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» INTRODUCCION

En este trabajo se estudia el aparato de sfinte-
sis de protefnas en el citoplasma de células eritroblaoss
ticas de mé&dula 6sea de conejos, y se demuestra la presenQ
cia de estructuras nolirribosémicas y s9u acé?%idad "in
vivo" e "in vitro" en la sfintesis de protefnas. La acti-
vidad de ribonucleasas en los extractos acelulares ‘e es=-
te tejido dificultd estas observaciones, 4ue solamenfﬁ
pudieron llevarse a cabo mediente el empleo d@l’inhibidéﬁi

%

de ribonucleasas presente en homogenados de hfgado.
@

NDeseripcidn de la médula dsea:

L
‘& . "
Este tejido presenta una estructura estromética

de células reticuloendoteliales indiferenciadas, dentro de
la cual prolifera el parénqﬁima formado por células libreg
cue dan origen a los elementos figurc7os de la sangre (1).

Son claramente distinguibles tres l{neas celula-
res: la eritrobléstica, que da origen a los glébulos rojoss
la leucocitaria, que genera.los granulocitos, y la megaca-
rioc{tica, que nroduce las playuetas. Es positle, aungue
ad¥n no ha sido inequfvocamerte demostralo, que otras célu-
las sangufneas tengan también su oriren en la médula bsea
(1) (2). | A

La génesis de los elementos de la serie erit§677
bléstica ha dado luéar a sostenidas controversias pero hqﬂ
es acentada. por la mayorfa de los autores la existencia dél x
un mecanismo de diferengdacibn de las células ret‘.ieul(;ennﬁ;'E
doteliales que, a través de un proceso que involucra varﬁ#‘
mitosis y etapas de maduracién intermedias, produce los e-
ritrocitos circulantes (1) (3) Qh)'(S). nsfe mecanilimp es

estimulado a diversos niveles poms un factor humoral eviden-




cia’lo er nles .a de animales anéricos o en hipozia al . ue

se ha denoiina‘o eritroporetina (6) (7) (8) (9) (10) (11).

Los elenentos que se encuentran en distintos ni- s

veles de diferenciacidn sorn reconocibles por sus caracte-
risticas morfolégicas Yy cit04u{micas, y por sus funcicnes i
biolégicas (1) (12) (13) (1%) (15). Se deseriben general-
mente cuatro estadios nucleados (proeritrob1;¥¥b, eritro-
blasto baso’ilo, eritroblasto policromatéfilo y eritroblask
to ortocromdtico) y dos sin ndcleo (reticulocitos v eriéyo-
citos) (1) (12). Sus volumenes disminuyen gradualmente, sien
do el de cacda estadio nucleado aproximadamente la mitacd del
estadio anterior (16): los reticulocitos y eritrocitos~ﬁd!-;
males presentan un vollimen semejante al del citopnlasma de

los eritroblastos ortocrouatices (16)., Zsta lisminuciébn preo-

.

A ot
gresiva “e voltimenes se observa pronorcionadamente en el cf-»

toplasma y nucleo (17). .

Los proeritroblastos se ceracterizan nor tener -ni-,
cleolos, que desaparecer cn ios esta’ios posteriores en (ye
los nicleos s2 hacen mds picnbticos (1). Z1 contenido de ﬂNA
4ue en los primeros estadios cor-esnonle al de celulas di-=
ploides (17), corienza a disminuir con la ma’uracidn (celé-
las hipodiploices), y se hace nqlo'luego de la extrusion del
nicleo (18), “urante el pasaje le eritroblasto ortocrondtico
a reticulocito (19).

Bl citoplasma, que por su contenido de RI"A comien-
za siendo fuertemente basb6filo, va cambiando paulatinamed&gh
sus caracteristicas tintoriales hasta hacerse francamen-w"i:"
cid6filo (en el eritroblasto ortocroméiico v las células nﬁ .
nucleadas) debido al predo-inio creciente de protefnas bésiq»
cas (hemoglobina) (1), l‘“te de las +itocondrias y del H'A |
citoplésmico persisten hasta el esteriio de reticulocitos y
sor resnonsables ce la coloraci’®n intravital con agul bri-
llante de cresilo (1) (2):; estos componentes desapa¥®cen fiff
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nalrente en la ma’uracibn hasta eritrocitos, jue rarscurre
en un perfodo de 2 a 3 dfas y pue’e tener lugar tartc en la
médula bsea como en sancre cireculante (20),

