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ABREVIATURAS

aa: aminodcido.

aa-tRNA: dcido ribonucleico aminoacilado.
ADP: adenosina difosfato.

ATA: dc. aurintricarboxilico.

ATP: adenosina trifosfato.

CAP: estructura del tipo m/GpppN™ del

extremo 5' de los mRNAs.

CBP: proteinas que se unen al CAP.

ConA: concanavalina A.

DNA: dc. desoxirribonucleico.

D.0.: densidad optica.

eEF: factor de elongacion de eucariotes.
elF: factor de iniciacion de eucariotes.
£ESy: espermidina sintasa.

ES2: espermina sintasa.

FHA: fitohemoaglutinina.

GDP; guanosina difosfato.

GTP: guanosina trifosfato.

Hy: hypusina.

IL: interleuquina.

IT: inhibidor de traduccion.

kDa: kilodaltons.

MGBG: metilglioxal-bis-gquanilhidrazona.



mRNA:
mRNA-CAP(+):
mRNA-CAP(-):
obC:

PABP:

PMSF:

PO:

Poli(A):
Poli(G):
Poli(U):

RF:

rRNA:
SAMDC:
TCA:
tRNA:
tRNA;:

40S:
60S:
80S:

dc. ribonucleico mensajero.

dc. ribonucleico mensajero con CAP.
dc. ribonucleico mensajero sin CAP.
ornitina decarboxilasa.

proteinas que se unen al poli(A).
fluoruro de fenil-metil-sulfonilo.
poliamino oxidasas.

ac. poliadenilico.

dc. poliguanilico.

ac. poliuridilico.

factor de 1liberacion ("releasing
factor").

ac. ribonucleico ribosomal.
S-adenosilmetionina decarboxilasa.
dc. tricloroacético.

ac. ribonucleico de transferencia.
dc. ribonucleico de transferencia
especifico para el codon de ini-
ciacion.

unidades.

subunidad ribosomal.

subunidad ribosomal.

ribosoma (mondmero).
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I. INTRODUCCION

Los eventos que conducen a la expresion de la
informacidon genética y sus mecanismos de control son mucho
menos conocidos en eucariotes que en procariotes. No es sen-
cillo determinar a qué nivel o niveles se regula la sintesis
de una proteina especifica; ello requiere conocer en forma
precisa la velocidad de sintesis de la proteina y la can-
tidad de mRNA que la codifica.

En cé€lulas de eucariotes el nucleo y el citoplasma
son estructuras ordenadas y complejas y la produccion de un
mRNA en dichas c€lulas no es simplemente el resultado de 1la
transcripcion de un gen. Por otra parte, en c€lulas de
eucariotes diferenciadas en estado de reposo o de creci-
miento lento, los requerimientos fundamentales para cumplir
con el programa gen€tico son totalmente diferentes a los de
c€lulas bacterianas rdpidamente adaptables. Estos hechos
1levaron a sugerir que el control de la expresidon de 1la
informacion genética en eucariotes debe ser diferente al de
procariotes (1). Se ha demostrado que este control en
eucariotes no sdlo es diferente sino incluso mds complejo,
existiendo una mayor variedad de mecanismos de regulacidn
(2) que incluyen las siguientes posibilidades:

a) Transcripcidn: a diferencia de 1o qe ocurre en




procariotes donde la transcripcion es el principal sitio de
regulacidn de la expresion genética, en eucariotes consti-
tuye sdlo el primer sitio de control. Existen varios meca-
nismos de regulacidn que incluyen 1la eleccidn de 1la RNA
polimerasa ya que, en eucariotes, existen tres: 1 (para
rRNA) (3), Il (para mRNA) (3,4,5) y IIl (para tRNA) (3). El
principal punto de control transcripcional es la iniciacidn
de la transcripcion, y estd mediada por la unidn sitio-
especifica de proteinas que cambian la estructura de la cro-
matina o directamente facilitan o impiden la adhesidn de la
RNA polimerasa a sitios especificos del DNA (6). Este tipo
de control existe en c€lulas de vertebrados (7,8,9,10),
c€lulas infectadas por virus (11,12,13) y en eucariotes
inferiores como las levaduras (14,15). En estos organismos
la vida media de los mRNA es muy corta y por lo tanto es my
probable que la regulacion de la velocidad de sintesis de
proteinas se deba fundamentalmente al control de la veloci-
dad de transcripcion.

Aunque existen evidencias de frecuentes ter-
minaciones prematuras (5), hasta el momento se ha descripto
un solo caso de terminacidon diferencial de la transcripcidn,
en adenovirus (16,17,18), por 1o cual no puede decirse que
sea un mecanismo comun de control.

Debe tenerse en cuenta que el control transcrip-



cional para un gen particular no excluye otros niveles de

control.

b) Procesamiento del RNA: se denomina asi a 1la

secuencia de eventos que convierten al RNA transcripto pri-
mario en mRNA maduro y que se esquematiza en la Fig. 1. Las
unidades transcriptas pueden dividirse en dos grupos:
simples y complejas. En la Fig. 2, se ejemplifican ambos
tipos y se indican ademds las modificaciones que pueden
tener lugar en cada caso. En el caso de transcriptos comple-
jos se han postulado dos tipos de regulacion del procesa-
miento:

1) Procesamiento diferencial: durante el cual el transcripto
puede ser procesado en mds de una forma diferente porque
contiene varios sitios de poliadenilacion o varios sitios de
"splicing". Se ha demostrado este tipo de regulacidon para
adenovirus (17,19), para la sintesis de la cadena pesada)» .
tanto en la sintesis de inminoglobulinas como en la secuen-
cia normal de eventos durante la diferenciacion de lin-
focitos L (20,21) y para la fibronectina humana (22).

2) La decisidn procesamiento versus descarte (recientemente
postulada) (l): en este tipo de control, un transcripto
primario podria no ser procesado o ser poco procesado en un
determinado tipo celular o en una c€lula en condiciones

fisiologicas particulares, pero procesado correctamente en
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Figura 2:
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otro tipo celular 0 bajo diferentes condiciones
fisiolodgicas. Los candidatos posibles para este tipo de
control serian las c€lulas en cultivo y los tejidos. Este
mecanismo de regulacion ha sido postulado en base al reca -
bio de RNA nuclear (23) y a la mayor complejidad del RNA
nuclear comparada con la del mRNA (24). Ademds, en c€lulas
en cultivo aunque todos los transcriptos contienen CAP (25)
y mds del 90% de los mRNA-CAP(+) recién sintetizados que son
activamente traducidos contienen en su extremo 3' wun
fragmento de dcido poliadenilico (poli(A)) (26), en el
nucleo la poliadenilacion tiene lugar solamente sobre el 25%
del total de transcriptos primarios (26).

