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Investigacion
Concepto

La investigacién es un proceso que, mediante la
aplicacién del método cientifico, procura obtener informacién
relevante y fidedigna, destinada a entender, verificar, corregir
o aplicar el conocimiento. El método cientifico requiere un
estudio reflexivo y sistemdtico del problema (pregunta cientifica)
que incluye la observacién, razonamiento y la prediccion,
planificacién de la experimentacién y comunicacién de los
resultados'. La investigacién es fundamental para el profesional
sanitario, formando parte del camino profesional antes,
durante y después de lograr la posicién facultativa, siendo la
propia investigacién un fin dltimo de muchos licenciados en
medicina?.

Clasificacion

La investigacién se clasifica segin su propésito,
los medios requeridos para obtener los datos y el nivel de
conocimientos que se obtiene como consecuencia del desarrollo
del proyecto de investigacién.

Segin el propésito, la investigacién se divide en:

1) Investigaciéon bdsica: Se denomina investigacion
pura, tedrica o dogmdtica. Se caracteriza porque se origina en
un marco tedrico y permanece en él. El objetivo es incrementar
los conocimientos cientificos pero sin contrastarlos con ningdn
aspecto prdctico.
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2) Investigacién aplicada: También recibe el nombre
de préctica o empirica. Se caracteriza porque busca la
aplicacién o utilizacién de los conocimientos que se adquieren.
La investigacién aplicada depende de los resultados y avances
de la investigacién bdsica. Es decir, toda investigacién aplicada
requiere un marco teérico, aunque lo que le interesa son las
consecuencias prdcticas.

Segin la clase de medios para obtener la informacién
se divide en:

1) Documental: Se basa en la bisqueda de informacién
presente en las bases de datos y documentos previamente
elaborados por ofros autores.

2) De campo: La informacién deriva de la simple
observacién de fenémeno ainvestigar. Este tipo de investigacidn
puede estar apoyada por informes o documentos sobre el tema
objeto de investigacion.

3) Experimental: La informacién deriva totalmente
de la intencionalidad de la propuesta cientifica dirigida
a crear el fenémeno mismo a investigar, con intervencién
del observador para la obtencién de unas conclusiones.
Este tipo de investigacién se denomina ensayo clinico o de
tipo experimental en el caso que se base en el andlisis de
pardmetros en pacientes o en animales de experimentacién
(incluye estudios in vitro), respectivamente.

Segin el nivel de conocimiento que se obtiene:

1) Investigacién de tipo exploratorio: Este tipo de
investigacién identifica los aspectos fundamentales de una
problemdtica determinada, y los procedimientos adecuados
para una investigacién posterior. Es til desarrollar este tipo de
investigacién porque, al contar con sus resultados, se simplifica
abrir lineas de investigacién y proceder a su consecuente
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comprobacién.

2) Investigacién descriptiva: Este tipo de investigacién
se basa en el andlisis pormenorizado del fenémeno a estudiar,
lograndose caracterizar la patologia en concreto, lo que puede
servir de base para investigaciones que requieran un mayor
nivel de profundidad.

3) Investigacién explicativa: Este tipo de investigacién
requiere la combinacién de los métodos analitico y sintético,
deductivo e inductivo. Es la investigacién de mds alto nivel
pues profundiza en los mecanismos de la enfermedad y permite
identificar los puntos clave de la enfermedad para su potencial
tratamiento. Trata en definitiva de responder la pregunta de
investigacion.

Caracteristicas

La investigacién debe estar planificada, es decir, que
se base en un proyecto de investigacién en el que queden
constancia, los antecedentes, hipétesis, objetivos, métodos,
recolecciéon de datos (criterios de validez, objetividad
confiabilidady discriminacién), andlisis estadistico, cronograma
y presupuesto solicitado. La investigacién debe ser original,
esto es, apuntar a un conocimiento que no se posee o que estd
en duda y es necesario verificar. No debe ser una repeticién
o reorganizacién de conocimientos que ya se poseen. Al final
del proceso de investigacién, se debe elaborar la memoria
cientifica con los datos obtenidos presentados preferentemente
en forma numérica (o cuantitativa), pues son fdcilmente
representables y comprensible. Los resultados y conclusiones
derivadas del proyecto de investigacién y/o de los articulos
cientificos publicados serdn base para otros proyectos de
investigacién. Este proceso lineal requiere que los resultados
deben ser comprobables y verificables en diversos laboratorios
bajo unas mismas condiciones experimentales. Esta evaluacién
del proceso solo es posible si el proyecto de investigacién se
ha realizado con el maximo rigor cientifico tanto del método,
objetividad y nimero de replicas o pacientes.