Los procesos bioquf{ icos que acompafan a esta se-
rfg:dé modificadiones morfoldgicas han sido estudiadcs por
medio de autorradiograffas de células a las que "in viva" o
"in vitro" se les habfan suministrado precursores radioac-.
tivod, Tsta técnica es la dnica yue se ha emnleado hasta el

nresente nara estudiar selectivamente la capacidad de sin-

tesis de DNA (16) (21) (22) (23), RNA (16) (2%) (25) y pro-

tefnas (24) (26) ‘de los diversos estadios de maduracibn de -

estas células, poriue permite trabajer eon poblaciones ce-
lulares heterogénezas. la sintesis de DA se realiza en to-
das las células nuclezdas salve en los critroblestos orto-
crométicos y su intensidad decrcce a lo largo de la madura-
cidn (17); este Cato concuerda con las observaciones de hi-
podiploidfa ya citadas, 11 ﬁNA es activanmente sintetizado
en- 1los elemcntos inmeduros (16) y esta sintesis disminuye -
sensiblemente con la maduracibdn hasta niveles muy bajos en
los eritroblastos ortocrométicos y nulos en los reticuloci-
tos (27) (28),

Si analizamos la evolucidn de la sfntesis de pro-
tefnas “urante ¢l curso de la maduracidn eritrobléstica, se
puede obscrvar que la formacién de la mayor parte le las ri
bonucleoprotefnas necesarias nara esa sintesis, ticne lugar
en los esta”ios tempranos (19). Dese esos precursores en
adelante, la actividad de sintesis “e nrotefnas totales por
volimen de células se mantiene a un nivel constante (17),
nero en la transformaci‘!k@e los eritroblastos basbéfilos a
policromatéfilos, se especializa y vuelca abrupta y casi ex
cluyentemente hacia la produccién de hemoglobina @) (30)
(31), y continda as{ hasta el estc’'io de reticulocf¥osg de

resultas de esta polarizacidén del anarato de sfatesies de
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protefnas y la falta de recambio de hemoglobina se produce
la acunulacibn de ésta llevdndola a constituir el 95% (6)
del peso seco de los ceritrocitos maduros. Los mecanismos de
reguleciédn de la sintesis de hemoglobina inieien ésta eon
uné etapa esnecifica de la evolucidn ecelular, presumiblemen
te proveyendo o activando algdn componente esencial (19).
Siendo los RFA mensajeros los reshonsables de g9~
pecificar la naturaleza de las protefnas, su si{ntesis (32)
y degradacién (33) y por lo tanto su concentracibn (34%), han
8ido nropuestos como mecanismos regulatorios de dicha sin-
tesis. E1 RNA mensajero de hemoglobina podrfa formarse en
el eritroblasto policromatéfilo, a pésar de su baje capéci-
dad sintética de RNA (16), por,ue su masa es muy . pequefia
respecto de la del RNA citoplésmico total y as{ se podria
desencadenar la sintesis cde hemoglobina por el aparato ;1’
bosémico ya existente. Pero no puede excluirse la posibilji

dad de que la sintesis del.RNA mensajero haya tenido lugarp

en estadios anteriores (30) y que su expresién haya estady

inhibida. Dstos mensajeros deben ser estables por periodoi,\

prolongados y2 que en reticulocitos, donde no se produce
sfntesis de RNMA (27), la si{ntesis de hecmoglobina continda
durante 1 o 2 dfas (28) (35) (36).

Las Yltimas etavas de maduracién (reticulocitos)
han servido de sistema modelo, por su simnlicldad, para eg
tudiar los requerimientos e intecrmedisrios en la sintesis
de hemoglobina en células enteras y en fracciones subcelu=«
lares (37) (38) (39) (%0) (41) (42). Es evidente que los
mecanismos que han desencadenado esa sintesis y provista
los elementos necesari!!g. no pueden ser estudiados en
reticulocitos, porjue se-producen en estadios may anterie-
res de evolueiébn (14), &

Es por estez rezébn que le médule 6ses pfrgcé in-,,

terés pera estudicr en ella ostos mecanismos gie sScyfupe-



nen ampliamente Aifundidos (19),.

Caracterfsticas y notencizlidades cel use experimental de
céltilas de médula bseca,

La mé“ula 6sea es un tejido apropiado pars estu-
dios metab8licos "in vitro", por 1la facilidéd‘bon que ;;
obtiencn suspensiones de sus células que pueten ser incuba
das en medios de composicibdn definida (43) (4i&),

Por otra parte la anmplie discwinacién del tejid:
en ¢l interior de los hucsos, dificulta la obtencibdn de
prencraciones representativas de la totalidad del misme
(2) y la deter~inacibn de su mesa v de su actividad totsl,
que deben rezlizerse por métocos indirectos (45).

El tcjido es hcterogéneo y mis adn, la propor-'
cién de sus clemratos celularecs varfa con los requerimién—
tos del organismo respecto de las diversas esnecies de cé«
lulas sangufneas, (por cjecmplo la abundente oroliferacibn
de la scrie granulocfticc er infecciones agudas y de la
serie critrobléstica en anemizs) (1) (2), Bste hecho com~
plica cn ~enerzl la interpretacién de los resSultados ex-
perimentales., Se hz tratado de minimizar esta dificultad
enrigucciendo selectivamente ciertos sectores celulares m%‘
dicnte est{muilos adecuados: asfi se consiguc aumentar gran-
dencnte la proporcién ¢cl sector eritrobléstico provocando
fuertes anemiess por extraccidbén de saigrc, o por dregas qugt
aceleran le Gestruccidn de eritroeitos (fenilhidrazina)
(46). Aplicenio a este tipo de médules procedimientos de |
lisis selcctives, que Eitiompcn las células del sector lew,

cocitario, sc pucden o er extractos subcelulares relati S

vam.nte puros dcl contcnidlo citopnlésmico de lasﬁqt}ulas de

la scrie eritrobléstica (47). Lo

- LIRY
[

Otro crfoquc para superar el inconvenidﬁte,dg la
heterogeneided es cl que intente la separaeiébn fraccionada ‘
B



dos los métodos bioquimices corrientes de separacién y es-.