En el caso de transcriptos simples (codifican para
una sola proteina) el procesamiento diferencial no tiene
lugar pero seria posible el segundo tipo de control.

c) Transporte del mRNA del nicleo al citoplasma: se

conoce muy poco acerca del transporte del mRNA del nucleo
hacia el citoplasma como para sugerir la existencia de un
transporte diferencial.

d) Estabilidad del mRNA: existen dos mecanismos de

control posibles:

1) Diferencia en la vida media de diferentes mRNAs en un
mismo tipo celular, lo que le permite a la c€lula acumular

concentraciones diferenciales de dos mensajeros aunque la



velocidad de sintesis de ambos sea igual, como ocurre en
adenovirus (16), durante la diferenciacion eritrobldstica en
mamiferos (27), y durante el desarrollo de "Dictyostelium
discoideum" (28).

2) Diferente vida media para un mismo mensajero en un mismo
tipo celular bajo diferentes condiciones, como ocurre en el
tejido mamario en presencia o no de hormonas (29).

e) Sintesis de proteinas: la sintesis proteica cuyo

mecanismo es virtualmente idéntico en todos los organismos,
es una de las etapas fundamentales de la expresidn genética.
Aunque la maquinaria celular responsable de la sintesis pro-
teica ha sido altamente conservada y la mayoria de los tra-
bajos realizados en esta drea sugieren que los controles a
nivel de la traduccidn estarian involucrados en el "ajuste
fino" de la expresidn genética, aun no se han aclarado
aspectos claves de su regulacion. Dado que el objetivo de
esta tesis es el estudio de los mecanismos de control de 1la
sintesis de proteinas, esta etapa serd analizada en mayor
detalle mds adelante.

f) Procesamiento de las protefnas: el control post-

traduccional determina la conentracion final de la proteina
particular en una c€lula determinada, ya que puede deter-
minar la vida media de las distintas proteinas. Estos proce-

samientos pueden incluir protedlisis, metilacion,



hidroxilacidén, glicosilacidon o la adicidon diferencial de

grupos prostéticos a un mismo polipéptido.



1. SINTESIS DE PROTEINAS EN EUCARIOQTES

Aunque el mecanismo de sintesis de proteinas en
eucariotes es bdsicamente el mismo que en procariotes,
existen diferencias significativas entre ambos. Las prin-
cipales caracteristicas del sistema de eucariotes que 1lo
diferencian del de procariotes son las siguientes:

La traduccion es un evento separado en el tiempo y
en el espacio de la transcripcion.

La maquinaria central de la traduccidon, el
RIBOSOMA, es considerablemente de mayor tamado y mds
complejo en su estructura proteica (Tabla 1, 30).

E1l numero de factores proteicos requeridos para la
iniciacidon es mayor.

E1l mRNA es monocistronico y su vida media mds
larga.

AUG es el coddn exclusivo de iniciacidn.

La mayoria de los mensajeros de eucariotes presen-
tan en su extremo 5' un residuo 7-metilguanosina (m7G) unido

por un puente 5'-5'trifosfato al primer nucledtido del mRNA,



Tabla 1: Tamafio y composicidn de ribosomas de eucariotes

CITOPLASMA DE EUCARIOTES

FUENTE Levaduras Eucariotes
superiores
(30,31,32) (30,31,32)
COEFICIENTE Subunidad menor 408 40S
DE Subunidad mayor 60S 60S
SEDIMENTACION Mondmero 80S 80S
NUMERO DE Subunidad menor 30-32 31
PROTEINAS Subunidad mayor 41-44 49
Subunidad menor 18S 18S
RNA ribosomal 255-26S 28S
Subunidad mayor 5S 5§
(rRNA)
5,85 5,85




1.1. Mecanismo

La traduccion de un mRNA para dar una proteina se
realiza por polimerizacion enzimatica de 1los aminodcidos
sobre la superficie del ribosoma de una manera ordenadamente
secuencial, segun la informacidn contenida en el mRNA. EIl
dador de aminodcidos es el aminoacil-tRNA (AA-tRNA), cuya
sintesis tiene lugar por medio de una reaccidn enzimatica
extrarribosomal.

El proceso de sintesis de proteinas puede dividirse
en tres etapas: iniciacion, elongacidn y terminacidn; 1la
caracteristica com'n a todas ellas es que cada etapa tiene
un alto grado de especificidad e involucra 1la asociacion
estrecha de dos ¢ mds componentes. Para estudiar el meca-
nismo molecular de cada paso se requiere conocer no sdlo 1la
estructura bdsica del ribosoma sino también caracterizar los

factores no ribosomales involucrados en el proceso.

1.1.1. Iniciacion

La iniciacidn de la sintesis de proteinas se define
como la secuencia de eventos que conducen a la formacidn de
un complejo ternario [§05° Met-tRNAj ® mRNé]: el COMPLEJO DE
INICIACION, cuya formacion requiere energia y factores de

iniciacidn (33).



Durante los ultimos afos se han purificado entre 8
y 10 factores de iniciacion a partir de reticulocitos de
conejo (33,34,35,36,37,38,39,40,41,42,43,44), higado de rata
(45,46), higado bovino (35,47), células Hela (49,50), c€lul-
as del tumor ascitico de Krebs II (39,51,52,53), "“Artemia
salina" (54) y germen de trigo (55,56,57,58). En la Tabla 2
se resumen los factores caracterizados hasta este momento,
su P.M. y su funcidn (en el caso de ser conocida).

Aunque aun existe desacuerdo sobre el numero y las
funciones de los factores de iniciacion, se acepta que Jla
reaccidn de 1iniciacidn procede a traves de cuatro pasos
intermedios:
1.1.1.1. Formacidn de un complejo ternario

[e1F-206TP e Met-tRNAi]
1.1.1.2. Transferencia del complejo ternario a la subunidad

40S: complejo de 43S
1.1.1.3. Union ("binding") del mRNA y formacidn del complejo

de 48S
1.1.1.4. Unidn de la subunidad 60 S :ara formar el complejo
de iniciacion 80S

En la Fig. 3 se esquematiza el ensamblado del
complejo de iniciacion y el papel de los factores que par-
ticipan de la reaccion "in vitro". Este esquema supone 1la

reutilizacidn de los factores, pero hasta el momento solo se
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Tabla 2: Factores de intciacion.