Modelos experimentales

El desarrollo de un proyecto de investigacién
experimental requiere de la eleccién de un buen modelo
experimental para el estudio de los mecanismos fisiopatolégicos
de la patologia en estudio, asi como su prevencién, diagnéstico
y tratamiento. los modelos experimentales pueden ser
destinados a estudios in vivo o in vitro.

Estudios in vivo

Los estudios in vivo requieren de modelos animales
que hayan sido caracterizados y que sean representativos
de la enfermedad o patologia que se prefenda investigar.
Los modelos experimentales mds utilizados para las diversas
patologias son:

1) Lesién hepdtica o fallo hepdtico fulminante
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Se han utilizado numerosos téxicos para inducir
una lesién tisular aguda, entre los que se encuentra la
D-galactosamina (500 mg/kg-4 gr/kg i.p.), acetaminofeno
(500 mg/kg2 gr/kg i.p.), CCl4 (0.05-1 ml/kg i.p.),
tioacetamida (50-500 mg/kg i.p.), aflatoxina B1 (3-300 mg/
kg i.p.), cocaina (60 mg/kg i.p.), anticuerpos anti-Fas (500
mg/kg i.p.), reseccién hepdtica + obstruccién portal

, etcd.

Lébulo Lobulo
medio izquierdo
(38%) anterior
(30%)
Lébulo
Lébulos omentales
derechos (8%)
(24%)
Figura 1

Volémenes resecables de los distintos l6bulos hepdticos. Los distintos
grados de reseccién equivalen a distintos modelos experimentales.

2) Cirrosis hepdtica-Hepatocarcinoma

La generacién de cirrosis hepdtica y su posterior
evolucién a nédulos displdsicos y hepatocarcinoma se puede
inducir mediante diversas moléculas téxicas, modificaciones
anatémicas o intervencién nutricional, infeccién viral, asi
como en diversos animales con deficiencia genéticas (modelos
genéticos). En realidad la lesién hepdtica crénica y generacién
de céncer se produce por una sucesién temporal de procesos
de lesién o destruccién seguidos de respuesta inflamatoria y
proliferacién celular. Los modelos pueden ser por:

Cirrosis téxica: Se produce por la administracién
prolongada de CCl4 (0.15 ml solucién comercial 3 veces por
semana y durante 8 semanas), inhalacién de vapores de CCl4
durante 3 meses con administracién de fenobarbital (150 mg/
kg i.p.), tioacetamida (100 mg/I de solucién de bebida durante
3 meses), aflatoxina B1 (150 pg/dia) en la dieta durante 3
meses, dietilnitrosamina administrada a 10 mg/kg dia (0.1
ml solucién comercial/100 ml de bebida), o 150 mg/kg (via
intraperitoneal) con 0.2% de 2-acetilaminofluoreno en dieta
durante 3 meses*?.

Cirrosis alcohdlica: La cirrosis alcohélica se induce
mediante la administracién de una dieta comercial denominada
de Lieber-Carli, asi como con la administracién intragdstrica de
alcohol (1 ml etanol/3 veces por semana y durante 2 meses).

Cirrosis nutricional: Se puede inducir con una dieta
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comercial ICN con elevado contenido en grasas, deficiente en
colina y sin vitamina B12, 4cido félico ni metionina. También
se induce en los modelos genéticos basados en la deficiencia
de los receptores de leptinas (ratas Zucker o ratones ob/ob),
efc.

Modelos por agentes infecciosos, por células
tumorales o modelos genéticos: La cirrosis hepdtica y su
posterior evolucién a céncer se puede producir en marmotas
mediante la infeccidn con un virus especifico. La implantacién
de células tumorales (10° células) via subcutdnea en el dorso
es un modelo extendido de validacién de un tratamiento anti-
tumoral. Existen diversos modelos genéticos de cdncer, como
la sobreexpresién de oncogenes, y la deficiente expresién
de genes supresores de los procesos oncogénicos, o bien la
sobreexpresién de particulas o sub-particulas virales.

3) Shock séptico

El shock séptico se puede inducir mediante la
administracién de lipopolisacérido (500 mg/kg) con
D-galactosamina (500 mg/kg) o con Actinomicina D (7 mg/
kg) o con cicloheximida A (10 mg/kg), asi como con la
administracién de D-galactosamina (500 mg/kg) y TNF-a (25
mg/kg).

