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RESUMEN

Se compard la incorporacidén a proteinas de MC fenilalanina entre rbosomas de
eritrocitos de emhbrién de pollo de 13 dias v de pollo adulto. Se determinaron
las condiciones dptimas del sistema de incorporacién con respecto a las con-
diciones de magnesio, cinasa de piruvato, adenosin trifosfato y 4cido fosfoenol
pirdvico,

La actividad endbgena se estimulé 3.0 veces en los ribosomas de embribn y
2.2 veces en los adultos. Cuando la incorporacién de aminodcidos se efectud
en presencia de Acido poliuridilico, las estimulaciones se incrementaron 10
veces en el embrion y 9 veces en el adulito, teniendo siempre los ribosomas
de los adultos menor capacidad de incorporacién que los de los embriones. Se
discute la importancia de un cambio estructural en los ribosomas de estas dos
fuentes en relacidn con la actividad de sintesis de proteinas.

ABSTRACT

The incorporation of 4C-fenilalanipe into ribosomal proteins in the red cells
of 13-day chick embryos and of adult chikens, was compatively determined.
Some parameters for optimal conditions in the incorporation system were
determined, such as the concentration of magnesium, piruvate kinase, adenosin
thiphosphate and phosphoenol piruvate.

The endogenous activity showed 3 times more stimulation in the case of the
embryoni¢ ribosomes, versus 2.2 times more for adult ribosomes. When the
assay was done in the presence of polyuridilic acid the stimulations increased
10 times for the embryo, and 9 times for the adult ribosomes. The adult ribo-
somes consistently showing less incorporation than in the case of the chick
embryos, The role of a structural change of these two sources or ribosomes,
upon the protein synthesis activity is being discussed.

INTRODUCCION

Durante Ja diferenciacion celular del eritrocito de pollo, se efectian diversos
cambios fisiolégicos y bioquimicos. Uno de ellos, es el cambio de 80 a 62 S en el
coeficiente de sedimentacién (Sénchez de Jiménez et al., 1968). Esto, junto con

Abreviaturas: RNA, 4cido ribonucléico; GPT, guanosin trifosfato: ATP, adenosin trifosfato;
FEP 4cido fosfoenol piravico, TCA 4cide tricoloro acético; Poli U, 4cido poliuridilico.
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otras alteraciones fisicoquimicas sugieren que la estructura terciaria de los riboso-
mas sufre una alteracién mas durante el proceso de diferenciaciéon celular (Roman
y Sénchez, 1975). Se observa ademis que la sintesis de proteinas decrece en
forma paralela a dichos cambios (Rowley y Morris, 1967) y que el RNA ribo-
sémico de las células maduras se encuentra parcialmente degradado (Sanchez
de Jiménez, et al., 1973).

Con el objeto de conocer si los ribosomas de éstas células maduras son aiin
capaces de incorporar aminodcidos en un sistema d= sintesis de proteinas in witro,
se aislaron ribosomas de células inmaduras y maduras, utilizando sangre de pollo
adulto y de embrién de pollo de 13 dias, respectivamente. Entonces se compard
la capacidad de sintesis de proteinas in vitre en ambos tipos de ribosomas.

METODOLOGIA
Obtencidén de las fracciones ribosomicas y sobrenadante

Las sangres de embrién de pollo de 13 dias o de pollo adulto se lavan 3 veces
consecutivas con una solucién NKM (130 m M NaCl, 5 mM KCl, 7.5 mM Mg
Cl,}, eliminando en la Gltima lavada las células blancas,

El paquete de eritrocitos se suspende en una solucién TKM (0.01 M Tris-HC.
pH7 .55, 0.01 M KCI, 0.005 M MgCl.) en 10 veces su volumen (4 2 veces para
adulto) y se le agrega 1/10 de volumen de solucién de saponina (0.6 g/10 ml de
PO=, 0.1 M pH 7.0), se mezcla v se deja en hielo 30 minutos con agitacion
esporadica. A continuacién se ajusta la concentracién de KCl a 0.025 M y la de
sacarosa a 0.25M, Se deja otros 5 minutos mas en hielo. Se centrifuga a 20,000
rpm (rotor J20 de centrifuga Beckman, modelo 21} durante 20 minutos. El sobre-
nadante obtenido se vuelve a centrifugar 100,000 x g (rotor 40, centiiuga Spinco,
modeto L) durante 3 horas y media. El precipitado de ribosomas se suspende
en una solucién buffer (0.05 M Tris-HCl pH 7.55, 0.004 M MgCl, 0.025
MKCL, 0.25 M sacarosa y 0.002 M mercapto etanol) a una concentracién de 8
mg/ml. Al sobrenadante de 100,000 x g se le agrega, por cada 50 ml, 0.1 ml de
mercapto etanol 1 M y se guarda congelado a una concentracién de 10 mg/ml.