Facton PM Funcidn Fuente Ref.
{kDa)
elfF-1 12-15 | Estimila 1a formacidn del complejo | Reticulocitos 33,34
de 43S. Estabiliza al complejo de | de conejo 42
435 y al de 48S (coordina la inte-
raccién codon-anticoddn).
eIF-2| Nativo| Interviene en 1a formacidn del Ret. de conejo | 33,34,37,
144 | complejo ternario (eIF-2.GTP. 41,43
Subuni | Met~tRNA{) necesario para la Higado bovino 35
dades: | formacidn del complejo de 43S. Higado de rata | 46
o 32 C€l. Hela 49,50
B: 52 Cél. Asciticas |51
¥: 54
eIF-3| Nativo | Estabilizacion del complejo de Ret. de conejo | 33-36,43
700* | 43S, Actividad antiasociante y/o Ceél. Asciticas | 36,39
disociante del ribosoma 80S Cel. Hela 49
(excepto para los sistemas de Higado de rata |45
germen de trigo e hfgado bovino). | Higado bovino | 47,48
Germen de trigo [ 55,56,59
elF-4 | A:44-46| Union del mRNA a la subunidad 40S | Ret. de conejo | 33-35,40,
B:80-85| para formar el complejo de 48S. 42,44,57
C:17,5- Cel. Hela 49
19 Higado de 40
D:16-18 conejo
E:24
(csPI)
F:CBPII
elF-5)125-160| Union de la subunidad para dar el | Ret. de conejo | 33-35,42,
complejo de iniciacion 80S. 43
Hidrolisis de GTP. Cél. Hela 49
Liberacidn de los factores de Cel. Asciticas | 51
iniciacion asociados al complejo
de 48S.
elF-6| 23-25 Mantiene la concentracion de Germen de trigo | 55
subunidades 40S/60S Higado bovino 47
Antiasociante uniéndose a la )
subunidad 60S

*No se ha determinado en forma concluyente el numero y la estequiometrfa de sus
componentes.
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80S
COMPLEJO TERNARIO IF-3

Met-tRNAi e

elF-6(?)
elF-2. GTP—.L—;[Met-tRNAu-eIF-Z GTP} [40S-elF-3] =2 40S-elF3
+
T 60S-elF-6(?)
elfF-2 I

GTP

Fig.

3:

S<Met-tRNAi-« GTP] COMPLEJO

[1.0
elF-23 (1,4C) DE 43S
elF-1 } I

elF-4C

elF-4A
elF-4B ATP
CBP Iyll i
WYADP +Pi
mRNA
I

40S- Met'tRNAlomRNA GTP
[ elF-2,3,(14A, 4B4C) ]COMPLEJO

elf-5
GDP P|
(elF-1 4A 494(:)

[80S-Met-tRNAi*mRNA] COMPLEJO DE INICIACION
80S

Mecanismo de iniciacion de sintesis de proteinas.
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"ha demostrado que elF-2 y elIF-3 son reutilizados catalitica-
mente, 1o cual sugiere que algun otro componente puede ser

limitante o estar ausente.

1.1.1.1. Formacion del complejo ternario:

[e1r-204 6TPe Met-tRNAi]__

La estructura, propiedades y funcion reguladora del
factor elF-2 ha sido uno de los aspectos mds estudiados de
la etapa de iniciacion durante los ultimos ados (52,60,61,
62,63).

E1 eIF-2 se une especificamente a Met-tRNA;j en pre-
sencia de GTP para formar el complejo ternario en el cual
todos sus componentes estdn en cantidades estequiometricas y
donde el GTP puede ser reemplazado por analogos no hidroli-
zables (37), lo cual sugiere que este nucledtido trifosfato
tendrfa un papel de regulador alosteérico en la formacion del
compliejo (64).

La controversia que existe entre distintos autores
en cuanto a la composicion y tamaino del elF-2 se debe pro-
bablemente a las distintas técnicas usadas en su
aislamiento. E1 factor estd formado por tres subunidades & ,
@ y 2P de 32, 52 y 54 kDa respectivamente (33). La movili-
dad electroforética de las subunidades en geles de poliacri-

lamida en presencia de SDS variTa segun la concentracion de



poliacrilamida usada: a 10% la subunidad f5 tiene mayor
movilidad que la]p y a 15% ocurre lo contrario (37,65). Por
protedlisis limitada puede perderse la subunidad {b sin que
el factor pierda actividad biologica, aunque aparentemente
pierde estabilidad (60). La peérdida de la subunidad por pro-
tedlisis durante la purificacion explicaria los resultados
de algunos laboratorios que describen el factor con sdlo dos
subunidades (60,61). Se ha demostrado que la subunidad &
une GDP y la subunidad }r es la responsable de la union a
Met -tRNA; y al mRNA.

El factor elF-2 se libera en forma inactiva como
[eIF-ZOGDP] (62,66) durante el ultimo paso de la etapa de
iniciacion (la unidon de 1a subunidad ribosomal 60S), con
hidrdlisis simultdnea de GTP. Para la reutilizacidon del
elF-2 el GDP debe ser reemplazado por GTP, pero la afinidad
del factor por GDP es mayor que por GTP (52). Se postuld
(62) que el intercambio debia ser catalizado por otro factor
de manera andloga al mecanismo enzimdatico que opera en 1la
etapa de elongaciéon en procariotes (EF-Tu/Ts) y en
eucariotes (eEF-1%(/eEF-1 (5) (67).

Estudiando la inhibicion de esta etapa por fos-
forilacion de la subunidad o del elF-2 en reticulocitos de
conejo, se encontrd un nuevo factor de iniciacion (68)

actualmente denominado "GEF" (factor intercambiador de GDP
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por GTP) (52,63). Ambos factores (elF-2 y "GEF") funcionan
cataliticamente. E1 mecanismo propuesto para el reciclado

(63) es el siguiente:

elF-2 GTP Met-tRNAj

GDP elF-2 GEF GTP
elF-2 GDPX GEF XeIF-Z GTP/CMet-tRNAi

Como la afinidad de elF-2 por GDP es muy alta, 1la
ausencia o inactivacion de "GEF" impedirda el reciclaje del
factor, se acumularad [eIF-ZOGDﬁ] inactivo, y se inhibira la
iniciacion.

E1l mecanismo parece funcionar tambiéen en otras
c€lulas de eucariotes como Artemia salina (54), celulas de
tumor ascitico (52,53), higado de rata (46) y germen de
trigo (57).

Los estudios acerca de la funcion del factor elF-2
han dado lugar a una cierta confusidon, ya que se ha dicho
que se necesitan factores auxiliares (cofactores) que 1lo
ayuden en sus funciones. Se han descripto tres cofactores
denominados Co-elIF-2A, Co-elF-2B y Co-elF-2C (52,62,63,66).

E1l factor Co-elF-2A es el unico que ha sido
purificado: es una proteina de aproximadamente 200 kDa, que
estimila moderadamente la formacidn del complejo ternario y

1o estabiliza (69). El estudio de las funciones y peso mole-



cular del Co-elF-2B permiten asegurar que se trata del
complejo elF-2 GEF . Por las propiedades se deduce que el
factor activo en el extracto de Co-elF-2C seria el elF-2

GEF o “"GEF" o ambos (63).

1.1.1.2. Transferencia del complejo ternario a la subunidad

ribosomal 40S: Complejo de 43S

La iniciacidn de 1la sintesis de proteinas tiene
lugar solamente sobre subunidades ribosomales separadas. En
eucariotes se ha demostrado que la unidon del mRNA a la subu-
nidad 40S requiere la unidon previa del Met -tRNAj a la
subunidad 40S, formando un complejo de 43S:
[eIF-Zo GTP o Met-tRNAje® 4os-eIF-3] (35,44,70).