4) Ictericia obstructiva

Se obtiene con obstruccién del colédoco, y la lesién
tisular es proporcional al tiempo de aplicacién de la interrupcién
del flujo biliar que puede oscilar entre 1 semana a 3 meses.

5) Regeneracién hepdtica

La regeneracién hepdtica se puede inducir de forma
infensa mediante la realizacién de una hepatectomia del 70
al 90%. La regeneracién hepdtica tiene lugar en el tejido
remanente y no en el resecado, y el tamafio o peso original se
recupera a la semana de la intervencioén.

6) Isquemia-reperfusion

La lesidn de preservacién se puede obtener mediante
el clampaje de la vena porta durante 1 hora y la posterior
apertura del flujo sanguineo. El desarrollo del trasplante
hepdtico experimental también es un excelente modelo de
lesién de preservacién aunque sus objetivos experimentales
son mds amplios.

7) Hipertensién portal

Esta alteracién de la dindmica vascular hepdtica
puede obtenerse con una ligadura parcial de vena porta
durante 3 semanas.

8) Pancredtitis-cdncer pancredtico

La lesién pancredtica se induce con una obstruccién

de la arteria gastro-duodenal e inferior esplénica durante 1
hora en los animales de experimentacién. La administracién
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de N-nitrosobis (2-oxopropyl) amina (BOP, 10 mg/kg) durante
3 meses es un modelo aceptado de tumor en pdncreas aunque
también genera metdstasis en higado o pulméne.

9) Enfermedad inflamatoria intestinal

Se han descrito una serie de modelos experimentales
de enfermedad inflamatoria intestinal. Diversos animales
como el titi y los ratones (CH3/HeJBir) desarrollan de forma
espontdnea dicha patologia. También la administracién de
agentes irritantes (dcido acético, etanol, NSAID, carragenina,
TNBS, oxazolona, etc), asi como la transferencia de células
CD4+ a ratones inmunodeficientes induce enfermedad
inflamatoria intestinal. Existen comercializados ~ diversos
modelos genéticos de enfermedad inflamatoria intestinal”.

Estudios in vitro

Los experimentos in vitro consisten en la simplificacién
del estudio al &mbito de uno o dos tipos celulares. Estos
estudios descartan las sefiales reguladoras pertenecientes a
otros sistemas u érganos sobre los tipos celulares en estudio.
Sin embargo, permite controlar o intervenir de forma precisa en
los mecanismos intracelulares o extracelulares que participan
en la patologia. El sistema consiste en el aislamiento enzimdtico
de un tipo celular en condiciones de supervivencia méxima
(80-100 %), y su mantenimiento en condiciones controladas de
oxigeno, CO,, nutrientes, metabolitos, soporte de adherencia'y
densidad celular por un periodo de tiempo concreto. Asimismo,
existen sistemas de cultivo que permiten el co-cultivo de dos
tipos celulares de forma simultdnea sin contacto celular directo,
y separados por una membrana semipermeable que facilita la
comunicacién bioquimica entre ambos tipos celulares.

