 RAMPc + 2c 

A~ ADP 

Cinasa de e!F-2 Cinasa {P) de e!F-2 
(!) K(A] 

Pi ATP 

(Fosfatasa de proteínas I) 

e!F-2 {P) 
{!) 

e!F-2 
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{ Fosfa tasa de 
proteínas JI) 

Pi 

Figura 4. Un modelo para la regulación de la actividad de e!F-2 en reticulocitos. Tomado de (174). 
A = Activo, 1 = Inactivo. 



41. 

por hemina y una enzima que sintetiza pppA2' p5' A2' p5 'A. El interferón es 

inducido por los virus en las células animales. En presencia de interferón, 

el ARN de doble hélice producido durante ·1a replicación viral probablemente 

activa las cinasas inducidas por interferón y dispara los eventos que con­

ducen a la producción de inhibidores traduccionales, inhibiendo de esta ma­

nera el crecimiento de los virus y de las células infectadas por virus (197). 

La elongación de proteínas parece ocurrir siempre a la misma velocidad, 

por lo que es improbable que el punto principal de control se lleve a cabo 

en este nivel. Una excepción seria el caso donde las proteínas tengan una 

composición de aa muy rara, lo cual puede hacer que la disponibilidad de cier­

tas especies de ARNt sea un factor 1 imitante. 

5. CUANTIFJGACION DE ARNm ESPECIFICO 

Existen en la actualidad dos maneras diferentes de medir niveles de 

ARNm específico: 

a) Hibdridizando el ARNm por medio de su ADNc radiactivo. 

b) Cuantificando las proteínas sintetizadas en un sistema 

acelular de síntesis de proteínas en respuesta al ARNm 

añadiendo al sistema. 

a) Hibridizando por medio de su ADNc radiactivo. Cuando el ADN y el 

ARN están presentes en la misma solución, las secuencias complementarias 
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tienden a reconocerse y a asociarse una con otra siguiendo la regla del 

apareamiento de bases Watson-Crick. Bajo condiciones apropiadas de tempe­

ratura y fuerza iónica, largas moléculas de polinucleótidos se alinean 

una con otra en forma precisa para formar híbridos de doble hélice. El ma-

terial no hibridizado puede ser degradado por incubación con nucleasas s1, 

la cual es específica para la digestión de ARN y ADN de una sóla cadena, y 

los híbridos restantes pueden ser recuperados e identificados (122, 123). 

El uso de la hibridización molecular para el estudio del metabolismo 

de ARNm específico en células animales fue posible gracias a un importante 

descubrimiento, hecho por Temin y Baltimore, a principios de 1970 (198,199). 

Estos investigadores reportaron el aislamiento y caracterización de una 

enzima capaz de sintetizar ADN .út v,i,,t;¡o a partir de un modelo de ARN (poli­

merasa de ADN, dependiente de ARN). La enzima llamada "transcriptasa rever-

sa", requiere además del molde de ARN, una región iniciadora de doble hé-

1 ice. En las células eucariotes, la mayoría de los ARNm y sus precursores 

(pero no otros tipos de ARN) contienen una secuencia poliadenilada en su 

extremo 3'. adicionando ol igo (dT) sintético a la mezcla de reacción, se 

forma una región de doble hélice en el extremo 3' del ARNm dejando el resto 

de la secuencia como un molde adecuado para la "transcri ptasa reversa" . La 

reacción también requiere cationes divalentes (Mg+2), y todos los cuatro 

desoxirribonucleósidos trifosfatados; se adiciona también actinomicina D 

para impedir que el ADN recientemente sintetizado se copie a sí mismo. De-

bido al apareamiento de bases Watson-Crick, el ADN sintetizado a partir del 

ARNm es complementario en secuencia de bases (ADNc), y después de la sínte­

sis, está enlazado el ARNm por puentes de hidrógeno. El ARNm puede ser dige-
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rido de los híbridos por adición de alcali, y el ADNc puede ser colectado 

por precipitación con etanol y/o centrifugación en gradiente de sacarosa. 

Usando substratos de una actividad específica alta, el ADNc puede ser mar­

cado con una actividad específica alta{ 106-107 cuentas por minuto \c¡:m}/ 

m1crogramo (~g)} . Bajo condiciones apropiacias, este material puede ser 

usado como una prueba exacta y altamente sensible para local izar secuen--

cias de ARN para las cuales el ADNc es complementario de manera específica. 

b} Cuan ti fi cación de proteínas sintetiza das .út v@o. Se han desarro-

11 ado muchos sistemas para la traducción de ARNm exógeno. El uso de un sis­

tema de traducción heterólogo con identificación específica del producto 

es .esencial para demostrar la actividad de mensajero exógeno. A continua-

ción se enumeran los principal es sistemas de traducción heterólogos usados, 

anotando sus ventajas y desventajas (200). 

1} Sistema de E6ClteM.clW:t coU preincubado. 

Uno de los primeros sistemas más arnpliamente usados para la traduc­

ción de ARNm exógeno fue el reportado originalmente por Niremberg y Mat- · 

thaei. Este sistema es obtenido de E. coRL; una cepa mutante en una o más 

ribonucleasas puede ser adecuado (e.g., MRE600, Ql3}. Las células son lisa-

das, moliéndolas con alúmina o pasándolas a través de una prensa French. 

Los restos grandes son separados por centrifugación, y el ADN es degradado 

por incubación en frío con desox1ribonucleasa altamente purificada. Este 

tratamiento reduce grandemente la viscosidad de la solución y el material 
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resultante se centrifuga a 30,000 veces la fuerza de la gravedad (x g) 

durante 30 minutos (min), colectando la capa sobrenadante. Esta fracción 

contiene los ribosomas y otros factores requeridos para la síntesis de 

proteínas y se denomina fracción "S 30" de E. e.o.U. Esta fracción es in­

cubada a 37 grados centígrados (ºC) durante 30-60 min (80 min en el proce­

dimiento original) en presencia de la mezcla completa para la síntesis de 

proteínas, incluyendo los 20 aa requeridos (no radiactivos) para la sínte­

sis de proteínas. Durante este período, la síntesis de proteínas se lleva 

a cabo, hasta completar las cadenas polipéptidicas preexistentes. La cade­

na pal ipeptídica completa y el ARNm son liberados de los ribosomas, y el 

ARNm es degradado. El sistema es ahora dependiente de ARNm exógeno para la 

síntesis de proteínas y se le conoce como sistemas S 30 preincubado. Esta 

fracción es dial izada (o pasada por una columna de Sephadex G-25) para 

eliminar los aa no usados y otros componentes de bajo peso molecular. El 

sistema S 30 preincubado se puede almacenar en nitrógeno líquido, conser­

vando su actividad biológica por largos períodos y se ha usado para nume­

rosos estudios sobre la traducción acelular de ARNm virales. Los sistemas 

bacterianos se han u~ado para la traducción de virus animales y otros men­

sajeros eucariotes. Sin embargo, bajo estas circunstancias, la eficiencia 

de traducción es considerablemente menor para el ARN de bacteriófagos, ge­

nerándose polipéptidos incompletos. Estos pueden ser debido, al menos en 

parte a la ruptura nucleol ítica del ARNm exógeno adicionando al sistema 

bacteriano. Se ha encontrado la concentración adecuada de cationes diva­

lentes para la traducción óptima de ARNm eucariote en sistemas procario­

tes. 
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2) Sistema de reticulocitos de conejo. 

También se han usado sistemas eucariotes acelulares para la traduc­

ción de ARNm exógeno. Un sistema ampliamente usado es el 1 isado de reti­

culocitos de conejo. Este sistema es obtenido induciendo reticulocitos en 

conejos, obteniendo las células rojas inmaduras, lavando estas células de 

contaminantes séricos, y lisando los reticulocitos suspendiendolos en agua 

o en amortiguador de baja fuerza iónica. Los restos de las membranas se 

al iminan por centrifugación a 10,000 x g durante 10 min. Esto produce el 

"lisado de reticulocitos", un equivalente eucariote a la fracción S 30 de 

E. coU. Una vez que se ha desarrollado la pericia necesaria para prepa­

rar este sistema, es altamente reproducible. El lisado de reticulocitos 

parece tener la eficiencia traduccional más alta de todos los sistemas eu-

cariotes desarrollados. Aunque el nivel de actividad es alta, aproximada­

mente 90 % del produ~to representa cadenas ay B de globina. Estos polipép­

tidos son identificados rápidamente y se pueden separar fácilmente de las 

otras proteínas. Por lo tanto, pequeñas cantidades de productos heterólo­

gos bajo la dirección del ARNm exógeno pueden ser identificados (tan ba­

jos como el 0.1% del total de la síntesis de proteínas). El ARNm exógeno 

no estimula la incorporación de aa por arriba del fondo en un sistema de 

1 isado de reticulocitos de conejo, y la presencia de un ARNm, en una pre­

paración dada de ARN exógeno, no se puede medir directamente. El ARNm exó­

geno compite con el ARN endógeno por los polisomas para la traducción. Al 

aumentar la cantidad de ARNm exógeno, la actividad de síntesis total de 

proteínas disminuye. El mecanismo de este efecto no ha sido determinado. 
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Ya que el lisado de reticulocitos de conejo en su forma cruda tiene 

una utilidad limitada para cuantificar ARNm exógeno y contestar preguntas 

acerca del mecanismo de la traducción de ARNm, se han desarrollado siste­

mas fraccionados, que tienen la finalidad de quitar la actividad endógena 

de traducción de este sistema. El primer intento que se hizo fue el de la 

preincubación. La síntesis de proteínas disminuyó notablemente después de 

la preincubación, por lo que no es muy adecuado. Los sistemas de fraccio­

namiento están basados en la separación de los factores de iniciación de 

los polisomas por tratamiento con concentraciones elevadas de KCl {usual-

mente 0.5 molar (M)J Después de este procedimiento los ribosomas son 

reaislados y el sistema es dependiente en forma separada de los ribosomas 

y proteínas del lavado ribosomal (factores de iniciación crudos). Sin em­

bargo, una cantidad considerable de actividad de ARNm permanece con los 

ribosomas. Estos ribosomas pueden ser estimulados de 3 a 5 veces por la 

adición de ARNm exógeno, aunque el nivel final al cual estos ribosomas 

pueden ser estimulados es mucho menor que la actividad del 1 isado crudo. 

En otra modificación de este sistema, la dependencia del ARNm se pro­

duce tratando la fracción pol isomal con bajas concentraciones de ribonu-

cl easa pancreática. Los ribosomas así tratados se separan centrifugándolos 

a través de un colchón de sacarosa 1 M con KCl 0.5 M para quitar la ribo­

nucleasa residual. En la actualidad se ha desarrollado un sistema dependien­

te de ARNm exógeno, confiable y reproducible que reúne las características 

deseables para cuantificar ARNm exógeno. Este sistema es el lisado de reti­

culocitos digerido con nucleasas de micrococos. En este sistema se han tra­

ducido una gran variedad de ARNm eucariotes. Bajo condiciones óptimas el 
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sistema es completamente estable y la síntesis de proteínas es 1 ineal por 

30-60 min. Este sistema tiene altos niveles de factores de iniciación, y 

la reiniciación del ARNm exógeno es bastante buena. La hemina es indispen­

sable para mantener altos niveles de iniciación en este sistema. 

Se han preparado sistemas acelulares similares al de reticulocitos a 

partir de hígado, cerebro, músculo, y cé·1ulas en cultivo de tejido. 

3) Sistema acelular de.tumor de ascitis. 

Sistemas acelulares dependientes de ARNm ex6geno, se han obtenido tam­

bién de células de tumor de ascitis Krebs !! y de Ehrlich que crecen en la 

cavidad peritoneal del ratón. Estos sistemas no están fraccionados y se pa­

recen al sistema S 30 preincubados de E. c.oU. Después de que el 1 íquido 

de ascitis es removido y las células se lavan, se rompen por homogenización 

y se prepara una fracción sobrenadante postmitocondrial. Este material es 

incubado a 37ºC durante 30 a 45 min en presencia del sistema de síntesis de 

proteínas completo que contiene los 20 aa no marcados. La dependencia del 

ARNm exógeno es producido y el material es pasado por una columna de Sepha­

dex G-25 para quitar los aminoácidos no usados. Este material se almacena 

congelado a bajas temperaturas. El sistema de tumor de ascitis demuestra 

buena dependencia de ARNm exógeno (fondo bajo) y puede ser usado para me­

dir actividad de ARNm directamente por incorporación de aa. Se requiere muy 

poca cantidad de ARNm para lograr estimulación de la incorporación de amino­

ácidos. Este sistema tiene una eficiencia traduccional muy baja comparada 
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con el lisado de reticulocitos. Es estimulado por la adición de factores 

de iniciación crudos de reticulocitos, pero la adición de estos factores 

puede aumentar la complejidad en el análisis de cierto tipo de resultados. 

Una dificultad importante es que los fragmentos pal ipeptídicos incomple­

tos se producen frecuentemente en el sistema, ya sea por terminación pre­

matura o por actividad de nucleasa. En muchos casos ha sido difícil obte­

ner pol1péptidos auténticos grandes con este sistema, sin embargo la sín­

tesis de tales polipéptidos ya ha sido reportada. 

4) Sistema de germen de trigo 

La preparación del sistema de germen de trigo es muy sencilla, pero 

tiene la desventaja de que la variación de lote a lote en la actividad 

traduccional es muy grande. Tiene la ventaja de que tiene una actividad 

traduccional muy baja y puede ser directamente dependiente de ARNm exó­

geno. Este sistema traduce una gran variedad de ARNm viral es y de euca­

riotes. Tiene una eficiencia traduccional al menos tan buena como la de 

los sistemas acelulares de tumor de ascitis. La traducción ocurre con bue­

na f i de 1 id ad, sin grandes cantidades de fragmentos parcia 1 es, y se han iden­

tificado polipéptidos de alto PM. Otro punto que debe señalarse en este 

sistema, es la variación de cationes mono y divalentes requeridos para la 

traducción de ARNm exógenos diferentes. 
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5) Oocitos de Xenopu.6 intactos 

Se ha logrado la traducción de ARNm de varias fuentes en el sistema 

de células intactas de oocitos de XenopM. El ARN es inyectado por micro­

punción y después de un tiempo de retraso de aproximadamente de 30 min, se 

puede demostrar 1 a síntesis de proteínas heteról ogas. Este sis tema descri­

to originalmente por Gurdon et al. para la traducción de ARNm de globina, 

es totalmente estable. La síntesis de protefnas heterólogos puede continuar 

por arriba de dos semanas. Este sistema también ha sido útil para la traduc­

ción de precursores nucleares de ARNm, mientras que los sistemas acelulares, 

no han tenido éxito para traducir éstos precursores. De todos los sistemas 

usados para la traducción de AR~m exógeno, los oocitos de Xenop!U¡ son los 

más sensibles. En este sistema, se requieren de 0.1 - 10 ng de ARNm puro de 

globina para obtener una curva de saturación. Esta sensibilidad es cercana 

a la técnica de hibridizaci6n de ARNm-ADNc. En este sistema no hay requeri­

mientos de factores específicos y hay poca competencia entre el ARNm exóge­

no y el ARNm endógeno, a menos de que se adicione mucho ARNm exógeno. Apa­

rentemente este sistema tiene ribosomas en exceso, no asociados con los ARNm 

endógenos. Estos ribosomas son usados para 1 a traducción de ARNm exógeno. 

Con la gran estabilidad del ARNm ex6geno inyectado en el occito de rana, 

este sistema tiene gran potencial para el estudio del metabolismo del ARNm. 
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OBJETIVOS 

Los objetivos centrales de esta tesis son: 

a) Medir nivel es de ARNrn de albúmina en el hígado de ratas cuya 

PCO está disminuida y compararlos con los niveles normales. 

b) Estudiar el efecto de la actinomicina D en nuestro modelo ex~ 

perirnental de disminución de la PCO. 

Estos son los primeros pasos en el estudio de la influencia de la 

PCO sobre la síntesis de albúmina, .üt vivo. 

50. 

Las herramientas de trabajo, que vienen a ser los objetivos inter­

medios, que nos van a permitir llegar a los objetivos deseados, son los 

siguientes: 

a) Preparación de un sistema acelular de síntesis de proteínas de­

pendiendo del ARNm exógeno. 

b) Desarrollo de un método de extracción de ARN total de hígado de 

rata, confiable y reproducible que nos permita obtener ARNm íntegro. 

c) Obtener un anticuerpo anti-albúmina de rata, que nos permita se­

parar la albúmina sintetizada .ln v.f.vo del resto de las proteínas. Para 

esto es necesario tener albúmina pura de rata. 
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d) Separación e identificaci6n de los productos sintetizados iJt vior.o 

por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida y de fluorografía. 

e) Cuantificaci6n de la albúmina sintetizada .ln v.lbto. 

f) Desarrollo de un modelo experimental de disminución de la PCO .út 

vivo. 

·,,,. 
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lll 

MATERIALES Y ME TODOS 

MATERIALES 

1. Reactivos. 

Los siguientes reactivos fueron de Sigma Chemical Company (St. Louis, 

Mo.): difenilamina (base 1 ibre); l-acetil-2-fenilhidracina (cristalina); 

creatina fosfocinasa (tipo 1, de músculo de conejo, 100-150 unidades/mg 

E.C. 2.7.3.2); PPO (cristalino); AON (sal sódica, altamente polimerizado, 

de timo de ternera); hemina bovina (tipo I, cristalina); nucleasa micro­

cdccica (Grado VI, de S.taphylococcn& aWteM, cepa Foggi, 100-200 unidades 

molar (j1M)/mg de proteína, E.C. 3.1.4.7); nuevo azul de metileno (azul 

básico 24, sal doble cloruro de zinc, C.!. 52030); EGTI\ (ácido libre), L­

aminoácidos, ditiotreitol (reactivo de Cleland); bis-MSB; tris (TRIZMA 

base); sulfato de amonio (grado I); dodecil sulfato de sodio (OSS); azul 

de Coomasie G-250 (Jzul brillante G, C.!. 42655); dimetil sulfóxido; ANP 

(cristalino); proteína A Sefarosa Cl-48; desoxicolato de sodio (DOC-Na}; 

Tritón X-100; ATP (sal disódica, de músculo equino}; GTP (sal di sódica, 

de músculo equino); fosfocreatina (sal di sódica, grado Sigma); tri cloruro 

de espermidina (cristalino}; cloruro de guanidina (grado 1, cristalino}; 

azida de sodio (cristalino); HEPF~ (ácido libre}; oligo-dT-celulosa. 

El cosmegeJ (Oactinomicina MSD, Actinomicina D) fue de Merck, Sharp 

& Oohme (West Point, Pa.). Cada frasco contiene 0.5 mg de Actinomicina O y 
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20 mg de manitol. En la forma seca el compuesto es un polvo amarillo amorfo. 

La solución es clara y color oro. La actinomicina O es el compuesto princi­

pal de la mezcla de actinomicinas producida por StJtep:tamycu pMvuteu.&. 

Los marcadores radiactivos proteínicos (mezcla de proteínas marcadas 

con 14c) en amortiguador de fosfato de sodio 0.01 M, pH 7 .2 que contiene 

DSS al 1%, B-mercaptoetanol al 1%, EDTA 1 mM; la L-Leu-3H de 1 Ci/mmol y 

de 40-85Ci/mmol en etanol al 2% fueron de Radiochemicals (Amersham, Buckin­

ghamshire}. 

El reactivo de Bradford (Bio-Rad Protein assay) para la determinación 

de proteínas fue de Bio-Rad Laboratories (Richrnond, Cal.). El reactivo de 

fenol folín Ciocalteu fue de Sigma de México. El Anestesal fue de Smith 

Kline (Norden de México). La heparina, 10,000 unidades/ml en alcohol bencí-

1 ico 9 mg/ml fue de Labordtorics Abbot de México. La acrilamida, la bisa­

crílamida, y el TEMED fueron de Eastman Kodak Co. (Rochester, N.Y.). Lasa­

carosa libre de ribonucleasas fue de Schwarz/Mann !ne. (Spring Valley, N.Y.). 

El adyuvante completo de Freud fue de Miles Research Laboratories (Elkhart, 

Ind.). El agar Noble fue de Difco (Detroit, Mich.). El azul de Dextrán y el 

Sephadex G-150 fueron de Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala, Suecia). El eta­

nol absoluto y el eter etil ico fueron de Productos Químicos Gadir (México). 

La acetona fue de Harleco (División de AHS/México S.A. de C.V.). La albúmi­

na sérica bovina al 22%, pH 7.5 con azida de sodio al 0.1% fue de Ortho 

Diagnostics (Raritan, N.J.). El azul de bromofenol fue de Matheson, Coleman 

& Bell (Cincinati, Ohio). La riboflavina fue de Roche (Nutley, N.J.). El 

merthiolate fue de Elanco Products Co. (Indianapolis, Ind). El timol fue de 
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May & Baker (Dagenham, Inglaterra). El Aguasil™ (líquido soluble en agua 

para sil iconizar, densidad 0.8B g/ml) fue de Pierce Chemical Co. (Rockford, 

l!I). 

Los siguientes reactivos se compraron en Merck de México: negro de 

amido lOB, ácido dietilbarbitúrico, dietilbarbiturato de sodio, fenol, hi­

dróxido de sodio, hidróxido de potasio y cloruro de magnesio. 

De J.T. Baker de México fueron los siguientes reactivos: cloruro de 

sodio, peróxido de hidrógeno al 30%, ácido tricloroacético, sal disódica 

del EDTA, cloruro de litio, ácido clorhídrico, tolueno, cloroformo, alcohol 

isoamílico, cloruro de potasio, n-butanol, acetato de potasio, acetato de 

sodio, persulfato de amonio, etilenglicol, glicerol, ácido acético, ácido 

fosfórico, metanol, naftaleno, 1-4 dioxano, cloruro de calcio, oxalato de 

potasio, tartrato de potasio, carbonato de sodio. 

El nitrógeno líquido se cnmpró en el Centro de Investigación de Ma­

terial es de la U.N.A.M. 

2. Equipo. 

A lo largo del trabajo se usaron las siguientes centrífugas: centrí­

fuga MSE de baja velocidad; centrífuga Sorvall RC-58 refrigerada, de alta 

velocidad (Du Pont Co. Newtown,Conn.), a esta centrífuga pertenecen los 

cabezales GSA y SS-34 a los que nos referimos a lo largo del trabajo; ultra-



55. 

centrifuga mode.lo L2-65B de Beckman lnstruments (Palo Alto, Cal.); micro­

centrífuga tipo B, serie 2664 de Beckman Instruments. Para la electrofore­

sis en gel de poliacrilamida se usó el equipo en placa vertical SE 500, el 

desteñidor de difusión de geles en placa SE 530, el secador compacto de ge­

les en placa SE 540 que fueron de Hoeffer Scientific Instruments (San Fran­

cisco, Cal.). El l isado de reticulocitos de conejo se almacenó en nitrógeno 

liquido en una recipiente de Minessota Valley Engineering (MVE), modelo A 

360, serie ln9 B, de New Prague, Minn. El nitrógeno líquido se transportó 

en un recipiente UC-17 serie 20DH-235 de Union Car~ide Corp. El equipo y 

las soluciones que así lo requirieron se esterilizaron en el siguiente equi­

po: esterilizador portátil AMSCO, modelo 8816 M; olla Presto modelo 2 (In­

dustrias Steele de México); o el esterilizador de precisión All American de 

Wisconsin Aluminum Foundry Co. !ne. (Manitowoc, flis.}. En el electroforesis 

en gel de poliacrilamida se usó la fuente de poder de corriente constante o 

voltaje constante, modelo RO, serie 7717, catálogo 320800 de Beckman lnstru­

ments !ne. Spinco Division. En la electroforesis preparativa en gel de po-

1 iacrilamida se usó el equipo SAE 2782, la fuente de poder de corriente cons­

tante o voltaje constante VOKAM SAE 2761, la lámpara de luz fluorescente 

Photopol' SAE 2753 que fueron de Shandon Scientific Company L imited (Londres, 

Inglaterra}; y el enfriador de inmersión Colora tipo TK 64 (Colora Messtech­

nik GMBH, Lorch/WUrtt, R.F.A.). En la inmunoelectroforesis se usó el equi­

po de LKB modelo 6800A (Bromma, Suecia). Para la electroforesis de proteí­

nas en acetato de celulosa se usó el equipo de Helena Laboratories (Beaumont, 

Tex.). Para contar los reticulocitos se usó el microscopio modelo Standard 

GFL 655-632 No. 4289638 de Carl Zeiss (Oberkochen, R.F .A.). Para homogenei­

zar los hígados de rata se usó la 1 icuadora Osterizer modelo 403-A. El es-
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pectrofotómetro usado fue Carl Zeiss modelo PMQ JI. El liofilizador usado 

fue de Virtis (Gardiner, N.Y.). La radiactividad se cuantificó en el espec­

trofotómetro de centelleo 1 íquido Tri Carb, modelo 3330 de Packard lnstru­

ment Company, !ne. (Downners Grave, 111.). En la preparación de los gradien­

tes linea 1 es se usó el formador y fracc i onador de gradientes Dens i-Fl ow 11, 

serie # 63409 de Buchl er 1 ns truments ( Fort Lee, N. J.). El colector de frac­

ciones tipo 7000, e:l espectrofotómetro de flujo UV!CORD S 2138, y UVICORD 

4700 usados, fueron de LKB. La bomba µersitáltica usada en la electroforesis 

preparativa en gel de poliacrilarnida fue de Buchler Instruments. En la ex­

tracción del ARN total se usó el agitador de Eberbach Corporation (Ann Ar­

bor, Mich.). Para unir los complejos antígeno-anticuerpo a la proteína A 

Sefarosa se usó la plataforma rotatoria No. 3623 de Arthur H. Thomas (Phi­

ladelphia, Pa.). La Película usada para las fluorografías fue una película 

para Rayos X, X-Omat RP (XRP-5) de Eastman Kodak Co. Se usó el cassette 

Kodak Min-R de 18x24 cm. Cat. No. 1284397 para la exposición de la pelícu-

la a los geles radiactivos. La determinación de los iones en el lisado en­

dógeno, y en 1 as diferentes soluciones se hizo en e 1 Departamento de Nefro-

1 ogí a y Metabolismo Mineral del mismo Instituto, usando el siguiente equipo: 

para la determinación de sodio y potasio, el fotómetro de flama 343 de Ins­

tumentation Laboratories !ne.; para la determinación de cloruro, el anali­

zador de Cloro y C0 2 Cat. No. 6616 de Beckman lnstruments; para la determi­

nación de magnesio, el espectrofotómetro de absorción atómica Pye Unicam 

SP90A, serie 2 (Cambridge, Inglaterra). 
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3. Soluciones 

En la preparación de las soluciones se us6 siempre agua bidestilada 

y desionizada a la que nos referimos a lo largo del trabajo simplemente 

como agua. las soluciones usadas para la extracción del ARN, purificación 

del ARNm poliadenilado y preparaci6n del lisado de reticulocitos se este-

ril izaron antes de usarlas. 

4. Preparación del material 

Todo el material usado en la extracción del ARN, preparación del 1 i­

sado de reticulocitos, purificación del ARNm y ensayos de traducción se es­

teri 1 izó. Cuando el material as'i lo requiri6 se sil iconiz6 con el producto 

comercial AquaSil TM a una concentración del 1%, el material se sec6 a lOOºC 

por varios min. El material de vidrierfa se 1 avó con mezcla crómica que se 

preparó de la siguiente manera: se disolvieron 120 g de dicroljlato de sodio 

(Na 2cr2o7) en agua destilada hasta un volumen final de 1000 ml, enseguida 

se añadieron 1500 ml de ácido sulfúrico concentrado. 

5. Material radiactivo 

los desechos radiactivos s61 idos se almacenaron en frascos etiquetados 

especialmente destinados para ello. los desechos líquidos de baja actividad 

se diluyeron con agua y se vertieron directamente al caño de la tubería, en 
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donde se dejó correr abundante agua. Los desechos líquidos de alta activi­

dad se almacenaron en frascos de plástico. Estos desechos líquidos junto 

con el material sólido se almacenaron en el Departamento de Medicina Nuclear 

del mismo Instituto, de donde son recogidos posteriormente por el Instituto 

Nacional de Investigaciones Nucleares. La cristalería contaminada con el 

material radiactivo se enjuagó exhaustivamente con agua y se lavó por sepa­

rado del resto del material. 

6. Jaulas metabólicas. 

Con el objeto de poder recoger la orina de las ratas libre de heces y 

de alimento, para cuantificar las proteínas excretadas, se usaron jaulas 

metabólicas. Las jaulas metabólicas usadas en este trabajo se diseñaron y 

se construyeron en el propio 1 aboratorio. Las jaulas constan fundamentalmen­

te de dos partes: la parte inferior o cono colector y la parte superior o 

cuerpo de lo jaula en donde se encuentra el bebedero y el comedero. La par­

te inferior es un embudo que tiene en su parte superior una malla muy fina 

de nylon que impide el paso de las heces, pero que permite el paso de la 

orina; en la parte inferior del embudo se le adpata una probeta para reco­

lectar la orina. La parte superior descansa sobre el cono colector y posee 

en su parte inferior una malla rnetál ica que permite el paso de orina y de 

heces; la parte superior se cierra para impedir el paso de la rata. El co­

medero y el bebedero están colocados en sitios opuestos de lajaula; la co­

mida se colocó en polvo con el fin de que la rata no la arrastre al inte­

rior de la jaula, de igual manera para que el animal beba tiene que sacar 
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la lengua fuera del cuerpo de la jaula, a través de un orificio, para que 

alcance la batel la del agua y no introduzca agua a 1 interior de 1 a jaula. 

La orina colectada sobre un cristal de timol se recogió cada 24 h, se 

midió su volumen, se dializó contra solución salina, se cuantificó la al­

búmina y proteínas totales y se sometió a electroforesis en acetato de ce­

lulosa. 

7. Animales de experimentacion 

Ratas: A lo largo de todo el trabajo se usaron ratas macho, albinas, 

de la cepa Wistar, que se criaron y mantuvieron en el bioterio del Insti­

tuto Nacional de la Nutrición hasta el principio de los experimentos. Se 

usaron ratas alimentadas ad Ub.ltum, de 90-110 g de peso. Se trabajaron 

con los siguientes grupos de ratas: 

Grupo 1 : Control es 

Grupo 11 : 

Grupo 111 : 

Grupo IV : 

Controles + actinomicina D 

Nefróticas 

Nefróticas + actinomicina D 

Cene~: Para la preparación del lisado de reticulocitos se usaron 

conejos machos de raza Nueva Zelanda de l. 5 a 2. 5 Kil agramas ( Kg) de peso, 

alimentados ad Ub.ltum con un concentrado comercial (Conejina). Durante 

todo el período de inyecciones se mantuvieron en el bioterio del Instituto 

Nacional de Nutrición. 
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Cabra: La cabra usada en la preparación del anticuerpo antialbúmina 

de rata fue de raza Nubia, de un peso de 27 Kg, alimentada ad .Ub.ltwn con 

un concentrado comercia 1 y mantenida durante todo el experimento en el bio­

terio del propio Instituto. 