Teniendo en cuenta que:

a) La concentracidon fisioldgica de Mg** intracelular
favorece la asociacion de subunidades (47,48,71)

b) La concentracidn de ribosomas 80S que no participan en
la sintesis de proteinas es variable de acuerdo al
estado metabdlico de la cé€lula (70)

c) La velocidad de disociacidn del mondmero es muy lenta
comparada con la velocidad a la cual 1los ribosomas
realizan el ciclo subunidades —> polisomas —>
subunidades, aunque existen condiciones en las cuales

la mayorta de los ribosomas debe entrar al "pool" de



mondmeros (p.ej.: el stress) o salir rdpidamente de
éste (p.ej.: cuando se estimula el crecimiento) (70)
d) La concentracidon de subunidades nativas es practicamen-
te constante (6)
la c€lula debe tener un mecanismo para mantener la con-
centracion de subunidades o para generar subunidades a par-
tir de monomeros.

La generacion de subunidades fue originalmente
atribuida al factor elF-3 aislado de reticulocitos de conejo
(39), higado de rata (45) y de c€lulas asciticas (39). EI
elF-3 estd formado por 8 o 10 polipeptidos cuyos P.M. varian
entre 28 y 120 kDa (43) y que hasta el momento solo ha sido
separado en dos componentes, uno pesado (500-700 kDa) y otro
liviano (51 kDa) (45). Este factor impedirta la reasociacion
de subunidades uniéndose estequiométricamente a la subunidad
40S (34,39,41,50) e interactuando especificamente a traves
de una de sus subunidades (66 kDa) con el rRNA 18S (72);
ademds seria capaz de disociar el mondmero en subunidades
(40,45). En contraste con estos resultados, el factor elF-3
de germen de trigo (55,56) y de higado bovino (47,48) care-
cen de actividad antiasociante y/o disociante (48,59). En
estos dos sistemas, la actividad antiasociante se encuentra
en la fraccidn post-ribosomal y estd representada por un

polipéptido de 23 kDa en germen de trigo (55) y de 25,5 kDa
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en higado bovino (48). Este péptido, que se ha designado
elF-6, (48,55,56) se une a la subunidad 60S, impide su
reasociacion con la subunidad 40S y no tiene actividad diso-
ciante (47,48,55,56). Se ha sugerido que la actividad anti-
asociante presente en el complejo polipeptidico elF-3 se
debe a la unidn del factor elfF-6 con dicho factor durante
los primeros pasos de purificacion. Dado que la interaccidn
elF-3-ribosoma y elF-6-ribosoma procede a traveés de distin-
tas subunidades y péptidos de diferente P.M. se deberan
purificar todos 1los componentes del factor elIF-3 para
establecer cudl es el papel de cada uno de ellos y deter-
minar si la formacion de subunidades tiene lugar a traves de
un mecanismo comun o diferente en distintos organismos.

Se ha demostrado que todos los componentes del
complejo ternario (73,74) como asi también todas las subuni-
dades de los factores elF-2 y elIF-3 (37,39,73,74) estdn pre-
sentes en el complejo de 43S. Los factores elF-1 y elF-4C
estabilizan al complejo (70). E! factor elF-4C estd presente
en cantidades estequiométricas en la subunidad 40S, pero
estd ausente en los dimeros 40Se 40S (40) que se forman
durante la preparacion de subunidades nativas (51). Ademds
estimula marcadamente la formacidn del complejo de ini-
ciacidn cuando se usan monomeros 80S como fuente de riboso-

mas y en menor medida cuando se usan subunidades separadas



(34,40,42,75). Es un factor accesorio del elF-3 en la diso-
ciacion del 80S; solo tiene un leve efecto por si mismo y
este efecto es aditivo al del elfF-3 (40). Ademds, disocia
los dimeros de 40S dando subunidades activas. Se ha postu-
lado entonces que se asocia a la subunidad 40S evitando su
asociacion prematura con la 60S y la dimerizacion, con 1lo
cual aumenta la velocidad y el grado de formacidn del

complejo de iniciacidon (40).

1.1.1.3. Unidn ("binding") del mRNA y formacidn del complejo

de 48s

La union del mRNA al complejo de 43S es uno de los
eventos mds complejos y de mayor inter€s de la etapa de ini-
ciacidn, ya que en este paso se hace la seleccidon de un mRNA
especifico y el ribosoma debe encontrar el sitio de 1ini-
ciacion sobre el mensajero para comenzar a traducir una
secuencia especifica. La caracteristica diferencial de 1la
iniciacion entre eucariotes y procariotes es que esta etapa
de union de mRNA requiere la hidrdlisis de ATP.

Para poder analizar este paso, es necesario tener
en cuenta varios aspectos:
A) Estructura de mRNA: a) Su cardcter monocistrdnico

b) Su estructura secundaria

c) Existencia de un unico coddn (AUG)
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de iniciacion

d) Funcidn del CAP

e) Funcion del poli(A)

f) Secuencia no traducible del
extremo 5' del mRNA

B) Requerimientos de factores proteicos:

a) Factores de iniciacidn

b) Proteinas que se unen al CAP
("cap-binding proteins", CBP)

c) Proteinas que se unen al poli(A)

("poly(A) binding proteins", PABP)

C) Hidrdlisis del ATP.

A) Estructura del mRNA

a) E1 cardcter monocistronico de la expresion genética en
eucariotes (excepto en el caso de algunos mensajeros
virales) (76) significa no solamente que un unico mRNA
dirige la sintesis de una unica proteina, sino también que
la proteina que se expresa es aquella que estd codificada
mds cerca del extremo 5' de la cadena polinucleotidica
(76,77). Esta restriccion estd dada no tanto por la estruc-
tura del mensajero sino por las propiedades de los ribosomas
de eucariotes que son incapaces de unirse directamente a un

sitio interno de iniciacidn y de reiniciar la lectura de un



segundo cistron luego de haber atravesado el primero
(78,79). Esto significa que las c€lulas eucaridticas no son
capaces de coordinar la sintesis de una serie de proteinas
agrupando los genes detrds de un unico promotor transcrip-
cional. En procariotes, en cambio, los transcriptos poli-
cistrdnicos son el principal recurso regulatorio; 1las
celulas de eucariotes deberian tener un mecanismo compen-
satorio para coordinar la expresidon genética. Uno de estos
mecanismos podria ser la fusidon de genes que daria lugar a
la existencia de proteinas polifuncionales. Existen ejemplos
de tales proteinas en S. cerevisiae (Triptofano sintasa)
(80), Neurospora (enzimas de la biosintesis de sustancias
poliaromaticas) (8l1) y en mamiferos (sintetasa de dcidos
grasos) (82).

b) Estructura sencudaria: La alteracion de la estructura del
mensajero puede perturbar su interaccion con el ribosoma. En
la Tabla 3 se resumen algunas de las manipulaciones a que

han sido sometidos algunos mensajeros.



Tabla 3: Alteracidn de la estructura del mRNA y su efecto

sobre el "binding" a ribosomas de eucariotes

Alteracidn Efecto sobre el "binding"
Circularizacidn Anulacidn (79)
Desnaturalizacidn o dismi- Mantiene la capacidad de
nucion de la estructura “binding" en el extremo 5'
secundaria. (83,84).