Aislamiento de hepatocitos y células de Kupffer

El aislamiento de hepatocitos y células de Kupffer se
lleva a cabo mediante la dispersién enzimdtica del higado, que
mantiene las células viables y con alto rendimiento en animales
de experimentacién. El proceso puede realizarse igualmente
en biopsias procedentes de resecciones hepdticas de pacientes
previo consentimiento por escrito. El aislamiento se realiza
mediante la perfusién por via portal, primero con 400 ml de la
solucién de perfusion 1 (10 mM HEPES, 145 mM NaCl, 6.7
mM KCl, 2.4 mM EGTA) a pH 7.4 a 37°C (200 ml a 40 ml/
minuto, seguido de 200 ml a 20 ml/minuto). El EGTA permite
hacer una primera disgregacién por captacién del calcio que
participa en las uniones intercelulares. Posteriormente, se
cambia a 100 ml de solucién de perfusién 2 (50 mg/100 ml
colagenasa, 1 g/100 ml albdmina, 67 mM NaCl, 6.7 mMKC],
100 mM HEPES y 4.8 mM Ca2Cl) a pH 7.4 a 37°C y a un flujo
de 20 ml/minuto. Finalizada la perfusién, se retira el higado
del animal y se transfiere con la capsula de Glise incluida a una
placa de Petri, y se procede a su disgregacién con pinzas. Las
células se filtran a través de una fibra de nylon de 150 pm, y
se precipitan a 50 g durante 5 minutos. El precipitado contiene
esencialmente hepatocitos aptos para el cultivo primario. El
sobrenadante que contiene células no parenquimales (Kupffer
y endoteliales) se centrifuga a 250 g durante 5 minutos, y las
células precipitadas se lavan 2 veces mds con PBS (137 mM
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NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2HPO4, 1.4 mM KH2PO4).
La poblacién de células de Kupffer se puede aislar mediante un
gradiente de Percoll (Pharmacia) preformado (a partir de una
solucién de Percoll de densidad 1.05 y centrifugada a 30000
g durante 30 minutos a 4°C) que se centrifuga a 800 g durante
30 minutos a 4°C. La fraccién de células de Kupffer, situada a
una densidad de 1.045, y las células endoteliales a 1.030, se
recoge y se lavan dos veces con medio William’s sin rojo fenol
a 1000 g a 4°C durante 5 minutos. La poblacién de células
de Kupffer también se puede purificar de forma alternativa con
una centrifuga de elutriacién que consiste en la infusién de
la suspensién celular en una cédmara de elutriacién a un flujo
determinado (0-200 ml/min) y que se somete a centrifugacién
de 2000 rpm a 4°C. En ambos casos, la presencia de células
de Kupffer o células endoteliales debe ser posteriormente
confirmada por inmunocitoquimica (CD45, o CD34 o CD133
para células de Kupffer y endoteliales, respectivamente) o por
su capacidad para fagocitar particulas de latex (células de
Kupffer).

Las células se mantienen en diversos medios de cultivo
en condiciones pre-establecidas de idoneidad. Los hepatocitos
de rata y Kupffer se cultivan adecuadamente en el medio de
William’s con/sin rojo fenol complementado con insulina (1
pM), HEPES (15 mM), penicilina (100 U/ml), estreptomicina
(100 pg/ml) en placas con una base de coldgeno tipo | a
una densidad de 150 000 células/cm? (células confluentes).
La adherencia de las células se facilita con la incubacién de
las células con el medio de cultivo en presencia de 10 de suero
bovino fetal durante 3 horas. A las 24 h desde el aislamiento,
las células estén aptas para el inicio del estudio con la adicién
de los distintos tratamientos o téxicos.

Metodologia: técnicas basicas en biologia
celular

Lisis celular y fraccionamiento sub-celular
Métodos de rotura de tejidos y células

La disgregacién de los tejidos y la lisis de las células
en cultivo pueden realizarse mediante homogenizacién o
por procesos de congelacién/descongelacién. Los medios
de disgregacion/lisis suelen tener defergentes suaves que
facilitan la disrupcién de la membrana celular e inhibidores de
proteasas que previenen la degradacién de las proteinas en
estudio.

Centrifugacion diferencial

Tras el lisado celular o tisular se procede a la
separacién de las distintas fracciones sub-celulares mediante
el centrifugado de la muestra a diferentes velocidades (g). La
separacién de los distintos componentes celulares se realiza en
funcién de la densidad y tamafio
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Distribucién de los orgdnulos celulares en funcién de su densidad
celular.

Anadlisis de proteinas
Técnicas de separacion de proteinas

La separacién y andlisis de las proteinas de un
homogenado tisular o lisado celular se realiza por electroforesis
en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), con la
posterior identificacién de las proteinas de forma inespecifica
mediante su tincién, o de forma especifica mediante técnicas
de inmunoquimica como el Western-blot.

La electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS
(SDS-PAGE) consiste en la migracién de las proteinas de la
muestra gracias a su peso molecular. La fuerza de migracién es
de tipo eléctrico desde el catodo (-) nivel al cual se depositan las
proteinas con carga negativa hacia al dnodo (+). La presencia
de sulfato dodecil sédico (SDS, sodium dodecyl sulfato) rompe
las interacciones no covalentes de las proteinas, desnaturaliza,
se une a los aminodcidos en una relacién 1:2, y enmascara
la carga eléctrica propia de la proteina, convirtiéndola en
negativa.