ME TODOS 

l. PREPARACION DEL SISTEMA ACELULAR DE SINTESIS DE PROTEINAS: USADO DE RE­

Tl CULOC !TOS DE CONEJO. 

a) Inducción de reticulocitosis 

Los reticulocitos se produjeron en conejos por inyecciones subcutáneas 

diarias de l-acetil-2-fenilhidracina (AFfl) (201). La AFH se preparó en so­

lución salina de Lingrel y Borsok (202) que está compuesta de NaCl 130 mili­

molar (mM), MgC1 2.6H2o 7 .4 mM, y KCl 5 mM, a una concentración de 15 mg/ml 

y se almacenó a -20°C protegida de la luz. 

Al sexto día (después de 6 inyecciones) se sangró al conejo por la ve­

na marginal de la oreja para contar el porcentaje de reticulocitos. Si no 

alcanzaron el 90%, se continuaron las inyecciones y se contó el porcentaje 

de reticulocitos diariamente. El día que alcanaron 90% o más, se suspendie­

ron las inyecciones y se procedió a sangrar al conejo al día siguiente. 
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b) Preparación del lisado 

El conejo se sangró en blanco por punción cardíaca, siendo previamen­

te anesteziado con 1 ml de Anestesal (pentobarbital sódico, 63 mg/ml) mez­

clado con 5,000 unidades de heparina como anticoagulante. La sangre se co­

lectó en frascos de centrífuga de 250 ml colocados en hielo, se centrifugó 

inmediatamente a 2,000 revoluciones por minuto (rpm) a 4°C durante 10 min 

usando el cabezal GSA (657 x g); se eliminó el sobrenadante junto con la 

capa de glóbulos blancos (la cual queda sobre el pquete de reticulocitos) y 

se hicieron tres lavados con solución salina de Lingrel y Borsok. Los lava­

dos se hicieron en tubos de 50 ml a 1,800 rpm durante 10 min y a 4ºC en el 

cabezal SS-34 (394 x g). Después del último lavado se midió el volúmen del 

paquete celular y se añadió un volumen igual de agua destilada fría y esté­

ril, se mezcló rápida y perfectamente y se dejó reposar 10 mina 4ºC para 

que la hemól is is tuera completa. 

Se centrifugó el hemolizado a 12,000 rpm por 15 mina 4ºC en el cabe­

zal SS-34 (17 ,548 x g), para sedimentar los estromas celulares y seguir tra­

bajando con el sobrenadante, que constituye el lisado. El lisado así obte­

nido se guardó directamente en nitrógeno líquido en alícuotas de diferente 

volumen { de 100 a 400 microl itros (pl l } o bien se suplementó con hemina 

y creatinina fosfocinasa (CFC) y se digirió con nucleasa de micrococos an­

tes de almacenarlo en nitrógeno líquido. 
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2. CUANTI F ICAC ION DE RETICULDCJTOS 

La prueba se real izó mezclando en un tubo de ensayo partes iguales de 

sangre heparinizada y del colorante nuevo azul de metileno al 0.5% en oxa­

lato de potasio al 1.6'.i. El tubo se incubó a 37ºC durante 30 min. Se colo­

có una gota de la mezcla sobre un portaobjetos desengrasado y se preparó 

una extensión (frotis) con ayuda de otro portaobjetos, se secó al aire y se 

observó al microscopio con el objetivo de inmersión. Los reticulocitos se 

distinguieron perfectamente de los eritrocitos maduros por los agregados ya 

mencionados; se contó un mínimo de 200 células y la cantidad de reticuloci­

tos encontrados se expresó como un porcentaje del total de células. 

3, OPTJMIZACJON DE SINTESIS DE PROTEINAS EN EL LISADO DE RETICULOC!TOS DE 

CONEJO. 

Antes de trabajar con un sistema acelular de proteínas, es necesario 

optimizar las concentraciones de los factores esenciales en la traducción, 

tales como iones, aa, fuente de energía, y cofactores particulares del sis­

tema usado, con el objeto de asegurarse de aue no se está 1 imitando la sín­

tesis de proteínas. 

El parámetro que nos va a indicar que el sistema de síntesis no está 

1 imitado por ningún factor es la l inearidad de síntesis de proteínas ve/L6M 

tiempo. La manera de medir la síntesis de proteínas es la incorporación de 

un aa radiactivo al material precipitable con ácido tricloroacético (ATA). 
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De esta manera nuestro sistema será dependiente sólo de la cantidad de aa 

radiactivo añadido al medio y de la cantidad de ARN añadido al sistema 

en el l i sado dependí ente de ARNm exógeno. 

Aprovechando la capacidad de síntesis endógena deVííSado, se proce­

dió a optimizar las condiciones de traducción usando el ARNm endógeno. Se 

prepararon las sigui entes soluciones concentradas para 11 evar a cabo la 

optimización y de algunas para probar su influencia en la síntesis de pro­

teínas en el l isado: 

a) Mezcla de 20 L-aa (-) L-leu, 10 mM de cada uno, pH 7.0 Para hacer 

esta mezcla se preparó cada aa por separado a una concentración de 200 mM 

en HCl 1 M , con excepción del Trp que se disolvió en KOH l M. Se hizo 

la mezcla de los 19 aa y se ajustó el pH a 7 .O con KOH concentrado. A la 

mezcla final se le añadió ditiotreitol (DTT) a una concentración final de 

10 mM para protegerlos de la oxidación. 

b) Fosfato de creatina (FC) 1 M, pH 7 .O. El pH se ajustó con HCl 1 M. 

c) ATP 40 mM, pH 7.0. El pH se ajustó con KOH concentrado. 

d) GTP 20 mM, pH 7 .O. El pH se ajustó con KOH 1 M. 

e) Espermidina 1 M, pH 7 .O. El pH se ajustó con KOH 0.1 M. 

f) Acetato de potasio 4 M. 

g) Acetato de magnesio 1 M. 

h) Hemina 1 mM. 

i) Creatina fosfocinasa (CFC) 5 mg/ml en glicerol al 50% volumen a 

volumen ~ v /v). 
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En la preparación de cada reactivo se usó agua estéril y se guardaron 

en alícuotas a -20ºC. Se determinaron las concentraciones de los iones en 

el li;ado endógeno con el fin de saber la concentración real y final de ca­

da ion en el ensayo. El sodio y el potasio se determina ron por fl amometría, 

el cloruro por conductimetría y el magnesio por absorción atómica. 

4. ENSAYO DE TRADUCC ION 

a) Se suplementaron 0.8 volúmenes de lisado con hemina, CFC, FC, Mg+2, 

K+ , 19 L-aa y otro{s) factor( es) ensayado{s). Cuando se estaba optimizando 

se varió la con~entración de cada una de ellos y se mantuvo constante la 

concentración de los demás reactivos. Se llevó a 1 volumen con agua. Se agi­

tó perfecta y suavemente. Los ensayos de traducción se hicieron en tubos 

Eppendorf de 0.5 ó 1.5 ml. 

b) En un ensayo típico de un volumen final de 30 mi crol itros ( ,ul), se 

adicionó a cada tubo 20 fl de lisado suplementado, se adicionó el aa radiac­

tivo, y se ajustó su volumen final con agua estéril. Cuando se tradujo ARNm 

exógeno, se adicionó en este punto. 

c) La incubación se hizo a 30ºC por el tiempo indicado, generalmente 

1 h. 

d) Al final del período de incubación se tomó una alícuota de 5.1'1• se 

depositó en 1 ml de agua, se adicionaron 0.5 ml de solución decolorante (NaOH 

1 M, H2o2 0.5 M y 1 mg/ml de L-leu) y 100 )Jl de H2o2 al 30%. Se incubó a 37ºC 

durante 15 min para decolorar la muestra y desacilar el ARNt. 

e) Se adicionó 1 ml de ATA al 25% (final 10%), se mezcló y se dejó re­

posar por 15 min en hielo para que la precipitación de proteínas fuera com-
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pleta. 

f) El precipitado se filtró sobre filtros Whatman de fibra de vidrio 

de 2.4 cm de diámetro en un soporte múltiple para 6 filtros. 

g) Los precipitados se lavaron con 20 ml de ATA al 8%. 

h) Se secaron los filtros con lámpara de luz infraroja (IR), hasta 

evaporar todo el ácido. 

i) Se colocaron los filtros en frascos de canteo de radiactividad, a 

los que se les adicionó 2.5 ml de líquido de centelleo a base de tolueno 

2,5 difeniloxasol (PPO) 5 g, p-bis-(0-metil-estiril )-benceno (bis-MSB) 

0.5 g, tolueno hasta completar 1000 ml 

j) Se cuantificó la radiactividad en un espectr6metro de centelleo 

líquido Packard que tiene una eficiencia de conteo para tritio (3H) en 

forma líquida de 50% y en filtro de 30%. 

El lisado original quedó diluído 1:1.875 (1:1.25 x 1:1.5). Las con-

centraciones de los reactivos están calculadas para el volumen final de 

30 µl. 

5. DIGESTION DEL LISADO DE RETICULOCITOS DE CONEJO CON NUCLEASA MICROCOCAL. 

El l isado de reticulocitos tiene capacidad de sintetizar proteínas en­

dógenas (sintetiza globina activamente en forma predominante) si se suple-

menta con las concentraciones óptimas de iones, fuente de energía, aa y 

hemina. 
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Si queremos traducir otros mensajes diferentes (exógenos) sin que se 

traduzcan 1 os de 1 1 i sado, tenemos que destruir 1 os ARNm internos, y de es­

ta manera se puede medir la síntesis de proteínas simplemente por la ra­

diactividad incorporada a proteínas precipitables con ATA. 

La digestión de los ARNm endógenos se hizo con la nucleasa de micro­

cocos E.C. 3.1.4.7 (fosfodiesterasa extracelular producida por ,\tlcJtococcu;, 

p¡¡o9e11M y por S.taphylococctLI> aww.~~). La usada aquí fue extraída de la 

cepa Foggi de Stapltyf.oc.occu;, auJteti6 y es dependiente de calcio, de tal ma­

nera que si quelamos el calcio del medio, esta enzima se inactiva (203-

210). Esta enzima tiene la capacidad de hidrolizar los tres tipos de ARN 

del reticulocito ácido ribonucléico ribusumal (ARNi'),ARNm y ARNt, pero 

el más expuesto es el ARNm que está formando los polisomas, por lo cual es 

de suma importancia que la cantidad de nucleasa y las condiciones de reac­

ción estén perfectamente controladas para que la nucleasa sólo digiera el 

ARNm (211). Se optimizó la cantidad de nucleasa, agregando cantidades cre­

cientes de la enzima e incubando en condiciones idénticas de tiempo y tempe­

ratura, la digestión se detuvo agregando ácido etilenglicol-bis (beta-amino 

etiléter)- N,N' tetraacé.tico (EGTA), que quela selectivamente el calcio 

(212). El lisado se suplementó para la sintesis de proteínas, se incubó y 

se midió la radiactividad incorporada al material precipitable con ATA, se 

escogió la cantidad mínima de nucleasa que fue capaz de reducir la síntesis 

de proteínas endógenas al lZ de la síntesis en el lisado no digerido. 

La digestión del lisado se hizo antes de almacenarlo en nitrógeno lí­

quido. Con las condiciones descritas a continuación se digirieron 40 ml del 

l isado. 
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El l i sado se suplementó con CFC a una concentración de 50 )l9/ml, y con 

hemina a una concentración de 18.75 pM. La hemina se preparó de la siguien­

te manera (213): para preparar 10 ml de hemina 1 mM se pesaron 6.25 mg de 

hemina y se disolvieron en 0.5 ml de NaOfl 1 M, se adicionaron 0.5 ml de 

Tris-HCl 1 M, pH 7 .5 y 9 ml de etilengl icol y su pH se ajustó a 8.2 con HCl 

1 M midiendo en un potenciómetro, se agitó rápidamente la solución y el áci­

do se agregó lentamente debido a que el potenciómetro responde muy l entamen­

te por la viscosidad del etil engl icol, y si se adiciona más ácido del nece­

sario la hemina precipitará. 

Para la digestión se siguió b.ísicamente el método de Pelham y Jackson 

(214). Se adicionó CaC1 2 a una concentración final de 1 mM (a partir de una 

solución 50 mM) y nucleasa micrococal a una concentración final de 187 .5 U 

A260/ml ( a partir de una solución concentrada de 17,000 unidades de absor­

bencia a 260 nanometros (nm) ! U/A260 } /ml. Una U A260 es equivalente a 

un incremento en A260 de 1.0 en 30 min a pH 8.8 a 37ºC, en un volumen de 

reacción de 3.55 ml en una celdilla con un paso de luz de 1 cm; 85 U A260 

equivalen aproximadamente a una unidad ¡.iM. Una unidad ¡.iM producirá 1.0 

micromol ( ¡.im) de polinucleótidos ;icidos solubles de AON/rnin a pH 8.8 a 

37ºC, basado sobre un coeficiente de extinción molar a 260 nm (E~60 ) = 

10,000 para la mezcla de nucleótidos. La temperatura de digestión fue de 

20ºC. A esta temperatura se estabilizó previamente el lisado con la hemina, 

CFC y CaC1 2; entonces se adicionó la enzima, se agitó perfectamente y se in­

cubó durante 20 min, agitando suavemente cada 5 min. Al final de este perío­

do se agregó EGTA a una concentración final de 2 mM (a partir de una solu­

ción de EGTA 200 mM cuyo pH se ajustó a 7 .5 con KOH concentrado); se agitó 
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suavemente para uniformizar la concentración de EGTA y se repartió en al í­

cuotas de 200, 300 y 400 pl en tubos Eppendorf de O. 5 ó l. 5 ml. Se conge-

1 aron y se almacenaron directamente en nitrógeno líquido. 

6. PERFIL DE POL!SOMAS DEL LISADO DE RETJCULOC!TOS DE CONEJO 

Para investigar el efecto de la nucleasa sobre el perfil de pal iso­

mas se anal izó éste antes y después de la digestión (213). Los pal isomas 

se separaron en un gradiente lineal de sacarosa de 15-45~. El lisado se 

diluyó 1:3 con amortiguador de ácido N-2-hidroxietilpiperacina-M-2-etano 

sulfónico (HEPES) 10 mM, pH 7 .6 que contiene KLl 125 mM, MgC1 2 .6H20 1 mM, 

NaCl 10 mM, DTT 0.5 mM y espermidina 0.5 rrM. Se adicionó 0.5 ml de lisado 

diluido a 4.4 ml del gradiente. El gradiente se centrifugó en el cabezal 

SW 50.1 (Beckman) durante 2 h a 299,000 x g radio máximo (50,000 rpn). 

El gradiente de sacarosa se formó usando un formador y fraccionador de 

gradientes Densi-Flow I!C y al final de la centrifugación se usó esta mis­

ma bomba para fraccionar él gradiente desde la parte superior del mismo. 

El perfil de pal isomas se anal izó a 254 nm usando un espectrofotómetro 

UV !CORO S 2138. 

7. EXTRACCION DE ARN POLISOMAL DE RETICULOCITOS DE CONEJO 

En el método de extracción descrito a continuación se usó fenol (215) 

para desnaturalizar las proteínas, incluyendo la ribonucleasa. Se adicionó 
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DSS para disolver los complejos de nucleoproteínas (216) y así facilitar 

la desnaturalización de las proteínas. La extracción se hizo en presen­

cia de cloroformo (217) y usando un pH alcalino para que el ARN se recu­

pere en la fase acuosa, pues se ha observado que cuando la extracción se 

lleva a cabo a un pH neutro se queda en la interfase de proteínas desna­

turalizadas (218), uniéndose a ellas a través de su extremo 3' poliadeni­

lado (219). Se sabe que esta interacción es promovida por cationes mono­

valentes (218). Al medio de extracción se le añadió alcohol isoamílico co­

mo antiespumante (220) y un agente quelante como el ácido etil endiamino 

tetraacético (EDTA) para des.estabilizar la unión proteína-ARN (221,222). 

Esta preparación de ARN se hizo a partir de po 1 i somas de re ti cul oc i­

tos de conejo preparados por el método de Eva ns y L ingrel (223), con el 

objeto de tener un ARN patrón para probar la capacidad de síntesis de pro­

teínas del lisado digerido con nucleasa micrococal. En la extracción del 

ARN se siguió el método de Aviv y Leder (224) usando fenol redestilado y 

saturado en el amortiguador de extracción. 

Los reticulocitos se prepararon de la manera descrita; al paquete de 

células lavadas se les adicionó 4 volúmenes de MgC1 2.6H20 5 mM para lisar-

1 as, después de 30 segundos ( s) se añadió un vo 1 úmen de sacarosa l. 5 M que 

contiene KCl 0.15 M. El hemol izado se centrifugó a 12,000 x g por 10 min 

(8,545 rpm en el cabezal GSA) y el sobrenadante se estratificó sobre 7 ml 

de sacarosa al 36% (p/p) que contiene tris-hidroximetil amino metano-HCl 

(Tris-HCl), 100 rrM, pH 7 .4, KCl 15 mM y Mg (0Ac) 2 5 rrl-1, se centrifugó a 
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78,000 x g (25,405 rpm en el cabezal 50.2 de titanio) por 3 h. El paquete 

polisomal se recuperó en el fondo del tubo y se disolvió en amortiguador 

de Tris-HCl 0.1 M, pH 9.0, que contiene NaCl 0.1 M y Na 2 EOTI\ 1 mM a una 

concentración de 1 mg de ARN/ml, s.e añadió DSS a una concentración final 

de l'i, y un volumen igual de la mezcla fenol-clorofonno-alcohol isoamíli­

co, 50:50:1 {v/v). La mezcla se agitó vigorosamente por 10 mina tempera­

tura ambiente, las fases se separaron por centrifugación a 8,545 rpm por 10 

min en el cabezal GSA a temperatura ambiente. La fase acuosa {superior) se 

separó de la interfase de proteínas desnaturalizadas y del fenal {capa in­

ferior) y se volvió a extraer hasta que no quedó interfase de proteínas des­

na tura 1 iza das. 

Se ajustó la concentración de acetato de potasio pH 5.5 al 2% y se adi­

cionaron 2 volúmenes de etanol absoluto, se almacenó toda la noche a -20ºC. 

Al día siguiente el ARN se colectó por centrifugación a 10,000 rpm a -lOºC 

por 10 min en tubos Corex y en el cabezal SS-34. Se lavó dos veces con NaCl 

0.067 M en etanol al 66''·. El paquete final se disolvió en el mínimo ae agua 

estéril y se determinó la concentración midiendo su densidad óptica (O.O.) 

a 260 nm, sabiendo que 20 U A260 = 1 mg de ARN/ml. 

8. EXTRACCION DE ARN TOTAL DE HIGADO DE RATA. 

El cloruro de guanidina a una concentración de 4 M ( o más) disocia 

los complejos de proteína-ácido nucléico e inhibe la acción de la ribonu­

cleasa (225, 226), por lo cual es de gran utilidad en la extracción de ARNm 
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íntegro. En esta extracción se usó también DTT (que se añadió a las solu­

ciones después de esterilizarlas) cuya finalidad es proteger al inhibidor 

natural de la ribonucleasa del hígado de rata (227) que es una proteína 

que contiene grupos SH necesarios para su actividad (216). Para separar 

el ADN del ARN se precipitó con LiCl 2 M, quedando en solución ADN, glucó­

geno, heparina, ARNr y ARNt. 

Se siguió fundamentalmente el método de Deeley e-t aL (228). Después 

de extraer el hígado se congeló directamente en nitrógeno líquido, se si­

guió trabajando inmediatamente con ~l, o bien se almacenó a -70ºC para su 

procesamiento posterior. Se homogeneizó en una licuadora que tiene una ca­

misa de hiel ü seco, a velocidad máxima, en un amortiguador de acetato de 

sodio 20 mM, pH 5.0, que contiene cloruro de guanidina 6 M y DTT 1 mM 

(20 ml/g de hígado) por espacio de 3 min. Los restos celulares se separaron 

por centrifugación a 11,000 x g (8,200 rpm en el cabezal GSA) por 10 min a 

-lOºC. El sobrenadante se filtró a través de gasas estéril es para eliminar 

los lípidos, y enseguida se agregaron 0.75 volúmenes de etanol absoluto pre­

enf ri ado a -20ºC, se dejó reposar a -20ºC durante 15 mi n. Los ácidos nuc 1 ei -

cos precipitados (ADN y ARN) se colectaron por centrifugación a baja veloci­

dad (3,200 rpm en el cabezal GSA) a -lOºC por 15 rnin; se decantó el sobrena­

dante y los ácidos nucleicos se disolvieron rápidamente en amortiguador de 

acetato de sodio 20 mM, pH 7 .O que contiene cloruro de guonidina 6 M, DTT 

1 mM y Na 2EDTA, y se adicionaron 0.75 vollímenes de etanol absoluto (-20ºC) 

y se almacenó 15 mina -20ªC. Este paso de precipitación y redisolución se 

repitió tres veces más con el objeto de purificar más los ácidos nucleicos. 
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La sal de guanidina de los ácidos nucleicos se intercambió por la sal 

sódica, disolviendo el último precipitado en Na 2EDTA 20 mM, pH 7.0 y extra­

yendo con un volumen igual de cloroformo - n-butanol, 4:1 (v/v), por 15 

min a temperatura ambiente usando un agitador mecánico. Se centrifugó a ba­

ja velocidad para separar ambas fases, y la orgánica (inferior), se reextra­

jo nuevamente con un volumen igual de Na 2EDTA 20 mM, pH 7.0. Ambas fases 

acuosas se combinaron y se les adicionaron 0.25 volumenes de LiCl 10 M (con­

centración final 2 M), se dejaron reposar 1 ha 4ºC y el ARN precipitado se 

colectó por centrifugación a ba.ia velocidad a 4ºC. El precipitado se lavó 

dos veces con LiCl 2 M. El paquete final se disolvió en agua estéril y se 

adicionó 1/10 ele volumen de acetato de potosio al 20% peso a volumen (jJ/v) 

pH 5.5 y 2 volurnenes de etanol absoluto (-20'C), se dejó reposando toda la 

noche a -20ºC. Al día siguiente se recuperó el ARN precipitado por centri­

fugación a 10,000 rpm por 10 min a -lOºC en tubos Corex, en el cabezal SS-

34. F.l precipitado se lavó 2 veces con NaCl 0.067 M en etanol al 66% y se 

disolvió en el mínimo de agua estéril. 

9. PUR!FICAC!ON DE ARNm POLIADENlLADO 

El ARNm de los organismos eucariotes posee en su extremo 3', unido 

coval entemente, un segmento poli adenil ado de 1 ongi tud heterogénea, varian­

do de 20 a 250 bases de longitud (229). Esta característica estructural pro­

porciona la base para su separación por cromatografía de afinidad, del ARNr 

y del ARNt ya que estos últimos carecen de este segmento. El segmento poli­

adenilado del ARNm puede formar enlaces con las cadenas de ácido pal itimidi-
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lico unidas covalentemente a un soporte de celulosa a una fuerza iónica al­

ta (KCl 0.5 M). La longitud de las cadenas de ácido politirnidílico es varia­

ble, con un mínimo de 18 nucleótidos de longitud. Esta unión es reversible 

a una fuerza iónica baja. 

Se siguió fundamentalmente el método de Aviv y Leder (224). La columna 

usada se esterilizó junto con la fibra de vidrio que se colocó en su base y 

la extensión de hule en su parte terminal. Laoligo-{dT)-celulosa que se usó, 

tenía una capacidad de unir Jcido poi iadeníl ico de 32 U A260Jg. La columna 

se montó con 0.5 g de oligo-(dT)-celulosa equilibrándose con el amortiguador 

de aplicaC"ión (Tris-HCl 10 na·\, pH 7.5 y KCl 0.5 M). Rutinariamente la colum­

na se equilibró con 50 ml de este amortiguador. La muestra de ARN total que 

se va a colocar en la columna también se disolvió en el amortiguador de apl i-

cación. 

La muestra ele ARN total se colocó cuidadosamente en la parte superior 

de la columna ya equilibrada, se dejó que penetrara toda la muestra y la 

elución se hizo con el amortiguador de aplicación. Se recogieron fracciones 

a las que se les determinó su O.O. a 260 n, hasta que la O.O. de las frac­

ciones regresó a cero. En este punto se eluyeron el ARNr y el ARNt y se que­

dó pegado a la columna el .~RNm poliadenilado. Para despegarlo de la columna 

se inició la elución con un amortiguador de baja fuerza iónica (Tris-HCl 

10 mM, pH 7.5), se recogieron nuevamente fracciones a las que se les midió 

su O.O. a 260 nm, hasta que la O.O. regresó a cero. Para medir la O.O. a 

260 nm se usaron celdilla lavadas con OSS al 10% para evitar la contamina­

ción con nucleasas. Las fracciones que dieron lectura a 260 nm se juntaron 
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y se les adicionó 1/10 del volumen de acetato de potasio al 20% (p/v), 

pH 5.5 y 2 volumenes de etanol absoluto y se almacenó a -20ºC toda la no­

che. De igual manera se procedió con el ARN que no se pegó a la columna. 

La columna se regeneró con KOH 0.1 M (224), después se lavó con agua 

estéril y se guardó en refrigeración con azida de sodio al 0.01% (p/v). 

Al día siguiente el ARN se colectó por centrifugación en tubos Corex 

a 10,000 rprn a -lOºC por 10 min en el cabezal SS-34, se hicieron dos lava­

dos usando una solución de NaCl 0.067 M en etanol al 60%. La pastilla del 

segundo lavado se disolvió en agua estéril y se calculó su concentración 

sabiendo aue 20 U A260 = 1 mg de ARN/ml. 

10. ELECTROFORESIS ANALIT!CA EN GEL DE POLJACRJLAMJDA-DSS. 

Esta técnica (230-232) se usó para anal izar los productos sintetiza­

dos por el 1 isado de reticulocitos de conejo programado con ARNm de híga-

do de rata, los inmunoprecipitados de albúmina de rata sintetizada {.11 v{;tJw, 

1as proteínas del suero de rata, las proteínas del lisado de reticulocitos, 

etc. Se usó el método de Laemmli (233), pero usando la composición de1 gel 

de Anderson e.t aC. (234). 

La acrilamida y la bisacrilamida se recristalizaron por el método de 

Loening (235). 
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(a) Acrilamida. Se disolvieron 70 g de acrilamida en un litro de clo­

rofonno a SOºC. La solución se filtró en caliente, sin succión, usando pa­

pel Whatman No. 1 (el embudo debe mantenerse caliente en una parrilla para 

evitar que la acrilamida se cristalice al filtrarse). El filtrado se alma­

cenó toda la noche a -20ºC para que la fonnación de cristales sea total. 

Los cristales se colectaron en un embudo Buchner sobre un matraz Kitasato 

conectado al vacío, se lavaron con cloroformo frío y se secaron al vacío. 

(b) Bisacril~inida. Se disolvieron 10 g de bisacrilamida en un litro de 

acetona a una temperatura de 40-SOºC. La solución se filtró en caliente sin 

succión, con papel filtro Whatman No. l. El filtrado SP. almacenó a -20ºC 

toda la noche. Los cristales se colectaron por filtración, se lavaron con 

acetona fría .Y se secaron al vacío. 

Se prepararon las siguientes soluciones (213): 

GEL CONCENTRADOR 

Para hacer el gel concentrador se prepararon por separado dos solucio­

nes, A .Y 8 que se mezclaron en las proporciones indicadas con DSS al 10% y 

persulfato de amonio (PSI\) 10%. 

Solución 11 Solución 

Acrilamida al 30% ( p/v) 16.67 ml Tris-HCl 1 M, pH 6.8 12.SDml 

Bisacrilamida al 1:; (p/v) 13.33 ml DSS al 10~ (p/v) l .OD ml 

Agua 20.00 ml Agua 36.SOml 

TOTAL 50.00 ml TOTAL 50.00 ml 
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Para hacer el gel concentrador se mezclaron proporciones iguales de 

A y B, se adicionó 1/100 de volumen de PSA al 10% (p/v) y 1/1000 de volu­

men de N,N,N' ,N' tetrametilen diamina (TEMED). 

AMORTIGUADOR PARA LAS MUESTRAS 

Este amotiguador se almacenó congelado a -20ºC, hasta su uso. 

Tris-HCl 1 M, pH 6.8 4.00 ml 

Azul de bromofeno l O. 2% ( p/v) 0.30 ml 

DTT o. 77 g 

DSS 1.00 g 

Agua para completar 50.00 ml 

Por cada 5 ¡il de muestra se añadieron 20 µl de este amortiguador, se 

colocó en agua hirviente durante 3 min y se colocó directamente a electro-

fores is o bien se almacenó a -20'C. 

GEL RESOLVEDOR 

Porcentaje de acrilamida 7 .5 10.0 12.5 15.0 17. 5 20.0 

Acrilamida al 30% (p/v), ml 5.00 6. 67 8.33 10.00 11.67 13 .33 

Bisacrilamida al 1% (p/v), "11 2.86 2.60 2.07 1.73 1.47 1.37 

Tri s-HCl l. 5 M, pH 8.8; ml 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 

Agua, ml 6.84 5.43 4.30 2. 97 l. 56 0.00 

DSS al 10% (p/v), ml 0.20 0.20 0.20 o. 20 0.20 0.20 

PSA al 10% ( p/v), ml 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 

TEMED, fil 10.00 10.00 10.00 10. 00 10.00 10.00 

Valumen tata l 20 ml. 
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AMORTIGUADOR PARA LOS ELECTRODOS 

Se preparó concentrado 5 veces, así se almacenó a temperatura ambien­

te. Al usarlo se diluyó con agua. 

PROCEDIMIENTO 

Glicina, base libre 

Tris base 

DSS al 10% ( p/v) 

Agua, para completar 

144 g 

30 g 

50 ml 

1000 ml 

Se montó el aparato de electroforesis de .cuerd·:: con las instrucciones 

originales (237), rutinarian:t "" ce montanr. rlos placas, para lo cual se pre­

pararon 20 ml del gel resCJlveour .Il ,iorcentaje deseado según la tabla anexa 

(normalmente se hicieron geles al 15% de acrilamida). 

la separación se hizo a una corriente constante de 25 mil iamperios (mA)/ 

placa. Cuando el frente (azul de bromofenol) ha llegado al final de las pla­

cas (1.5 h aproximadamente), se apagó la fuente depoder, se quitaron las 

placas del aparato y los gel es de las placas, se separó el gel concentrador 

y se siguió trabajando con el gel resolvedor, el cual se tiñó con azul de 

Coornasie G-250 al 0.2% en una mezcla metanol-agua, 1:1 (v/v) a la cual se 

añadieron 7 ml de ácido acético por cada 100 ml de mezcla antes de usarse. 
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La tinción se hizo durante 1 h a 37ºC. El gel se decoloró en una solución 

de ácido acético al 7% (v/v) en metanol al 30% (v/v) durante 12 h. Una vez 

decolorado el gel se puede secar por calor y vacío o bien prepararse para 

fl uorografía. 