No hay "binding" directo a

sitios internos (83).

Se encuentran mRNAs con md’s
de una subunidad 40S (85).

Aumento de la estructura La disminucion del "binding"
secundaria. es paralela al amento de es-
tabilidad de la estructura
secundaria (83).

Los efectos de estas perturbaciones se discutieron en parte
en (A,a) y el resto se comentard cuando se discuta el meca-
nismo de iniciacidn; por ahora la principal conclusidon de 1la
tabla es que la estructura secundaria del mRNA juega un

papel fundamental en el binding del ribosoma.

¢) Codon iniciador: Se ha demostrado que en <c€lulas
eucariotes la sfntesis de proteinas comienza exclusivamente

en codones AUG (86) y en mdas del 90% de los mRNAs en el AUG
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mds cercano al extremo 5' de 1la cadena polinucleotidica
((A.a), (87)). En el citoplasma de ce€lulas eucariodticas
existen dos tRNAMet (a1 igual que en procariotes); uno de
ellos funciona exclusivamente en la iniciacidn (tRNAjMet) y
otro en la elongacidn (88). A diferencia de 1o que sucede en
procariotes, el tRNAiMet no estd formilado, pero puede for-
milarse artificialmente, 1o cual reduce su afinidad por 1los
factores de iniciacion (89).
d) Funcidon del CAP: Esta estructura cumple dos funciones:
estimila el "binding" de la subunidad 40S al mRNA durante la
iniciacion (90), y estabiliza al mensajero protegiéndolo de
la . accidon de exonucleasas y fosfatasas (35,91,92).

Aunque en eucariotes se han encontrado mRNAs sin
CAP no funcionales, esta estructura no es un requerimiento
obligatorio para la traduccion ya que algunos mRNAs virales
(90) carecen de ella y son eficientemente traducidos. Las
consecuencias del agregado del CAP a mRNAs naturalmente
CAP(-) son algo variables (93,94); en cambio, la eliminacion
del CAP de mensajeros CAP(+) produce siempre una disminucidn
significativa en la eficiencia de traduccion, pero el efecto
depende del mensajero ensayado y del sistema libre de c€lu-
las utilizado (95). La funcionalidad del CAP en la sintesis
de proteinas ha sido confirmada utilizando andlogos estruc-

turales tales como m/GMP, m/GDP y m/GpppNM™, 1los cuales



tienen un efecto inhibitorio sobre el binding del ribosoma a
mRNAs-CAP(+) y en consecuencia sobre su traduccion (96,97).

E1 efecto estimlatorio del CAP sobre la sintesis
de protefnas "in vitro" se ve afectado por la fuerza idnica
(98,99), la temperatura (99), la concentracion (100), el
tipo de mensajero (100) y el pH (101).

Se ha postulado que la estructura CAP en c€lulas
superiores facilita el "binding" del ribosoma al mensajero y
reemplaza la interaccign mRNA - rRNA (tipo Shine-Dalgrano)

que tiene lugar en procariotes (69).

e) Funcidn del poli(A): A esta estructura se le han atri-
buido las siguientes funciones:

Estabilidad del mRNA: En diferentes mensajeros con
distintos grados de poliadenilacidn, el aumento de la vida
media es paralelo al amento de la longitud del segmento de
dcido adenilico (102,103,104). Sin embargo existen una serie
de mensajeros donde no hay correlacion entre la longitud del
fragmento y su estabilidad (102,105,106).

Procesamiento y transporte del mRNA: Es poco pro-
bable que el poli(A) tenga algun papel en estas etapas. En
primer lugar, el hecho de que cierto numero de virus de
mamiferos cuyos ciclos de vida se desarrollan enteramente en

el citoplasma posean mensajeros poli(A)(+) (107) ha sugerido



que el fragmento poliadenilico cumple funciones citoplasmd-
ticas. Ademds mensajeros que naturalmente son poli(A)(+) o
que han sido de-adenilados tratando a 1las c€lulas con
3'-deox1adenpsina son eficientemente transportados al
citopliasma (103,104) y correctamente procesados (104).

STntesis de proteinas: Aunque algunos autores con-
sideran que no hay elementos ciertos para involucrar a esta
estructura con la sintesis de proteinas, existen unas cuan-
tas evidencias que apoyan la hipotesis. Se ha demostrado que
los mRNA poli(A)(+) no solo son mds eficientemente traduci-
dos que sus correspondientes mRNApoli(A)(-) (108), sino que
la eficiencia de traduccion es mayor cuanto mayor es el
tamaio del fragmento poli(A) (105). Ademds "in vivo" existe
una correlacion directa entre el tamano de los polisomas y
el grado de poliadenilacion de los mRNAs correspondientes
(109).

Recientemente se ha comprobado que "in vitro" el
poli(A) purificado inhibe competitivamente la traduccidn y
que otros ribopolimeros producen solo un efecto parcial a
concentraciones mds altas (102). E1 efecto inhibitorio se
observa fundamentalmente sobre mensajeros poliadenilados y
puede ser revertido aumentando la concentracion relativa de

mRNA poli(A)(+), o utilizando como competidor poli(A) de

menor longitud (102). La relacion directa que existe entre
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longitud del fragmento de poli(A) y el grado de inhibicidn
indicaria que el efecto es especifico. En base a 1los
resultados obtenidos se ha propuesto que el fragmento
poli(A) de los mensajeros estda involucrado en la traduccidn
y que el poli(A) agregado exdgenamente secuestra algun com-
ponente que deberia interactuar con el mRNA poli(A)(+). Se
ha seifalado que ese componente seria la PABP ya que las RNPs
son mds resistentes a la inhibicidn mediada por poli(A) y 1la
interaccion poli(A)-PABP requiere, al igual qe la actividad
inhibitoria, un poli(A) de determinada 1longitud. Esto no
excluye la hipctesis previa de que a altas concentraciones
tanto el poli(A) como otros polinucledtidos actuan de manera
inespecifica a traves de una interaccidn polianion-ribosoma,
reduciendo la eficiencia total de la iniciacidn (110).

Dado que 1la estabilidad de un mensajero es, en
parte, una consecuencia de la eficiencia con que es tradu-
cido, y dicha eficiencia dependeria de la longitud de su
poli(A), 1la relacion entre la longitud del poli(A) y su
estabilidad seria indirecta.

La capacidad de agregar o eliminar poli(A) a una
poblacidn de mRNAs le brinda a la célula la oportunidad de
alterar totalmente su patron de sintesis de proteinas sin

modificar concomitantemente 1la <complejidad de sus men-

sajeros.
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f) Secuencias no traducibles del extremo 5' del mRNA
(secuencia lider): Recientemente se han tabulado las secuen-
cias 5' no traducibles de 211 mensajeros de euciriotes (77).
Del andlisis de é€stas surgen las siguientes observaciones:

La longitud de esta region varia de 3 (111) hasta
742 (112) nucledtidos; sin embargo en el 70% de los men-
sajeros la secuencia tiene una longitud de 40-80 nucledtidos
(111). Las secuencias extremadamente cortas o extremadamente
largas son raras y corresponden a mRNAs virales 1las pri-
meras, Yy a mMRNAs virales o mensajeros de oncogenes, de
"tpidermal Growth Factor" y de "heat shock proteins" 1las
segundas (77).