tudio de componentecs subcelulares y su astivided. Esto per
mitirfa cmplcar a la médula 6sea como medelo gara el cstu-
dio de los fenébémecnos de proliferaciédn y adiferenciadiédn ce-
lular, y su regulacibén y control, quc cn este tejido se
presenten cn una forma tan prominente (1) (19),

in particular este enfoquc serd aplicable para.
profundizar los estudios sobre los meecanismo§ de accidn de
la eritropoyetina (56) (57) v los factores leucopoyéticos

a nivel subcelular y molecculer,

El apoarcto de sintesis e protcinzss.

Los estudios sobrc bios{ntesis de protefnas, es-

peciezlmentc cn la dltima décade, han revelado un mecanismg

8
S

universalmente distribufdo en la cscala bioldgica aque ®

grandcs rasgos comprcence dos funciones diferentes pero ing

terrelacionadas: a) La dcterminacibn gcnética de la natug.

Y

ralcza, oportunidad y cuantfa dec la sfntesis de una deter-*

minade protcfnay b) Los procedimicntos bioquimicos de 1la
sintcsis de les uniones pepticicas (58) (59) (60).

Las primcras estdn representadas por la transe-
cripeibn de la informecidn genética del DNA medieante la
sintesis de RINA mensajcros y su utilizaeiédn para d4irigir
lz construccibdn de las cadcnas pcpntidicas en los camplejos
polirribosédmicos,

Los segundos involucran la activacién de los a-
minodcidos por meccanismos enzim&ticos especificos para ce-
da uno de ellos, la formacibén dec los intermediarios amino-

acil-RNA de transferencia, tanbién especificos, y la for-

maciédn secuencial de las uniones peptidicas en las cadenh‘%i

crceientes sobre los ribosomes activos,
Lz localizaciédn de la sintesis de protcinp&f en

la fraceciédn microsdmnica fué Jdcrostrala cn incubacidnes de

¥
.I“l

“
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célulos cnteras "in vitro" por Henry Borsook y ¢ol. en
1950 (61) y corrobora’a pestcriormentc por otros autores
(62) (63). Las proteinas, recicntcmcnte sintetizedas, a-
bandonan répidemcnte esta fraccibdn, desplazéndosc hacia
otros sectorecs celularcs (41), indicando que no son com-
ponentecs de la misme sino que cn clla se encuentran so-
lamente durante ¢l perfodo de su sintesis.

La actividad en la sintesis de protcfnas de es-
ta fraccibdn subcelular aislada, "in vitro", fué promtamcn
te estzblecida (63) (64) cdemostréndose ademds la necesidad
de cnergfa (65) y el rejucrinicnto de magnesio en los me-
dios dc homorcnizacibn (66). Que esta aetividad sintétice
se encontraba exclusivemcnte en los ribosomas fué deter-
minado por Littlefield y col. (63) y Simkin y col. (67) en
forme indenendicnte. ‘ o

Los requerimicntos de ATP y GTP, t+RNA, la tota-
lidad de aminodcidos y factores enziméticos solubles fue- .
ron estudiados cn sistemas cceluleres derivados de higado .
de rate cn =1 leboratorio de Zameenik (68), I

Bl primer sisteme acelulasr capaz de sintetizar
una protcina cspceffica (hemoglobina) rie preparado por
Schweet y col. en 1958 (40) a pertir de reticulocitos de
concjo. Zn 1959 sc describib un sistema acelular derivado
de scmillas de arvejas (69) y en 1960 (70) se desarroll$

un sistema sinilar a partir de E., coli quc presentaba las

’).—’

mismas caracterfsticas quc los de mamiferos,

7n cstas primcras ctapas se considercba que la
informacién determinonte de le secucncia de las proteinas, ’
proveniente del DNA, remaidfe cn algdn componente de 1los )
ribosomas, probablementec su RNA (58)3; pero vosteriormente
se cncontraron numcrosas cvidencias cn centraria.