En los geles en donde se separaron productos sintetizados .in villr.o se 

usaron marcadores radiactivos (mezcla de proteínas metiladas- 14c). Se colo­

caron 15 ¡.il de una dilución 1:10 con el amortiguador de las muestras, por 

canal. Los marcadores fueron los siguientes: 

Proteína Peso molecular en d 
(aproximada) 

Miosina 200,000 

Fosforilasa b 92,000 

Albúmina bovina 69,000 

Ovoalabúmina 46,000 

Anhidrasa carbónica 30,000 

Lisozima 14,000 

11. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN ACETATO DE CELULOSA. 

Sobre acetato de celulosa, la carga neta de las proteínas es la res-

ponsable, casi exclusivamente, de la separación de las proteínas. La alfa-

2 macroglobulina con un PM de casi 1,000 000 de d y un pH de 5.9 se mueve 

más aprisa que la haptoglobina con un PM de 100,000 y un pi de 6.1 en un 

amortiguador alcalino. El PM y la forma de las proteínas tienen menor im-

portancia (238). 
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PROCEDIMIENTO 

Se depositaron 50 ml del amortiguador de Veronal, pH 8.6, fuerza ió-

nica 0.075 (2.76 g de ácido dietilbarbitúrico y 15.4 de dietilbarbitura-

to de sodio, en un 1 itro de agua) en cada uno de los compartimientos ex ter-

nos de la cámara de electroforesis. Se humedecieron tiras de papel en amor­

tiguador para cubrir los extremos del soporte asegurándose de que estuvieran 

haciendo contacto con el amortiguador. La cámara se guardó cubierta hasta su 

uso. 

Se humedecieron el número de membranas de acetato de celulosa TITAN 111 

requeridas, bajando lenta y unifonnemente la canastilla que las contiene. Se 

humedecieron las membranas aproximadamente 15 min antes de usarlas. Las mem­

branas se marcaron con lápiz antes de humedecerlas. La marca se hizo en una 

esquina para que ayude a distinguir las múltiples muestras. 

Se depositaron 5 )Jl de cada una de las muestras en los pozos que es­

tán en la placa de muestra. Se taparon las muestras para evitar la evapora-

ción. El apl icador se cargó bajando los dientes en la placa de las muestras 

por 3 ó 4 veces. La primera carga se secó con una toalla de mano, esto pro­

porcionó una primera mano al apl icador, la segunda carga ya fue mucho más 

uniforme. Una vez cargado se usó antes de 15 s. 

Las membranas TITAN 111 se sacaron del amortiguador y se secaron entre 

dos pape 1 es fi 1 tro una vez. Se co 1 oc aron rápidamente en 1 a base a 1 i nea dora, 

un extremo de la tira se alineó con la linea de fondo, de tal manera que la 
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aplicación fue central. La marca con lápiz graso quedó en el lado izquierdo. 

De tal manera que la muestra 1 siempre estuvo en el mismo lado de la marca, 

y la u1uestra número 8 en el lado opuesto. 

Se transfirió el apl icador con las muestras a la base al ineadora de la 

membrana de aceta to de cel u 1 osa. Se presionó e 1 botón suavemente y se dejó 

así durante 5 s. 

Se colocó rápidamente la membrana de acetato de celulosa volteada (con 

las muestras hacia abajo) en la cámara. Se colocó un peso (moneda, portaob­

jetos, etc.) sobre la tira y se cubrió la cámara. Se marcó el tiempo desea­

do para la separación electroforética (el suero humano se separó en 15 min, 

para el suero de r'lta se requiriernn 35 min) a un voltaje de 200 voltios (V). 

Se tiñó por 4 minen Ponceau Sal 0.5% en ácido sulfosalicilico al 10% (p/v). 

' 
Las membranas se destiñeron con tres lavados sucesivos de ácido acético 

al 5% (v/v) por 2 min, o hasta que el fondo quedó blanco. En este punto las 

membranas se pueden secar y almacenar. Para obtener un fondo transparente se 

procedió con los siguientes pasos. 

Las membranas se secaron y se deshidrataron en metanol absoluto por 2 

min. 

Se drenaron las membranas por 1 min y se humedecieron en solución acla­

radora de metanol-ácido acético, 4:1 (v/v) por 5 min. Esta solución se pre­

paró diariamente. 
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Las membranas se secaron al aire por 2 mi n. 

Se hizo el trazo densitométrico de las bandas, colocándolas en un den-

sitómetro a 525 nm. 

12. PUR!FICACION DE ALBUMINA DE RATA. 

Con el fin de obtener un anticuerpo dirigido exclusivamente contra la 

albúmina de rata, es necesario purificar esta proteína del resto de las pro-

teínas séricas de la rata con el fin de usarla como antígeno. 

La purificación de albúmina de rata no es fácil, pues no es posible 

aislarla en un sólo paso, por lo cual se requiere la combinación de varias 
' 

técnicas. 

Se siguió la técnica descrita por Rodríguez {66) que consiste de tres 

pasos: 

a) Extracción por solubilización quírnica con etanol-ácido. 

b) Cromatografía de filtración molecular en Sephadex G-150. 

c) Electroforesis preparativa en gel de poliacrilamida. 

a) Extracción por solubil ización química. 

Se hasa en el hecho de que la albúmina se solubiliza en una mezcla de 
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etanol-ácido a partir de un precipitado de proteínas totales del suero de 

proteínas totales del suero de rata con ATA (las globulinas se desnaturali­

zan). Se siguió el método de Korner y Debro (23g¡ modificado por Rothschild 

eta.t.(240). 

Se obtuvo sangre de ratas por ~unción cardíaca, la cual se depositó en 

tubos de centrífuga previamente sil iconizados para evitar que la sangre se 

adhiriera a las paredes y se produjera hemól is is (los eritrocitos de rata 

son muy frágiles y se adhieren fuertemente a las paredes de los tubos no 

sil iconizados). Se dejó codgular ¡, temperatura ambiente por 1 h y después 

a 4°C con la finalidad de que se retrajera totalmente el coágulo. Se cen­

trifugó ¡¡ 800 x g a 4°C durante 15 min para separar el suero. 

Al suero obtenido se le adicionó lentamente y agitando continuamente 

a temperatura ambiente, el volumen necesario de ATA al 50% para que quede 

a una concentración final de 10% (1/4 del volumen del suero). Después se 

centrifugó il 800 x g a 4'C durante 15 111in. El precipitado de proteínas to­

tales se lavó dos veces con ATA al 5'1,. 

La alb1j111ina se extrajo del precipitado de proteínas totales con una 

solución de ATA al L, en P.t.anol al 95'i. Se dejó a temperatura ambiente, 

agitando suavemente cada 10 min con una vdrilla de vidrio por espacio de 

60 min. 

Se centrifugó a 800 x g a 4ºC durante 15 min, se descartó el preci­

pitado (globulinas) y al sobrenadante se le adicionaron 3 volúmenes de 
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éter etffico, se centrifugó nuevamente, se eliminó el sobrenadante y el 

precipitado se disolvió en Tris-HCl 1.0 M, pH 7 .8 y se dial izó contra este 

amortiguador diluido 100 veces, haciendo 5 cambios del amortiguador fresco. 

El dializado se liofilizó y se disolvió a una concentración de 100 mg/ml. 

Se volvió a dializar haciendo tres cambios del amortiguador en un lapso de 

2 h, se centrifugó y se determinó la concentración de proteínas. 

b) Cromatografía de filtración molecular en Sephadex G-150. 

El Sephadex G-150 se hidrató a lOOºC durante 5 h (nl) en el amorti­

guador de elución (Tris-HCl 10 mM, pH 7 .8). La columna de 2.5 por 100 cm 

se montó y se equilibró a la temperatura de trabajo (4ºC) con el amortigua­

dor de elución. El volumen vacío se determinó usando azul de dextrán 2000 

diluido al 2% (p/v) en el amortiguador de elución. 

En esta columna se aplicaron 100 mg de albúmina semipurificada por 

solubilización química y disuelta en Tris-HCl 1.0 M, pH 7 .8. La separación 

se hizo a un flujo de 10 ml/h, se colectaron fracciones de 2 ml. El patrón 

de elución se registró en un espectrofotómetro de flujo de 254 nm. 

c) Electroforesis preparativa en gel de poliacrilamida. 

Se usó acrilamida y bisacrilamida recristal izadas. Se siguió el méto­

do descrito por Davis (241). Las proporciones de los reactivos usados (242) 



fueron los siguientes: 

a) Para los electrodos 

b) De solución 

PROPORC ION (VOL) 

2 

4 

PMORTIGUADORES 

Tris base 

Glicina, base libre 

6.0 g 

28.8 g 

Agua para completar 1000 ml 

Tris base 

Acido acético 

Agua para completar 

GEL RESOL V EDOR 

COMPOSICION/100 ml 

Acrilamida 

Bisacrilamida 

32.0 g 

14.0 ml 

1000 .O ml 

30 .00 9 

0.80 9 

Ferricianuro de potasio 15.00 mg 
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pH a 25ºC 

8 .1 

7 .8 

pH a 25ºC 

Acido clorhídrico 10 N 4.80 ml 9.5 

Tris base 36 .30 g 

TEMED 

Persulfato de amonio 

Agu;¡ 

0.46 ml 

0.25 g 
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GEL CONCENTRADOR 

2 Acril amida 10.0 g 

8isacrilamida 2.5 g 

Acido ortofosfórico 25.6 ml 8.6 

Tris base 5.7 g 

Riboflavina 4.0 mg 

4 Agua 

El aparato usado fue el de Shandon Scientific Co. Ltd., catálogo No. 

SAE 2782. Se siguieron las instrucciones originales (242) para el ensam­

blaje de la columna y sus conecciones. El electrodo inferior es el ánodo 

(polo positivo) y el electrodo superior es el cátodo (polo negativo). 

La temperatura· de separación electroforética se mantuvo constante por 

medio de una mezcla frigorífica que contiene 10% de glicerina y 0.1% de 

azida de sodio en agua (243). Esta mezcla es bombeada desde un baño a 4ºC 

hacia la camisa de refrigeración de la columna. 

Antes de iniciar la separación electroforética, la columna se somete 

a una pre-electroforesis a una corriente constante de 20 mA por 3 h. Esto 

tiene por objeto eliminar restos de reactivos no polimerizados y sobre to­

do al persulfato de amonio que puede dañar a las proteínas nativas. 

En la columna se colocaron, después de la pre-electroforesis, 60 mg 

de albúmina (después de pasarlas por Sephadex G-150) en 2 ml de sacarosa 
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al 3% en amortiguador de electrodos. 

La separación electroforética se realizó a 30 mA durante 1 h y des­

pués se aumentó a 70 mA durante 12-16 h. El amortiguador de elución se 

ajustó a un flujo de 12 ml/h. El patrón de elución se registró a 254 nm. 

13. PREPARACJON DE ANTICUERPO ANTIALBUMINA DE RATA. 

a) Inmunización de la cabra. 

Se usó como antígeno la albúmina de rata purificada en la forma des­

crita. Los anti cuerpos se produjeran en una cabra de 27 Kg. Se esccgi ó a 

este animal debido al gran volúmen de suero que puede ser obtenido. 

Se usó el esquema de inducción descrito por Taylor y Schimke (244). 

7 mg de albúmina se disolvieron en 1 ml de NaCl al 0.9r.. y se preparó una 

emulsión 1:1 (v/v) con adyuvante completo de Freund (25 mg de Mycobac..te­

ILÚ.Ull suspendidos en una mezcla de 7 .5 ml de Arlacel A y 42.5 ml de aceite 

de parafina). 

Se administró una dosis de antígeno en múltiples sitios por vía in­

tramuscular. Se administraron dos dosis adicionales a intervalos de dos 

semanas cada una a partir de la primera dosis. Dos semanas después de ha­

ber administrado la tercera dosis se sangró a la cabra de la vena yugular 

para hacer, una titulación de los anticuerpos en capilar. En esta titulación 



87. 

se usó albúmina al 1% en NaCl al o.g%, Se hicieron las siguientes dilucio­

nes del suero de cabra con NaCl al o.g%: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 

1: 128, y 1: 256. Se usaron capilares de 50 JJl, se 11 enaron hasta 1 a mitad 

con la dilución correspondiente del suero de cabra y después con la solu-­

ción de antígeno. Se colocaron en una base de plastilina, se incubaron a 

37ºC durante 1 h y posteriormente a 4ºC toda la noche. Se observó el preci­

pitado en los capilares, el título del anticuerpo es la dilución más alta 

del antisuero que aún muestra precipitado. 

Si el título no fue satisfa~torio se administró una dosis más dei an­

tígeno y se titularon los anticuerpos una semana después si el tftulo fue 

Sdtisfactorio se procedió a sangrar a la cabra en blanco. 

b) Extracción de gamaglobul inas del suero de cabra. 

Se siguió el método descrito por Kendal l (245). La cabra se anestesió 

con Anestesal a una dosis de 1 ml/2.5 Kg por vía intravenosa y se sangró 

en blanco. La sangre se colectó en tubos de centrffuga siliconizados, se 

dejó coagular a temperatura ambiente por 1 h y se almacenó a 4ºC durante 

toda la noche para que se retrajera totalmente el coágulo. 

El suero se separó por centrifugación a 800 x g a 4ºC durante 15 min. 

Se obtuvieron 600 ml de suero a los cuales se les adicionaron 300 ml de 

sulfato de amonio saturado (se preparó agregando a 1000 ml de agua 767 g 

de sulfato de amonio sólido) lentamente y con agitación constante a tempe-
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ratura ambiente. El objeto es que el precipitado que se está formando no 

atrape inespecíficamente a otras proteínas, y que la gamaglobulina no se 

desndtural ice. 

Para separar el precipitado se centrifugó a 800 x g a 4ºC durante 15 

min, se descartó el sobrenadante y el precipitado se disolvió en 300 ml 

de agua (la mitad del volumen original del suero). Este paso de precipita­

ción y redisolución en agua se repitió 5 veces más, pero ahora usando 150 

ml de sulfato de amonio saturado. Después de disolver por última vez en 

agua se centrifugó a 10,000 rpm en el cabezal GSA durante 15 min a 4ºC y 

el sobrenadante (300 ml) se dial izó contra NaCl al 0.85% hasta eliminar los 

iones sulfato. Estos se verificó agregando a unos ml del dializado, cloruro 

de bario al 10%. Si el dializado tenía iones sulfato se formó un precipi­

tado blanco de sulfato de bario. 

Cuando se hubo eliminado los iones sulfato, se dializó contra agua 

para eliminar los iones cloruro y precipitar la euglobulina insoluble. Los 

iones cloruro se midieron con una solución de nitrato de plata que con los 

iones cloruro formó un precipitado de cloruro de plata. 

Cuando el dial izado dió prueba negativa de cloruros, el contenido de 

1 as bolsas de d iál is is se centrifugó a 800 x g a 4ºC durante 15 min y el 

sobrenadante se liofilizó. 



89. 

14. INMUNOELECTROFORES IS. 

En el presente trabajo se usó esta técnica para investigar la pureza 

de la albúmina usada como antígeno (usando como antisuero uno preparado 

contra suero total de rata) y comprobar la monoespecificidad del anticuer­

po preparado (usando como antígeno suero total de rata). 

Se siguieron las instrucciones originales para el ensamblaje del equi­

po (246). 

Se prepararon las siguientes sofociones: 

AMORTIGUADOR DE VERONAL 

Dietilbarbiturato de sodio 

Acido dietilbarbitúrico 

Acetato de sodio 

0.05 M 

0.01 M 

0.05 M 

pH final 8.9, fuerza iónica 0.1. Se adicionó Merthiolate 1:10,000 

SOLUC ION COLORANTE SOLUCION DE LAVADO 

Negro de amido 10 B 6 g A lcoho 1 met í1 i co 450 ml 

Solución de lavado 1000 ml Acido acético 100 ml 

Agua 450 ml 

SOLUCION DE AGAR AMORTIGUADORA SOLUCION DE AGAR ADHESIVA 

Agar Noble 1 g Agar Noble 1.00 g 

Amortiguador de verona 1 25 ml Glicerina 0.05 g 

Agua 75 ml Agua 100 ml 
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Para lograr la disolución total se calentaron a 90ºC. Si las soluciones 

no están totalmente claras, se filtraron en caliente, se les adicionó 

Merthiolate 1:10,000 y se guardaron en tubos a 4ºC. La solución colorante 

se filtró antes de usarse. Los portaobjetos usados se lavaron con mezcla 

crómica y se guardaron en etanol hasta su uso. 

A 1 os portaobjetos co 1 ocados en los bastidores, se 1 es adicionó una 

capa de agar adhesivo, después de 15 min, se colocó la capa de agar amor­

tiguada en fonna homogénea. Se practica ron 1 as perforaciones correspondi en­

tes al antígeno y se hicieron las marcas para los canales del anticuerpo. 

Las muestras de antígeno se colocaron con una micropipeta. En los rer.ipien­

tes de los electrodos se adicionó a cada uno 700 ml de amortiguador de ve­

rana 1. La separación e 1 ectroforét ica se rea 1 izó a 250 V durante go min. Al 

final de este período se aspiró el gel del canal y se depositaron 100 pl 

del anticuerpo. Los bastidores con las placas se colocaron en la cámara hú­

meda por 24 a 48 h para que el antígeno y el anticuerpo difundan completa­

mente. El bastidor se pasó a un recipiente con NaCl al 1% {p/v) por 6 h pa­

ra lavar las proteínas no precipitadas, enseguida se pasó a un segundo en­

juague en esta misma solución por 16 h, por último se enjuagó con agua des­

tilada durante 1 h. Se secaron las placas con ayuda de una secador de pe­

lo o de una lámpara de luz IR. Se colocaron las placas en solución coloran­

te por 5 min y se real izaron 4 lavados con solución decolorante. Al final 

se dejó que la solución decolorante se evaporara, se marcaron las placas 

con cinta adhesiva y se guardaron. La cantidad de antígeno colocada (suero 

de rata, albúmina) fue de 140 µg y de ar.ti suero se colocaron 100 µl de una 

solución al 2% (p/vJ en NaCl al 0.85% (p/v). 
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15. IDENTIFJCACJON Y CUANTIFICACJON DE LOS PRODUCTOS SINTETIZADOS 1N V1TRO. 

Para identificar los productos sintetizados h1 v.lt!to, se sometió a 

electroforesis analítica en gel de poliacrilamida una alícuota del ensayo 

de traducción. Como en el sistema de síntesis hay muchas proteínas propias 

del mismo, se hizo una fluorografía para que revele las bandas radiactivas 

debidas a las proteínas sintetizadas .ln vLtJr.o. 

Para poder cuantificar la albúmina sintetizada .ln v.ltli.o, se inmunopre­

cipitó selectivamente de todos los productos sintetizados, se separó por 

electroforesis y se cuantificó la radiactividad en esa banda. 

a} Fluorografía 

Es un método sencillo para anal izar la distribución de la radiactividad 

(3H, 14c, 35s}; también se le conoce como autografía de centelleo. El gel es 

impregnado con PPO que al interaccionar con las partículas a emite luz, la 

cual causará el ennegrecimiento local de la película de rayos X, cuando am-

bes se ponen en contacto. En la autorradiografía el ennegrecimiento es cau-

sado sólo por las partículas B , por lo que queda restringida para isótopos 

cuyas partículas B tengan una energía muy alta. También puede ser útil para 

isótopos de energía intermedia sólo que aumentando mucho el tiempo de expo­

sición. 
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La exposición del gel a la película se hizo en el cuarto obscuro, se 

pegaron con cinta adhesiva y se hicieron una marca en el gel y en la placa 

para saber exactamente la posición en el gel de las bandas radiactivas. Se 

envolvieron en papel estaño, se colocaron entre dos vidrios que se sujeta­

ron con 1 igas {o también se usó un cassette de Kodak, el cual además de pro­

tegerlo de la luz cierra perfectamente y de esta manera se logra un buen 

contacto entre el gel y la placa); todo se envolvió con papel amarillo y se 

colocó en una caja de pleículas de Rayos X, la cual se cerró perfectamente. 

En la preparación del gel para la fluorografía se siguió la técnica 

descrita por Bonner y Laskey (247). Ya que el PPO es insoluble en el agua, 

el gel se tiene que deshidratar primero con dimetil sulfóxido (DMSO} 

a} Se puede usar un gel inmediatamente después de la electroforesis, 

o bien uno que ha sido teñido y sometido a decoloración. En cualquier caso, 

el gel se sumergió en 20 veces su volumen de DMSO por 30 min seguido por 

una segunda i nmers i6n en DMSO fresco. 

b) El gel se sumergió en 4 veces su volumen de PPO al 22.2% (p/v) en 

OMSO por 3 h. 

c) Posteriormente el gel se sumergió en 20 volúmenes de agua por 1 h, 

se enjuagó exhaustivamente para quitar los restos de PPO precipitados. 

d) El gel se secó con calor y vacío, usando como soporte papel filtro. 
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e) El gel seco y se puso en contacto con la placa de Rayos X en la 

fonna descrita y se guardó a -70ºC. Se expuso a esta temperatura debido a 

que aumenta 1 a sens i bil id ad del método. En cuanto a 1 3H, 1 a aumenta 12 ve­

ces más que a -20ºC y 62 veces más que a 22ºC. 

f) La placa se reveló al final del tiempo de exposición (3 a 5 días 

dependiendo de la cantidad de radiactividad colocada). Las placas se des-

cubrieron en el cuarto obscuro, se sumergieron en solución reveladora por 

15 a 20 s, se enjuagaron con agua y posterionnente se sumergieron en solu-

ción fijadora por 5 min, se enjuagaron nuevamente en agua y se secaron con 

una pistola de aire caliente. 

b) Inmunoprecipitación de la albúmina sintetizada h1 v.ltli.o. 

Para la inmunoprecipitación de la albúmina sintetizadas .úi v.ltli.o se 

usó el anticuerpo preparado en cabra. Para separar el complejo antígeno­

anticuerpo del medio de reacción se usó la proteína A Sefarosa CL-48 {186). 
' 

Esta proteína fonna parte de la pared celular del Stapliyf.ococcU6 <tWteu.6, y 

es una sóla cadena polipeptídica que tiene un PM de 40,000 d y contiene si­

tios de unión que muestran alta afinidad por la porción Fe de la lgG de mu­

chas especies (248). Cada molécula de proteína A es capaz de unir dos mo­

léculas de lgG, Cuando la proteína A se une a la lgG, la fracción Fab no 

se afecta. En el caso del anticuerpo IgG, la capacidad del anticuerpo para 

interaccionar con el antígeno no es afectada por la unión con la proteína A. 

Se siguió la técnica descrita por Ruíz (186). Al final del período de 

incubación se diluyeron 25 jll del ensayo con 75 µ1 de NET (NaCl 0.1 M, Na 2 
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EDTA 111'/>1, Tris-HCl 10 mM, pH 7.5) que contiene detergentes (Tritón X-100 

al 1% (v/v} y DOC-Na al 1% (p/v) }. Se agregaron 20 )Jl del anticuerpo 

(fracción gamaglobulina) al 0.5% en NaCl al 0.85%, se mezclaron perfecta­

mente y se incubaron a 37ºC durante 1 h y a 4ºC por 1 h más. Las incubacio­

nes se hicieron en tubos Eppendorf de 1.5 ml. Después de los dos periodos 

de incubación, la mezcla de reacción se transfirió a tubos de 13 X 100 mm, 

se adicionaron 20 µ1 de proteína A Sefarosa (1 g de proteína A Sefarosa se 

suspendió en 10 ml de NET con azida de sodio al 0.1%) y se agitó mecánica­

mente durante 40 min para unir el complejo antígeno-anticuerpo a la proteí­

na A Sefarosa. 

La mezcla se transfirió nuevamente a tubos Eppendorf de 1.5 ml, enjua­

gando perfectamente los tubos de 13 x 100 ºmm, se centrifugaron en microcen­

trífuga durante 3 min, se descartó el sobrenadante y se hicieron 3 lavados 

con 1 ml de NET más detergentes. Se hizo un cuarto lavado con NET y se trans­

firió a otros tubos Eppendorf. Finalmente, para disociar el antígeno y el 

a11ticuerpo de la Sefarosa, el paquete se suspendió en 50 ¡il de amortiguador 

de muestras de electroforesis, el cual contiene DSS, se puso en agua hirvien­

te por 3 min, se volvió a centrifugar y se separó el sobrenadante que contie­

ne las proteínas desnaturalizadas. 

El sobrenadante se sometió a electroforesis analítica en gel de poliacri­

lamida-DSS, y después se prepararon los geles para f1 uorografía. 
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c) Cuantificación de la radiactividad. 

La banda de albúmina, identificada por fluorograffa, se cortó {in­

cluyendo el papel filtro que se usó como soporte del gel), y se hidrató 

en 0.5 ml de agua durante 30 min y después se adicionó 0.5 ml de peróxi­

do de hidrógeno al 30% y se digirió por 24 h a 60°C, todo esto en un fras­

co de conteo de radiactividad, con el fin de no perder material. 

Después de la digestión se adicionó a cada frasco 10 ml de lfquido 

de centelleo de Bray (249) cuya composición es la siguiente: 

Naftaleno 60.0 g 

PPO 4.0 g 

bis-MSB 0.2 g 

Metanol 100.0 ml 

Etil engl icol 20.0 ml 

1,4-Dioxano, para completar 1000.0 ml 

La radiactividad contada se expresó en desintegraciones por minuto 

{dpm}. El porcentaje de eficiencia se calculó añadiendo un patrón radiac­

tivo a la mezcla de conteo. 

d} Recuperación del exceso de PPO de las soluciones de DMSO. 

El exceso de PPO se puede recuperar de la solución de DMSO por pre­

cipitación con agua (250}. La precipitación se acelera si se adiciona eta-
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nol al 10% (v/v) en agua, debido a que se forman cristales más grandes 

que permiten un lavado más rápido. 

Se adicionó l volumen de PPO en DMSO a 3 volúmenes de etanol al 10%, 

después de 10 min se filtró y se lavó el precipitado con 20 volúmenes de 

agua, y se secó. 

16. MODELO BIOLOGICO DE TRABAJO. 

El modelo de disminución de la PCO .út v.lvo usado en este trabajo fue 

el síndrome nefrótico. Como se mencionó en Materiales (p. 59 ) se trabajó 

con 4 grupcs de ratas, en las que se midieron los niveles de ARNm de albú­

mina. Las ratas de los grupos lll y IV estuvieron en jaulas metabólicas du­

rante todo el proceso de inducción de nefrosis. Las ratas de los 4 grupos 

se pesaron diariamente durante todo el experimento. La orina de las ratas 

de los grupos III y IV se recogieron cada 24 h hasta el final del experi­

mento. A las ratas de los grupos J y ll se les inyectó el mismo volumen de 

NaCl 0.853 (p/v), que del ANP. inyectado a las ratas III y IV. Las ratas 

de los 4 grupos ~e sacrificaron al final del período de inducción de la ne­

frosis de la siguiente manera: se anestesiaron con Anestesal, se les extra­

jo la sangre por punción cardíaca, se extrajo el hígado el cual se congeló 

inmediatamente en nitrógeno líquido, y se recuperó el líquido de ascitis de 

las ratas de los grupos Il I y IV. 

Como Ya se mencionó anteriormente, el síndrome nefrótico se indujo por 

la inyección del ANP, lo cual fue demostrado por primera vez por Frenk et al. 

(166). 
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En este trabajo se usaron fundamentalmente dos esquemas de inducción: 

I: Este esquema fue el reportado por Fiegelson e,t al. (251). Consis­

tió en inyecciones subcutáneas diarias del ANP a una dosis de 1.5 mg/100 g 

de peso. La solución del ANP se hizo a una concentración de 0.5% en solu­

ción salina 0.85%. La solución preparada así, se almacenó en alícuotas a 

-20ºC. En el esquema la las inyecciones se continuaron hasta el_dia en que 

sacrificó al animal. En el esquema lb las inyecciones se suspendieron el 

día en que princj{lió la proteinuria. 

!!: El segundo esquema probado fue el de Ryan y Karnovsky (167) y con­

sistió en una inyección única del ANP a una dosis de 15 mg/100 g de peso por 

vía subcutánea. La solución del ANP se hizo en sol•1ción salina al 0.85%. 

A 1 as ratas de los grupos !! y IV se les inyectó actinomicina O por 

vía intraperitoneal a una dosis de 70 µg/100 g de peso, 36 h antes del fin 

del experimento. La vida media de la actinomicina O (CosmegenR) inyectado 

es de 36 h (252). 

Se seleccionó la dosis de 70 µg/100 g de peso porque se ha demostra­

do que a esta dosis y también a 150 ¡ig/100 g de peso suprime la síntesis 

de ARN y la inducción de enzimas hepáticas sin reducir significativamente 

la síntesis de proteínas hepáticas en general (184). Cuando se han usado ~ 

dosis muy grandes de actinomicina O (!,800 pg/100 g de peso) se lia observa­

do un efecto tóxico general, de tal manera, que la síntesis de proteínas 

totales disminuyó considerablemente. La dosis usada en este trabajo es fun­

damental para las conclusiones del mismo. 
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17. DETERMINACION DE ALBUMINA DE RATA. 

a) En suero de rata. 

Para cuantificar la albúmina de rata se siguió el método de Debro a 

al. (253). El fundamento de la técnica es el aislamiento de la albúmina por 

solubil ización química {en etanol-ácido) después de precipitar las proteí­

nas totales con ATA. A continuación se describieron dos métodos. 

1) Macrométodo. Se diluyó 0.5 rnl de suero de rata a 10 rnl con ATA al 

1% en etanol al 95%, se mezcló por inversión, se centrifugó a 800 x g duran­

te 10 rnin para sedimentar las globulinas desnaturalizadas. Las proteínas se 

cuantificaron en 10 ¡11 del sobrenadante, cerno se des~ribirá más adelante. 

2) Micrornétodo. Se depositaron 10 pl de suero en 100 µl de agua; las 

proteínas se precipitaron por la adición de 200 µl de ATA al 15% (p/v). Se 

adicionó 700 pl de etanol al 95% y se mezcló por inversión. Las proteínas 

precipitadas se separaron por centrifugación a 800 x g durante 10 rnin. Las 

proteínas se cuantificaron en 100 pl del sobrenadante. 

b) En orina de rata. 

Para cuantificar la albúmina en la orina, se extrajo de la manera des­

crita para el suero. La orina usada para la determinación se dializó pre­

viamente contra NaCl al 0.85% para eliminar substancias que interfieran con 

la determinación de proteínas. Rutinariamente en la extracción de albúmina 

se usó el rnicrométodo por requerirse menor cantidad de muestra. Las dilucio­

nes de las muestras de orina se hicieron por ensayo y error. la albúmina 

obtenida así no es inmunológicamente pura, pero cuantitativamente tiene po­

cos contaminantes. Para corroborar lo anterior, la albúmina se dializó con-
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tra NaCl 0.85%, se liofilizó y se sometió a electroforesis en acetato de 

celulosa. 

18. DETERMINACION DE PROTE!NAS. 

Se cuantificaron las proteínas totales del suero de las ratas y de la 

orina dializada. Las diluciones se hicieron con NaCl al 0.85%. La proteína 

que se usó como patrón fue albúmina sérica bovina al 22%. 