La traduccion de un mensajero parece 10 ser pertur-
bada cuando la secuencia lider es alterada »ror delecion,
insercidn o recombinacidon (113) y, anque la ieterogeneidad
de las secuencias es marcada, existen algunas carac-
teristicas conservadas o semiconservadas:

1. La traduccidn comienza en el AUG mds prdximo al extremo
5' en el 95% de los casos (77).

2. Los codones de iniciacidon funcionales se encuentran en
un contexto de secuencia restringida. La caracteristica
mds sobresaliente es la presencia de wuna purina,

generalmente A, en la posicion -3 (en el 79% de los men-
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sajeros analizados) (77,114). Cuando el mensajero tiene
un triplete AUG antes del iniciador, la posicidon -3
generalmente estd ocupada por una pirimidina (114) y, en
codones que codifican para metioninas internas, la fre-
cuencia de nucledtidos en la posicion -3 es totalmente
al azar (77). Otro nucledtido frecuentemente conservado
es una purina en la posicidon +4, generalmente G, (40-60%
de los casos) (114).

Aunque las posiciones -3 y +4 son las mas altamente
conservadas en los mensajeros naturales (77,114) parece que
otros nucledtidos cercanos también estdn conservados. AsT,
la secuencia “consenso" para la iniciacion en eucariotes
parece ser CCECCAEE(G) (77). Experimentos recientes de
mutagénesis sitio-dirigida confirman la importancia de 1la
purina en la posicidn -3, pero aun no existen evidencias de
que las otras posiciones contribuyan al reconocimiento
(115).

La distribucion no al azar de 1los nucledtidos
sugiere que la maquinaria de iniciacidon no es indiferente al
contexto de bases alrededor del triplete AUG, pero el
andlisis (77) y los experimentos realizados (115) incluyen
mensajeros con una muy variada eficiencia de traduccion y no
muestran el contexto mds favorable para la iniciacion. Por

1o tanto no permiten predecir que dos mensajes con secuen-



cias idénticas alrededor del iniciador sean traducidos con
jdéntica eficiencia ya que otras caracteristicas (estructura
secundaria o secuencia adyacente al CAP) podrian diferir de

manera tal que afecten la funcionalidad del mensaje.

B) Requerimientos de factores proteicos

a) Factores de iniciacidn: Los factores necesarios para 1la
union del mensajero al complejo [Met-tRNAio elF-2e GTPe
40seelf-3] son los factores elF-4A y eIF-4B (35,116). Estos
se unen a mensajeros CAP (+) en una reaccidn que depende de
la presencia de ambos y posiblemente de la proteina CBPI. La
reaccidon requiere hidrolisis de ATP e involucra eventos en
la zona del CAP o cerca de ella, ya que es inhibida por
m/GDP (38,117).

Cuando se utiliza un extracto crudo de factores de
iniciacion, el requerimiento de ATP para la union covalente
(cross-1inking) de 1los factores eIF-4A y elIF-4B al mRNA
depende directamente del grado de estructura secundaria del
mensajero (124). Pero c'ando se util%zan factores purifica-
dos, la interaccidn de ambas proteinas con el mensajero
depende de 1la presencia de ATP, independientemente de 1la
estructura secundaria del mensajero (116).

Se ha demostrado en el sistema de germen de trigo

que el factor elF-4A es el componente que interactuya direc-



tamente con el ATP (118).

Recientemente se ha descripto un nuevo factor,
elF-4F (44), involucrado en este paso de la sintesis de
proteinas. El1 factor estimula la unidn del mensajero al
complejo de 43S, Tiene una composicion similar a la proteina
CBPII (44,119) y al igual que ella restituye a extractos de
ce€lulas Hela infectadas con poliovirus la capacidad de tra-
ducir mRNAs-CAP(+) (119). Estd compuesto fundamentalmente
por cuatro péptidos de 24 kDa, 46 kDa, 73 kDa y 200 kDa,
compartiendo con la proteina CBP II los péptidos de 24 kDa
(corresponde a CBP 1), el de 46 kDa (que en el caso del fac-
tor elF-4F se demostrd que es idéentico al factor elF-4A) y
el de 200 kDa. Lo que aun no se ha determinado es si 1los
polipeptidos CBP I 'y eIF-4A existen como entidades
monomeéricas y/o como componentes del factor elF-4F, y si el
factor tiene o no algun papel funcional.

E1 factor elF-1 estimula como ya se menciond, 1la
union de la subunidad 40S a Met-tRNAj. Aparentemente, induce
la reubicacion de Met-tRNAj, <coordinando 1la interacciodn
coddn-anticoddn y haciendo que el "binding" del mensajero

sea estable (35).
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b) Proteinas que se unen.al CAP CBP ("cap binding proteins",
CBP): Como se menciond en (A.d) el CAP facilita el proceso
de iniciacidn acelerando la velocidad de unidn del mensajero
al complejo de iniciacidon. Esta funcion requiere un receptor
para el CAP dentro de la maquinaria de la iniciacion.

En preparaciones de factores de iniciacion de
eucariotes se han identificado por reacciones de
“cross-1inking" (entrecruzamiento) especifico varios
polipéptidos que interactuan con el CAP 5' terminal de 1los
mensajeros.

E1 primer polipéptido descripto es uno de P.M. 24
kDa (120) denominado 24-CBP o CBPI (120,121) o elF-4E (122).
Este polipéptido fue luego purificado por cromatografia de
afinidad en m7-GDP-Sepharosa (127) y m7-GTP-Sepharosa (123).
Su interaccion con el CAP es independiente de la presencia
de ATP y Mg**t (117). Estd presente en muy bajas con-
centraciones en preparaciones purificadas de elF-3 y elF-4B
(122).

Se detectaron también polipéptidus de 28 kDa (117),
50 kDa (117) y 80 kDa (124) capaces de interactuar con el
CAP pero el "cross-linking" requiere ATP y Mg**, y el ATP no
es reemplazable por andlogos no hidrolizables.

Los anticuerpos monoclonales obtenidos contra CBPs
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interactuan con el polipéptido de 50 kDa e inhiben el
“cross-linking" de los polipéptidos de 24, 28, 50 y 80 kDa
(117,125), sugiriendo que 1los polipéptidos estdan estruc-
turalmente relacionados.