Sistema de incorporacién de sintesis de proteinas

En un volumen total de 0.1 inl se prepara una mezcla de 50 M tris HCE pH
7.55. 80 mM KCI, 4mM MgCl, mM GTP, 2 mM iercapto etanol, 1 m M
A, TP, 10 mM 4cido fosfoenol pirtivico, 0.5 unidades de cinasa de piruvato (2 ug)
0.5 u Curies de *C fenilalanina (325 uC/u moles} 120 ug ribosomas, 100 g de
fraccién sobrenadante y 4cido poliurdidilico {Miles) cuando se indique. Se incuba
la mezcla de reaccién a 37°C durante 25 minutos. Se detienz la eraccién agre-
gando 0.1 ml de 4cido tricloroacético (TCA) al 10% y 1 ml de TCA al 5%. Se
hierve durante 20 minutos, se filtra en fibra de vidrio GF/C v se lava 3 veces con
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5 ml de TCA frio al 5%. Se seca con lampara y se agregan 10 ml de liquido de
centelleo (1,000 ml de tolueno mas 64 ml de spectrafluor ppo-popop, Amersham/
Searle) v se cuenta en un aparato de cintilacién liquida {Packard).

RESULTADOS
A, Optimizecidn del sistema de medicion

Para estudiar la capacidad de sintesis de proteinas de los ribosomas de células
maduras e inmaduras, se procedié a establecer las condiciones 6ptimas de medicion.
En este caso, se utilizaron fracciones de ribosomas y sobrenadante celular de cé-
lulas inmaduras ya que son mas activas que las de células maduras. Sin embargo,
los resultados obtenidos con células maduras fueron similares, excepto por los
niveles de incorporacién de aminoacidos que fueron méis bajos.

Se estudiaron varios parimetros como el tiempo de incubacién, Se encontrd
que la incorporacién de la “C-enilalanina fue lineal hasta los 40 minutos. Las
mediciones posteriores se hicieron incubando durante 25 minutos,

En la figura 1, se observa que la concentracién Sptima de magnesio para la
incorporacién de C fenilalanina fue de 4 mM (I-A). También se determinaron
las concentraciones 6éptimas del sistema generador de energia, encontriandose 0.5
unidades ce cinasa de piruvato (I-B}, 1.0 mM de ATP (I-C) y 10mM de 4cido
fosfoenolpirivico (I-D). Cada uno de estos experiinentos se reprodujo cuando
menos 3 veces. Los resultados de la figura 1 son valores promedio. En la figura 2
se muestra la incorporacion de ™C-fenilalanina por diferentes concentraciones de
ribosomas y sobrenadante de células inmaduras. Se encontré en ambos casos in-
corporacién casi lineal a bajas concentraciones de estos componentes y saturacién
de la incorporacién alrededor de 100-200 ug, de cada uno de ellos. Los experi-
mentos se realizaron 2 veces con resultados pricticamente idénticos.

B. Determimacidn de la capacidad de sintesis de proteinas

Una vez conocidas las condiciones 6ptimas para la incorporacién e procedid
a comparar la capacidad de incorporacién de los ribosomas de embrién y de
adulto. La figura 3 muestra la capacidad de sintesis endégena de ribosomas de
embrién y adulto siendo ligeramente mas activos los de embrién (la columna).

Cuando se agrega el sobrenadante celular, la incorporacién del sistema de
embrion aumenta 3 veces con respecto a los ribosomas solos, mientras que el sis-
tema mixto de ribosomnas de embrién y sobrenadante de adulto sélo una vez. En
la misma figura se observa gue el sistema completo de adulto viene a ser como la
mitad de activo que el sistema de embrién y que la adicién del sobrenadante de
embrion a los ribosomas de adulte, no mejora significativamente ésta incorpo-
racidén. Los resultados, muestran una deficiencia en la incorporacién tanto en la
fraccién de ribosomas como en el sobrenadante de adulto.
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Figura 1. Condiciones de rcaccién, 100 pg de ribosomas de embrién fueron incubados
durante 25 minutos a 37° en las condiciones descritas en la metodologia en ausencia de
icido poliuridilico. La cantidad de 4G fenilalanina insoluble en 4cido tricloroacético
caliente se determiné por centelleo liquido. A. Concentracién de magnesic variable, B.
Variacion de cinasa de piruvato, C. Variacidn de ATP, D. Variacién de 4cido fosfoenolpimivico.

Con el objeto de investigar si la incorporacién de aminocacidos podia mejorar
en presencia de mensajero, en caso de ser éste un factor limitante en el sistermna, se
realizd el sigulente experimento que se ilustra en la figura 4. Los sisternas coms-
pleto de embrién y adulto se incubaron en presencia de dos concentraciones de
Zcido poliuridilico, séio que los ribosomas en ambos casos se lavaron con 0.3
MK para eliminar los factores de iniciacién. En ambas concentraciones el nivel
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Figura 3. Cruzamiento de sobrenadantes. La incorporacién endégena de ribosomas de embrién
o adulto se midid en la forma que se explica en la metodologia. E. Embrién. A. Adulto.