Se probaron dos métodos colorimétricos. El primer método probado fue 

el de Lowry e.tal. (254) modificado por Hartree (255). El color se desarro­

lla en dos pasos: 

a) Reacción de la proteína con cobre en condiciones alcalinas. 

b) Reducción del reactivo fosfomolidbdico-fosfotúngstico por la pro­

teína tratada con cobre. 

La proteína se cuantifica por la cantidad de tirosina y triptófano 

presentes en ella comparada con la cantidad de estos aminoácidos en la pro­

teína usada como patrón. El color desarrollado se lee a 650 nm. (Fig. 5) 

El segundo método colorimétrico probado fue el descrito originalmente 

por Bradford (255). Este método tiene una sensibilidad igual al anterior, 

pero es mucho más rápido (2 min) y consiste en la adición de un solo reac­

tivo. 



E 
e 
o 
in 
<D 

ci 
r::i 

0.5 

0.1 

100. 

10 30 50 70 90 110 

Jl9 DE PROTEINA (ALBUMINA SERICA BOVINA l 

Figura 5. Curva patrón para la detenninación de proteínas por el método 
de Lowry e,t aL (254) modificado por Hartree (255). Se usó 
una solución de albúmina sérica bovina al 22%, pH 7 .5 (Ortho 
Oiagnostics) como patrón. Cada punto es el promedio de dos de­
tenninaciones. 
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El fundamento de esta técnica consiste en el desplazamiento del má­

ximo de absorbencia del azul de Coomasie G-250 cuando se une a proteínas, 

de 465 a 595 nm. La absorbencia a 595 nm es 1 ineal en el rango de concen­

tración usada (1 a 25 )Jg). En este trabajo se usó el microensayo descrito 

en el manual de instrucciones \257} que acompaña al reactivo comercial 

usado (Bio-Rad) (Fig. 6}. 

A las muestras se les cuantificó proteínas totales y albúmina por 

ambos métodos co 1 orimétri cos. 

A una cantidad menor de muestras se les determinó también la caneen-

tración de proteínas totales por dos métodos adicionales: por refractome-

tría, y por Kjeldahl. La determinación por refractometría se hizo en el 

Departamento de Nefrología y Metabolismo Mineral del propio Instituto usan­

do el refractómetro Goldberg R (Medidor de sólidos total es y concentríme­

tro) de American Optical Corporation (Buffalo, N.Y.). La determinación por 

Kjeldahl se hizo en la División de Nutrición del propio Instituto y se usó 

el factor de corrección de 6.25 para convertir % de nitrógeno a concentra-

ción de proteínas. 

19. DETERMINACION DE ADN. 

Con el objeto de determinar la presencia de ADN en las preparaciones 

de ARN total de hígado de rata, y comprobar la pureza de nuestras prepara-

ciones se usó la técnica de la difenilamina. 
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Figura 6. Curva patrón para la determinación de proteínas por el método 
de Bradford (256) de acuerdo con el microensayo de;crito por 
Bio-Rad Laboratories (257), Cada punto es el promedio de dos 
determinaciones. Como patrón se usó albúmina sérica bovina al 
22%, pH 7.5 (Ortho Diagnostics). 
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El ADN se hidrol iza en medio ácido produciendo ácido fosfórico, pu­

rinas, nucleósidos de pirimidina y 2-desoxi-D-ribosa {azúcar unido a pu­

rinas, pero de cadena abierta). Este último se deshidrata para producir 

el aldehído w -hidroxi-levulínico el cual se condensa con la difenilami­

na para formar una variedad de compuestos coloreados, los que juntos tie­

nen un color característico con una>.max de 595 nm. 

Como ADN patrón para trazar la curva de calibración se usó ADN de 

timo de ternera { Fi g. 7). El método usado fue e 1 descrito por Burton 

(258, 259). 

20. DETERMINACION DE LA PRESION COLOIDOSMOTICA. 

Existen dos maneras diferentes de medir la PCO en una muestra bio­

lógica: 

1) Por medio de un coloidosmómetro. 

2) Aplicando una fórmula que relacione la concentración de proteínas 

total es y/o albúmina con la PCO. 

La primera manera mencionada es la manera exacta de conocer la PCO 

de una muestra y requiere del uso de un coloidosmómetro, el cual no siem­

pre está disponible; la segunda forma es aproximada e indirecta y solo re­

quiere de un método para determinación de proteínas, por lo tanto la PCO 

obtenida depende de la concentración de proteínas obtenida por el método 

usado. 
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Figura 7. Curva patrón para la determinación de ADN por el método de la 
difenilamina descrito por Burton (258, 259). Cada punto es el 
promedio de dos determinaciones. Como patrón se usó ADN (sal 
sódica) de timo de t~rnera altamente pol imerizado <le Sigma 
Chemical Co. (St. LO~is, Mo.). 
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El uso del coloidosmómetro, además de su exactitud tiene la ventaja 

de que la determinación es muy rápida ya que en 30 s se alcanza el equi-

1 ibrio. Otra ventaja del coloidosmómetro es que se puede medir la PCO a 

otras soluciones de macromol éculas de origen no proteínico, como por ejem­

plo de dextrán o de mezclas dextrán-proteina, sin necesidad de desarrollar 

un método para la determinación de dextrán y el desarrollo. de una ecuación 

que relacione la PCO con la concentración de dextrán. 

Un coloidosmómetro consta de un compartimiento con dos cámaras sepa­

radas por una membrana semipell11eable (e.g. Ami con P-30). Esta membrana per­

mite el paso de pequeños solutos, e impide el paso de proteínas. En la cá­

mara 3uperior se coloca la solución de la muestra a medir. En la cámara in­

ferior (o de referencia) se coloca una solución salina normal, que se usa 

en vez de agua para balancear, cualquier efecto osmótico pequeño que puede 

resultar de la fracción cristaloide del suero. Un transductor de presión 

se coloca en la porción inferior de la cámara de referencia. La señal del 

transductor de presión se amplifica y la presión se lee digitalmente en 

mm de Hg. Para usar el aparato, primero se ajusta a cero colocando solución 

salina en la cámara de la muestra, enseguida se coloca una solución de pro­

teínas patrón (albúmina patrón) para calibrar el aparato, y por último se 

coloca la muestra del suero a medir. Las moléculas de agua difunden a tra­

vés de la membrana, de la cámara de referencia a la cámara de 1 a muestra 

hasta que la presión diferencial es igual a la PCO de la solución. Esta se­

ñal es captada por el transductor de presión el cual proporciona una señal 

eléctrica proporcional a la presión (260). 
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La segunda forma de calcular la PCO es por medio de una fórmula. Estas 

fórmulas se han obtenido experimentalmente, midiendo la PCO de soluciones 

de proteínas de concentración conocida (albúmina, globulinas, o proteínas 

totales séricas). Loso>1sky et aL (152) reportaron las siguientes fórmulas: 

P = 55.7A + 114 

p = 67.44 + 15.70 + 25.5 

En donde Pes la PCO en mm de agua, A es la concentración de albúmina en g/ 

100 ml, G es la concentración de globul inas en g/100 ml. 

Losowsky et al.. encontraron que la PCO en el plasma heparinizado de 

66 individuos normales fue de 387 :!:_ 63 mm de agua (28.45 :!:. 4.63 mm de Hg). 

El promedio de la PCO en suero o plasma en trabajos previos al de Losowsky 

e.tal.. (Tabla 1 de la referencia 152) fue de 25.3 mm de Hg, con un rango de: 

21.7 a 28.7 mm de Hg. 

Landis y Pappenheimer (261) han reportado un valor para la PCO del plas­

ma humano de 24-26 mm de Hg, equivalentes a una concentración de proteínas 

totales de 7:L Ellos encontraron las siguientes ecuaciones empíricas que 

se ajustan a los datos experimental es: 

PCO plasma 

PCO albúmina 

PCO globul inas 

2.1 c .,. 0.16 c2 + 0.009 c3 Ecuación 

2.8 e + 0.18 c2 + 0.009 c3 

1.6 c + 0.15 c2 + 0.006 c3 

La PCO está expresada en mm de Hg y la concentración de proteínas en 

g/100 ml. En la figura 8 se observan las curvas que se ajustan a las ecua-
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Figura 8. Curvas de PCO-concentración para plasma total, albúmina y gama­
globul inas. Las mediciones están hechas a pH 7 .4, 37ºC y NaCl 
0.15 M. De acuerdo con Landis y Pappenheimer (261). 
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ciones 1,2 y 3. 

En es te trabajo se usó la fórmula de Landi s y Pappenheimer ( Ecuac i6n 1) 

tomando en cuenta la concentración de proteínas totales. 

Por otra parte, en 1973, los daneses Warning y Stevens (262) reportaron 

una fórmula para calcular la PCO a partir de la concentración de proteínas 

totales en el suero de la rata. Ellos llegaron a la expresión final de la 

fórmula de la siguiente manera: 

,----
Primero calcularon para cada muestra la función y'-c_n_ , en donde 

es la PCO de la muestra en cm de agua, y c es la concentración de proteí­

nas totales en g/100 ml. El valor de esta función encontrado se graficó veJt­

~u& la concentración de proteínas correspondientes en un rango de O a 14 g/ 

100 ml y se obtuvo una línea recta. Por regresión linea 1 se obtuvo 1 a si-

guiente ecuación: 

,r;-y------c-- = a c + b Ecuación 4 

El coeficiente de correlación (r) encontrado puede ser 0.98, el cae-

ficiente de regresión (a) fue de 0.0957 y (b) = 1.571 . 

Despejando de la ecuación 4 obtenemos la siguiente expresión: 

= a c + B c2 + ó c3 

En donde a = b2, = 2 ab, ó = a2 
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Sustituyendo los valores de a y b dados en la expresión anterior tenemos: 

n = 2.47 c + 0.301 c2 + 0.009 c3 Ecuación 5 

Worning y Stevens encontraron para las ratas normales un valor prome­

dio para la concentración de proteína total en suero (determinado por 

Kjeldahl) de 704 .:!: 0.16 (D.T.) g/100 ml que equivale a una PCO de 34.6 .:!: 

1.0 cm de agua (25.4 .:!: 0.73 mm de Hg). 1 nm de Hg = 13.6 mm de agua (263). 

La ecuación 5 que relaciona la presión osmótica con la concentración de 

proteínas totales en suero de rata, concuerda con la ecuación 1 de Landis 

y Pappenheimer derivada de las mediciones del plasma humano. 
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RESULTADOS 

l. PREPARACION DEL LISADO DE RETICULOCITOS DE CONEJO. 

110. 

La preparación del sistema acelular de síntesis de proteínas consti­

tuyó el primer paso para la realización del presente trabajo. El lisado 

de reticulocitos fue la herramienta fundamental que nos permitió alcanzar 

los objetivos de es te trabojo. 

Para la inducción de la reticulocitosis en los conejos (p.60), se bus­

có siempre obtener el mayor porcentaje de reticulocitos. Normalmente se lo­

graron obtener porcentajes mayores al 95% y con frecuencia hasta un 99%. 

En la figura 9 se observa una preparación teñida con nuevo azul de metile­

no vista al microscopio con el objetivo de inmersión. Los reticulocitos se 

distinguen perfectamente por las fibras reticulares en su interior. 

El peso máximo de 1 os conejos usados fue de 2. 5 Kg ya que se observó 

que al usar conejos de mayor peso, estos morían antes de alcanzar el por­

centaje de reticulocitos deseado. Un factor muy importante en la prepara­

ción del lisado, para que tenga una alta capacidad traduccional, es la ra­

pidez y la temperatura a la que se haga a partir de la extracción de la 

sangre del animal; a mayor rapidez mayor actividad traduccional. También 

fue muy práctico heparinizar al conejo, para que la sangre no se coagulara 

durante la punción cardiaca. Para controlar mejor la dosis del anestésico 
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figura 9. Frotis de reticulocitos vistos al microscopio. La sangre hepari­

nizada del conejo se mezcl6 con un volumen igual del colorante 
nuevo azul de metileno al 0.5% en oxalato de potasio al 1.6%, se 
incub6 por 30 min a 37ºC, y se hizo una extensión en un portaob­
jeto, se secó al aire y se observó al microscopio con el objeti­
vo de inmersión (1000 X). 

Figura 10. 
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Electroforesis en gel de poliacrilamida-DSS del 1 isado de reti­
culocitos de conejo (1), y de suero de rata (2). Se colocaron 
30 µl de una dilución 1:100 del 1 isado de reticulocitos de co­
nejo, y 5 µl de una dilución 1:6 del suero de rata. La electro­
foresis se rea 1 izó a corriente constante ( 25 mA/pl aca), a 1 15% 
de acrilamida, usando el método de Laemmli (233), pero con la 
composición del gel de Anderson et a.e. (234). 
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se prefirió usar pentobarbital sódico (Anestesal) por vía intravenosa, en 

lugar del éter etílico inhalado. Se tuvo cuidado de no incluir en el lisa­

do ningún resto de los estromas sedimentados, ya que hay muchos inhibidores 

de la traducción en esta fracción. El 1 isado se almacenó en nitrógeno 1 íqui­

do ya que mantiene su actividad por largo tiempo. A -20ºC su actividad se 

pierde rápidamente. En la figura 10 se muestra una electroforesis en gel de 

pol iacrilamida-DSS del lisado de reticulocitos. 

El sistema así preparado no es dependiente de ARNm exógeno, pues ti ene 

una alta capacidad para sintetizar proteínas propias (endógenas). En estas 

condiciones el sistema no nos sirve para cuantificar ARNm de albúmina de 

rata, por lo cual es necesario hacerlo dependiente de ARllm exógeno, y opti­

mizar las condiciones de traducción. 

Antes de optimizar el sistema de síntesis, se anal izó primero la capa­

cidad de traducción del lisado de reticulocitos de conejo, después de la di­

gestión con nucleasa rnicrocóccica a dos concentraciones (60 y 90 U A260/ml) 

en respuesta al ARN total preparado de polisomas de reticulocitos de conejo, 

y se comparó con la capacidad de síntesis del l isado sin digerir. Con la nu­

cleasa se pretende reducir el nivel de incorporación endógena (aproximadamen­

te al 15~ de la incorporación inicial), con el menor daño al sistema. Se pro­

baron 4 concentraciones de ARN polisomal de reticulocitos de conejo: 2, 6, 

10, y I4µg/30µ1 de ensayo. Los resultados se presentan en la tabla IV y 

en la figura 11. Los resultados son el promedio de dos determinaciones. 



113. 

TABLA IV 

CAPACIDAD DE TRADUCCION DEL USADO DE RETICULOC!TOS DE CONEJO DIGERIDO CON 

NUCLEASA DE MICROCOCOS 

lncorporac ión endógena 9,816 cpm/5 µ1 

6 U A260 de nucl easa/ml 

ARN, µg cpm/5 µ1 # de veces sobre % de síntesis 
total el fondo recuperada 

144.0 1.45 

2 1,637.5 11.4 16.70 

6 3,623.0 25.0 37 ·ºº 
10 6,999.0 48.6 71.30 

14 7 ,689 .o 53.0 78.30 

90 U A260 de nucl easa/ml 

95.0 .96 

1,839 .o 19.0 18.73 

4,002.5 42.0 40.77 

10 5,465.5 57 .5 55.67 

14 6,392.0 67 .o 65.00 

El número de veces sobre fondo se obtiene dividiendo la incorporación 

en respuesta al ARN agregado por la incorporación obtenida sin agregar ARN 

{fondo), por ejemplo: con 60 U A260 de nucleasa/ml se obtuvo un fondo de 

144 y una incorporación de 1,637 .5 cpm/5 µ1, entonces la relación 1,637 .5/ 

144 nos da el número de ·1eces sobre fondo (11.4). El % de síntesis recupe-
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rada se obtiene dividiendo la incorporación obtenida en el lisado diferi­

do entre la incorporación obtenida en el lisado sin digerir (incorporación 

endógena) y multiplicando por 100. Usando el ejemplo anterior con 2 ,ug de 

ARN, (1,637.5/9,816) x 100 = 16.70. 

En la tabla IV se observa que la síntesis endógena está reducida a 

aproximadamente 1%. El 100% está representado por la incorporación en el 

lisado sin digerir. Al agregarle ARN polisomal de reticulocitos de conejo 

es capaz de recuperar hasta 783 de su capacidad de síntesis endógena con 

los 14 µg de ARN usados. 

En la figura 11 se observan los datos de la tabla IV anterior grafi­

cando la incorporación de l'adiactividad a proteína veMM cantidad de ARN 

agregada. 

Es necesario aclarar que el sistema descrito es una sistema homólogo, 

esto es que el lisado de reticulocitos digerido se le está agregando ARN 

del mismo sistema (ARN polisomal de reticulocitos de conejo), pero extraí­

do en forma separada. Cuando al 1 i sado de reti cu loe i tos se le añada ARN de 

hígado de rata el sistema se denomina heterólogo. 

Para este experimento la digestión se hizo en volúmenes pequeños 

(200 µl ), y se usaron las mezclas para suplementar el l isado reportadas por 

Pelham y Jackson (213). 

Este experimento sirvió para demostrar que el lisado digerido (en las 

condiciones anotadas en Métodos,( p. 65 ) es capaz de sintetizar proteínas en 
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Figura 11. Capacidad de traducción del 1 isado de reticulocitos de conejo 
digerido con 60 (• -- • ) y 90 (x -- x) U A260 de nucl ea-
sa de micrococos. Se adicionó ARN pal isomal de ret1culocitos dé 
conejo en las cantidades indicadas. La temperatura de incuba-
ción fue de 30ºC, el volumen final de 30 µl y el tiempo de incu­
bación de 60 min. Cada punto es el promedio de dos determinacio­
nes. A cada punto se le restó el fondo obtenido sin adicionar 
ARN y el fondo del aparato que a lo largo de todo el trabajo fue 
de 20-30 cpm. La radiactividad se cuantificó en el material pre­
cipitado con ATA en un filtro de fibra de vidrio y con una efi­
ciencia de 30%. Las concentraciones finales fueron las siguien­
tes: KCl 66.67 mM, MgCl2 0.33 mM, 19 aa no radiactivos 66.67 µM 
c/u, FC 6.66 mM, CFC 26.6 mg/ml, hemina 66.67 µM, L-Leu-3H 20 µM. 
La actividad especifica del aa radiactivo fue de 5 Ci/mmol, con­
centración radiactiva 1 µCi/µl, se adicionaron 5 µl (1000 pmoles)/ 
30 µl de ensayo. En las figuras 12-32, 39-41, 44, 49 y 54 cada 
punto graficado es el promedio de 2 determinaciones; a cada punto 
se le restó el fondo del aparato y según el caso, la incorpora­
ción sin la adición de ARN exógcno ó la incorporación al tiempo 
cero. En las figuras 12-32 y 39-41 la radiactividad se cuantifi­
có en el material precipitado con ATA en un filtro de fibra de 
vidrio con una eficiencia del 30%. 
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respuesta al ARN exógeno añadido. Dicho en otra forma, esto quiere decir 

que el sistema se puede hacer dependiente del ARN exógeno. Con estos re­

sulta~os se decidió optimizar las condiciones de síntesis de proteínas y 

la cantidad mínima de nucleasa que nos dé 1% de la incorporación original. 

2. DPTIMIZACION DE SINTESIS DE PROTEINAS rn EL USADO DE RETICULOCITOS NO 

DIGERIDO. 

Antes de empezar a traducir el ARNm de hígado de rata, se procedió a 

optimizar el sistema de traducción empleando el ARNm endógeno. Se empezó a 

trdbajar con las concentraciones de reactivos calculados a partir del tra­

hajo de Pelham y Jackson (214) y que son: KCl 66.67 mM, MgC1 2 0.33 mM, 19 

aa no radiactivos 66.67 µM c/u, FC 6.66 Jd.l, CFC 26.6 mg/ml, hemina 66.67 µM. 

a) Cantidad de aa radiactivo añadido 

Lo primero que se investigó fue la concentración de L-Leu-3H necesaria 

para 1 a síntesis de proteínas. Se usó L-Leu- 3H de alta actividad específica 

{72 Ci/mmol) y de una concentración dé 13 .8 ¡.iM. Las concentraciones proba­

das en el ensayo final fueron 1.38 ¡.iM, 2.76 ¡.iM, 4.14 pM. Como se puede apre­

ciar en la figura 12 la síntesis de proteínas es función lineal de la can­

tidad de L-Leu-3H agregada. 
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Síntesis de proteínas endógenas del lisado de reticulocitos de 
conejo, con cantidades crecientes de L-Leu-3H. La incubación fue 
a 30ºC, durante 60 min, y en un volumen final de 30 µl. Las con-' 
centrac iones final es de los rea et ivos fueron igual es a 1 os de la 
figura 11, a excepción de la L-Leu-3H. La actividad especifica 
del aa radiactivo fue de 72 Ci/mmol; y su concentración original 
fue de l µCi/¡.il; de 3H-leu, las concentraciones final es de este 
ensayo fueron: 1.38 µM (41.4 pmoles/30 µl), 2.76 pM (82.8 pmoles/ 
30 µl), y 4.14 µM (124.2 pmoles/30 µ1). que equivalen a 3, 6, y 
9 µl adicionados/30 pl de ensayo. Se incorporaron 3.5, 6.25 y 
10 pmoles de aa radiactivo/5 µl de ensayo . 

. - . - - -. --- -·-- -- --
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Figura 13. Síntesis de proteínas endógenas del 1 isado de reticulocitos de 
conejo a diferentes tiempos. La incubación fue a 30°C en un vo­
lumen de 60 µl. Se tomaron al icuotas de 5 µl por duplicado a los 
30, 60 y 90 min para contar radiactividad. La L-Leu-3H fue de 
una actividad especifica de 72 Ci/mmol; una concentración de 
13.8 µM (13.8 pmoles/µ1), 1 µCi/µ1. Se adicionaron 9 µl del aa 
radiactivo/30 µl de ensayo, que equivalen a 124.2 pmoles ó 9 µCi. 
La concentración final del aa radiactivo fue de 4.14 JJM. Las 
pmoles del aa radiactivo incorporadas fueron: 8.33 (30 min), 
9.4 (60 min), y 9.4 (90 min) en 5 µ1. La concentración del resto 
de los reactivos fue similar a los de la figura 11. 
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Figura 14. Síntesis de proteínas endógenas en el l isado de reticuloci tos 
de conejo a diferentes tiempos. La incubación fue a 30ºC en un 
volumen de 60 µl. Se tomaron alícuotas por duplicado a los 15, 
30, 45, y 60 min de 5 µl para contar radiactividad. La concen­
tración final de la L-Leu-3H fue de 100 pM (300 pmoles/30 µl). 
Se adicionaron 3 ,ul (3 µCi) por cada 30 µl de ensayo. La acti­
vidad específica fue de l Ci/mmol y una concentración de l mM, 
l µCi/µ1. A los 60 min se incorporaron 16.5 pmoles de L-Leu3fl/ 
5 µl de ensayo. La concentración del resto de los reactivos es 
similar a los de la figura 11. 

119. 
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Usando la concentración de L-Leu-3H de 4 .14 ¡iM, se hizo un experi­

mento de incorporación de radiactividad en función del tiempo. Pero como 

se observa en la figura 13 la síntesis de proteínas se detiene más allá 

de los 30 min, lo cual implica que el sistema tiene una o varias limitan-

tes. 

Como la concentración de aa no radiactivos usada es 16 veces mayor 

que la concentración de aa radiactivo, se decidió aumentar la concentra-

ción de aa radiactivo para estar seguros de este que no era un factor l i­

mitante. La concentración de los aa radiactivos está en relación inversa 

con su actividad específica, por lo cual para poder usar mayor concentra-

ción se tiene que disminuir la actividad específica. En el siguiente ex­

perimento sP. usó L-Leu-3H de 1 Ci/m'llol (1 mM), la concentración final en 

el ensayo fue de 100 JlM. Se hizo un experimento de incorporación contra 

tiempo, como se observa en la figura 14. La síntesis de proteínas se de­

tuvo más allá de los 15 min. Con este experimento se concluyó que el aa 

radiactivo no estaba siendo limitante en nuestro sistema, por lo que se 

decidió explorar otros parámetros. 

b) Cantidad de hemina adicionada 

En la Introducción se habló de la importancia de la hemina en la sín-

tesis de proteínas en el lisado de reticulocitos, también se sabe que la 

hemina inhibe la síntesis de proteínas por arriba y por abajo de su ópti­

mo, por lo que se decidió encontrar el óptimo de hemina. 
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Primero se probaron 3 concentraciones de hemina: 60, 40, y 20 JJM· 

El experimento se hizo contra tiempo (20, 40, y 60 min.). Los datos apa­

recen en la figura 15 donde se observa que a ninguna de las tres concen­

traciones probadas la incorporación fue 1 ineal contra tiempo. También ob­

servamos que a mayor concentración de hemina la incorporación es menor y 

la síntesis de proteínas se detiene más drásticamente. A continuación se 

probaron concentr'lciones menores de hemina (10, 15, y nuevamente 20 µM}. 

Los resultados están en la figura 16 donde se observa en las tres concen­

traciones probadas que la síntesis de proteínas se detiene después de los 

60 min. A ninguna de las tres concentraciones de hemina probadas la sínte­

sis de proteínas fue lineal contra tiempo, pero mostró más tendencia hacia 

la linearidad que en el experimento anterior, al menos hasta los 60 min. 

Se siguieron probando concentraciones menores de hemina (9, 6, y 3 ¡iM}. 

Este experimento nuevamente se real izó contra tiempo. Como se observa en 

la figura 17 la incorporación es mayor usando hemina 9 ¡iM. Con las tres 

concentraciones probadas, la síntesis se detuvo prácticamente después de 

los 60 min, como en los experimentos anteriores. Con una concentración de 

hemina de 9 J.JM la síntesis fue lineal hasta los 60 min, con hemina 3 ¡.iM 

la síntesis de proteínas es casi nula y se detuvo después de los 30 min. 

Con los datos anteriores, se procedió a graficar la incorporación de 

aa radiactivo contra concentración de hemina, a un tiempo de 60 min. como 

se aprecia en la figura 18 la síntesis de proteínas aumenta al aumentar 

la concentración de hemina hasta 10 J.JM, después de esta concentración la 

síntesis de proteínas disminuyó. De los datos anteriores se concluyó que 

la concentración óptima de hemina necesaria para la síntesis de.proteínas 

es de 10 JJM. 
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Figura 15. Síntesis de proteínas endógenas en el 1 isado de reticulocitos 
de conejo a concentraciones crecientes de hemina, a diferentes 
tiempos. Las concentraciones finales de hemina fueron: OµM 
(x- - - x), 20 µM (•- •), 40 µM (x--x), y 60 µM (• ----•). 
La incubación fue a 30ºC en un volumen final de 60 µl. Se to­
maron alícuotas de 5 µl por duplicado a los 20, 40, y 60 min 
sara contar radiactividad. La concentración final de la L-Leu-
H fue de 100 µM, la actividad específica de la misma fue de 

1 Ci/nmol; se adicionaron 3000 pmoles/30 µl de ensayo. El resto 
de las concentra~iones fue similar a los de la figura 11. Las 
pmoles de L-Leu- H incorporadas a los 60 min fueron: 22 a 0)JM 
de hemina, 105 a 20 µM de hemina, 52 a 40 µM de hemina, y 30 en 
60 µM de hemina; en 5 µl de incubación. 
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Figura 16. Síntesis de proteínas endógenas en el 1 isado de reticulocitos de 
conejo a concentraciones crecientes de hemina, a diferentes tiem­
pos. Las concentraciones finales de hemina fueron: 10 µM (e--•), 
15 µM (• - - - •), y 20 µM (x---- x). La incubación fue a 30ºC en 
un volumen de 60 pl. Se tomaron alícuotas de 5 µl por duplicado a 
los 30, 60, y 90 min p3ra contar radiactividad. Se adicionaron 
3 µl (3 µCi) de L-Leu- H de una actividad específica de 1 Ci/mmol. 
El resto de la concentración de los reactivos fue igual a los de 
la figura 11. 
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Figura 17. Síntesis de proteínas endógenas en el lisado de reticulocitos de 
conejo a concentraciones crecientes de hemina, a diferentes tiem­
pos. Las concentraciones finales de hemina fueron: 3 pM (.-.-.-), 
6 ,uM (.----. ), y 9 _µM (·-- ·). La incubación fue a 30ºC en 
un volumen de 60 µl. Se tomaron alícuotas de 5 µl por duplicado 
a los 30, 60, y 90 min para contar radiactividad. Se adicionaron 
por cada 30 pl de ensayo, 3 pl (3 µCi) de L-Leu-3H de una acti­
vidad especifica de l Ci/11'111ol. El resto de las concentraciones 
fue similar a los de la figura 11. 
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Figura 18. Síntesis de proteínas endógenas en el l isado de reticulocitos de 
conejo a diferentes concentraciones de hemina. La temperatura de 
incubación fue de 30ºC, el tiempo de 60 min en un volumen de 60 
µl. Las concentraciones de hemina probadas fueron: 3, 6, 9, 10, 
15, y 20 )JM. Cada punto es el promedio de 2 determinaciones. Se 
adicionaron por cada 30 )Jl de ensayo, 3 pl (3 µCi) de L-Leu-3H 
de una actividad específica de 1 Ci/mmol. A la concentración de 
hemina 10 µM se incorporaron 128 pmoles de L-Leu-3H en una alí­
cuota de 5 µl. El resto de la concentración de los reactivos fue 
similar a los de la figura 11. 
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Pero aún cuando se optimizó para hemina, la síntesis de proteínas 

estaba siendo limitada pues sólo incorporaba linealmente durante 60 min. 

En ese momento se plantearon dos posibilidades: que faltara materia pri­

ma (aa, entre ellos el radiactivo) o que faltara energía para continuar 

la síntesis. Se decidió explorar en primer término la primera posibilidad. 

c) Segunda optimización de aa radiactivo. 