El hellazgo de 4cidos ribonucleicos de répido re-
cambio en bactcriaes nor Volkin y Astrachan (71) y Sniegel-
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man (72) y los recsultados de expericnciag genéticad sobre
inducibédn de enzimes fueron interpretados por.Jacodb y Monod
en una proficua tcorfa que atribuye la espeecificacibn de
la secuencla de las protelnas a unz clase es?ecial de RNA,
al que llaman mensajero, cuya produccidn &sté sujeta a re-
gulacibén ambientol y gen8tica (32), El m=RNA de bacterizs
estarfa caracterizado por varias praopiedades: su peso mo-
lecular debe ser elevado pero variable, su composicién pry
medio de bases similar a la del DNA, debe presentar un ré-
pido recambio, y durante su existencia debe encontrérselo
asocizdo a los ribosomas, sitio donde se producen las pre-
teinas, Las previsiones de Jacob y Monod fueron inmediata-
ncnte corroboradas, cuando en forma paralela, el grupo de
trabajo de Watson (73) y el del propio Jecob con Brenner $
leselson (7%) describieron en bacterias infectadas con fae
gos un tip; de RNA que precsentaba todas las caracter{sti-~
cas se“aladas,- \ i

La evidencia concluyente de la funcionalidad del
m~RNA en su rol de especificar la naturaleza de la protef=-
na a construir, fué obtenida por Nethans y col., gque consi-
guieron demostrar la formacién de una protcina viral me-~
dionte el emplco del RI'A del mismo fago como mensajcro na=-
tural (79).

Otros datos cn apoyo de la existencia del m-RNA
habfan surgicdo con anterioridad de los trabajos de Nirenbetg
y col, (76) quiencs cmplearon polinucleftidos sLntéticos pg
ra codificar la sintesis de polipéptidos especifieos y han -
sido ampliamecnte corrohprados en los estudios del cddigo
gendtico (77) (78) (79). ! oy

Se observd quc estos mensajceros artifgciales p’oﬁl
ducfan esociaciones de ribosomas bacterianos durtnte la sip
tesis de protefnas (80) (81). En el lzboratorio de Wetson

se encontr§ en bacteries que las cadena® proteicas cn cre~
e
7
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cimiento se encontraben cn fraccibnes de un coeficionte de
sedimentacibn mavor que cl de ribosomas mendmeros (82), Se
interpretd quc los ribosomas activos posefen un coeficien~
te de sedimentacién mas 21lto debido al incremento de su mg
sa por su a2sociacibn con el RNA mensajeros postefiormente
se vib que ecstc explicecidn no era correcta porque lo que
se observaba realmentc eran agrupacionces de variog riboso-
mes.,

A fines de 1962 y en 1963 se demostrd que la sin
tesis Ae protcines cn cl citoplasma de reticuloeitos (83) .
(8%) (R5) (86), células de higrdo (87) y células Hela (88)
se realizabz exclusivamente en agRupaciones de ribosomas,
con constantcs de sedimcntacibén superiores a 80S, a 1las .
que se denominb polirribosomas, polisomas o ergosomas, La _':
observacidn de estas agrunaciones se realizé por microscosff

pfa electrénica y también medicnte andlisis de ultraccntri’,

i
[

fugacibn zonal en gradientes de densidad.
Quedaren as{ definidos los polirribosomas como u,~

asociaciones de varios ribosomas a un m-RNA, con coeficieg(

tes de scdimenteciébn entre 100 y 300S, portedores en forma?

transiente de las cedenas de protcfnas cn crecimiento vy ﬁ ;?
susecptibles al ataque vor pequeiif{simags cantidades de ri- !"
bonueleesas quc los de radan a ribosomas monbmeros (que sg
lamentc en e¢stzas concdiciones epareccn como nortadores de
cadenes crccicntes),

“n estudios de¢ microscopfe electrédnica de cortés AH

de célules o de las frecciones obtenidas’ por ultracentrifg},j"'
gaeidn en gradicntes de densidnd se encontrd que los ribo--/
somas posef{nn un difmetrp de 200-230 angstroms y que se h

llaban agrupacdos linealmente, formando acdmulos, o en ro#f

setas; el vinculo cntrc cllos es una fina hebra de 10-15/:

angstroms de difmctro, scnsiblc a ribonucloasa, & la que

se considera el m-RVM.:, %1 ndmero de ribosomes agrupados e

/ }.
g
E i
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intcrpreta que depncndc c¢cn perte del largo del mensajero al
cual se fijoen (89).

Estas estructuras, con las caracter{stiaes men-
cionadas, han sido descriptes en numcrosas especies y te-
jidos cncontrfndoscles sicmpre cn células quc agtivamente
sintetizan protefnas. (nota zl1 pié). &n numerosos casos
se hen podido cstableccr condiciones adccuadecs para su fun
clonamicnto "in vitro".

Por otra parte, es sabido que en sistemas acelu-
lares a medida que se liberan las cadenas proteicas sinte-
tizadas se produce un aumento de los ribosomas monémeros
a expensas de los polirribosomas de mayor tamafio (87) (121)
(122); y gue nreparaciones parcialmente purificadas de es-
tos ritosomas mondémeros son capaces de unirse a mensajeros
naturales para iniciar la gfntesis de nuevas proteinas

(122) (123).