de incorporaciéon de los sistemas completos mejora notablemente. El sistema de
embrién aumenta 5 a 10 veces para 1.2 pg y 50 pg de poli U, respectivamente;
mientras que el adulto, 3.2 y 9.1 veces. Como puede observarse el sistema de
adulto que es menos eficiente, muestra también mayor incorporacién, pero siem-
pre en menor nivel que el embrién. Cuando al sistema combinado de ribosomas
de adulto y sobrenadante d: embrién se le agrega 1.2 w g de PoliU, la incorpo-
racién mejora el sistema de adultos (3.6 veces), sin embargo, no alcanza el nivel
del sistema de embrién. Estos experimentos fueron repetidos varias veces mos-
trando consistentemente las mismas tendencias y menor incorporacién en los ribo-
somas de adulto a pesar de encontrar algunas variaciones de experimento a expe
rimento en Jos valores absolutos de incorporacién. Esto indica que atin supliends
las deficiencias que pudiese tener el sistema de adulto con respecto a aminoacil
—tRNA sintetasas, [actores de elongacidh y RNA mensajero, el ribosoma de adulte
estd en si alterado y no alcanza un nivel de incorporacién igual a la del embrién.
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DISCUSION

Tanto los ribosomas de eritrocitos de embrién como los de adulto tienen acti-
vidad significativa de sintesis de proteinas in vitro en presencia de un mensajere
sintético. Esto es de llamar la atencién puesto que in vive los eritrocitos maduros
de pollo pricticamente no muestran actividad de sintesis de proteinas (Rowley
y Morris, 1967). Sin embargo, es importante mencionar que la incorporacién
obtenido in vitro no logra igualarse con ambos tipos de ribosomas (Figura 4).
Supliendo el sistema de adulto con las fracciones de embrién esta diferencia no
logra superarse (Fig. 3). Cuando a los ribosomas de embrién se les mide la
incorporacién de *C fenilalanina dirigida por 50 ug de Poli U, en presencia de
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Figura 4. Estimulacién con Poli U. 100 ,g de ribosomas de embrién o adulto, lavados con
0.5 M KCI se incubaron en presencia de 100 ,g de su respectivo sobrenadante. Las

condiciones de medicién son iguales a las descritas en la metodologia, con excepcién de
6 mM magnesio. S, Sobrenadante de embridn.
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sobrenadante de trigo (dato no publicado) la estimulacién se incrementa hasta
20 veces, lo cual es explicable ya que el sobrenadante de trigo puede suplir los
factores protéicos que se encuzntren limitados en el sistema del embrién de pollo.
Por otro lado, Zagris (1977) ha descrito que en un sistema suplementado de trigo,
los ribosomas de eritrocitos de embrién de pollo de 6.5 dias muestran una incor-
poracion endégena 2.0 veces mayor lo cual confirma los resultados que se obtu-
vieron en este trabajo, en relacién a la existencia de una limitacién en el RNA
mensajero en el sistema emnbrionario.

Con el fin de medir la incorporacién de aminodcidos de los ribosomas de em-
brién y adulto en iguales condiciones de concentracién de mensajero v presencia
de factores proteicos, se lavaron los ribosomas con 0.5 MKC, proceso que permite
extraer los factores de iniciacién. De esta manera ambos sistemas quedan en con-
diciones similares, pues dichos factores decrecen durante la diferenciacién celular
(Herzberg et al., 1969).

El sistema de incorporacién de sintesis de proteinas dirigidos por el 4cido po-
liuridilico no dzpende de los factores de iniciacién y por lo tanto la diferencia
en la incorporacion encontrada (figura 4) no se debe al cambio de concentracién
de estos factores sino mds bien se sugiere que sea debido al ribosoma en si cuya
estructura terciaria al estar alterada {(Roman y Sdnchez, 1975) muestra una menor
eficiencia en la incorporacién de los aminoicidos. Por otro lado, si los ribosomas
que han sido previamente degradados con ribonucleasa pancreitica, contintian
activos en la sintesis de proteinas in vitro {Kuechler et al. 1972), no es extrailo
encontrar que los ribosomas de pollo adulto, cuyo RNA estd parcialmente degrada-
do (S&nchez de Jiménez, et al., 1973), sean todavia actives aunque en menor
proporcién que los ribosomas de embrién. Sin embargo, se podria todavia explorar
la capacidad de sintesis de éstos ribosomas en iguales condiciones de factores de
iniciacién pero con un mensajero natural, ya que esto podria poner de manifiesto,
de manera mas dristica, las diferencias encontradas en el ribosoma.

Phillay (1977) ha descrito un sistema de cotiledones de soya en envejecimiento.
Los ribosomas extraidos de estos cotiledones pierden con el envejecimiento su
capacidad de traducciéon y propone que ésta pérdida podria deberse tanto a un
limitado uso de RNA mensajero, a la inactivacion de los ribosomas, a factores que
participan en la traduccién y a la acumulacién de un inhibidor en el sistema. La
pérdida de actividad de los ribosemas de pollo adulto aqui descritos podrian
reflejar también un proceso de envejecimiento y muerte celular durante el cual
posiblemente contribuyen como factores limitantes las aminoacil tRNA sintetasas,
los factores de elongacién e iniciacién y el RNA mensajero, y en forma significativa
la alteracién sufrida en la estructura terciaria del ribosoma, lo que vicne a deter-
minar la disminucién en Ia capacidad de sintesis proteica.
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