Para investigar si el aa radiactivo estaba siendo limitante se hicie­

ron dos experimentos. El primer experimento consistió en hacer dos incuba­

ciones independientes; en una de ellas se adicionó desde el principio de 

la incubación L-Leu-3H a una concentración de 100 ¡.iM, y en la otra a una 

concentración 200 ¡.iM, se tomaron alícuotas en tres intervalos de tiempo, 

para contar radiactividad incorporada a proteína total. Como se observa 

en la figura 19 la síntesis de proteínas se detuvo prácticamente a los 60 

min en ambos casos. El segundo experimento (Figura 20) consistió en adicio­

nar a los 50 min de incubación, a tubos con una concentración de L-Leu-3H 

de lOOµM, L-Leu- 3H 100 µM más para dar una concentración final de 200µM; 

a otro tubo se adicionó el mismo volumen adicionada, pero de agua. En este 

experimento la síntes·ls de proteínas se detuvo también después de los 60 

min. Con estos experimentos quedó claro que el aa radiactivo no era la cau-

sa de que la síntesis de proteínas se detuviera después de los 60 min. 
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Figura 19. Efecto de la concentración de L-Leu-3H sobre la síntesis de pro­
teínas endógenas del l isado de reticulocitos de conejo. La incu­
bación fue a 30ºC, el volumen final de 30 µl, y a los tiempos in­
dicados en el eje de las abcisas. Se adicionaron por cada 30 µl 
de ensayo, 3 µl (3 µCi) (x-x) o 6 µl (6 ,J!Ci) (o-,) de 
l.-Leu-3H de una actividad específica de 1 C1/rrm1ol y de una concen­
tración de 1 mM (1 nmol/µl), quedando a una concentración final 
de 100 µM (3000 pmoles/30µ1) (x - x) y 200µM (6000 pmoles/30 
µl (• -- •). La concentración de hemina fue de 10 uM, de los 19 
aa no radiactivos 166.67 µM c/u. La concentración de los reacti­
vos restantes son similares a los de la figura 11. 
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Figura 20. Efecto de la concentración de L-Leu-3H sobre la síntesis de pro­
teínas endógenas en el l isado de reticulocitos de coneJo. El vo­
lumen final de incJbación fue de 33 )Jl. Al principio de ~a incu­
bación se adíe ionaron a cada tubo 3 µl (3 µCi) de L-Leu- H de una 
actividad especifica de 1 Ci/mmol y de una concentración de 1 mM 
(1 nmol/,ul), quedando a una concentración de lOOpM (3000 pmoles/ 
30 µl). A los 50 min de incubación ( ~ ) se adicionaron 3 µl más 
de L-Leu-3H al tubo 2 (x-x) quedando a una concentración final 
de 182 µM, y 3 µl de agua al tubo 1 (•-- •) en el cual la con­
centración de L-Leu-3H quedó en 91 µM. Se tomaron al icuotas a los 
30, 60, y 90 min para contar radiactividad. La concentración de 
los 19 aa no radiactivos fue de 166.67 µM c/u, y de hemina 10 pM. 
Las concentra e iones de 1 os reactivos restantes se describieron en 
la figura 11. 
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d) Adición de ATP y GTP al sistema de síntesis. 

Entonces se decidió investigar si la síntesis de proteínas se podía 

mantener después de los 60 min adicionando fuentes de energía. Como el sis­

tema de síntesis no lleva ATP ni GTP, se decidió probar primero si adicio­

nándolos al sistema la síntesis continuaba después de los 60 min. Se adi-

cionaron a concentraciones usadas en los sistemas acelulares: ATP 1 mM, 

GTP 0.2 mM. Como se observa en la figura 21 la síntesis de proteínas se 

detuvo a los 60 min tanto en el tubo control, como en el que se le adicio-

nó ATP y GTP. 

El lisado también puede regenerar ATP si se le adiciona FC y la enzi­

ma CFC, la cual catalila la siguiente reacción: 

Mg+2 
FC + AOP ---~ creatina + ATP 

"CFC 

De esta manera hay un aporte continuo de ATP al sistema. Se decidió 

probar si era necesario adicionar más CFC y FC al sistema. 

e) Adición de más CFC y FC al sistema. 

El sistema se diseñó de la siguiente manera: se hizo en tres tubos 

por separado, las concentraciones de FC y de CFC en cada tubo se indican 

a continuación: 

::--::--·:--.-:------:-~·:-: -_-,- ------ -., 
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Figura 21. Influencia de la adición de ATP y GTP sobre la síntesis de proteí­
nas endógenas en el lisado de reticulocitos de conejo. La concen­
tración final de ATP y de GTP fueron 1 mM y O. 2 rr1'I respectivamente 
en el tubo 1 ( x---x ) , mientras que en el tubo 2 (•- •) no se 
adicionaron. La temperatura de incubación fue a 30ºC, el volumen 
fue de 30 µl. Se tomaron alícuotas de 5 µ1 a los 30, 60, y 90 mi~ 
para contar radiactividad. Se adicionaron 3 µl (3 µCi) de L-Leu- H 
de una actividad específica de 1 Ci/mmol (1 nmol/¡il), quedando a 
una concentración final de 100 µM (3000 pmoles/30 µl). La concen­
tración de los 19 aa no radiactivos fue de 166.67 µM c/u, y de he­
mina 10 µM. Las concentraciones de los reactivos restantes están 
descritos en la figura 11. 
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Tubo 

Tubo 

Tubo 

FC (mM) 

6.67 

6.67 

13 .30 

CFC (mg/ml) 

26.6 

53 .8 

26.6 

131. 

Los resultados de este experimento contra tiempo se indican en la 

figura 22. Como se puede observar en la figura 22 la incorporación Vi!Mlt<I 

tiempo en los tubos 1 y 2 fue muy similar, después de los 60 min, la sín­

tesis se detuvo prácticamente, pero en el tubo 3 la síntesis de proteínas 

fue lineal hasta los 90 m1n. De este experimento se concluyó que el siste­

ma se estaba limitando por falta de fuente de energía. 

f) Optimización de FC. 

Para encontrar la cantidad óptima de FC se añadieron concentraciones 

crecientes al sistema (10, 20, 30, 40, y 50 mM). Como se observa en la fi-

gura 23 la incorporación máxima se alcanza a una concentración de FC de 40 

IT'M. 

g) Optimización de K+ y de Mg+2. 

Otro factor muy importante en la síntesis de proteínas es 1 a concen­

tración de los iones K+ y Mg+ 2 presentes en el ensayo de traducción . Para 

poder saber con exactitud la concentración final de los iones, es necesario 
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Figura 22. Influencia de la concentración de FC y de CFC sobre la síntesis 
de proteínas endógenas en el l isado de reticulocitos de conejo. 
Las incubaciones se hicieron en tres tubos independientes. En el 
primer tubo (x-.-.-x) la concentración de FC fue de 6.6 mM y de 
CFC 26.6 mg/ml, en el segundo l A---ll) la concentración de FC 
fue de 6.6 nt-1 y de CFC 53.8 mg/ml, en el tercero (•--•) la con­
centración de FC fue de 13.3 mM y de CFC 26.6 mg/ml. Se tomaron 
alícuotas de 5 µl a los 30, 60, y 90 min para contar radiactivi­
dad. El volumen de incubación fue de 30 µ l, a una temperatura de 
30ºC. Se adicionaron 3 µl (3 µCi) de L-Leu-3H de una actividad 
específica de 1 Ci/mmol (1 nmol/µl). La concentración de los 19 
aa no radiactivos fue de 166.67 µM c/u, de hemina 10 µM. Las con­
centraciones de los demás reactivos están descritos en la figura 
11. 
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Figura 23. Influencia de la concentración de FC sobre la síntesis de pro­
teínas endógenas en el lisado de reticulocitos de conejo. Las 
concentraciones probadas de FC fueron: O, 10, 20, 30, 40, y 50 
mM. La temperatura de incubación fue de 30ºC, el tiempo de 1 h, 
y el volumen final del ensayo de 30 µl. Se adicionaron por cada 
30 µl de ensayo, 3 µl (3 µCi} de L-Leu-3H de una actividad espe­
cifica de 1 Ci/mmol, y de una concentración de 1 rrt1 (1 nmol /µl}. 
La concentración de los 19 aa no radiactivos fue de 166.67 )JM 
c/u, de hemina 10 µM. Las concentraciones del resto de los reac­
tivos se encuentran en la figura 11. 
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conocer la concentración final de los iones, es necesario conocer la con-

centración de los mismos presentes en el 1 isado para sumársela a la can­

tidad añadida. Se midieran 1 as concentraciones de sodio, potasio, magne­

sio, y cloruro. Los resultados fueron los siguientes: 

Potasio 

Magnesio 

Cloruro 

Sodio 

40.0 mM 

2.5 mM 

52 .O mM 

21.0 mM 

Como en el ensayo de traducción el lisado queda diluido 1:1.875, las 

concentraciones finales de estos iones quedan así: 

Potasio 

Magnesio 

Cloruro 

Sodio 

21.33 mM 

1.33 mM 

27 .73 mM 

11.20 mM 

Estas son las concentraciones de los iones que aporta el 1 isado al en­

sayo de traducción y que se deben tomar en cuenta en las optimizaciones si­

gui entes. 

Por utra parte los 19 aa que se ¡.repararon en HCl, se neutral izaron a 

pH 7.0 con KOH, por lo cua1 también aportan potasio al ensayo de síntesis. 

El EGTA que se ajustó a un pH de 7 .5 con KOH también aporta potasio al en­

sayo de síntesis. Estas dos soluciones aportan una concentración final de 

K+ de 30 mM, que sumados con los 21.33 mM de 1 isado endógeno dan un total 

de 51.33 mM. O sea, que el sistema aún sin haberle agregado potasio como 

tal ya tiene una concentración de 51.33mM de este ión. Y las optimizaciones 
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hechas toman en cuenta esta concentración así como 1.33 mM de magnesio y 

la concentración que aparece en el eje de las abscisas es la suma de la 

cantidad agregada, más 1 a concentración presente. Las concentraciones fi­

nal es se midieron en tubos paralelos a los ensayos de traducción, pero 

sin la adición del aminoácido radiactivo, de ésta manera se aseguró que 

la concentración del ión probado era real. 

La alta concentración de iones cloruro es inhibitoria de la síntesis 

de proteínas (264), y como en el medio ya tenemos presentes 27.73 mM de 

cloruro, l« adición de 50 mM de KCl implica aumentar la concentración de 

este ión a 77.73 mM, por lo cual se probó también el acetato de potasio. 

Se probaron 5 concentraciones de potasio, corno sal de cloruro y como 

sal de acetato: 60, 70, 80, 90, y 100 mM. Cuando se usó la sal de cloruro 

se obtuvo un máximo de síntesis de proteínas en 80 mM; concentraciones su­

periores fueron inhibitorias. Cuando se usó la sal de acetato, se obtuvo 

un máximo de síntesis de proteínas en 90 mM; con 100 mM disminuyó ligera­

mente. Estos datos aparecen en la figura 24 donde es notorio el efecto in­

hibitorio de los iones cloruro. En los experimentos subsiguientes se traba­

jó con acetato de potasio. 

Usando 90 mM de potasio se optimizó la concentración de magnesio. Tam­

bién se usó la sal de acetato, ya que el cloruro de magnesio además del 

efecto inhibitorio ya mencionado, es muy higroscópica por lo cual es difí­

cil preparar soluciones de concentración exacta. Se probaron 6 concentra­

ciones: 1.33 mM (concentración de magnesio endógeno), 1.83, 2.33, 3.33, 

3.83, y 4.33 mM. Al aumentar la concentración de magnesio la síntesis de 
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Figura 24. Influencia de la concentración de iones potasio en la síntesis de 
proteínas endógena> en el 1 isado de reticulocitos de conejo. Se 
probaron el cloruro de potasio (•--•) y el acetato de potasio 
( x--x; a las concentraciones de 60, 70, 80, 90 y 100 irM. La 
incubación fue a 30ºC durante 60 min, en un volumen final de 30 
pl. La concentración de FC fUe de 40 mM, de los 19 aa no radiac­
tivos 166. 67 µM c/u, de hemina 10 JJM. Se adicionaron 3 ¡il (3 pCi) 
de L-Leu-3H de una actividad específica de 1 Ci/mmol, y de una 
concentración de 1 n'/ol (1 nmol/,ul). Las concentraciones de los de­
más reactivos se describen en la figura 11. En las concentracio­
nes de K+ anotadas en el eje de las abcisas ya se han tomado en 
cuenta las concentraciones de K+ aportadas por el 1 isado y algu­
nas soluciones. 
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proteínas aumentó pronunciadamente hasta alcanzar un óptimo en 2.33 mM, 

después de la cual la síntesis de proteínas disminuyó bruscamente (Figu­

ra 25). 

Usando esta concentración óptima de magnesio (2.33 mM) se volvió a 

hacer una curva de optimización de potasio, esta vez probando cocentra­

ciones superiores a las ya analizadas: 80, 90, 100, 110, 120, 130, y 140 

rnM. Como se observa en la figura 26 el óptimo en la síntesis de proteínas 

se alcanzó a una concentración de 120 mM. La forma de la curva de optimi­

zación de potasio fue muy diferente a la de magnesio. En la primera aún 

cuando se varió la concentración de potasio de 80 a 120 mM la síntesis de 

proteínas sólo aumentó un 15%, y al aumentar la concentración hasta 140 mM 

sólo disminuyó la síntesis de proteínas un 15~í; con la segunda las varia­

ciones son más drásticas, al aumentar la concentración de magnesio de 1.33 

mM a 2.33 mM la síntesis de proteínas aumentó 73%, y al aumentar la concen­

tración hasta 4.33 la síntesis de proteínas disminuyó 41%. 

Para cerciorarse que la concentración óptima de magnesio no varió al 

usar una concentración más alta de potasio, se hizo otra curva de optimi­

zación de magnesio, usando 140 mM de potasio. Las concentraciones proba­

das fueron: las mismas 1.33, 2.33, 3.33, 4.33, 5.33, y 6.33 mM. Como se 

observa en la figura 27, la concentración óptima de magnesio no varió, 

sino que se mantuvo en 2.33 mM. 
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Figura 25. Influencia de la concentración de acetato de magnesio sobre la 
síntesis de proteínas endógenas del 1 isado de reticulocitos de 
conejo. la temperatura de incubación fue de 30ºC, el tiempo de 
1 h, y el volumen final del ensayo 30 pl. La concentración de 
acetato de potasio fue de 90 mM (incluyendo el K+ aportado por 

138. 

el lisado y las soluciones), de hemina 10 pM, de 19 aa no radiac­
tivos 166.67 pM c/u. Se adicionaron 3 pl (3 pCi) de l-leu-3H de 
una actividad específica de 1 Ci/mmol, y de una concentración de 
1 mM (1 nmol/µl), quedando a una concentración final de 100 µM 
(3000 pmoles/30 pl). 1 pmol de l-leu-3H equivale a 1 nCi (2.22 
x 103 dpm). Al ensayo se adicionaron O.O, 0.5, 1.0, 2.0, 2.5 y 
3. O mM de acetato de magnesio. 



10 

<( -o ::i.. 
<( IO 
o::;- 8 
~ b o:: -
o 
u 

)( 

~ E 6 Q. 
o u 
<( 
o :e >,,, 

4 - 1 
1- => 
u w 
~ ...1 
o 1 
<( ...1 

2 a: 

ºo 80 90 100 110 120 130 140 

(K+] ,mM 

Figura 26. Influencia de la concentración de acetato de potasio sobre la 
síntesis de proteínas endógenas en el 1 isado de reticulocitos 
de conejo. El volumen final del ensayo fue de 30 )Jl, la tempe­
ratura fue de 30ºC y el tiempo de 1 h. Al sistema se adiciona­
ron 30, 40, 50, 60, 70, 80, y 90 mM de acetato de potasio que 
sumadas a la concentración de potasio aportadas por el 1 isado 
y algunas soluciones nos dan las concentraciones indicadas en 
el eje de las abcisas. La concentración de acetato de magnesio 
fue de 2.33 mM, de hemina 10 )JM, de FC 40 mM, de CFC 26.6 mg/ 
ml, de 19 aa no radiactivos 166.67 ¡iM. El potasio se djterminó 
por flamometría. Se adicionaron 3 )Jl (3 vCi) de L-Leu- H de 
una actividad específica de 1 Ci/mmol, de una concentración de 
1 mM (1 nmol/µ1). 
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Figura 27. Influencia de la concentración de acetato de magnesio sobre la 
síntesis de proteínas endógenas en el lisado de reticulocitos 
de conejo. La temperatura de incubación fue de 30ºC, el tiempo 
de 1 h y el volumen final de 30 µ1. La concentración de acetato 
de magnesio fue de 140 mM. Las concentraciones de acetato de mag­
nesio finales en el ensayo (la aportada por el lisado y las so­
luciones adicionadas) fueron 1.33, 2.33, 3.33, 4.33, y 5.33 mM. 
Las concentraciones de los demás reactivos fueron similares a 
las descritas en la figura 26. Se adicionaron 3 µl (3 µCi) de 
L-Leu-3H de una actividad especifica de 1 Ci/mmol, de una con­
centración de 1 mM (1 nmol/µl). 
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h) Optimización de la concentración de los 19 aa no radiactivos. 

En esta optimización se probaron las siguientes concentraciones de 

los 19 aa no radiactivos: O, 50, 100, 150, 200, y 250 pM. La concentra­

ción de la L-Leu-3H usada fue de 100 fM. Los resultados de esta optimi­

zación están en la figura 28, donde se observa que aún cuando no se agre­

garon aa no radiactivos, hay un 17% de incorporación del total alcanzado 

con la concentración óptima. Esto es debido a la concentración de aa en­

dógenos del lisado. El máximo de incorporación se alcanzó a una concen­

tración de 100 pM, con 150 µM la incorporación disminuyó ligeramente y 

con 200 JlM la incorporación disminuyó un 8% (Figura 28). 

i) Lineraridad de síntesis de proteínas en función de tiempo. 

Con las concentraciones óptimas encontradas anteriormente se proce-

dió a probar la síntesis de proteínas en función del tiP.mpo, ya que es el 

parámetro que indicará que el sistema de síntesis no está siendo 1 imitado 

por ningún factor. Como se aprecia en la figura 29 la síntesis de proteí­

nas es lineal al menos por 2 h. Con las optimizaciones realizadas se lo-

gró que el sistema pasara a sintetizar proteínas linealmente al menos du-

rante 2 h {Figura 29) cuando antes {Figura 14) la síntesis se detenía des­

pués de los 15 mi n. 
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Figura 28. Influencia de la concentración de 19 aa no radiactivos sobre la 
síntesis de proteínas endógenas del 1 isado de reticulocitos de 
conejo. La temperatura de incubación fue de 30ºC, el tiempo de 
1 h, el volumen final de 30 µl. La concentración de los iones 
K+ y Mg+2 en el ensayo fue de 120 y 2.33 mM respectivamente. 
Las concentraciones de los demás reactivos se describieron en 
la figura 26. La mezcla de los 19 aa no radiactivos se preparó 
como se describió en Materiales y Métodos (p. 63 ). Se adiciona­
ron diferentes cantidades de los 19 aa no radiactivos 10 1W1 c/u 
hasta una concentración de O, SO, 100, 150, 200, y 250 µM en el 
ensayo final. Se adicionaron 3 µl (3 µCi) de L-Leu-3H de una ac­
tividad específica de 1 Ci/mmol, de una concentración de 1 mM 
(1 nmol/µl ). 
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Figura 29. Síntesis de proteínas endógenas en el lisado de reticulocitos de 
conejo en función del tiempo. El volumen final del ensayo fue de 
30 µl, a una temperatura de 30ºC. Se tomó una alícuota de 5 Jll 
por duplicado para contar radiactividad. La concentración de los 
iones potasio y magnesio fue de 120 y 2.33 mM respectivamente, de 
FC 40 mM, de CFC 26.6 mg/ml, de 19 aa no radiactivos pH 7 .O, 100 
uM c/u. Se adicionaron 3 ,ul (3 µCi) de L-Leu-3H de una actividad 
específica de 1 Ci/mmol, y de una concentración de 1 mM (1 nmol/µl) 
quedando a una concentración final de 100 JlM (3000 pmoles/30 µl). 
Se incorporaron al material precipitado con ATA, 150 pmoles de 
L-Leu-3H (1 h) y 300 pmoles de L-Leu-3H (2 h). Esta incorporación 
representa un aumento de 9 veces (150/ 16. 5) . La cantidad de 
L-Leu-3H a los 60 min, en relación con la Figura 14 antes de la 
optimización. 
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j) Adici6n de espermidina. 

Con el sistema funcionando linealmente veN.>u,6 tiempo, se probó el 

efecto de una poliamina (espermidina) que se ha probado que estimula la 

síntesis de proteínas en sis temas eucariotes. La síntesis de proteínas 

en el lisado de reticulocitos que se ha preparado por filtración en gel 

está muy disminuida, y sólo se restaura a su nivel normal cuando se adi­

cion~n poliaminas (255). En el caso del sistema acelular de germen de 

trigo que se prepara por filtración en gel, es de esperarse que esté de­

ficiente en poliaminas, por lo cual es necesario adicionarlas a este sis­

tema (255 y 267). Hay discrepancias en cuanto al mecanismo de acción de 

las poliaminas. Algunos reportes afirman que actúa a nivel de elongación 

(258), mientras otros sostienen que es a nivel de iniciación (259). En 

este experimento se probaron varias concentraciones de espermidina, simi­

lares a las reportadas que estimulan la síntesis de proteínas: 0.5, 0.7, 

0.8, 0.9, y 1.0 mM (255), y no se encontró efecto estimulatorio. Por el 

contrario, a estas concentraciones inhibió la síntesis de protelnas. 

Como se observa en la figura 30, el experimento se 11 evó a cabo en 

presencia de dos concentraciones de magnesio: 1.33 y 2.33 mM. Esto se hizo 

así, porque se ha publicado (265) que para que se pueda ver un efecto esti­

mulatorio de la espermidina se debe disminuir la concentración de magnesio 

en el medio, de tal manera que haya una relación óptima magnesio/espermi­

dina que estimula la síntesis de proteínas. En el experimento descrito la 

adición de espermidina inhibió la síntesis de proteínas a la dos concentra-



145. 

10 

et 
o 
et -o: ::i.. 8 
o lt) 

a.. ..... 
o: <t 

8ó 
6 z-

>< 

o e 
Q. 

c:c 
o 

o 4 
- :e >lfl 
1- 1 
u:::> 2 et w 

.J 
o 1 
ci: .J 
o: 

'/ o 1 
o I 0.6 0.7 0.8 0.9 1,0 

[ESPE RM 1DIN4) mM , 

Figura 30. Influencia de la adición de espermidina sobre la síntesis de pro­
teínas del l isado de reticulocitos de conejo a dos concentracio­
nes de iones Mg+2 : 1.33 mM (, __ ,)y 2.33 mM (j --"). El 
tiempo de incubación fue de l h, la temperatura de 30ºC, el volu­
men de incubación de 30 µl. A las dos concentraciones de iones 
magnesio usadas se adicionaron diferentes cantidades de espermi­
dina 6 mM, pH 7.0 para dar una concentración final en el ensayo 
de 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, y 1.0 mM. Las concentraciones de los demás 
reactivos usados están descritos en la Figura 29. Se adicionaron 
3 )Jl (3 µCi) de L-Leu-3H de una actividad específica de l Ci/mnol 
y de una concentración de l mM (1 nmol(,ul). 
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ciones de magnesio usadas, por lo cual se decidió no incluirla en el sis­

tema de síntesis de proteínas. 

k) Adición de EGTA. 

Las optimizaciones descritas anterionnente se hicieron en presencia 

de un exceso de EGTA, el cual va a estar presente en el ensayo de traduc­

ción del 1 isado digerido. Por lo cual se hizo una curva de incorporación 

contra tiempo en presencia y ausencia de EGTA (8 mM) para ver si había di-

ferenci as en 1 a incorporación. Como se observa en 1 a figura 31, 1 a i ncor-

poración contra tiempo fue lineal en ambos casos y de magnitud similar. 

1) Adición de más aa radiactivo. 

Antes de optimizar la cantidad de nucleasa necesaria para destruir 

el mensaje endógeno, se probó 1 a capa e i dad de traducción de 1 1 i sado a 1 

adicionarle más L-Leu3H. Como se observa en la figura 32 la síntesis de 

proteínas no cayó tan rápidamente cuando se usó una concentración de L-Leu-

3H 200 µM, que cuando se usó una concentración de 100 µM. El experimento 

anterior quiere decir que el lisado de reticulocitos tiene mayor capaci­

dad de síntesis de proteínas dependiente de la adición de más aa radiacti-

vo. 
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Figura 31. Influencia de la adición de EGTA 8 mM sobre la síntesis de proteí­
nas endógenas del 1 isado de reticulocitos de conejo, en función 
del tiempo. Se usaron las condiciones óptimas de traducción des­
critas en la Figura 29. La incubación se hizo a 30ºC en un volu­
men final de 30 µ1. En el tubo 1 ( x-x} se adicionó EGTA 8 irM 
neutralizado con KOH a pH 7 ,5, en el tubo 2 no se adicionó EGTA 
(. __ .).Se adicio~aron 3 µ1 (3µCi) de L-Leu-3H de una activi­
dad específica de 1 Ci/mmol y de una concentración de l mM (! nmol/ 
Jlll· 
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Figura 32. Influencia de la r.oncentración de L-Leu-3H sobre la síntesis de 
proteínas endógenas del l isado de reticuloc itas de conejo, en 
función del tiempo. La incubación se hizo

3
en presencia de 100 pM 
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(• -- •) o de 200 µM (x--x ) de L-Leu- H. Se tomaron al ícuo­
tas de 5 µl para contar radiactividad a los 60, 120, y 180 min. 
La actividad específica de la L-Leu-3H fue 1 Ci/mmol, de una con­
centración de 1 mM (! nmol/µl) y 1 µCi/¡il). Se adicionaron 3000 
(•--•)y 6000 ( x-x ) pmoles del aa radiactivo. La concentra­
ción de los 19 aa no radiactivos fue de 166.67 µM c/u. La incuba­
ción se hiw a una temperatura de 30ºC en un volumen final de 30 
fil· La concentración de los demás reactivos está descrito en la 
figura 29. 
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m) Concentraciones óptimas para la traducción del ARNm endógeno del lisa­

do de reticulocitos. 

En la tabla V se anotan las concentraciones óptimas de traducción de 

encontradas y bajo las cuales se traducirá el ARNm de hígado de rata. Es-

tas concentraciones son para incubaciones de 60 min, y a 30ºC, en un volu-

men de ensayo de 30 µl , pero el l i sado es capaz de incorporar aa radi acti -

vo hasta 2 h en forma lineal. Las concentraciones anotadas se refieren al 

ensayo final de traducción, y se han calculado de acuerdo a las diluciones 

que se hicieron en el transcurso del ensayo y tomando en cuenta los iones 

endógenos aportados por el sis tema de traducción. 

TABLA V 

CONDICIONES OPTIMAS DE TRADUCCION DEL ARNm ENDOGENO DEL USADO DE RETICU­

LOC !TOS DE CONEJO 

ACETA TO DE POTAS JO 

ACETATO DE MAGNESIO 

FOSFATO DE CREATINA 

CREATINA FOSFOCINASA 

HEMINA 

19 L-AMINOACIDOS NO 
MARCADOS 

L-LEU-3H 

120.00 mM 

2.33 mM 

40.00 mM 

26 .60 mg/ml 

10.00 JJM 

100. 00 µM c/u 

100.00 fM 
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3. OPTIMIZACION DE LA CANTIDAD MINIMA DE NUCLEASA A USAR EN LA DIGESTION 

A continuación se procedió a hacer nuestro sistema acelular dependien­

te de ARNm exógeno, de 1 a forma en que se describió en Material es y Métodos 

(p. 65) • Para determinar la cantidad mínima de nucleasa a usar se hizo una 

curva de incorporación veJWul U A260 de nucleasa adicionadas. Como se obser­

va en la figura 33, con 187.5 unidades de nucleasa la síntesis disminuyó has­

ta el 1% de la incorporación original (sin la adición de nucleasa = 100%), 

por lo cual Se eligió esta concentración para hacer la digestión. 

También se observó el efecto que tenía la nucleasa sobre el perfil de 

polisomas del lisado. Se analizó el perfil de polisomas en el lisado dige­

rido y en el no digerido. Los perfiles están en la figura 34, en el lisado 

digerido se encontró prácticamente un solo pico de absorbencia a 254 nm, 

atribuible a monosomas; en el l isado no digerido se encontraron 6 picos de 

absorbencia atribuible a polisomas de diferente longitud. Esto es una con­

firmación de que efectivamente se está destruyendo todo el ARNm endógeno, 

pues es el que man ti ene e 1 perfil de pal i somas. 

4. MODELO il!OLOGICO DE DISMINUCION DE LA PRESION COLOIDOSMOTICA. 

a) Esquema Ja de inducción de nefrosis. A la orina dializada se le mi­

dió su volumen y se cuantificó la albúmina y las proteínas totales excreta­

das, además se sometió a electroforesisde proteínas en acetato de celulosa. 

La proteína dializada quedó totalmente transparente cuando no tenia proteí-
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Figura 33. Influencia de la cantidad de nucleasa de micrococos (E.C. 3.1.4.7) 
sobre la síntesis de proteínas endógenas del lisado de reticuloci­
tos de conejo. Se usaron las condiciones óptimas de traducción ya 
descritas en la figura 29. La digestión con la nucleasa se hizo en 
tubos independientes y en volúmenes pequeños (50 ,ul) durante JO 
mina 20ºC. Antes de la digestión se adicionó CaCl 1 rnM, y al fi­
nal de la misma EGTA 2 mM, pH 7 .5. Se adicionaron biferentes volú­
menes de nuclea~a microcóccica 8.5 U A26Q/JJ1 para dar las concen­
traciones especificadas en el eje de las abcisas. El volumen de 
incubación fue de 30 ,ul, durante 60 min y a 30ºC. 
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Figura 34. Perfil de pol isomas del 1 isado de reticulocftos de conejo antes y 
después de la dige".tión con nucleasa de micrococos. La digestión 
se hizo como se describió en Materiales y Métodos (p. 68). Una 
dilución 1:3 del lisado de reticulocitos de conejo se separó en 
un gradiente 1 ineal de sacarosa de 15 a 453 (p. 152). A 4.4 ml 
del gradiente se adicionaron 0.5 ml de lisado diluido. La centri­
fugación se llevó a cabo a 50,000 rpm (299,000 x g) usando el ca­
bezal SW 50. l de Bectman, durante 2 h. El gradiente se fraccionó 
usando el formador y fraccionador de gradientes Oensi-Flow C, 
empezando por la parte superior del tubo (izquierda del dibujo). 
La O.O. se registró en un espectrofotómetro de flujo UVICORD de LKB. 
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nas a diferencia de la orina que tenía proteínas que tornó el aspecto del 

suero de la rata dependiendo de la cantidad de proteínas presentes. En 

la tabla VI se muestra la variación de peso de la rata durante el esquema 

de inducción, así como la cantidad de proteínas totales y de albúmina ex­

cretadas. En es te esquema só 1 o se usó una rata. Las inyecciones de 1 ANP 

empezaron el día cero. 

TABLA VI 

CARACTERISTICAS DE LA RATA HECHA NEFROTICA USANDO EL ESQUEMA DE INDUCCION la 

Día Peso (g) Proteína tata 1 Albúmina 
mg/24 h mg/24 h 

o lOD 

1D5 

110 

llD 

4 110 

114 

6 121 

122 36 30 

8 115 82 60 

108 168 80 

10 100 248 92 

11 Murió 168 60 
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En la tabla V! se puede observar que la proteinuria empezó el séptimo 

día y que la rata subió de peso hasta ése mismo día a partir del cual per­

dió p2so. El total de proteínas excretadas fue de 702 mg y de albúmina de 

320 mg en los cinco días de proteinuria, Al morir la rata tenía edema gene­

ral izada y ascitis. 