}
(
Nota 1.~ Se ha demostrado la presencia y actividad de po=- |
j

lirribosomas en diversos drganos de mamiferos: cerebro
€30), bazo (91) (92), misculo (93), nbédulos linfdticos (9k),
linfocitos circulantes (95), plncreas (96), cristalino (97);
en aves: colégeno (98) (99), eritroblastos (100); en hueves
y embriones de anfibios (10l1); en huevos de equinodermos
(102); en protozoarios (103); en vegetales superiores: ho-
jas (104), (105), raices (106), frutos (107), y semillas
(108); en hongos (109) y mixomycetes (110); en bacterias:
Bacillus megaterium (111), (112), Salnonella typhimurium
(112), E, coli (113), Terméfilos y Meséfilos (11l4); en cé-
lulas animales infectadas con poliovirus (115) (116), vaci-
niavirus (116), mengovirus (117), herpes simplex (118), reg
virus (119) y adenovirus (120),
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Se monté as{ un esquema para explicar el fancig
namiento cfclico de los complejos polirribmasomicos (89):
la asociacibdn de un mcnsajero 2 un ribosoma monbmero se
produce en forma coircidents con la iniciacibén de una ca-~
dena creciente de protefnas (i24) por su extrems N-termi-
nal (125) (126)., El desplazamiento del ribosoma a lo lar-
go del mcnsajero (o a la inversa) permite la lectura de
los codones y ésta se realiza concertadamente con la for-
macibn de 1la cadena'peptidica (127), que perm;nece fija-
da al ribosoma (128) por intermedio del t-RNA (129). Al
finalizar el mensajc se libera la proteina en forma solu-
ble y el t-RNA y el ribosoma se separan del mensajero.
(130).

Se ha sugerido ¢ue la reformacibn del complejo
ribosoma-mensajero se realiza a partir de subunidades ri-
bosdmicas que han sido obscrvadas como compon-ontes normna-
les de las células, tanto cn bacterias (131) como en orga.
nismos superiores (112) (132). Estas subunidades (ave di-
fieren de las que se prcduccz 2 nartir de ribosomas pcr se
cuestro del magnesio) se asccizn sofre mensajeros ratura-
les o sintéticos para formar vnidades ribosémicas de 70-
80S, capaces de realizar sfntesis de protefnas (133) (134).
En . coli se ha mostrado que es cn particular la subunidad
mas pequcfia la que en un primer momento se une al mensaje-
ro (135) en el sitio dec iniciaciédn del mcnsaje (136), con
participaciédn de una molécula de aminoacil-t-RNA (137) que
aportaré cl aminodcido N-terminal (136), a les que se une
la subunidad mas pesada (508) para consolidar la unidad
ribosémica funcional,

Por otra parte en la génesis de la poblacién ri-
bosémica, los precursorcs de origzen nuclear (138) apareeen
en cl citoplasma como partfculas de ribonucleoproteina

(139 ) con coeficicentes de selimentaciédn similares a las de

!

Q':‘

*
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las subunidades nativas maduras (138); estas nuevas sub=

unidades se unen ripidamente 2 los polirribesoqas (139)

formando unidades ribosémicas funcionales (140), que pos-
teriormente llegan a equilibrarse metabbdlicamente con les
subunidades maduras (141) y los riboscmas non?maros (138)
(139) (142) que habitualmente se encuenirer en lzs célu-

las,

Bstos ‘ribosomas monbdmeros son inactivos Mper
se" para la sintesis e protefnas y revresentan una can-
tidad vpequeifia comnarada con 1los que Se concuentran asocia-
dos a polirribosomas (8%) con los cumles en ciertas con-
diclones son intercambiables (132).

%n general el aumcnto marcado de la vroporcidn
“onbneros/polirribosomas coincide con la carencia o cesc
de la produccidn de protefnas; en algunos casos se cono-
cen las circunstancias que producen esa bpreponderancia de
monémeros: asi en bactefias, la continuada cintesis del
m-RNA parece ser indispensable para la formaedidn de poli
rribosomas ya que su rénida degracdacidn es la causa de la
desaparicién de los misnmcs (i43) (244), No ocurre lo mis-
mo en oocitos de erizo de mar, donde el comnplemento de
m-RNA y ribosomas nreexistentes sblo se asocian luego de
la fecundacibén o partenogénesis para formar polirriboso-
mas activos (145), Aquf un inhibidor de naturaleza protei
ca parece actuar directamente sobre los ribosomas (que no
son activos ni activables por menscjeros artificiales an-
tes de la fecundacibn), ya que un suave tratamiento con
tripsina los habilita nara la sintesis de protefnas (146),
Un efecto similar se observa en cultivos sincronizados de
células Hela, en yuc durante la metafase los polirriboso-
mas se transforman en mondmeros con la consecuente detem~
cién de la sintesis de protefnas (147); estos ribosomas

monbreros, muy poco activos, también pueden recuperar su

""’.