La proteina de 24 kDa purificada es capaz de rever-
tir la inhibicidn de la sintesis de proteinas producida por
andlogos del CAP (126), pero no es capaz de restituir 1la
actividad de traducir mRNAs CAP(+) (actividad recuperadora)
a extractos de cé€lulas Hela infectadas por poliovirus (119,
121,127,128). Ademds la CBP de 24 kDa se asocia durante 1la
purificacion a peptidos de alto peso molecular (120,126,
127). La actividad que restituye a las c€lulas HelLa infec-
tadas con poliovirus la capacidad de traducir mRNAs con CAP
estd asociada a un complejo proteico de alto peso molecular
que incluye a la proteina de 24 kDa (119,121,127,128). Los
polipéptidos asociados a la proteina de 24 kDa podrvian
simplemente estabilizar 1la actividad recuperadora o bien
podrian tener actividades separadas relacionadas con el
reconocimiento del CAP (126). La proteina de 24 kDa purifi-
cada por cromatografia de afinidad se obtiene en dos formas
diferentes, una que interact’a con el CAP y otra mds
compleja que tiene actividad recuperadora (127). En c€lulas
HeLa infectadas por poliovirus se ha encontrado que 1a pro-

teina de 24 kDa es capaz de interactuar con el CAP, pero no



- 35 -

de restituir la actividad de traduccion de mensajeros CAP(+)
(121).

Aunque aun no se sabe cudl es el componente respon-
sable de la actividad recuperadora, se ha determinado que el
anticuerpo monoclonal anti-CBP neutraliza las dos activida-
des (126).

Si bien aun no existen datos para asegurar cudl es
la proteina fisiologicamente activa, los estudios realizados
indican que existiria como un precursor de alto peso molecu-
lar cuya ruptura podria ocurrir "in vivo" como un mecanismo
para generar CBPs activas o "in vitro" durante la purifica-
cion. E1 hecho que en polisomas de reticulocitos de conejo
el unico polipéptido capaz de interactuar con distintos
anticuerpos monoclonales anti-CBP sea el de 50 kDa (125) y
ademds que este mismo polipeptido sea la principal proteina
que hace "cross-linking" <con el CAP de mensajeros de
reovirus en el complejo de iniciacion 80S (117), sugiere que
“in vivo" ocurre algun tipo de procesamiento que por ruptura
de un precursor de alto peso molecular genera la proteina de

50 kDa que es la que posee la actividad de unirse al CAP,



c) Proteinas que se unen al Poli(A) ("poly(A) binding
proteins", PABP): Los mensajeros estdn asociados a pro-
teinas, y uno de los principales sitios de esta interaccidn
es la secuencia poliadenilica (129). Las proteinas de este
tipo mejor caracterizadas son dos: una de 73-78 kDa aislada
de c€lulas de mamiferos y de aves (130,131) y otra de 38-40
kDa aislada de "Artemia salina" (132).

Se han propuesto varias funciones para estas pro-
teinas, como por ejemplo estar involucradas en la asociacidn
de hnRNP a la matriz del nucleo (132,133,134), en el trans-
porte de mRNAs del nucleo al citoplasma (132,135), en 1la
poliadenilacion (132), y en 1la traduccion de mensajeros
(102,132), pero aun no se conoce su real significado fun-

cional.

C) Hidrélisis de ATP

La hidrdlisis de ATP es un requerimi.nto de la ini-
ciacion de la sintesis de proteinas solo en eucariotes
(34,75).

La hidrolisis del ATP es necesaria para la unidn de
la subunidad 40S al extremo 5' del mensajero (75) y también
para la migracion de la subunidad desde el "sitio de

entrada" en el extremo 5' hasta el coddn AUG iniciador



(136).

La union de la subunidad 40S a mensajeros con una
estructura secundaria reducida es menos dependiente de ATP y
del CAP que el correspondiente a mensajeros nativos (83,136,
137).

La interaccidon de las proteinas CBP de 28,50 y 80
kDa con el extremo 5' CAP del mensajero es dependiente de
ATP y Mg** solo si el extremo 5' tiene un cierto grado de
estructura secundaria (117,125). Ademas el efecto inhibi-
torio sobre el "binding" ribosoma-mRNA que ejercen los anti-
cuerpos monoclonales anti-CBP estd directamente relacionado
con el grado de estructura secundaria presente en el men-
sajero (125). También la inhibicion de la formacidon del
complejo de iniciacion por alta concentracion salina estd
directamente relacionado con el grado de estructura secun-
daria del mRNA (124).

Los datos involucran al ATP como mediador de 1la
funcion del CAP y se sugiere actualmente que los factores
que reconocen al CAP intervienen de una manera ATP-
dependiente en la relajacion de la éstructura secundaria del
extremo 5' del mensajero, facilitando su union al mismo

(69,117,124,125).
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Seleccidn del sitio de iniciacion en eucariotes

Si bien el mecanismo por el cual los ribosomas de
eucariotes seleccionan un sitio particular en el mensajero
para iniciar la sintesis de proteinas ain no ha sido diluci-
dado, los resultados experimentales han llevado a proponer
un modelo denominado "Mecanismo de Scanning" (114,138).
Segun este modelo, la subunidad 40S se une inicialmente al
extremo 5' del mensajero en una reaccidon que requiere ATP,
CBPs y factores de iniciacion. Lluego la subunidad migra:
hacia el interior del mensajero (136). Si el contexto de
bases alrededor del coddn AUG es el adecuado (87) la subuni-
dad deja de migrar, el factor elF-1 coordina la interaccidn
codon-anticodon, y ese triplete funciona como unico ini-
ciador (115); pero si la secuencia alrededor del primer
triplete AUG no es la optima, solo unas pocas subunidades se
detienen alli y la mayorfia continua migrando hasta encontrar
otro AUG mds lejano al extremo 5' (115).

En el modelo, la posicidn del triplete AUG (su
proximidad al extremo 5') es fundamental en la definicidn
del sitio de iniciacidn funcional (77) y el contexto de
bases en que se halla el codon modularia la eficiencia con
la cual ese triplete detendria la migracion de la subunidad

40S (87,115).
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La clave del modelo es que la subunidad 40S debe

ser capaz de migrar a lo largo del mensajero hasta encontrar

el coddn de iniciacidn. Esta propiedad ha sido demostrada de

varias maneras:

a) Los complejos de iniciacion que se forman entre men-
sajeros y subunidades 40S en presencia de edeina
(oligopéptido secretado por "Bacillus brevis” que inhibe
la iniciacidn de la sintesis de proteinas) contienen 10
a 12 subunidades 40S unidas a cada molécula de mRNA
(139).

b) La esparsomicina es un inhibidor de la sintesis de pro-
teinas que afecta la elongacion, pero permite la for-
macidon del complejo 80S sobre el sitio normal de
jniciacidn. Cuando se preincuban RNA mensajeros y ribo-
somas con esparsomicina, la incubacion posterior con
edeina no permite la union de nuevas subunidades 40S
(139). Por otra parte, se demostrd que los mensajeros de
eucariotes circulares sin extremo 5' libre nn eran tra-
ducidos (79). Los experimentos «con ‘esparsomicina y
edeina no solo corroboran que los ribosomas no pueden
unirse a regiones internas del mensajero, sino que
demuestran que la entrada de cada subunidad 40S estd
restringida al extremo 5°'.