De acuerdo a los datos reportados por Katz (p, 2) una rata tiene apro­

ximadamente 100 mg de albúmina circulante/100 g de peso {aproximadamente 

200 mg de proteína total circulante). Tomando en cuenta los datos anterio­

res la rata excretó tres veces la cantidad de proteína total y de albúmina 

circulante. 

En el esquema anterior 1 a rJta recibió 11 i nyecci enes de 1 ANP a una 

dosis de 1.5 mg/100 g de peso, o sea un total de 18.2 mg. Los trazos densi­

tométricos de las electroforesis en acetato de celulosa (p. 78) de las ori­

nas del séptimo, octavo, noveno, décimo y décimo primer día se muestran en 

la fiaura 35. Se obse1·va que la albúmina e<; la prnteína predominante al 

principio de la proteinuria, excretándose al final proteínas de otros tipos. 

Con el esquG:Ja anterior se comprnbó que efeclivainente se pudo inJ11cil' 

la nefrosis con el ArJP, aunque tiene la desventaja de que el AtlP es muy 

costoso. Con este esquema de inyecciones diarias el daño fue irreversible, 

además tiene 10 desventaja de la excesiva manipulación del animal. y tam­

bién que puede haber pequeñas variaciones en el volumen del fármacaco in­

yectado, pues se usaron volúmenes muy pequeños {300 pl ). 
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Figura 35. Trazos densitométricos d~ las 
electroforesis de proteínas 
del séptimo (A), octavo (B), 
noveno (C), décimo (0), y dé­
cimo primer (E) día del esque­
ma de induce ión Ia de nefro­
sis. La electroforesis se lle­
vd a cabo a un p/l de 8.6 ~n un 
amortiguador de veronal 0.1 M 
fuerza iónica 0.075 durante 
35 min. Las proteinas se ti­
ñeron con Ponceau S, el tra­
zo densitométrico se hizo a 
una 1 ong i tud de onda de 525 nm. 



156. 

b) Esquema lb de inducción de nefrosis. Este esquema difirió del an­

terior en que las inyecciones del ANP se suspendieron al principio de la 

proteinuria. Un grupo de ratas fue usado para investigar la reversibilidad 

del daño causado por el ANP y que se registró como proteinuria. En este gru­

po de ratas la proteinuria empezó el noveno día y terminó el vigésimo ter­

cer día, así se comprobó que el daño causado por este esquema fue reversi­

ble. 

Otro grupo de ratas con este esquema de inducción fueron sacrificadas 

el décimG segundo día. El principio de la proteinuria, así como la varia­

ción de peso de las ratas durante el esquema se muestran en la figura 36. 

Las cantidades de proteína total y de albúmina excretadas se muestran en 

la tabla VII. 

El trazo densitométrico de las electroforesis de proteínas de las ori­

nas del noveno al décimo segundo día aparecen en la figura 37. La aparien­

cia del suero de las ratas nefróticas fue lechoso, a diferencia del suero 

de las ratas normales cuyo aspecto fue totalmente claro y de color amarillo. 

El volumen del líquido de ascitis en el décimo segundo día varió de 2 a 6 

ml/rata. La concentración de proteínas totales y de albúmina, medidas por 

los métodos calorimétricos de Bradford y de Lowry modificado por Hartree 

(pp.9g-1Ql), en el suero de las ratas en el décimo segundo día aparecen en 

la tabla VIII. 
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Figura 36. Variación del peso corporal de las ratas hechas nefróticas 
usando el esquema de inducción lb ( p. 97 ) , y la cantidad 
de proteína total (• --- •)y de albúmina ( x-----x) excreta­
das desde el principio de la proteinuria. La albúmina se ex­
trajo por medio de etanol-ácido (p.98 ). Las determinaciones 
de proteínas totales y de albúmina se hicieron por el método 
de Lowry modificado por Hartee y por el método de 8radford 
(pp.99-101). La orina se colectó sobre un cristal de timol 
y se dia 1 izó contra NaCl 0.85% por 24 h con varios cambios 
antes de la determinación de proteínas. 
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Figura 37. Trazo densitométrico de las electroforesis de proteínas en 
acetato de celulosa de las orinas del noveno (A), décimo (B), 
décimo primer {C), y décimo segundo día (D) del esquema de 
inducción de nefrosis lb. la proteína de mayor rnovil idad anó­
dica y de mayor proporción es la albúmina. 
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TABLA VI 1 

PROTEINURIA EN RATAS HECHAS NEFROTICAS USANDO EL ESQUEMA lb 

Día Proteína to ta 1 Albúmina 
mg/24 h mg/24 h 

9 34 28 

10 69 47 

11+ 48+ 35+ 

12 184 112.5 

TOTAL 335 222.5 

\os valores encontrados en este día fueron menores que los esperados 

ya que se perdió parte de la muestra. 

TABLA VIII 

CONCENTRACION DE PROTEINAS SERICAS EN RATAS NORMALES Y NEFROTICAS 

NORMALES 

NEFROTICAS 

Proteínas totales 
g/100 ml 

4.50 

2. 61 

Albúmina 
g/100 ml 

3 .65 

0.98 
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La concentración de proteínas totales disminuyó a la mitad y la con­

centración de albúmina a una tercera parte en el grupo de las ratas nefró­

ticas. El trazo densitométrico de las electroforesis de los sueros de las 

ratas se muestra en la figura 38. Se observan claramente las alteraciones 

en el patrón electroforético en el suero de las ratas nefróticas, princi­

palmente la disminución de albúmina y la elevación de globulina alfa-1. En 

la electroforesis del suero de la rata nefrótica (Figura 38 A) se separó 

la prealbúmina, que migra más rápido que la albúmina. Esta proteína nunca 

se separó en las ratas no1111ales, ni en los demás grupos de ratas nefróticas. 

Al décimo segundo día las ratas mostraron edema generalizado y ascitis cau­

sadas por la disminución en la PCO debido a la disminución de proteínas to­

tales y en especial de albúmina. 

Los hígados extraídos tanto del grupo de ratas control, como del grupo 

de ratas nefróticas se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido, para 

hacer la extracción de ARN total posteriormente (p.70 ). En el grupo de ra­

tas control la recupe.-ación de ARll total por g de hígado fue de 3.0 mg, y 

en el 9rupo de ratas nefróticas la recuperación fue de 5.4 mg de ARN total/ 

g de hígado. El ARN total extraído se tradujo en el sistema acelular de sín­

tesis de proteínas ya descl'ito (op.65-68 ) , en las condiciones óptimas en­

contradas (pp.149-150 ). El ARN total a varias concentraciones como se mues­

tra en el esquema de la figura 39. En esta figura se observa la síntesis de 

proteínas en respuesta a las diferentes concentraciones de ARN total, se ob­

serva que a mayor concentración de ARN en el sistema hay mayor incorporación 

del aa radiactivo. También se puede observar que no hay diferencia significa-
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Figura 38. Trazo densitométrico de las electroforesis de proteínas en ace­
tato de celulosa de una mezcla de sueros de ratas normales (8), 
y de un suero de rata hecha nefrótica (A), usando el esquema de 
inducción de nefrosis lb. La rata nefrótica se sacrificó en el 
décimo segundo día del esquema de inducción. La sangre se extra­
jo por punción cardíaca. La electroforesis se llevó a cabo a un 
pH de 8.6 en un amortiguador de veronal 0.1 M, fuerza iónica 
0.075 durante 35 min. Las proteínas se tiñeron con Ponceau S, el 
trazo densitométrico se hizo a una longitud de onda de 525 nm. 
La proteína de mayor movilidad anódica es la albúmina. En (A) se 
separó la prealbúmina. 
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Figura 39. Traducción del ARtl total de hígado (p. 70) de ratas normales 
( • -- , ) y de ratas nefrót icas ( x-----x ) en el l i sado de re­
ticuloc itos de conejo dependiente de ARNm exógeno (µp. 65-68 ). 
En la inducción de nefrosis se usó el esquema lb (pp. 96-97). La 
incubación se hizo a 30ºC dura1.,e 60 111in en un volumen de 60 }Jl. 
Se adicionai·on 8.4, 16.8, 25.2, 33.6, y 42 pg de ARN total/60 ¡il. 
Se usaron las condiciones del sistema optimizado (pp. 149-150). 
El fondo obten ico sin adicionar ARN exógeno al l isado digerido 
fue de 1,563 cpm/5 ¡il . Por cada 30 ,ul de ensayo se adicionaron 
5 pl (5 µCi) de L-Leu-3H de una actividad específica de 85 Ci/mmol 
y de una concentración de 11. 76 ,uM (11. 76 pmol es/ul) quedando a 
una concentración final de 1.96 µM (58.8 pmoles/30 ul). 1 pmol de 
L-Leu-3H equivale a 85 nCi (1.88 x 105 dprn). Con la' adición de las 
diferentes cantidades de ARN total la incorporación del aa radiac­
tivo se estimuló 8, 13, 16, 19 y 24 veces en el caso de las ratas 
normales y que equivale a una incorporación de L-Leu-3H de 1.14, 
1.84, 2.46, 3.0 y 3.84 pmoles/30 ¡11; y 9, 12, 15, 18 y 22 veces 
en el caso de 1as ratas nefróticas y que equivale a una incorpora­
ción de L-Leu- H de 1.34, 1.8, 2.46, 3.0 y 3.84 pmoles/30 µl. 
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tiva en la síntesis de proteínas usando el ARN total de ambos grupos de 

ratas. Esto significa que la relación ARNm total/ARN total es similar en 

ambos grupos. 

Para investigar si había diferencias en cuanto a la albúmina sinteti­

zada en respuesta al ARN total de ambos grupos, se inmunoprecipitó selec­

tivamente la albúmina sintetizada bt v.ü:Ao (p. 93 ) con el anticuerpo cuya 

preparación ya se describió (p. 86 ). En la inducción de este anticuerpo se 

usó la albúmina pura de rata obtenida por la secuencia de purificación ya 

descrita (p. 81 ). La monoespecificidad de este anticuerpo se verificó por 

medio de inmunoelectroforesis (p. 89) usando como antígeno suero total de 

rata. Para cuantificar la radiactividad incorporada a albúmina se contó una 

alícuota del inrnunoprecipitado colocado directamente sobre un filtro de fi­

bra de vidrio. La incorporación a albúmina cuantificada de la manera descri­

ta se graficó veMU6 la concentración de ARN total usado en ambos grupos. Se 

puede observar en la figura 40 que el ARN total de las ratas nefróticas di­

rige la síntesis de mayor cantidad de albúmina, que el ARN total de las ra­

tas normales, a las tres concentraciones de ARN total probadas, lo cual im­

plica que la relación ARNm de albúmina/ARN total es mayor en las ratas ne­

fróticas que en las ratas normales, aunque también se puede observar que el 

aumento en la albúmina sintetizada no es igual en las tres concentraciones 

probadas. Como a la concentración de ARN total de 700 }'g/ml (la mayor pro­

bada), la síntesis de proteínas es mayor que con las concentraciones infe­

riores, se siguió trabajando a esta concentración en los ensayos siguientes. 
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Figura 40. Síntesis de albúmina en respuesta al ARN total (p. 70) de ratas 
normales (• -- •) y de ratas nefróticas ( x----x) en el 1 isado 
de reticulocitos de conejo dependiente de ARNm exógeno (pp 65-68). 
En la inducción de la nefrosis se usó el esquema lb. La incuba­
ción se hizo a 30ºC durante 60 min en un volumen de 60 µl. Se 
adicionaron 8.4, 25.2, y 42 [!9 de ARN total/60 µl. Se 11sñron las 
condiciones de traducción del si' tema optimizado ( pp. 149-150 ) . 
LdS inmunoprecipitaciones se Licieron en 25 vi del ensayo, usan-
do el anticuerpo preparado en cabra (p. 86) usando la albúmina de 
rata purificada (p. 81 ) y la proteína A Sefarosa como se describió 
previamente (p. 91). Se usaron las condiciones de traducción ópti­
mas ya mencionadas (pp.149-150 ). La radiactividad incorporada a 
albúmina se cuantificó en una al icuota de inmunoprecipitado colo­
cada sobre un filtro de fibra de vidrio. El fondo contado así fue 
de 78 cpm/5 µl (1/10 del inmunoprecipitado). La incorporación a 
albúmina fue de 8, 22, y 36 veces el fondo en el caso de las ratas 
ncrmales y 14.5, 31, y 49 veces en el caso de las ratas nefróticas. 
El número de pmoles de L-Leu-3H/25 }Jl incorporada a albúmina en el 
caso de las ratas normales y nefróticas respectivamente fue: 0.098, 
0.303, y 0.50; y 0.18, 0.43, y 0.676. Los datos de la L-Leu-3H se 
encuentran en la figura 39. 
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Posteriormente se purificó el ARNm pal iadenilado total, por cromato­

grafía de afinidad de la manera descrita (Materiales y Métodos, p. 72 ) con 

la finalidad de corroborar los datos que se habían obtenido con ARN total. 

Los datos de incorporación a albúmina usando tres concentraciones de ARNm 

poliadenilado y cuantificado directamente en filtro se muestran en la fi• 

gura 41. Aquí se observa nuevamente que el sistema acelular de síntesis 

de proteínas sintetiza más albúmina en respuesta al ARNm poliadenilado de 

las ratas nefróticas, que el ARNm poliadenilado delas ratas nonnales, aun­

que a concentraciones de 40 ¡.ig de ARNm poliadenilado/ml se inhibe la sin­

tes is de proteínas en ambos casos. Es te dato corrobora e 1 obtenido anteri ar­

men te y nos indica que la relación ARNm de albúmina/ARNm poliad~nilado to­

tal es mayor en las ratas nefróticas. 

Con el objeto de analizar las proteínas totales sintetizadas en respues­

ta al ARN total adicionado y comprobar que efectivamente estábamos inmuno­

precipitando albúmina, se separaron tanto los productos totales (Figura 42), 

como los inmunoprecipitados (Figura 43). Los que se muestra en las dos fi­

guras anteriores es la fluorografía practicada a ambos geles (pp. 91-95) 

pues si se identifican diferencialmente los productos sintetizados,(¡¡ v.í.hw, 

de 1 as proteínas preexisten tes. 

En el análisis de los productos totales se observó inmediatamente que 

la proteína sintetizada en mayor proporción fue la albúmina, y que la banda 

radiactiva correspondiente a esta proteína está más fuertemente marcada en 

las proteínas sintetizadas en respuesta al ARN total de las ratas nefróticas 

que en las sintetizadas en respuesta al ARN total de las ratas normales. 
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Figura 41. Síntesis de albúmina en respuesta al ARNm poliadenilado de ratas 
normales (•--•)y ratas hechas nefróticas (x----x) usando el 
esquema de inducción lb; en el lisado de reticulüC"itos de conejo 
dependiente de ARNm exógeno (pp. 65-68 ). El ARNm poliadenilado 
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se purificó por cromatografía de afinidad (p. 72 ) . Se inmunopre­
cipitaron 25 pl de ensayo usando el anticuerpo preparado en cabra 
(p.86) usando la albúmina de rata purificada (p. 81) y la proteí­
na A Sefarosa como se describió previamente (p. 91). La radi act i -
vidad incorporada a albúmina se cuantificó en una alícuota del 
inmunoprecipitado colocada sobre un filtro de fibra de vidrio, y 
contada con una eficiencia de 30%. La incubación se hizo a 30'C 
durante 60 min en un volumen de 60 J.ll. Se adicionaron O. 6, 1.2 
y 1.8 Jl9 de ARNm pal iadenilado/60 JJl de ensayo. Se usaron las 
condiciones óptimas de traducción ya descritas (pp.149-150j. Por 
cada 30 ¡.il de ensayo se adicionaron 5 µl (5 µCi) de L-Leu- H de 
una actividad especifica de 85 Ci/Jfd11ol y de una concentración de 
11.76 uM (11.76 pmoles/fl). 
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Figura 42. Fl uorogra fía de las protei nas teta 1 es sintetizadas en el 1 i sado 
de reticulocitos de conejo dependiente de ARNm exógeno (pp.65-68), 
separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida (pp. 74-77). 
El sistema de traducción se programó con ARN total de ratas norma­
les (1 y 3) y de ratas hechas nefróticas usando el esquema de in­
ducción lb (2) y II (4, 5, y 6). El ARN total se preparó por el 
método de la guanidina (p. 70). La separación electroforética se 
llevó a cabo a 25 mA/placa hasta que el azul de bromofenol llegó 
al final del gel. El gel se preparó para la fluorografia como se 
describió en Materiales y Métodos (pp. 91-95). La exposición del 
gel a la película de rayos X se hizo a -70'C. El 1 isado se progra­
mó con 700 µg/ml de ARN total en todos los casos. La incubación se 
hizo a 30'C durante 60 min en un volumen de incubación de 60 )Jl. 
Se colocaron a electroforesis 10 µl del ensayo de traducción, el 
resto se usó para realizar la inmunoprecipitación. Se usaron las 
condiciones de traducción óptimas ya mencionadas (pp.149-150). 3 Por cada 30 µl de ensayo se adicionaron 5 µl (5 ¡iCi) de L-Leu- H 
de una actividad especifica de 68 Ci/mmol, y de una concentración 
de 14.70 µM (14.70 pmoles/µl). 
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Figura 43. Fluorografía de los inmunoprecipitados de las proteínas totales 
separados por electroforesis en gel de poliacrilamida-OSS al 15%, 
sintetizados en el l isado de reticulocitos de conejo dependiente 
de ARNm exógeno (pp. 65-68). El sistema de traducción se progra­
mó con ARN total de hígado de ratas normales (1,3¡ y de ratas he­
chas nefróticas con el esquema de inducción lb (2 y 11 (4). Los 
marcadores radiactivos que se corrieron en paralelo en el gel se 
han descrito previamente (p. 78). Los PM de los mismos se expresan 
en kilodaltones. El gel se preparó para la fluorografía de lama­
nera descrita (pp. 91-95 ). La inmunoprecipitación se hizo de la 
manera descrita en Materiales y Metodos usando el anticuerpo pre­
parado en cabra (p. 86) cuya monoespecificidad se verificó por 
inmunoel ectroforesis (p. 89). Las condiciones de traducción están 
anotadas en la figura 42, así como los datos de la L-Leu-3H. 
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Estas diferencias se hicieron notables también en los inrnunoprecipi­

tados en donde la banda de albúmina en la fluoro9rafía está más intensa 

que en e 1 grupo de 1 as ratas norma 1 es. 

En realidad, en el sistema acelular de síntesis de proteínas de reti­

culocitos de conejo se está sintetizando el precursor de la albúmina, la 

preproalbúrnina, de cuya estructura ya se habló en la Introducción, y que 

tiene un PM de 68,674 d. La albúmina bovina tiene un PM de 66,213 d, aunque 

los proveedores de la mezcla de patrones radiactivos dan un PM aproximado 

de 69,000 d. La preproalbúrnina de rata no madura en el lisado de reticulo­

citos debido a que este ne tiene el sistema enzimático para realizar la rna· 

duración, pero se ha reportado ( 46) que si a es te sis terna se agregan mem­

branas de páncreas de perro se 11 evo a cabo 1 a conversión a proa 1 búrni na. 

En este caso el producto de síntesis út v.ltlw migró en la misma posición o 

un poco más arriba que el marcador radiactivo de albúmina bovina. Cuando se 

colocó albúmina de rata en el gel y se comparó su migración con la "albú­

mina" sintetizada ú1 v-ltJw, esta siempre migró menos (mayor PM) que la 

albúmina madura de rata. De esta segunda evidencia podernos concluir que la 

"a 1 búrni na" sintetizada -i.11 vüJto ti ene un PM mayor que la a 1 búrni na de rata 

circulante. De tal manera que aunque a lo largo del trabajo se ha nombrado 

al producto sintetizado .út vlt~o e inmunoprecipitable con el anticuerpo 

antialbúrnina corno albúmina, en realidad se está sintetizando al precursor 

pre proa 1 búrni na. 

En los inmunoprecipitados también se observan otras bandas diferentes 

a 1 a a 1 búmi na, que aunque en menor proporción también cons tribuyen en 1 a 



170. 

cuantificación de la radiactividad al contar la alícuota del inmunoprecipi­

tado. En la mayoría de los casos estas bandas fueron proporcionales en in­

tensidad a 1 a banda de al búmi na . 

.Para poder cuantificar directamente la radiactividad incorporada a la 

albúmina, se recortó del gel la banda correspondiente a albúmina (identifi­

cada por fluorografía), y se cuantificó la radiactividad de la manera des­

crita en Materiales y Métodos (p. 95 ) . Los resultados están graficados en 

la figura 44 en donde se observa que la radiactividad incorporada a albúmi­

na es mayor en 1 as ratas nefróti cas, que en 1 as ratas norma 1 es; expresando 

la radiactividad incorporada a albúmina co1110 dpm/pg de ARN total. Se puede 

afirmar que en las ratas nefróticas, usando el esquema de inducción lb hay 

un aumento del ARNm de albúmina. 

Se había mencionado como desventaja de este método la excesiva manipu­

lación de la rata. Otra desventaja es que es muy tardado (12 días) y que 

hay variación en el día en que principió la proteinuria (entre el séptimo 

y el noveno día), por lo cual sería de mucha ayuda encontrar un método más 

rápido, en el que el principio de la proteinuria fuera constante, y se ma­

nipulara menos al animal, por lo que se probó el siguiente esquema de in­

ducción de nefrosis. 

c) Esquema 11 de inducción de nefrosis. En este esquema de inducción 

la proteinuria apareció el cuarto día. La cantidad de proteína total y de 

a 1 búmi na excretadas usando es te esquema se muestran en 1 a tabla IX. 
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Figura 44. Radiactividad incorporada a albúmina en respuesta al ARN total 
de hígado de ratas normales (A) y de ratas hechas nefróticas 
(B) usando el esquema de inducción lb, en el 1 isado de reticu­
locitos de conejo dependiente de ARNm exógeno {pp. 65-68 ). La 
inmunoprecipitación se hizo de la manera descrita en Material es 
y Métodos (p. 91 ) usando el anticuerpo preparado en cabra (p. 86) 
con la albúmina de rata previamente purificada (p. 81 ) y cuya 
monoespecificidad se verificó por medio de inmunoelectroforesis 
(p.89 ). La incubación se hizo a 30ºC durante 60 minen un volu­
men final de 60 µl. La concentración de ARN total en cada caso 
fue de 700 µg/ml. La inmunoprecipitación se hizo en 40 J:ll de en­
sayo. Por cada 30 µl de ensayo se adicionaron 5 µl ( 5 µCi) de 
L-Leu-3H de una actividad específica de 68 Ci/mmol, y de una con­
centración de 14. 70 µM (14. 70 pmo 1 es/µl ) . Los i nnrunoprec i pi ta dos 
se separaron por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida­
DSS al 15% (pp. 74-75), la banda de albúmina se identificó por me­
dio de fluorografía {pp. 91-95), se recortó del gel y se digirió 
(p. 95) para contar radiactividad. La eficiencia de conteo se de­
terminó adicionando un patrón interno. 
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TABLA IX 

PROTEINURIA EN RATAS HECHAS NEFROTICAS USANDO EL ESQUEMA 11 

Día Proteína total Albúmina 
mg/24 h mg/24 h 

o 

2 

3 

4 56 50 

5 141 85 

6 208 165 

TOTAL 405 3DO 

TABLA X 

CONCENTRACION DE PROTEINAS SERICl\S EN RATAS NORMALES Y EN RATAS NEFRDTICAS 

NORMALES 

NEFROTICAS 

(ESQUEMA 11), Día 6 

Proteína to ta 1 
g/100 ml 

4.6 

2.3 

Albúmina 
g/100 ml 

2.0 

0.9 
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Las ratas excretaron aproximadamente 2 veces la cantidad de proteína 

total circulante y tres veces la cantidad de albúmina sérica. La variación 

de peso durante el tiempo del experimento aparece en la figura 45. En esta 

figura también se observa una disminución del peso del animal después de la 

inyección del ANP {posiblemente a un efecto tóxico del fármaco), y su pos­

terior recuperación debí do en gran parte a 1 a acumulación del líquido de 

ascitis. 

El trazo densitométrico de las electroforesis de proteínas de las ori­

nas del cuarto, quinto y sexto día aparec~n en la figura 46. El suero de los 

animales hechos nefróticos con este nuevo esquema de inducción también pre­

sentaba un asper.to lechoso. 

El volumen del líquido de ascitis varió de 4 a 10 ml por rata. La con­

centración de proteínas en el suero de las ratas nefróticas aparece en la 

tabla X. 

El trazo densitométrico del suero de las ratas normales y nefróticas 

aparece en forma comparativa en la figura 47. La concentración de proteí­

nas totales y de albúmina en el suero disminuyó un 50% en las ratas nefró­

t i cas. En el trazo de ns i tomé tri co se observan claramente 1 as alteraciones 

en el patrón electroforético. 

Con los datos del esquema anterior (lb) de excreción de proteínas to­

tales y de albúmina, y concentración de proteínas totales y albúmina en el 

suero de las ratas nefróticas y comparándolos con los datos de este esquema, 
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DIAS DE INYECCION 

Variación del peso corporal de las ratas hechas nefróticas usando 
el esquema de inducción II (p. 97 ). Se administró en el día cero 
una dosis de 15 mg/100 g de peso del ANP, por vía subcutánea. Las 
ratas estuvieron en jaulas metab61 icas durante el transcurso del 
experimento, su peso se registró diariamente y su orina se colectó 
sobre un cristal de timol para dial izarla posteriormente y cuanti­
ficar proteína total y albúmina. Las ratas se sacrificaron al sexto 
día del esquema de inducción. 
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Figura 46. 
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Trazo densitométrico de las electroforesis de proteínas en aceta­
to de celulosa (p. 78) de las orinas del cuarto (A), quinto (B), 
y sexto dla del esquema de inducción de nefrosis 11 (p. 97 ). La 
protelna de mayor movilidad anódica y que se encuentra en mayor 
proporción es Ja albúmina. La electroforesis se llevó a cabo a 
200 V, en un amortiguador de veronal 0.1 M, pH 8,6, fuer:a tónica 
0.0075 y 35 min. 
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-- SUERO DE RATA NORMAL 
----SUERO DE RATA NEFROTICA 

Figura 47. Trazo densitométrico de las electroforesis en acetato de celulosa 
{p. 78) del suero de las ratas normales { - ) y de ratas hechas 
nefróticas { --- ) usando el esquema de inducción 11 (sexto día 
del esquema de inducción). La electroforesis se llevó a cabo a 
200 V, en un amortiguador de veronal 0.1 M pH 8.6 y de una fuerza 
iónica de 0.075 durante 35 min. La proteína que tiene una movili­
dad anódica mayor es la albúmina. Las proteínas se tiñeron con 
Ponceau S, y el trazo densitométrico se hizo a una longitud de 
onda de 525 nm. 
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se concluyó que el efecto por este esquema (JI) es igual o aún mayor, en 

la mitad del tiempo necesario, que el esquema lb. El principio de la pro­

teinuria fue considerablemente constante (cuarto día). Para la extracción 

del ARN total del hígado se procedió de la manera descrita con anteriori­

dad. (p. 70 ). 

Se hicieran tres preparaciones diferentes de ARN total, de hígados pro­

venientes de ratas hechas nefróticas con el esquema !!. los productos tota­

les sintetizados .in vJ,tJio en respuesta al ARN total extraído se analizaron 

en gel de poliacrilamida-OSS·, y la fluorografía correspondiente se muestra 

en la figura 42. Los inmunoprecipitados también se analizaron de la misma 

manera y las fluarografías correspondientes se muestran en las figuras 43 y 

48. En ambas casos la banda de albúmina está más intensa en los productos 

sintetizadas en respuesta al ARN total de hígado de las ratas nefróticas. 

Para cuan ti ficar exactamente la cantidad de radiactividad en la banda de 

albúmina, se cortó el gel carre;pondiente a la banda de albúmina de los in­

munoprecípitados de la manera descrita (p.95) y se cantó la radiactividad 

en cada grupo. Los resultados aparecen en la figura 49. Cada barra es el 

promedio de dos ensayos independientes, pero realizados en forma para le 1 a. 

En esta figura es muy notorio que las preparaciones de ARN total de 

las ratas nefróticas dirigen la síntesis de más albúmina que el ARN total 

de las ratas normales. También se observa que el grado de estimulación es 

variable de una preparación a otra. 

Así que, con el esquema de inducción 1 I de nefros is, se puede i ndu­

ci r un aumento en el ARNm de albúmina/pg de ARN total, con la ventaja de 
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Figura 48. Fluorografía de los inmunoprecipitados de las proteínas totales 
sintetizadas en el 1 isado de reticulocitos de conejo dependiente 
de ARNm exógeno (pp. 65-68 ), separados por electroforesis en 
gel de poliacrilamida-DSS al 15% (pp. 74-77 J. El sistema de tra­
ducción acelular se pro~ramó con ARN total extraído por el método 
de la guanidina (p. 70 ) de hígados de ratas normales (2) y de 
ratas hechas nefróticas con el esquema de inducci6n II (3, 4, y 5) 
(p. 97 ) . Los marcadores radiactivos que se corrieron en paralelo 
en gel (1) ya han sido descritos previamente (p. 78 ) ; los PM de 
los mismos se expresan en kilodaltones. La inmunoprecipitaci6n se 
real izó usando proteína A Sefarosa (p. 91 ) con el anticuerpo pre­
parado en cabra (p. 86) con la albúmina de rata previamente puri­
ficada (p.81 ) y cuya monoespecificidad se verificó por medio de 
inmunoel ectrofores is (p. 89 ) . La incubación se hizo a 30ºC duran­
te 60 min en un volumen final de 60 µl. La concentración de ARN 
total en los cuatro casos fue de 700 ¡ig/ml. La inmunoprecipitación 
se hizo en 40 ;,11 d31 ensayo. Por cada 30 ¡11 de ensayo se adiciona­
ron 5 µl de L-Leu- H de una actividad específica de 68 Ci/mmol, y 
de una concentración de 14.70 µM (14.70 pmoles/,ul). El gel se pre­
paró para la fluorografía de la manera descrita (pp. 91-95). 
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Figura 49. Radiactividad incorporada a albúmina en respuesta al ARN total 
{p. 70) de hígado de ratas normales (A) y de ratas hechas nefróti­
cas {B, C, y O) usando el esquema de inducción 11 {p. 97 ). Se 
usó ARN total a una concentración de 700 µg/ml. Las condiciones 
de traducción, de inmunoprecipitación, de electroforesis en gel 
de pal iacrilamida, de fluorografia, de digestión de la banda de 
albúmina en el gel están referidad en la figura 44. 1 pmol de 
L-Leu-3H equivale a 68 nCi (1.51 x 105 dpm). La eficiencia de 
conteo se determinó usando un patrón interno. 
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que este esquema de inducciqn es más corto. 

El grado de estimulación que se ha visto en el ARNm de albúmina va 

de l. 5 a 2. 2 veces. 

Esquema de Inducción lb Esquema de Inducción !! 