s,
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capacided de sfntesis por un trataniento con tripsin..mﬁ).-.
Marcades varigciones cn le relaciféa polirribdeso-

nhs/mondmcros se opservan en diferentes estados fisioldpi-

cos, correspon”iesdy cn general un aunmcnto de la prggercién

de =onbneros en acuellos de baja capacidad de sintesﬂbﬁp’o-

teice, Se ha observado esta falta dc polirribosomas Qﬂ%bac—ff’a
‘. I-;.

teries durante pcrfodos de carencia de glucosa (143 )y o en
célules de maﬁifefég'por el uso 4de inhibidores de la produg
c1én de energfa (&initrofenol (132) (149), fluoruro {150)),
en presencia de téxicos (tetracloruro de carbono (149 ) ),por
incubacién en medios carentes de cierfios aminoicidos (trip-
tofano en reticulocitos (151)), la felta de hemo o hierro
en reticuloecitos (152) (153) (154) y la accién de algunos

"

Wt

™

#

inhibidores espeeificos de la s%itesis proteica (pactamici- , "%,
[ ,"} aal

na (1959)). Zn todas estas situaciones se afeeta algin pro-
ceso esencial par® la realizacién ce la sintesis de protef~

nas,

7

1
Existen otros casos cn«ue la presedecia de poli-

rribosomas no se vé disminufda nor la faltz de sintesis de
orotcinas, -como si la detenciérn hubiese ocurrido en forma
tal que fijara los ribosomas inpidienlo su desplazamiento
a lo largo Jlel mensejeroj esto ocurre por carencia de ani-
noécidos (151) o por accién de ciclohexinida (159).

La presencie ‘e polirribosomas, que aparece €010
una caracterf{stica general dec les células que llevan & ca-
bo una activa sfintesis ‘¢ protefnas, es previsible en las
células critroblésticas ce médula bsea pofyme en ellas se
producen considerables cantidedcs dc hemog¥®bina y porque
son observables cn los reticulocitos que provienen de la

maduracidén de dichas células,

-
*
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UALGRIALSS Y MUTONOS
-~
1) Drogas b

ATPYa y GTP"a Pabst Laboratoriés, Bochringer =~
Mennheim, y Sigma; ercetina quinesa, crecatina fosfato y
glutatién de Bochringer - Mannheim; L-aminodcidos, de Mann
Research Laboratorfes; 2-mercaptoctznol de Fluka (redestie
lado al vacio){ F—léuCIHC-l—Clu de actividcsd esneci{fica
8,5 y 748 microcuries/micromol de Raciochenical Centre,”

Amersham, Inglaterra. Todes las'ﬁédé% droges son de grado

anzlitico o especiales para enzimas;ﬁ. 1?;‘(
2) Tratamiento de los animales: T“Qf

Se emnlearon conejos criollos jévencs de 1,5 a 'ﬁﬁz
2,5 Xg.” de peso, alimcntedos "ad libitum'" con Forranez y ‘6.‘§'
alfalfa fresca. Se mantuyp a }es animeles a 202 C durante ;I .
el trataniento, o i

a) Tratamicnto parz obtencr '"médula inmadura”,

-

Sc utilizé la tecnieca descrita por Borsook (46) para obte
ner rcticulocitoszis altas en scngre. Se inyectd clorhidra
to de fenil-hidrazina (10 mg./’g.) por via subcutédnea du-
rante 5 dias consccutivos, Los animeles se saerificaron al
s{ptimo dia,

b) Tratamiento pare obtcncr '"Médula mcdura®,
Sc siguid un trctamicnto igucl 2l de (e) durante 4 dias,
n el quinto y sexto dfas se¢ anlicaron inyeccioncs subcu-
téneas de 25.000 unidadcs de penicilina benzatinicy para’

prevenir infeccioncs., Los animeles sc sacrificrnron al oc-

tavo die,

F

3) Ixtrzceibdn de la médula,

a) Técnice de lMorell y col. (W),
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EX animcl erz sangrado o blenco por puncién cardisca. R§

sangrc, rccogice sobe@gl ml. dec heparina (20C u/md.), @e

cenirifugabs 15 mdnutos a 2,000 x g., ¥y Se separsba e} plasg

me, Simultincom@#® sc extrofan las tibies y fémures, se

les cortahan las cpifisis ¥y se soplaba le médula sobre el

plasme frio. ;%62,
b) littodo "répicla", i

Se scngraba- perclalmentc 21 animnl por punciédn cardiaca,

manteniéndolo vivo micntres se seperaba por centrifugacibdn

el plasma heperinizado. n ecste momcnto ¢l animcl se -saeri

ficaba por fracturc cervicel y 168 huesos largos del tren .

posterior eran immcdintamcnte extrafdos v la médula sopla- f?;

da sobre él plasma "claZo. Desde la muerte del animel has- ﬁ!

ta la suspensibn cn frio de les célules dc la médula trang .