La relacién de acrilamida/bisacrilamida afecta al
tamafio del poro del gel, cuya polimerizacién se realiza con el
persulfato aménico y TEMED segin la &,

Los geles pueden ser de tipo continuo o discontinuo
con una densidad variable que depende del grado de dilucién
de la poliacrilamida en el volumen de polimerizacién. En
el caso del gradiente discontinuo existe una porcién de gel
concentrador con una densidad elevada que sirve para
compactar la muestra en el frente de migracién, y debajo un
gel separador con una densidad que oscila entre 6-15 % que
permite la separacién de las proteinas en funcién de su peso
molecular

Andlisis de geles

El andlisis de las proteinas de los geles SDS-PAGE
puede ser de tipo inespecifico o especifico. Los métodos de
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SDS y reaccién de polimerizacién de la poliacrilamida.

tincién son considerados inespecificos porque marcan todas
las proteinas en funcién de alguna caracteristica fisico-quimica
inherente a la proteina. Entre los métodos de tfincién mds
utilizados se encuentra el azul de Coomassie (R-250), tincién de
plata, marcadores fluorescentes (Sypro Ruby, o los fluoréforos
utilizados en el DIGE), marcaje con radioisétopos (35S). El
marcaje de las proteinas permitird el cdlculo de sus pesos
moleculares mediante la utilizacién de un patrén (Figura 5).

El andlisis especifico de las proteinas se realiza por
medios inmunoquimicos como el Western-blot que consiste en
la transferencia de las proteinas de un gel de electroforesis
SDS-PAGE hacia una membrana de nitrocelulosa mediante una

fuerza de migracién de tipo eléctrico aprovechando la carga
negativa de las proteinas. Los sitios de unién inespecificos de la
membrana de nitrocelulosa son bloqueados con una solucién
comercial a base de albimina, y tras diversos lavados, la
membrana es incubada con un anticuerpo primario especifico
frente a la proteina en estudio. Los anticuerpos pueden ser
de tipo policlonal o monoclonal, asi como obtenidos de
forma comercial o de conejo en el propio laboratorio de
investigacién. El anticuerpo primario unido al antigeno se
detecta mediante un anticuerpo denominado secundario que
detecta la iso-especie del anticuerpo primario, y estd marcado
con un enzima de revelado que se detecta de forma usual por
reacciones colorimétricas o quimioluminiscentes. El proceso
estd esquematizado en la Figura 6.
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Electroforesis en geles discontinuo de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Esquema obtenido de Introduction to Antibodies 2ND Edition. Chemicon

Infernational, Inc. www.chemicon.com
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Céleulo del peso molecular de las proteinas en una electroforesis en gel de policacrilamida con SDS (SDS-PAGE).

Anadlisis de proteinas en lisado celular o sangre

la cuantificacién de los niveles de una proteina
especifica en un muestra biolégica (sangre, medio de cultivo,
orina, efc) puede realizarse mediante el denominado Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay o ELISA. Existen dos tipos de
ELISA: de tipo “sdndwich” y competitivo. El primero se basa
en la identificacién de la proteina en estudio de la muestra
mediante 2 anticuerpos primarios especificos, uno de ellos
se encuentra fijado a su superficie sélida de una placa de
microtitracién (96 pocillos). El ELISA de tipo competitivo consiste
en la competencia entre el antigeno en estudio procedente
de la muestra y una cantidad conocida del propio antigeno
contenido en un patrén, frente a un anticuerpo primario

especifico. En el ELISA competitivo se puede fijar el anticuerpo
o bien la cantidad conocida de patrén a una superficie sélida
de una placa de microtitracién (96 pocillos). Debido a que
el ELISA y el Western-blot son técnicas inmunoquimicas, el
procedimiento es semejante y se basa en la deteccién del
complejo antigeno y el anticuerpo primario por un anticuerpo
secundario, que detecta la iso-especie del anticuerpo primario,
marcado con un enzima de revelado que se defecta igualmente
bien por una reaccién colorimétricas o quimioluminiscente.
La cantidad de antigeno de la muestra se extrapola de los
valores de absorbancia o quimioluminiscencia obtenidos de
una recta patrén igualmente incluida en el ELISA. El proceso
estd esquematizado en la Figura 7.

Western Blotting

Jransfecred proteing

Block
Membrana

Figura 6

Esquema del proceso de Western-blot obtenido de Introduction to Antibodies 2ND Edition. Chemicon International, Inc. www.chemicon.com
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Figura 7

Esquema del proceso de ELISA obtenido de Introduction to Antibodies 2ND Edition. Chemicon International, Inc. www.chemicon.com.
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