Radiactividad en albúmina Radiactividad en albúmina 

dpm/,ug ARN tata 1 # de veces dpm/¡.ig ARN tata 1 de veces 

NORMALES 2,084 849 

NEFROTICAS 3,145 l. 5 1,366 1.6 

1,514 1.8 

1,874 2.2 

En las dos tablas anteriores se puede observar que la actividad espe­

cífica de los dos ARN controles es muy diferente. El significado de esta 

diferencia es obscuro. Aún cuando se está siguiendo el mismo método de 

extracción es posible que llegara a haber algunas variaciones de prepara­

ción a preparación lo cual hiciera a una preparación más activa en sinte­

tizar albúmina. Otra explicación menos probable es que estas diferencias 

fueran reales y hubiera diferencias de un grupo de ratas normales a otro 

en cuanto a ARNm de albúmina. En todo caso las comparaciones se hicieron 

con preparaciones de ARN que se hicieron al mismo tiempo (en paralelo) 

para que las condiciones de extracción fueran exactamente las mismas para 

todos los grupos de ARN. 
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Con los datos anterioes se puede esperar un aumento en la síntesis de 

albúmina de 1.5 a 2.2 veces debido al aumento en la cantidad de ARNm. 

La inducción del ARNm de albúmina se estaba viendo al tercer día de 

proteinuría (sexto día del esquema de inducción Il). Para investigar si la 

inducción se presentaba desde el quinto día del esquema de inducción, se hi­

zo una preparación de ARN total de un grupo de ratas nefróticas en ese día. 

Este ARN extraído se tradujo y se comparó su capacidad de sintetizar albú­

mina con un ARN control, pero no se encontraron diferencias. O sea que, en 

el quinto día todavía no hay inducción del ARNm de albúmina, a pesar de que 

la concentración de proteínas totales y de albúmina en el suero en ese día 

había disminuido a la mitad aproximadamente de las ratas controles. El li­

quido de ascitis varió de 2 a 5 ml. Los datos obtenidos en este experimento 

se deben considerar como preliminares a un estudio más cuidadoso de la ci­

nética de la inducción del ARNm de albúmina en las ratas nefróticas. El tra­

zo densitométrico de las electroforesis de proteínas de las orinas del cuar­

to y quinto día se observan en la figura 50. (Las orín~s normales no con­

tienen proteína detectable por este método). 

Con el objeto de corroborar que el aumento en la concentración de ARNm 

de albúmina en el hígado de las ratas nefróticas era debido a síntesis de 

novo se administró actinomicina D a un grupo de ratas en periodo de induc­

ción de nefrosis, a una dosis de 70 pg/100 g de peso. El producto comercial 

Cosmegen se usa en forma terapéutica en los humanos y su vida media en 1 a 

sangre es de 36 h ( 252). A 1 grupo de ratas IV se 1 es administró 1 a acti no­

mici na O el cuarto día por la tarde (el día que empezó la proteinuria) y se 
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Trazo densitométrico de las electroforesis en acetato de celulosa 
de las orin<s del cuarto lA), y quinto (B) día del período de in­
ducción de nefrosis 11 (p.97 ), En el día cero se les administró 
una dosis de AllP de 15 mg/100 g de peso, las ratas se sacrificaron 
el quinto dla. la electroforesis se real izó como se describió en 
Materiales y Métodos (p. 74) a 200 V durante 35 min en un amorti­
guador de veronal 0.1 M, pH 8.6 y fuerza iónica 0.075. ~a proteí­
na de mayor movilidad anódica y que se encuentra en mayor propor­
ción es la albúmina. Las protefoas se tiñeron can Ponceau S. El 
trazo densltométrico se hizo a 525 nm. 
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les sacrificó 36 h después, o sea el sexto día por la mañana. En este expe­

rimento se trabajó con los cuatro grupos de rntas ya descritos (Materiales, 

p. 5g¡. Al final del período de inducción se extrajo el hígado el cual se 

congeló inmediatamente en nitrógeno líquido, la sangre se extrajo por pun­

ción cardíaca, y a 1 as ratas de los grupos II y IV se les midió el líquido 

de ase iti s. El suero de 1 as ratas nefróti cas estaba lechos o, a diferencia 

del suero de las ratas del grupo IV (nefróticas + actinomicina D} que tenía 

una apariencia normal. En la figura 51 se observa la variación de peso cor­

poral de las ratas de los grupos 1, 111, y IV durante e 1 experimento. El ARN 

total extraído de cada uno de 1 os grupos de ratas se tradujo en el sis tema 

acelular de síntesis de proteínas a una misma concentración. Los productos 

totales sintetizados se analizaron por medio de electroforesis en gel de 

poliacrilamida-DSS, y las fluorografías correspondientes aparecen en la fi­

gura 52. Se observa en la figura anterior un aumento en la intensidad de 

la banda de albúmina sintetizada en respuesta al ARN del grupo III (nefró­

ticas) en relación con la banda de albúmina sintetizada en respuesta a los 

ARN de los otros tres grupos. La banda de albúmina migró a la par con el 

marcador radiactivo de albúmina bovina, y en algunas ocasiones migró un po­

co menos. Hay diferencias en la i ntens id ad de algunas otras bandas en 1 os 

diferentes grupos, por ejemplo en el grupo 1 aparece una banda que está si­

tuada entre los PM de 30 ,000 y 14 ,000 d, 1 a cual no aparece en 1 os productos 

sintetizados en respuesta al ARN de los otros tres grupos. En el grupo Ill 

parece estar disminuida la síntesis de todas las proteínas diferentes a la 

albúmina. En los productos sintetizados en respuesta al ARN del grupo 11 se 

observan tres bandas, entre los PM de 46,000 y 69,000 d, más intensas que 

sus correspondientes en el grupo 1. 
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(x----x ). La flecha (1' ) señala el día de la inyección del 
aminonucleósido de la puromicina a una dosis de 15 mg/100 g de 
peso en las ratas de 1 os grupos 111 y IV (p. 59). La flecha ('\)' ) 
señala el día de la inyección de la actinomicina D a una dosis de 
70 ¡1g/lOD ~ de peso. El esquema de inducción de nefrosis usado 
fue el JI (p.97 ) . Las ratas se sacrificaron el sexto día. 
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Fluorografía de las proteínas totales sintetizadas en el lisado 
de ret icul oc i tos de conejo dependiente de ARNm exógeno ( pp. 65-68), 
separadas por electroforesis en gel de pol iacrilamida-055 al 15% 
(pp. 74-77). Se usó el esquema de inducción de nefrosis II (p. 97 ) . 
El sistema acelular de traducción se programó con 700 }lg/ml de ARN 
tota 1 de hígado de ratas normal es ( 2), ratas norma 1 es más actinomi­
cina D (3), ratas nefróticas (4), y ratas nefróticas m/is actinomi­
cina D (5). A las ratas de los grupos !! y IV (p.59) se les admi­
nistró actinomicina D a una dosis de 70 flg/100 g de peso por vía 
intraperitoneal 36 h antes del final del experimento. Las condicio­
nes óptimas de traducción usadas ya han sido descritas, así como 
la preparación del gel para la fluorografía (Figura 48). Los PM 
de los marcadores radiactivos están expresados en kilodaltones. 
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La albúmina sintetizada ht v.lt:Jto en respuesta al ARN de los cuatro 

grupos de ratas, se inmunoprecipitó, y el inmunoprecipitado se separó por 

medio de electroforesis en gel de pol iacrilamida-DSS; la fluorografía co­

rrespondiente se muestra en la figura 53. Nuevamente se observa que los 

inmunoprecipitados no están totalmente limpios, sino que aparecen otras 

bandas de menor PM, y que la intensidad de la banda de albúmina, al igual 

que en el análisis de los productos totales, es mayor en proteína sinteti­

zada en respuesta al ARN de las ratas del grupo !!! , que en el de los otros 

tres grupos restantes, que tienen una intensidad similar entre sí. 

Para cuantificar exactamente la radiactividad incorporada a albúmina, 

se cortó la banda del gel correspondiente a albúmina y se contó la radiac­

tividad, de la manera descrita anteriormente. La radiactividad incorporada 

·a la albúmina, en respuesta al ARN de ratas nefróticas es mayor que en los 

restantes tres grupos, cuya incorporación es similar, como se observa en 

la ·figura 54. Estos datos corroboran la observación hecha en cuanto a la 

intensidad de las bandas en las fluorografías. Estos datos indican que la 

inducción del ARNm de albúmina se está inhibiendo en las ratas a las que 

se 1es inyectó actinomicina D, la cual bloquea la transcripción a la dosis 

administrada. La inducción del ARNm de albúmina se está bloqueando a pesar 

de que hay una disminución de la PCO, ya que las ratas de este grupo ter­

minan con ascitis y edema general izado, y su concentración de proteínas to­

tal es y de albúmina es similar a la del grupo!!! (ratas nefróticas). 

Se calculó el promedio de las concentraciones de proteínas totales y 

de albúmina en el suero de las ratas nefróticas por medio de los tres es-
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Figura 53. Fl uorografía de los i nmunopreci pitados de las proteínas teta 1 es 
sintetizadas en el l isado de reticulocitos de conejo dependiente 
de ARNm exógeno (pp. 65-68), separados por electroforesis en gel 
de po 1 iacril amida-DSS al 15% (pp. 74-77 ) . El sistema acel ul ar de 
síntesis de proteínas se programó con 700 pg/ml de ARN totales 
extraído por el método de la guanidina (p.70 •) de hígados de ratas· 
normales (1), ratas normales más actinomicina D (2), ratas nefró­
ticas (3), ratas nefróticas más actinomicina O (4). En la induc­
ción de la nefrosis se usó el esquema lI (p.97 ) , la actinomicina 
D se administró por vía intraperitoneal a una dosis de 70 pg/100 g 
de peso 36 h antes del fin del experimento. Las condiciones de 
traducción del ARN total, de la inmunoprecipitación de la albúmi­
na sintetizada .ú1 v.ltAo se encuentran referidas en la Figura 48. 
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Figura 54. Cuantificación de la radiactividad incorporada a albúmina sin­
tetizada .úi v@o en el sistema acelular de síntesis de proteí­
nas de l isado de reticulocitos de conejo dependiente de ARNm 
ex6geno {pp. 65-68). El lisado se programó con ARN total (700 
µg/ml) extraído por el método de la guanidina {p.70) de los hí­
gados de las ratas normales (A), ratas normales más actinomicina 
D (B), ratas nefróticas (C), y ratas nefróticas más actinomicina 
D (O). Se usó el esquema de inducción de nefrosis 11 (p.97 ). 
La traducción del ARN total, la inmunoprecipitación de la al bú­
mina sintetizada .ú1 vwo, la electroforesis en gel de poliacri­
lamida-DSS al 15% y la cuantificación de la radiactividad en la 
banda de albúmina, están referidas en la Figura 44. 
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quemas de inducción empleados, y con los cuatro grupos de trabajo ya men­

cionados (p.59 ). Los resultados aparecen en la figura 55. La concentración 

de proteínas totales y de albúmina es muy similar en los grupos I y 11, pe­

ro la concentración tanto de proteínas totales como de albúmina disminuyó 

a la mitad aproximadamente en los dos grupos restantes (!JI y IV). En estos 

dos últimos grupos, la concentración de proteínas totales y de albumina es 

similar, aunque la concentración aún es menor en el grupo IV. 

También se calculó el promedio de las recuperaciones de ARN total de 

cada uno de los cuatro grupos de ratas y con los tres esquemas de inducción 

con que se trabajó. En cada esquema de inducción, la recuperación fue mayor 

en el grupo de las ratas nefróticas, como se aprecia en la figura 56. La re­

cuperación en los restantes tres grupos fue similar. Este resultado es compa­

tible con los reportes anteriores (157) en relación a la hipertrofia del hí­

gado en ratas nefróticas. El que este aumento no se presente en el grupo IV 

es compatible con el bloqueo de la transcripción por la administración de la 

actinomicina D. 

Se calculó la PCO de los sueros de estos cuatro grupos de ratas, en ba­

se a la concentración de proteínas totales, usando la fórmula de Landis y 

Pappenheimer (261) descrita en Materiales y Métodos (p.106). Los resultados 

obtenidos con esta fórmula son muy similares a los calculados usando la fór­

mula desarrollada para suero de rata por Warning y Stevens (p.109). Los re­

sultados de este cálculo aparecen en la tabla XI. En esta tabla se observa 

que la PCO calculada de las ratas normales es de 13.26 nim de Hg, que es un 

valor muy bajo en relación al reportado para las ratas que es de 25.4 nini de 
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Figura 55. Concentración de proteínas tJtal es ( O ) y de albúmina ( a ) , 
en el suero de las ratas nonnales (A), ratas normales más actino­
micina D (8), ratas nefróticas (C), ratas nefróticas más actino­
micina D (D). Las 1 íneas verticales en la parte superior de las 
barras indican la desviación tipo del promedio de las determina­
ciones. Los resultados expresados en A son el promedio de 23 de­
terminaciones, en 8 de 12 detenninaciones, en C de 17 detennina­
ciones, y en O de 10 determinaciones. La cuantificación de proteí­
nas to ta 1 es y de a 1 búmi na se hi za por 1 os métodos co 1 orimétricos 
de Bradford y de Lowry modificado por Hartee (pp.99-101). La al­
búmina se extrajo por solubil ización química con etanol-ácido 
(p.98 ) . En las determinaciones del grupo C están incluidos sueros 
de ratas hechas nefróticas usando los esquemas de inducción la, 
lb, y 11 (pp. 96-97 ). En el grupo O las ratas se hicieron nefró­
ticas usando el esquema de inducción 11 (p. 97 ) . 
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Recuperación de ARN total extraído por el método de la guanidina 
(p.70) de hígado de ratas normales (A), ratas normales+ acti­
nomicina D (B), ratas hechas nefróticas por medio del ANP usando 
los esquemas de inducción lb y 11 (pp.96-97 ) (C), ratas nefróti­
cas más actinomicina D, (D) en este grupo se usó el esquema 11 
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de inducción de nefrosis. Las líneas verticales en la parte supe­
rior de las barras indican la desviación tipo del promedio de las 
detenni naciones. Los resultados expresados en A son e 1 promedio 
de 18 hígados, en B de 8 hígados, en C de 21 hígados, en D de 5 
hígados. La cuantificación de ARN se hizo sabiendo que 20 U A260 • 
1 mg de ARN. 
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Hg (p.109 ). Como este valor (13.25 mm de Hg) se calculó a partir de la 

concentración de proteínas totales, las cuales se determinaron por los 

métodos calorimétricos de Bradford y de Lowry modificado por Hartree 

(pp. 99-101 ), la cual dió un valor bastante bajo (4.44 g/100 ml) en re­

lación al normal reportado (7 .06 g/100 ml) por Warning y Stevens. 

TABLA XI 

DETERMINACION DE LA PCO DE LOS SUEROS DE RATA EN BASE A LA CONCENTRACION 

DE PROTEINAS TOTALES 

Grupo Proteínas total es Albúmina PCO 
g/100 ml g/100 ml rnn de Hg 

Normal es 4.44.:!:_0.40 2.33 .:!:. 0.50 13.26 

Norma 1 es + act i nomi- 4.07.:!:_0.56 1.86 .:!:. 0.19 11.80 
cina D 

Nefróticas 2.30 .:!:. 0.33 0.83 .:!:. 0.17 5.78 

Nefróticas + actino- 1.93 .:!:. 0.12 0.70 .:!:. 0.12 4.71 
micina D 

En vista de la discrepancia muy grande entre la PCO normal encentra·· 

da en este trabajo y la reportada en la 1 itera tura, se probaron dos métodos 

adicionales de determinación de proteínas: por refractometría y calculando 
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el porcentaje de nitrógeno por medio de Kjeldhal y su conversión a % de 

proteínas multiplicando por el factor 6.25. 

Las determinaciones por refractometría se hicieron en el Departamento 

de Nefrología y Metabolismo Mineral usando el refractómetro GOLDBERGR (Me­

didor de sólidos total es y concentrímetro) de American Optical Corporation 

(Buffalo, N. Y.). No fue posible repetir todas las determinaciones hechas 

anteriormente con estos dos métodos. En la tabla XII se encuentran los re-

sultados de las determinaciones individuales hechas por refractometría. No 

fue posible determinar la concentración de proteínas de los sueros de las 

ratas nefróticas debido a la alta concentración de l ípidos que hace que dé 

un índice de refracción muy alto. No se determinaron proteínas a los sueros 

de las ratas del grupo IV por no tener suficiente muestra. 

Las determinaciones de nitróaeno por Kjeldhal se hicieron en la Divi­

sión de Nutrición. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla XIII. 

En la tabla XIV se muestra una comparación de la concentración de pro­

teínas determinada por ambos métodos. 

En la tabla XV se muestran las PCO calculadas a partir de la concen­

tración de proteínas determinadas por ambos métodos. 

Los resultados obtenidos por ambos métodos son similares y dan con­

centraciones de proteínas más altos que los obtenidos con los métodos ca­

lorimétricos de Bradford y de Lowry modificado por Hartree. Por lo tanto 
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la PCO de los sueros de las ratas nonnales calculados a partir de estos 

últimos valores está más cercano a los valores reportados en la 1 itera­

tura. La PCO de los sueros de las ratas nefróticas es aproximadamente la 

mitad de 1 a de los sueros de las ratas nonna les, lo que concuerda con 1 os 

datos de la tabla XI. 
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TABLA XII 

DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES DE SUEROS DE RATAS POR REFRACTOMETRIA 

a) Ratas Normales 

# 

2 

4 

6 

8 

Indice de refracción 

1.3454 

1.3466 

1.3462 

1.3466 

. 1.3464 

1.3468 

1.3462 

1.3470 

Proteínas ( g/100 ml) 

5. 5 

6.1 

5.9 

6.1 

6.0 

6.2 

5.9 

Promedio:!:, O.T. 

~ 

5.95,:!:.0.37 

b) Ratas normal es + actinomicina O 

1.3470 6.3 

1.3466 5.1 

3 1.3426 4.0 

4 1.3472 6.4 

1.3504 8.1 

6 1.3456 _i,L 

Promedio :t. O.T. 5.91:!:.1.38 



TABLA Xlll 

DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES EN SUEROS DE RATAS POR KJELDHAL 

Ratas % de Nitrógeno Proteínas (g/100 ml). 

Normal o. 9720 6.070 

Normal 0.8774 5. 515 

Normal + act. D o. 7305 4 .565 

4 Nefrótica o. 7013 4.375 

Nefrótica o. 5594 3.49 

TABLA XIV 

DETERMINACION DE PROTEINAS EN SUERO DE RATA POR REFRACTOMETRIA Y POR 

KJELDAHL 

Rata 

Normal 

Normal 

Normal + actinomicina O 

Nefrótica 

Nefrótica 

Concentración de proteínas, g/100 ml 
Refractometría Kjel dahl 

6.10 

5.90 

4.00 

6.07 

5. 51 

4.56 

4.37 

3.49 

196. 
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TABLA XV 

DETERMINACION DE LA PCO DE LOS SUEROS DE RATA EN BASE A LA CONCENTRACION 

DE PROTEINAS TOTALES DETERMINADAS POR REFRACTOMETRIA Y POR KJELDAHL 

Grupo # de Determinaciones Concentración de PCO 
Proteínas, g/100 ml rran de Hg 

Normal es 8 5.95 :!:. 0.37 (R) 20.049 

2 5.79 :!:. 0.39 (K) 19.260 

Normales + actino- 6 5.91 :!:. 1.38 (R) 19.840 
micina D 

Nefróticas 3.93 :!:. 0.62 (K) 11. 260 

(R) = REFRACTOMETRIA ( K) = KJELDAHL 
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O!SCUSION 

198. 

la albúmina es la proteína plasmática de mayor concentración, sin 

embargo, se han reportado casos en donde los niveles plasmáticos son casi 

cero. la analbunimeia se reportó por primera vez en 1954 (Tabla XV!) por 

Bennhold y Kalle (270) y hasta 1980 se habían reportado 20 casos (270-

304). En este año se reportaron 3 casos en una misma familia (305). Sor­

prendentemente esta condición (analbuminemia) es casi asintomática excep­

to por edema transitorio e hiperl ipemia persistente, y en algunos casos 

está asociada con cansancio muy rápido, anemia, diarrea ligera, pero el 

paciente en términos general es está bien. Todos los pacientes tenían la 

velocidad de sedimentación de los eritrocitos muy aumentada. Se ha en­

contrado consanguinidad en 15 (J ,2,3,8,JO,ll ,12,13,14,15,15,J7 ,21,22,23) 

de los 23 casos, por lo que se supone que es una enfermedad recesiva au­

tosómica. Todos los pacientes con anal bumi nemi a tenían hue 11 as d~ al búmi­

na en su suero (por lo cual el término hipoalbuminemia seria más correcto), 

variando de 1 a 100 mg/100 ml, 'lo cual significa que tienen el gen es­

tructural para albúmina presente, al igual que las ratas analbuntinémicas 

(180-182, 306, 307). Los niveles de CQlesterol, fosfolípidos, y las con­

centraciones de gamaglobu1 inas, fibrinágeno y transferrina estaban eleva­

dos. Estos cambios recíprocos en los niveles de proteínas séricas pueden 

depender de la regulación osmótica. Estos pacientes parecen haber suplido 

(aunque no totalmente) las funciones de la albúmina (principalmente la PCO) 

elevando la concentración del resto de las proteínas plasmáticas y dismi­

nuyendo su presión hidrostática. Aún no se ha encontrado un defecto meta-



T A B L A XVI 

RESUMEN DE LOS CASOS REPORTADOS OE ANALBUNIMEIA HASTA 1980 

Caso Edad al Sexo Raza y País Concentración de proteínas g% Referencias 
No. diagnóstico Totales Albúmina 

(años) 

1 31 F Caucásica, RFA 4.6 0.10 270-276 

2 22 M Caucásica, RFA 5.3 0.10 270-276 

3 29 M Caucásica, Suiza 4.5 0.14 277-278 

4 27 F Blanca, EUA 4.4 0.50 279-281 

5 61 M Negra, EUA S."1 0.10 282 

6 49 F Caucásica, Irlanda 4.7 0.26 283 

7 23 M Caucásica~ Yugoeslavia 5.4 0.10 284 

8 55 F Caucásica, Inglaterra 5.0 0.80 285-286 

9 21 M Japón 5.0 0.10 287-292 

10 29 F Caucásica, Italia 5.1 0.30 293 

11 37 M Caucásica, Italia 5.4 0.10 293 

12 15 M Argelia 5.6 0.10 294-295 

13 13 M Argelia 5.9 0.10 294-295 

14 10 F Argelia 6.3 0.10 294-295 

15 1 Mes M Blanca, EUA 3.3 0.10 296-297 

16 12 F India, EUA 5.5 0.10 298 

17 6 Meses M Argelia, Francia 5.1 0.64 299-301 

18 39 M Caucásica~ Italia 5.1 0.27 302 

19 36 F Blanca, EUA 4.4 0.89 303 

20 30 F Caucásica, !tal ia 6.0 0.27 304 .... 
"' ~ 

! 



ból ico específico en estos pacientes. La PCO de estas personas está re­

ducido a la mitad de su valor normal y tienden a la hipotensión. (261, 

308, 309). 

Se ha sugerido que la albúmina fue la molécula responsable de que 

200. 

la vida evolucionara de formas marinas a formas terrestres (146). La vi-

da unicelular en el medio ambiente acuático estaba 1 ibre de problemas de 

nutrientes y de presión osmótica. Cuando la vida llegó a ser morfológica­

mente más compleja en el medio ambiente terrestre, sucedió que el medio 

ambiente externo (acuoso) vino a ser el medio ambiente interno. El mante­

nimiento del medio ambiente fue sencillo para los animales marinos ya que 

la concentración del medio ambiente interno y externo fueron escencialmen­

te las mismas. Los animales tales como los cangrejos, langostas y lombri­

ces pueden tolerar cambios apreciables en la presión osmótica de su sangre; 

pero en los mamíferos pequeñas variaciones en la presión osmótica del me­

dio ambiente interno pueden dañar la eficiencia de las células, mientras 

que grandes cambios pueden destruirla completamente. La transición de una 

vida en el agua marina a una vida en agua dulce necesitó de un grado de 

independencia osmótica, (310). Esta independencia osmótica es propia de 

todos los vertebrados ya que todos los vertebrados son capaces de mantener 

un gradiente osmótico. Los elasmobranauios cuyo contenido de sales es apro­

ximadamente el mismo que e' de los tel eosteos y otros vertebrados, pueden 

mantener una alta presión osmótica en su sangre por su alta concentración 

de urea. En las especies marinas esta alta concentración de urea es de 

2-2.5% mientras que en el agua de mar diluida disminuye a aproximadamente 

1.1% (311). 
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Por último, la transición de un medio líquido a un medio ambiente 

gaseoso, terrestre, ofreció un suministro abundante de oxigeno, al imen­

to, abrigo y la posibilidad de movimiento rápido. Colateralmente con el 

incremento en la complejidad fisiológica de los animales se desarrolló un 

sistema vascular capaz de mantener la sangre a presiones altas. En la 

sangre de estos animales tenían que estar presentes, evidentemente, facto­

res para mantener un equilibrio hidrostático, para que la presión de la 

sangre no forzara al agua al sal ir del sistema vascular. Se ha observado 

que a medida que los vertebrados aumentan en complejidad hay un aumento 

progresivo en la concentración de proteínas plasmáticas, presión arterial 

y PCO (312-318), la albúmina es la más adecuada para llevar a cabo esta 

función osmótica, pues tiene un PM relativamente bajo y una carga neta ne­

gativa a pH fisiológico (146). 

El objetivo del presente trabajo fue el de medir niveles de ARNm fUn­

cional de albúmina en el hígado de ratas cuya PCO estaba disminuida y es­

tudiar el efecto de la actinomicina O en el modelo experimental de dismi­

nució11 de la PCO. Los objetivos mencionados constituyen el primer paso en 

el estudio del mecanismo de la influencia de la PCO sobre la biosíntesis 

de albúmina, por lo cual deben quedar muy claras las pretensiones del pre­

sente trabajo. Se espera que este trabajo haya establecido las herramientas 

que permitan seguir estudiando el mecanismo ya mencionado a nivel molecular, 

así como de sentar las bases de futuros experimentos que profUndicen y apo­

yen los obtenidos hasta el presente, y que se discutirán brevemente en el 

transcurso de este capítulo. 
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Los resultados obtenidos hasta el presente indican que hay un aumen­

to en 1 a cantidad de ARNm funciona 1 de a 1 búmi na en el hígado entero de 1 as 

ratas cuya PCO está disminuida, medido como albúmina sintetizada bt vltlto 

en el lisado de reticulocitos de conejo dependiente de ARNm exógeno (Figu­

ras 40-44, 48, 49, 52-54), en respuesta al ARN total de hígado de rata. Es­

te aumento en la cantidad de ARNm funcional de albúmina en el hígado entero 

de la rata puede ser explicado de dos maneras diferentes: a) Que la sí~te­

sis de ARNm de albúmina (transcripción) esté aumentada, b) quP. la degrada­

ción de ARNm de albúmina esté disminuida; o bien una combinación de ambas. 

Lo anterior se puede afirmar debido a que las extracciones se están hacien­

do del hígado entero y no de fracciones subcelulares tales como microsomas, 

como sucedió en el trabajo de ZMhringer et. al. (171) ya mencionado. ZMhrin­

ger d ae. (171) encontraron nivel es aumentados de ARNm de a 1 búmi na de ra­

ta en la fracción microsomal en el hígado de las ratas nefróticas, pero de 

este trabajo no se puede saber si había un aumento del ARNm de albúmina en 

el hígado entero, y tampoco la procedencia del ARNm de albúmina aumentado 

en los microsomas. En este último punto cabrían al menos dos posibilidades: 

a) que proviniera de síntesis de novo, b) que proviniera del citoplasma en 

donde podría estar almacenado en forma de PRNm. 

En el hígado de una rata normal cabe la posibilidad de que existan 

dos pozas metabólicas de ARNm de albúmina: a) una activa o funcional (po-

lisomal), y b) otra inactiva o no funcional (en forma de PRNm en el cito-

plasma); se desconoce si existe una poza metilból ica de ARtl(ll no procesado 

(maduro) a nivel nuclear en condicionesfisiológicas normales. Cuando se ha­

ce la extracción del ARN total por el método de la guanidina, y este ARNm 
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se traduce en el lisado de reticulocitos de conejo, estas dos pozas son 

indistinguibles, debido a que la poza inactiva (PRNm) al desproteinizar-

se 1 ibera el ARNm y de esta manera lo hace activo o funcional. El ARNm no 

procesado o inmaduro no se puede medir por este sistema de traducción ace­

lular. Por lo tanto, en la traducción .út vliAo del ARNm total extraído del 

hígado se está midiendo el ARNm de albQmina de ambas pozas metabólica en 

cilso de que existieran. De tal manera, que si se comparan dos preparaciones 

de ARN total de hígado de rata y se encuentran diferencias en la cantidad 

de ARNm funcional de albúmina, éstas no pueden atribuirse a una movilización 

del ARNm de albúmina de su forma inactiva (PRNm) a la forma activa (poliso­

mal). Por esta razón, sóla se incluyeron como explicaciones probables del 

aumento de la cantidad de ARNm de albúmina en el hígado de las ratas nefró­

ti cas: que aumenta su síntesis o su esta bil id ad. 

Para investigar la primera posibilidad (aumento en la transcripción 

del ARNrn de albúmina), se administró actinomicina D (a una dosis de 70 )lg/ 

100 g de peso, a la cual se bloquea selectivamente la transcripción) a un 

grupo de ratas en período de inducción de nefrosis. Al medir los niveles 

de ARNrn de albúmina en el hígado de este grupo de ratas se encontraron ni­

veles parecidos a los normales, en otras palabras se estaba bloqueando el 

aumento en la cantidad de ARNrn. Este grupo de ratas presentaba parámetros 

parecidos al grupo de ratas nefróticas, en cuanto a proteína total y albú­

mina séricas al final del experimento, edema y líquido de ascitis, PCO cal­

culada a partir de la concentración de proteínas séricas totales, patrón 

electroforético de las proteínas séricas y de las excretadas en la orina, 

así corno la variación de peso durante el tiempo del esquema {Figuras 51,55; 
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Tabla XI). En otras palabras, el grupo de ratas más actinomicina D tenía 

el mismo estímulo que el grupo de las ratas nefróticas, pero la inducción 

del ARNm estaba inhibida por la actinomicina D. Este experimento nos mues­

tra claramente el origen del aumento de ARNm de albúmina en el hígado de 

las ratas nefróticas, el cual se debe a síntesis de. novo. Este experimento 

también complementa y apoya totalmente la afirmación hecha en párrafos an­

teriores de que el aumento de los nivel es de ARNm no pueden explicarse como 

una movilización del mismo de una poza metaból 1ca inactiva a una poza meta­

bólica activa. 