~

g
~ a i 3
¥

4) Susp-nsibén y lavado de lag.células: . | 9“
aiG ! i
%

currian no més de tres minutos,

i
N

Todas las menipmlacioncs que sigucn, se realiza-
ron a O-42 C (exccnto donde se incdique lo contrario)

Se agitaba vigorosamente la médula con el plasma
frio durante 2 - 3 minutos hasta suspecn/cer los grumos gran -
des, Sc filtrabe por 4 capnas de gesa y sc centrifugaba e
2,000 x g. durante 3 minutos. Las células se suspendfan
suavencnte en una @olucidbn igoténice (N71) dc NaCl 130 mi
XC1l 5,2 mi y 1igCly 7,5 mli. Sc centrifugaba nuevemcnte en
un tubo cbnico graduczdo, a 2,000 x g. durante 3 minutos.
Las cclulas eran resuspcndides en solucién E7i o en ples-

me,

S) Incubccibn de células cnteres: 2

@) TMempos cortos, con aminoécido-clu dc 21lte actividad

espcefifica,

Para incubaciones cn ¢uc se querian marcar 1las

e (Y

G s
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cadcnas protcleccs crecicentes en polirribosomes se requed
rian altes actividaq.lgespecificas, y les incubactoncs e
rcalizaban por ngwmfés de 3-5 minutos,
Medio I: 0,25 mi-Je célulcs se incubaron con 0,05 ml, de
plasma y 0,7 ml, de una solucibn que cof®en{a 81,5 micro-
moles de NaCl, 2,75 micromoles de KCl, 4,12 micromoles de
MgCip, 10 micromolcs-.de Tris-C1lH pH 7,6, 0,1 micromol de
Fe (SO04)p~ (Nly)p, 4,5 nicromoles de COy lNa, mezcla de 19
aminoécidos menos leucina couivalente a 0,15 micromoles de
lcucina (38), 4,5 micromcles de glucosa y 0,05 micromoles’
de loucina~1-Ci% de actividad especifica 8,5 mC/m mol.
Medio II: 0,3 ml. cde célules se inoubatan con 0,3 ml, de*
plesme dilufde 1:3 (v/v fincl) con solucibén XM, y con el
egregedo de 0,3 micromoles de leucina-l-Clu actividad es-
pecifica 7,8 mC/m mol,

b) Tiempos largos, aminofcicdo c1% o baja actividad es
pecifica, -

Se utilizd este meéiﬁ;para segulr en el tiempo

(hesta 1 hora) la actividad de las células de médule y de
reticulocitos.
Medio III: Se incuberon 0,25 nl., de células con 0,1 ml,
de plasma y 1,65 ml. de una solucibén que contenia 156 ni-
cromoles de NaCl, 6 mieromoles de "Cl, 9 micromoles de
MgCl,, 40 micromoles Tris-ClH.pH 7,6, 0,2 micromoles do-
Fe (8Q;) (NHy)ps 12 micronoles de NaCo3yH, mezola de 19
aninodcidos menos leucina equivelente a 1 micromol de
leucine (38), 33 micromoles de glucosa, OgR mg. dc penicl
lina~-G-Na y 0,25 nicromoles de leucina-1-C* de actividad

especifica 0,2 wC/m nol.

6) Lisis de las ¢élulas:

I - Por choque osmbtico.

Les célules levedes con solucibébn NXM se resus-
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pendien suavencnte con eyuda de uno verills con "polieew.

men" cn 4 veces su vglimen de un medio que contenfs bisi

cemcnte XC1 10 midy g (CH}COO)2 1,5 m? y amortiguador Tris-

ClH pH 7,6 (2 2569 2 mM; Jondc se indica se agrcgaron a
este medio diversos inhibidorcs de ribom@elecasas. Luego de
5 minutos de agitacibn suave, en frio, se recuperabe la i-
sotonicidad con 1 voldmen igual 2l de las célules, de sa-
carosa 1,5 M, KC1 10 mii, lig (CH3COO)2 1,5 mM, Tris-ClH pH
7,6 40 mM, Inzdiatemente cl lisado se céntrifugoba o |
10.000 x ' g. durante 10 wainutos,

II - Por choque osmbético cn presencis de Ca** 1 mM,

Los medios indicados en I sc suplcmontaron con
03012 1 mM, ¢n los expcrimcntos en que asi sc expresa,

III - Por aceildn de sz2ponina:

Las célufrs sedincntadas se suspendfan suavemen-
te en un vollm-n de soluciép de Mg. (CH3COO)2 1,5 mM, XC1
10 miy Tris-ClH pd 7,6 10 mM y sacazross 0,25 M v se agre-
gabo savonina albui. Merek $6lida, hasta concentracibén de
1%. Se agitaba suavencnte 9 ainutos en frio y se agregaban
4 voldmences de le solucidn enterior sin saponine., 71 lisa-
do se centrifugabe a 10,000 x g. 10 minutos.

IV - Por congcleaicnto:

Les células se suspcndfzn en une soluciédn isoté-
niece de sacarosa 0325 M con KC1 10 nl, Mg (CHy€00), 1,5
mM y Tris-Cl1H pH 7,6 10 mM. Sc congclaban sumergiéndoles
en alcohol-hiclo y sc dcscongelebrn suavomcente, repitiens
do el ciclo tres veec3, Se centrifugaba & 10,000 x g. 10

nmninuteos.

7) Anfligis por ultraccentrifugacién:

Por mc"io de unc bomba peristéltico de varios
canalcs de igual caudel se prcpereron simulténcamcnte los

gradientes lincalcs 2o densidad de saerrosc, cn los tres
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tubos de ceada corréﬁg. Para los t@bos de 5 nl, del rotof
SW-39 de 1=z ult;acehirifuga Spinco L-2 se utilizsron gra-
dicentes de deﬁ;idad lineaclcs de 4,9 ml, con concentracio
nes limitcs de saccrosa de 15 y 30 %, em una solucibdn de

*“‘ -

"€l 10 mM, Mg (CH3C00)p 1,5 mi, ‘ris-ClH pH 7,6 10 mi. Sg

brc cllos se colocaba le rwuestra en 0,1 ml. de la solucién

isotbénica dc lisis por congelanicnto (IV), v las adiciones

corresnondicntes al tipo Ade lisis, Se centrifugaba a 40,000

rpm durente 60 rinutos a WoC v se detenf-~ lc centrffuga sin

freno., Se determinabz la posicidn de las bendas a lo lar-
go decl gradiente pcrforando el tubo e¢n cl fondo y eluycn-
do el contenido 2= través de una cubetz de flujo de 1 em,
de cenino bptico on ¢l esncetrofotbébmetro Beckman DU3 un
registrador logerfitmico Scrgent RL groficaba continua-
mcnte lc densided bptice = 260 nilinierones del elufco.
Si se¢ utilizebes ¢l rotor SW-25-2 que ticnc una
canceided dc 60 ml. por tubo se prepcraban los gra“icntes
de 59 ml. en forma similer entre concentracioncs de saco-
rosa de¢ 15 a 35% con las mismas sales., Se colocaba una
muestra de 1 nl, y sc centrifugaba dureonte 210 1inutos a
25,000 rpm, a 42C, Se clufan por medio del eyuipo ya des-

crito y el elufdo ere fraccionado maznualmcnte.

B a7
8) Determinzaciédn de DNA y RVA en tejidgs:

Se utilizé la técnica de Fleck y Munro (156),
Les muestras, (pequcios trezos de tejidos, suspensiones
celularcs o fracciones subcelulares), $e¢ hanogenizeron

con 4cido tricloroacético frfo al 10% (p/v) y se lavaron

rcpetidas veces con cl mismo por centrifugaeibdn para ex-

traer 12 frazcciébn 4cido soluble, El1 insoluble se desli-
pidizé por succsivos tratemicntos con acctona, etcnol,
etznol-cloroferno, ctanol-éter y éter. 71 polvillo asf

obtenido sc hidrolizé durconte 1 hora & 379C con XOH 0,3N,

" st

|
- L 45";
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Se reprceipitéd cl DNA); l~s protcimss con 4cido pereléri-
coy cn cl sobrencdanté de centrifugaciébn se deter 1inb el
RNA per su densidad 6ptica & 260 milinmierones con resultas
dos concordontes con las determincclones con orcinol segén
Yerr y Screiderian (157). =1 DYA prccipitoio se “osé por
nedio de la rcaccién con 4ifcnilemine @e acuerdo con 1la

técnica de Burton (158).

9) Sistemas acelulares:

a) Prcperacién de los ribosomag.
Los restos celulares lucro de le ii%is sor choque osméti-~
co fueron centrifugcdos 2 10,000 x g, dursnte 10 minutos &
29C, y se descartaron. El sobrenz cnte sc recentrifugd a
150.000 x g. durante 60 minutos o a 78.500 x g. Adurante i
150 minutos. Los ribosomas sedimcntzos fueron suspendidos {
sucvemente en un ncdio de sacerosa 0,25 M, Mg(CH3COO)2 1,5
mM, ¥Cl 10 mM, Tris-ClH pI’ 7,6 10 mM (40).,

Ocasionalmcnte los ribosomes fueron obtcnidos por
acidificaeciédn del sobrcenadente de¢ 10,000 X g. con 4cido o=
cético 1V heste pHI 5,1 (159), Sc los scdimentd a 10,000 x
g. 10 inutos y fucron r.odisucltos en la soluciébn indicada
a la quc se restitufe cl pH 7,6 por a2gregado de pequefias
porciones de Tris-ClE pl! 7,6 2M. Sc doseron espectrofotomé-
tricemente 2 260 mniliicronds tonando. su Eégo:ll,Q.

b) Preparacibén de enziacs:
La fraccién soluble 2 100.000 x g. se sometid a un fracclo-
namicnto sa2lino, segin cl método dc Allen y Schweet (M42),
Para ello se llevbd a pH 6,5 con 4cico acético 1lil y s¢ a=-
gregb sulfoto de amonio s6lido hasta 40% de saturacibn. 8Se
centrifugb 10 minutos a 10,000 x g. ¥y 21 sobrencdante se
le agregé sulfato d<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>