La posibilidad de que en las ratas nefróticas aumenta la estabilidad 

de ARNm funcional de albamina, lo cual h~ga que aumente su cantidad en el 

hígado, es poco probable (al menos en el tiempo de duración de los experi­

mentos descritos) pues se sabe que los ARNm de los organismos eucariotes 

son de vida media larga (174) lo cual implica que su recambio no es muy 

rápido. Sin embargo, en este trabajo no se presentan evidencias que prue­

ben que la estabilidad del ARrlm de albúmina en las ratas nefróticas se en­

cuentre aumentada. Lo que sí se puede afirmar es que el aumento de estabi-

1 idad del ARNm de albúmina, si es que lo hay, no es el responsable del au­

mento del mismo en las ratas nefróticas bajo las condiciones experimentales 

de este trabajo. 

Aún cuando en este trabajo no se ha demostrado que haya un aumento en 

la síntesis de albúmina en las ratas nefróticas esto ha sido demostrado am­

pliamente de muchas maneras y en diferentes sistemas experimentales, como 

ya se describió en el capítulo de Introducción (160-164). Los resultados 

encontrados en el presente trabajo explican el aumento en la síntesis de 
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albúmina por un aumento en la cantidad de ARNrn funcional de albúmina, el 

cual proviene de síntesis de novo, sin embargo, no se hicieron experimen­

tos que permitan comprobar o descartar que haya otros mecanismos involu­

crados que estén actuando simultáneamente (junto con el aumento de ARNm 

funcional) tales corno aumento en la velocidad de traducción del ARNrn de 

albúmina. Se desconoce sí la síntesis de proteínas en general, y del al­

búmina en particular, puede ser estimulada por un aumento en la velocidad 

de maduración del ARNm, o bien por un aumento en su velocidad de transpor­

te del núcleo al citoplasma. Por lo tanto no se puede afirmar que bajo 

nuestras condiciones experimentales el único nivel de regulación de la bio­

síntesis de albúmina sea el transcripcional. Para investigar la posibilidad 

de una regulación a nivel traduccional se tiene planeado medir la síntesis 

de albúmina .fa v.í.vo bajo diferentes condiciones experimentales. 

Los experimentos mene ionados anteriormente no descartan la posibilidad 

de que en condiciones normales el ARNm de albúmina se almacene en forma de 

PRNm como una etapa de paso en su viaje del núcleo hacia los polisomas, de 

las cuales se libere para traducirse en estos últimos. Los experimentos so-

lamente nos permiten afirmar que el aumento en la cantidad de ARNrn funcional 

de albúmina se puede explicar, corno un aumento en la velocidad de transcrip-

ción del mismo. Shafritz e.t al. (123-126) hicieron un estudio de la distri-

bución del ARNrn de albúmina en diferentes fracciones subcelulares, y encon­

traron que el 97% estaba en la fracción de polisomas fijos, 2% en la frac­

ción de polisornas libres, y 1% en el sobrenadante postribosornal (p.20). Es­

te estudio se hizo por medio de hibridización con ADNc-3H. Estos datos pa-

recen apoyar que en condiciones normales el ARNm de albúmina no se almacena 

en cantidades significativas en forma de PRNm en el citoplasma, corno ha si-
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do sugerido por los mismos autores (123) en ratas en ayuno. Sin embargo 

para poder afirmar que existe ARNm de albúmina almacenado en forma de 

PRNm, se requiere hacer experimentos dirigidos para demostrarlo, como por 

ejemplo que las PRNm sólo sinteticen albúmina después de desproteinizar­

las, como sucede en el caso de la ferritina (186). Este último experimen­

to hecho en un sistema acelular de síntesis de proteínas. 

La distribución del ARNm de albúmina encontrada por Shafritz et a.e.. {123) 

apoya los experimentos que demuestran que la síntesis de albúmina se lle-

va a cabo en los pal isomas fijos. El 2% encontrado en los pal isomas 1 ibres, 

pueden ser polisomas en donde se acaba de iniciar la síntesis de albúmina, 

pero aún no se unen al retículo endoplásmico por carecer del péptido señal 

compel to, y el 1% encontrado en el sobrenadante postribosomal puede ser ARNm 

que aún no llega a los ribosomas para ser traducido, o bien que esté alma­

cenado en forma de RNPm. 

De los experimentos presentados exclusivamente en el presente trabajo 

no se puede concluir que la disminución de la PCO sea el activador de la 

inducción del ARNm de albúmina, aún cuando en los animales del modelo expe­

rimental usado (ratas nefróticas) muestren una sensible disminución de la 

PCO. Para comprobar que efectivamente la disminución de la PCO es la cau­

sante del aumento'en la síntesis del ARNm de albúmina, se tiene que hacer 

un experimento (el cual ya está programado) en donde las ratas nefróticas 

a pesar de estar excretando proteínas en la orina y su concentración de 

proteínas plasmáticas disminuya, su PCO no varíe. Esto último se puede 

lograr restituyendo la PCO con dextrán de alto PM (para que no se filtre 

por el riñón) en las ratas experimentales, inyectando por vía intravenosa 
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desde el principio (o un poco antes) de la proteinuria. De esta manera 

la PCO no variará en el transcurso de la nefrosis. Para poder estar se­

guros que la PCO no ha variado se tiene que medir la PCO de la mezcla 

dextrán-suero, para lo cual es indispensable un coloidosmómetro con el 

cua 1 se podrá contar en e 1 1 abara torio en fecha próxima. 

La afirmación de que la PCO (y no la concentración de albúmina séri­

ca en sí) es la responsable de la inducción del ARNm de albúmina en las 

ratas nefróticas tiene sólidas bases experimentales. Estas bases han sido 

sentadas por medio del trabajo hecho en otros laboratorios (pp. 135-145) 

los cuales ya han sido mencionados; y por trabajos previos en el propio 

laboratorio (319). En el laboratorio pensamos que la función más importan­

te de la albúmina es la de contribuir a la PCO del suero, y por lo tanto 

esta función regula su síntesis. Huberman (319) estudió el efecto de la 

disminución de la PCO .út v.lvo. Su modelo fue el de plasmaféresis al 50% 

del volumen sanguíneo, con reinyección del paquete celular resuspendido 

en solución salina. A diversos tiempos después de la plasmaféresis, se 

incubaron rebanadas de hígado en presencia de un aa radiactivo. El obser­

vó que entre las 2 y las 4 h después de efectuada la plasmaféresis se pro­

dujo un aumento importante en la velocidad de incorporación de la marca 

radiactiva a la proteína soluble total (aproximadamente 2 veces) y que 

ésta se normalizó lentamente hasta regresar a su valor basal en aproximada­

mente 2 h. En un control al cual se le reinyectó el paquete globular re­

suspendido en salina más dextrán, la estimulación se anuló totalmente. A 

estos animales se les restituyó la PCO perdida por la plasmaféresis, con el 

dextrán. Precipitando la albúmina con un anticuerpo específico pudo verifi-
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carse que el aumento en la actividad específica fue de 2. 7 veces al cabo 

de 4 h. Igualmente en el control reinyectado con salina más dextrán, la 

actividad específica de la albúmina fue igual a la del animal normal. 

Aquí es importante señalar que aunque la rata perdió la mitad de su albú­

mina circulante, la síntesis de albúmina no se estimuló, pues su PCO no 

disminuyó. Esto demuestra que la síntesis de albúmina no se regula por 

la concentración de albúmina en sí, sino más bien por su función principal 

que es la de contribuir a la PCO del suero. En un experimento paralelo, 

Huberman (319) estudió la incorporación de uridina radiactiva al ARN total 

del hígado de una rata sometida a plasmaféresis 4 h antes. Se encontró que 

la incorporación de uridina fue 5 veces mayor que la del control. Estos a­

poyan los experimentos del presente trabajo en el sentido de que la dismi­

nución de la PCO promueve 1 a síntesis de ARN como se observó en 1 a induc­

ción d~l ARNm de albúmina y en la mayor recuperación de ARN total en ratas 

nefróticas a diferencia de las normales y de las ratas nefróticas más acti­

nomicina D cuyos valores fueron iguales a los de las ratas normales (Figu­

ra 56). Los datos de recuperación de ARN total apoyan el bloqueo de la 

transcripción por actinomicina D. Huberman también demostró, incubando re­

bandas de hígado y de riñón, que el hígado es más sensible a cambios en 

la PCO. 

La pregunta que aún no se ha contestado y que constituye el objetivo 

final del tema de este trabajo es la siguiente: lCómo puede un estímulo 

físico (PCO) transmitirse en influir en la síntesis de una proteína?, o en 

forma más concreta: lCómo puede la PCO regular la expresión genética (trans­

cripción del ARNm de albúmina)? y lCómo puede el genoma de una célula "sen­

tir" cambios en la PCO?. Huberman demostró (144) que para poder ver un efec­

to de los cambios de la PCO sobre la síntesis de albúmina es necesario la 
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integridad celular, pues en un sistema microsomal no se observa el efecto, 

mientras que en un sistema de rebanadas, sí se observa. Entonces, si es ne­

cesaria la membrana celular, lQué moléculas en contacto con, o situadas en 

la membrana celular "llevan" la información al genoma para afectar la trans­

crición? Con las consideraciones anteriores podemos decir que el hepatocito 

funciona como un osmómetro, pues 1 a a 1 búmi na no penetra, con el compartimi en­

to exterior representado por el fluido intersticial y la membrana celular 

fUncionando como la membrana semipermeable. Considerando que el volumen 

efectivo para macromoléculas difusibles en el fluido intersticial es peque­

ño, se tiene un sistema que es sensible a pequeños cambios en el contenido 

de coloides. Estos cambios resultan en la transferencia hacia y del hepato­

cito, y se ha sugerido que estos cambios a su vez producen cambios conforma­

cionales en el retículo endoplásmico el cual puede ocultar o exponer sitios 

de unión de la subunidad ribosomal 60 S, y esto a su vez puede causar una 

disminución o incremento en el número de org§nulos sintetizando albúmina 

(pal isomas fijos). 

La otra cara del problema (que no se ha considerado en este trabajo) 

es el aumento de la PCO sobre la síntesis de albúmina, el cual la disminu­

ye sensiblemente, y las preguntas serían; lCuál es el mecanismo de este fe­

nómeno a nivel molecular, concretamente con el ARNm de albúmina? lCómo a­

fecta el aumento de la PCO al aparato sintetizador de proteínas?. En esta 

pregunta cabría la explicación acerca de los cambios conformacionales pro­

puestos en el párrafo anterior. lQué pasa con el ARNm de albúmina, se de­

grada rápidamente o se almacena en el citoplasma en forma de PRNm como se 

ha sugerido en ratas en ayuno (123) en donde disminuye la síntesis de albú-
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mina? Estas preguntas se pueden contestar haciendo uso de un modelo expe­

rimental de aumento de la PCO .út v.lvo, por ejemplo con dextrán, lo cual 

también se tiene programado. Para investigar a nivel subcelular la influen­

cia de la PCO sobre la transcripción .ú1 v.ltllo, y de esta manera escudriñar 

más a fondo el sitio celular en donde ejerce su influencia la PCO, se tie­

ne planeado incubar núcleos de hepatocitos a diferentes PCO, bien sea con 

dextrán o con diferentes fracciones proteínicas, y medir la velocidad de 

transcripción. 

El mecanismo de la regulación de la expresión genética en organismos 

euc;¡riotes está siendo intensamente estudiado en la actualidad. En el capí­

tulo de Introducción se mencionaron los diferentes niveles de regulación y 

el mecanismo de algunos de ellos. Se ha encontrado, en la actualidad, que 

en los organismos eucariotes {al igual que en los procariotes) gran parte 

de los ARNm están regulados a nivel transcripcional (320-323). De la mayo­

ría de eles sólo se conoce el nivel de regulación, pero aún se desconoce 

el mecanismo exacto del mismo. Por otra parte no se ha elucidado (en euca­

riotes) el mecanismo de regulación transcripcional, aunque hay evidencias 

que apoyan que la estructura de la cromatina juega un papel fundamental 

(324). 

En los organismos procariotes, con ARNm de vida media corta, la regu­

lación de la expresión genética ocurre principalmente a nivel transcripcio­

nal. En los organismos eucariotes, en los cuales los ARNm son de vida media 

más larga, la expresión genética puede controlarse a otros niveles diferen­

tes al de la transcripción. Dos tipos de hallazgos apoyan la afirmación 

hecha en el párrafo anterior (325, 326). 
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a) Diferencias estructurales entre las células procariotes y euca­

riotes con respecto al acoplamiento de los sistemas traduccional y trans­

cri pe iona l . 

b) Las reacciones moleculares involucradas en la formacién del ARNm 

funcional que están completa o casi completamente confinadas a los euca­

riotes. 

En las células bacterianas la transcripción y la traducción están fí­

sica y fisiológicamente acopladas. Esto significa que el ARNm que aún no 

se termina de transcribir, ya está siendo traducido en los polisomas. Esto 

es posible debido a que la dirección de la transcripción es la misma que 

la de traducción: 5'-3'. Otra segunda evidencia entre el acoplamiento 

transcripcional-traduccional en los procariotes proviene de los estudios 

de atenuación que es un fenómenos donde ocurre la terminación prematura 

en la transcripción de ciertos operones, sí por ejemplo la concentración 

de aa sintetizados por las enzimas codificadas por el operón es alta. Por 

otra parte en las células eucariotes, la síntesis de proteínas está estruc­

turalmente separada de 1 sitio nuclear de formación del ARNm por la barrera 

física que representa la membrana nuclear. 

La segunda línea de evidencias son los pasos enzimáticos en la madu­

ración y formación de un ARNm funcional. Hay evidencias (325) que apoyan 

que la secuencia de eventos en la maduración del ARNm son los siguientes: 

1) Adición del capuchón al extremo 5' del pre-ARNm. 

2) Adición del segmento pol iadenilado al extremo 3' del pre-ARNm. 

3) Metilación en la posición 6 de aproximadamente 1 de cada 100 re­

siduos de adenilato del pre-ARNm. 

4) Escisión de los intrones y empalme de los exones para producir 
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ARNm maduro y funcional el cual sale del núcleo al citoplasma para ser 

traducido en los pal isomas. 

El objeto y significado fisiológico y regulatorio de cada una de es­

tas modificaciones ha sido motivo de muchos estudios, algunos de ellos con­

tradictorios, sin embargo aún sigue abierto a la discusión. 

En Materiales y Métodos (pp.103-109 ) se mencionaron dos maneras di­

ferentes de medir la PCO: una directa (por medio de un coloidosmómetro), y 

la otra indirecta (por medio de una fórmula que relaciona la PCO con la con­

centración de proteínas totales). Por no cont¡¡r con un coloidosrnórnetro, en 

este trabajo se usó la segunda forma, la cual depende del método de determi­

nación de proteínas. Se usó la fórmula derivada por Landis y Pappenheimer 

(p.106) para plasma humano, cuyos resultados concuerdan perfectamente con 

los obtenidos usando la fórmula derivada por Horning y Stevens (p.109 ) pa­

ra el suero de rata normal. En este trabajo se usaron los métodos calorimé­

tricos de Bradford y de Lowry e,t al. modificado por Hartree (pp.99-101), 

así como el método por refractometría y por Kjedahl. Con los métodos calo­

rimétricos cuyos resultados concuerdan entre sí se midieron todas las mues­

tras, pero no así con 1 os dos úl t irnos métodos cuyo número de mues tras med i­

do fue menor. Los valores de proteínas totales obtenidos por los métodos 

colorimétricos para los sueros de las ratas normales (4.4 g/100 ml) difie­

ren significativamente de los reportados por Warning y Stevens (7.0 g/100 

ml) usando Kjeldahl, y por consiguiente la PCO calculada a partir de estos 

valores (13.26 mm de Hg) es muy diferente al reportado por Landis y Pappen­

heimer y Horning y Stevans que es alrededor de 25 mm de Hg. Por otra parte 
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los valores obtenidos por refractometría y por Kjedahl concuerdan entre 

ellos y son más parecidos a los reportados como normales, en consecuencia 

la PCO obtenida (20.0 mm de Hg) concuerda más con los 25 mm de Hg reporta­

dos. El valor obtenido de la PCO para las ratas normales fue la mitad apro­

ximadamente del normal en todos los casos. En vista de las discrepancias 

ya mencionadas lo mejor sería que se midiera la PCO directamente, y de esa 

manera conocer la PCO normal exactamente. En todo caso es claro que la PCO 

en las ratas nefróticas está disminuida a la mitad aproximadamente, usando 

los datos obtenidos por los diferentes métodos de cuantificación de proteí­

nas. Al medir di rectamente la PCO se podrá saber si los val ores obtenidos 

para las ratas usadas en las condicones de alimentación y mantenimiento ya 

descritas (p. 59 ) son menores que los reportados en la literatura. 

En cuanto al modelo biológico de trabajo (síndrome nefrótico) se pue­

de considerar bastante efectivo, puesto que la disminución de la PCO era 

evidente por el edema y el líquido de ascitis. La concentración de proteí­

nas plasmáticas disminuyó a la mitad y la de albúmina a menos de la mitad 

(Tablas VIII, X y XI y Figura 55), las alteraciones observadas en el patrón 

electroforético de los sueros (Figuras 38 y 47), y de las orinas (Figuras 

35, 37 y 46) así como los datos de excreción de proteínas totales y de al­

búmina (Tablas VI, VII, y IX) apoyan la disminución notable de albúmina 

circulante. 

La pérdida de proteínas en la orina puede ocurrir como un resultado 

de un defecto glomerular renal o un defecto tubular renal o una combina-
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ción de estas anormalidades. El mecanismo exacto del síndrome nefrótico 

sigue siendo aún obscuro, se sabe que hay un defecto en la membrana base 

del glomérulo que aumenta su permeabilidad a proteínas séricas de PM in­

termedio (60,000-200,000 d). La albúmina es la proteína predominante en 

la orina de estos pacientes, pero también hay cantidades importantes de 

otras proteínas de tamaño intermedio tales como la transferrina y la JgG. 

Los pacientes con este síndrome tienen un incremento marcado en la tasa 

de albúmina excretada y un incremento en la desaparición de la albúmina 

debido principalmente a la proteinuria jugando un papel menos importante 

el catabolismo de las proteínas por el túbulo renal (327-334). 

Paree~ que la albúmina no sufre modificaciones químicas importantes 

al filtrarse y pasar por la orina. Lang e,t aL (335) aislaron albúmina de 

la orina de un paciente con proteinuria y la compararon con la albúmina 

sérica humana por varios criterios: composición de aminoácidos, fragmentos 

producidos por bromuro de cianógeno, mapa peptídico, y la secuencia de 33 

aa en su extremo amino. Se encontró que ambas proteínas eran idénticas. 

Sin embargo se ha reportado albúmina polimérica en lil C•rina de un paciente 

con síndrome nefrótico (336), la cual se ha atribuído a polimerización de 

la albúmina después que ha pasddo por el glomérulo. 

En este trabajo se encontró que el suero de las ratas nefróticas es­

taba hi~erlipémico, de aspecto lechoso. Esto concuerda con los reportes, 

en 1 a 1 i ter atura referentes a 1 a hi perl i pemi a en pacientes con síndrome 

nefrótico y en animales experimentales (132, 169-171). Por otra parte, 

también se encontró que en el grupo de ratas nefróticas a las cuales se 
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les administró actinomicina D el suero tenía una apariencia normal (no es­

taba hiperlipémico). Dado que en este grupo de ratas se está bloqueando se­

lectivamente la transcripción, una conclusión directa de estas observacio­

nes sería que la hiperlipemia en las ratas nefr6ticas depende de transcrip­

ción. Este problema ha sido extensamente estudiado desde 1955 a la fecha 

(158, 170, 337-341). En 1955 Marsh y Drabkin (170) propusieron que la hiper­

lipemia se debía a una movilización interna de lípidos. En 1960 los mismos 

autores reportaron un aumento en 1 a síntesis de 1 i poproteínas ( 158). En 

1979 Marsh y Sparks (338) midieron los niveles de 1 iproproteínas y su com­

posición en ratas nefróticas y encontraron un aumento de 8, 4, 5 y 6 veces 

de lipoproteínas de muy baja, intermedia, baja y alta densidad respectiva­

mente. Sería muy interesante medir en las ratas en las que se ha inhibido 

la hiperlipemia varios parámetros tales como colesterol, lipoproteínas, apo­

lipoproteínas, composición de lípidos de las lipoproteínas, y compararlos 

con los valores de las ratas normales y nefróticas, con el fin de medir si 

la inhibición es total o si se han afectado selectivamente algunos paráme­

tros. Por otra parte, el hallazgo de que inhibiendo la transcripción se 

inhibe la hiperl ipemia (por el aspecto del suero) nos sugiere el papel muy 

importante que juegan los ARNm de las apolipoproteínas en la hiperlipemia. 

En todo caso este es un modelo experimental muy interesante que puede arro­

jar mucha información acerca del mecanismo de la hiperlipemia en el síndro­

me nefrótico. 

En la Introducción se mencionaron dos maneras de medir niveles de ARNm 

específico: hibridización y traducción en un sistema acelular (pp. 41-49). 

La primera mide niveles de ARNm específico directamente aunque no es necesa­

rio que el ARNm sea funcional para que sea medido por este método (puede me-
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dir precursores de ARNm, o sea ARNm no procesado), además puede medir exac­

tamente los niveles de ARNm específico (número de moléculas por célula). La 

segunda manera mencionada es indirecta (porque mide la proteína sintetizada 

en respuesta al ARNm adicionado), pero está midiendo el ARNm funcional, aun­

que sólo mide niveles relativos y no absolutos de ARNm. Por otra parte el 

sistema acelular depende de muchos factores para que trabaje óptimamente. 

Por eso es necesario optimizar el sistema para cada uno de los factores ne­

cesarios y de esa manera se convierta en una herramienta útil que nos per­

mita medir niveles de ARNm de diferentes preparaciones. 

En este trabajo se escogió un sistema acelular de síntesis de proteí­

nas para medir los niveles de ARNm (el 1 isado de reticulocitos de conejo 

dependiente de ARNm exógeno). Inicialmente se probó el sistema de germen 

de trigo (p. 48) el cual no mostró ser reproducible de lote a lote por lo 

cual se probó el 1 isado de reticulocitos de conejo y es el que se está usan­

do en la actualidad. De entre los sistemas acelulares se escogió éste por 

las siguientes razones: 

a) Facilidad de preparación 

b) Los conejos son animales comúnes de laboratorio, y por lo tanto 

fáciles de conseguir y mantener. 

c) Hay reproducibilidad de lote a lote. 

d) Se puede obtener un gran volumen de l i sado con una sol a preparación. 

e) Alta capacidad de síntesis de proteínas. 

f) Facilidad de hacerlo dependiente de ARNm exógeno. 

g) Es un sistema heterólogo que en condiciones normales no sintetiza 

albúmina de rata. Este es un factor rnuy importante, pues sólo sintetiza al­

búmina de rata en respuesta al ARNm de albúmina de rata adicionado al siste-
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ma y en cantidades directamente proporcionales a la cantidad del ARNm de 

albúmina adicionado. 

Este sistema se optimizó para la traducción del ARNm endógeno, pero 

no para la traducción del ARNm de albúmina. Todos los experimentos de tra­

ducción de ARN total de albúmina de rata se hicieron con estas condiciones. 

Es necesario hacer una optimización específica para el ARNm de albúmina para 

estar totalmente seguros que la s!ntesis de albúmina se encuentra favoreci­

da. Se ha demostrado que diferentes ARNm tienen diferentes requerimientos 

para traducirse .út v.ltJl.o especialmente en lo que respecta a los iones K+ y 

M +2 g . Cuando no se está trabajando en condiciones óptimas de traducción de 

estos iones, Taylor y Tse (342) han reportado que se sintetizan muchas cade­

nas incompletas en un sistema acelular de germen de trigo y usando ARNm de 

albúmina de rata puro. Al optimizar potasio encontraron un óptimo de 90 mM 

para albúmina y 75 mM para el ARNm total; a 45 y 60 mM prácticamente no se 

sintetizaba albúmina, a 75 mM ya se empezaba a sintetizar pero aún había 

muchas cadenas incompletas, a 105 mM no había cadenas incompletas, pero la 

síntesis había disminuido. Al optimizar magnesio encontraron un óptimo de 

3.0 mM para albúmina y 2.5 mM para el ARNm total; a concentraciones menores 

se sintetizan muchas cadenas incompletas y a concentraciones mayores, aun­

que no se sintetizan cadenas más pequeñas, la síntesis de albúmina disminu-

ye. Estos hallazgos no han podido ser reproducidos por Will iarns et al. (106) 

con ARNm de a 1 búmi na de ga 11 os qui enes no encontraron variaciones marcadas 

en la síntesis de albúmina al variar las concentraciones de potasio y mag-

nes io en rangos s imi 1 ares a 1 os usados por Tse y Tayl or ( 342). En nuestro 

caso, aún cuando no están totalmente 1 impíos los inmunoprecipitados, (Figu-
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ras 43, 53) podemos afirmar que 1 os contaminantes representan un porcen­

taje muy bajo del total de albúmina sintetizada. Pero aún así, para tra­

bajos posteriores se hará una optimización cuidadosa para la síntesis de 

albúmina. 

En nuestras condiciones 1 a opt imi zac ión mejoró 1 a incorpora e i6n de 

L-Leu-3H 9 veces. Antes de la optimización {Figura 14) se incorporaban 

16.5 pmoles de L-Leu-3H/5 ¡.il de ensayo en 60 min; después de la optimiza­

ción (Figura 29) se incorporaron 150 pmoles del aa radiactivo/5 ;il a los 

60 min y 300 pmoles a los 120 min. Si tomamos en cuenta éste último dato 

la incorporación del aa radiactivo aumentó 18 veces en relación con el 

sistema sin optimizar. 

Un paso clave en la preparación del lisado de reticulocitos de cone­

jo, lo constituye la digestión con nucleasa, pues ésta debe hacerse a con­

diciones controladas. Las preparaciones de ARN total de hígado de rata es­

timularon la síntesis de proteínas 15 a 30 veces por encima del fondo, o 

sea cuando no se adicionó ARNm exógeno. Las preparaciones de ARN estaba 

virtualmente libres de ADN y tenían una relación A260JA280 de 1.7 a 2.0. 

Los resultados presentados aquí constituyen sólo el primer paso en 

la elucidación del mecanismo de la influencia de la PCO sobre la biosín-

tesis de a 1 búmi na. En realidad queda mucho por hacer para a lean zar la meta 

deseada, por lo cual con la metodología ya montada y en base a los resulta­

dos obtenidos se tiene planeado estudiar y hacer lo siguiente: 
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a) El freno de la inducción del ARNm de albúmina restituyendo la PCO 

con dextrán o gamaglobul inas en las ratas nefróticas. 

b) Montar un modelo experimental de aumento de la PCO .út v.lvo, y es­

tudiar la distribución del ARNm de albQmina. Estudiar la posibilidad de 

formación de PRNm de albúmina en este modelo experimental. 

c) En los puntos a) y b) medir la PCO directamente con un coloidosmó­

metro para poder hacer una correlación directa entre PCO e inducción o re­

presión de la biosíntesis de albúmina. 

d) Medir la síntesis de albúmina .út v.lvo en los cuatro grupos de ratas 

(p.59 ), para analizar la posibilidad de una regulación a nivel traduccio­

nal en el aumento de la síntesis de albúmina, además del aumento del ARNm. 

e) Estudiar el efecto de la PCO sobre la transcripción en núcleos ais­

lados de hepatocitos. 

f) Optimización específica para la traducción del ARNm de albúmina en 

el l isado de reticulocitos de conejo dependiente de ARNm exógeno. 

g) Purificación del ARNm de albúmina de rata para la síntesis de un 

ADNc y poder montar la técnica de hibridización para cuantificación de ARNm. 

h) La microheterogeneidad de la preproalbúmina sintetizada .út v.ltlto, 

por medio de isoelectroenfoque. 

i) La causa de 1 a l i pemia en los sueros de ratas nefrót i cas, así como 

la inhibición de la inducción de la lipemia en las mismas ratas a las que 

se les administró actinomicina D. 
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CONCLUSIONES 
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l. Se montó un sistema acelular de síntesis de proteínas, l isado de reti­

culocitos de conejo dependiente de ARNm exógeno. Este sistema se opti­

mizó para la traducción de los ARNm endógenos. Se hizo dependiente de 

ARNm exógeno y se usó para cuantificar ARNm de albúmina de rata. 

2. Se montó un sistema de extracción de ARN total de hígado de rata (mé­

todo de la guanidina) confiable y reproducible, que nos permitió extraer 

ARNm íntegro, y libre de ADN. 

3. Se purificó albúmina de rata usando básicamente tres pasos: 

a) Extracción por solubil ización química con etanol-ácido. 

b) Cromatografía de filtración molecular en Sephadex G-150. 

c) Electroforesis preparativa en gel de poliacrilamida. 

4. Se separó un anticuerpo anti-albúmina de rata, usando como antígeno la 

albúmina purificada, en cabra. Del antisuero se separó la fracción gama­

globul ina por precipitación con sulfato de amonio. La monoespecificidad 

del anticuerpo se probó por inmunoelectroforesis usando como antígeno 

suero total de rata. 

5. Se purificó ARNm pol iadenilado por cromatografía de afinidad en una co­

lumna de ol igo-dT-celulosa. 



221. 

6. Los productos sintetizados i.n v/.:tM se identificaron y cuantificaron por 

medio de: 

a) Electroforesis analitica en placa en gel de poliacrilamida-OSS. 

b) Fluorografia de éstos geles. 

e) La albúmina sintetizada .út v.lt!i.o se inmunoprecipitó usando el 

anticuerpo ya descrito y proteína A Sefarosa. 

d) La radiactividad incorporada a albúmina se cuantificó recortando 

la banda del gel correspondiente a la misma, digiriéndola y contándola en 

un espectrómetro de centelleo líquido. 

7. Se mentó un modelo biológico de trabajo de dismin~ción de la PCO. Este 

modelo consitió en el síndrome nefrótico el cual se produjo por medio 

del ANP. Se probaron tres esquemas de inducción, el esquema I l se usó 

en 1 a mayor parte de 1 trabajo. 

8. Se hizo la electroforesis de proteínas en acetato de celulosa a los sue­

ros de los cuatro grupos de ratas con que se trabajó (p. 59), y también 

a las orinas de las ratas nefróticas. 

9. Las proteínas totales y la albúmina sérica(se extrajo por solubilización 

quimica) se cuantificaron por los métodos calorimétricos de Bradford y 

de Lowry modificado por Hartree, por refractometría y por Kjeldahl. Con 

los dos últimos métodos se midió concentración de proteínas totales so­

lamente y a un menor número de muestras que las medidas por los métodos 

colorimétricos. 
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10. La PCO se midió de una manera indirecta, en base a la concentración 

de proteínas totales, usando la fórmula derivada por Landis y Pappen­

heimer. 

11. Usando las herramientas ya mencionadas se pudo medir que hay un aumento 

en la cantidad de ARNm de albúmina en las ratas cuya PCO está disminui­

da, y que esta inducción se inhibe en presencia de actinomicina D. Se 

concluye que el aumento en la cantidad de ARNm de albúmina se debe a 

sintesis de novo. El aumento en la cantidad de ARNm de albúmina expli­

ca, aún cuando no se han descartado otros mecanismos, el aumento de la 

síntesis de albQmina en las ratas nefróticas. 
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