Si la entrada de cada subunidad se produce solamente a
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través del extremo 5' y cada mensajero es capaz de tener
unidas varias subunidades 40S, la subunidad es capaz de
migrar. En ausencia de antibicoticos, pero en condiciones
en que se perturba la interaccidn Met-tRNAGAUG, tales
como disminuyendo la concentracion de Mg*t (85), utili-
zando un mensajero desnaturalizado (83) o cambiando AUG
por AUI (83), se obtienen mensajeros que tienen unidas
varias subunidades 40S. Estos resultados indican qe 1la
propiedad de moverse a 1o 1largo del mensajero es
inherente a la subunidad.

Otros estudios demostraron que en los complejos de ini-
ctacion preformados en presencia de edeina e incubados
posteriormente en condiciones en que se impide 1la
entrada de nuevas subunidades por agregado de pm7G las
subunidades son capaces de migrar solo si tiene lugar la
hidrdlisis de ATP; si esto no ocurre, las subunidades
quedan unidas a la zona 5' anterior al AUG (136).

Se sabe ademds que la unidon de la subunidad 60S no
requiere hidrdlisis de ATP. Los datos indican que 1la
iniciacion tendria lugar en dos etapas: en la primera se
produciria el "binding" de la subunidad 40S al extremo
5' del mensajero seguida por la migracion ATP-
dependiente hasta el AUG funcional.

E1 modelo explica también los datos mds recientes segun



los cuales aunque con la mayoria de los mensajeros de
eucariotes la traduccion comienza en el primer AUG (77),
existe una lista de excepciones cada vez mayor (5% de
los mRNAs celulares y 10% de los mRNAs virales
estudiados) (87) que tienen uno o mds codones AUG que
preceden al AUG funcional. Ademds 1la distribucidn de
nucledtidos a]rededor.de] codon AUG funcional no es al

azar y las alteraciones de 1la composicidon de dicha

secuencia afecta la eficiencia de la traduccion (115).

1.1.1.4. Formacidn del complejo de iniciacidn 80S

La union de la subunidad 60S al complejo de 48S da
lugar a la formacidn del complejo de iniciacion 80S, y es
estrictamente dependiente de la presencia del factor elF-5
(33,42,75). La transicion estd acompanada de la liberacidn
de 1los factores elF-2 y eIF-3 (39,66,73,74) y de 1la
hidrolisis del GTP unido (75).

Otros dos factores (elF-4C y eIF-4D) han sido rela-
cionados con este paso. El factor elF-4C estimularia la for-
macidon del complejo de iniciacidon, estabilizando al complejo
[Met-tRNAi‘ 40{] (34,40,51,75) por interaccion directa con
€l, y protegiéndolo de la accidon de la Met-tRNAj deacilasa

ribosomal (140).

E1 factor elF-4D estimula la sintesis de metionil-



puromicina y de polifenilalanina (34). Su funcidn en 1la
sintesis de proteinas aun no ha sido aclarada, pero se ha
sugerido que asegurarfa que el Met-tRNA; esté unido en la

posicion correcta en el complejo de iniciacion 80S.

1.1.2. Elongacion

Durante esta etapa se agregan aminodcidos sucesiva-
mente segun la secuencia de codones especificada en el men-
sajero. Comprende wuna serie de eventos que se repiten
cfclicamente (67) y que se esquematizan en la Fig. 4.

1) Union de un AA-tRNA apropiado a un sitio (sitio A) en
el ribosoma. E1 AA-tRNA estd especificado por el coddn
del mensajero presuntamente también ubicado en el sitio
A. La reaccion requiere factores solubles (eEF-1) y GTP
(67).

El1 factor eEF-1 ha sido aislado de diferentes células
de eucariotes; existe en formas de distintos pesos
moleculares (50 a 500 kDa). En la mayoria de los orga-
nismos estudiados existe en una forma inactiva de alto
peso molecular que contiene tres subunidades (de 52-62
kDa, 47-69 kDa y 26-30 kDa) (58,141). Se han encontrado
dos formas complementarias (58,141), eEF-1 < de 53 kDa
que es funcionalmente equivalente al factor EF-Ts de

procariotes y eEF-18 de 30 kDa, que corresponde fun-
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cionalmente a EF-Tu de procariotes.

E1 factor eEF-18 generalmente se aisla formando un
complejo con otro polipé€ptido eEF-1T de 55 kDa, cuya
funcion aun no se conoce (67,141),

E1 factor eEF-le, si bien es funcionalmente equiva-
lente al EF-Tu de procariotes se diferencia de aqu€él en
que tiene dos sitios diferentes de union a RNA, uno
para AA-tRNA y otro para rRNA (142)., Ademdas la activi-
dad GTPasica del factor es estimulada por algunos poli-
nucledotidos sintéticos, como poli(G), y por rRNA 28S,
cuya base mas abundante es G. Se ha postulado que inde-
pendientemente de que ciertas proteinas ribosomales
puedan tener alguna funcion en el proceso, el reconoci-
miento del rRNA 28S por el factor y la estimulacidn de
la actividad GTPasica por el mismo RNA podria tener un
papel fundamental en la etapa de decodificacion (142).
Formacion del enlace peptidico: La transferencia del
peptido naciente ubicado en el sitio P al grupo & NHy,
del AA-tRNA que se encuentra en el sitid A es catali-
zada por la enzima peptidil transferasa, localizada en
la subunidad ribosomal mayor. La reaccion no requiere
factores proteicos ni GTP (67).

Translocacidon ribosomal: involucra el movimiento rela-

tivo del mensajero y el ribosoma. Como consecuencia de
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este proceso, el ribosoma se "mueve" un tripliete a 1lo
largo del mensajero en la direccion de 5' hacia 3', el
peptidil-tRNA pasa del sitio A al P y libera el tRNA
que ha quedado de-acilado y estaba en el sitio P (67).

La reaccion requiere factor de elongacidon eEF-2 y GTP.
E1 factor eEF-2 ha sido aislado de la mayoria de 1las
c€lulas de eucariotes (141,143); su peso molecular es
aproximadamente de 90-110 kDa, tiene actividad GTPdsica
y es especificamente inactivado por el fragmento A de
la toxina del cdlera que cataliza su ADP-ribosilacidn
(141,144), La ADP-ribosa se une a un aminodcido poco
com’™n, la “diftamida" (145), y el factor modificado es
incapaz de catalizar la hidrolisis de GTP y la translo-

cacion.

1.1.3. Terminaciodn

Es la etapa en la cual el péptido terminado se
libera al citoplasma. Esto tiene lugar cuando durante el
movimiento relativo del ribosoma y el mRNA aparecen 1los
codones de terminacidn que no codifican para ningun ami-
nodcido en el sitio A del ribosoma (146). En eucariotes se
requiere la presencia de un solo factor soluble y GTP. EI
factor de ﬁerminacidn es capaz de reconocer los tres codones

de terminacidn y el GTP, a diferencia de lo que ocurre en



cé€lulas procariotes donde existen dos factores de ter-
minacion con diferente especificidad de coddn y un tercero
que reconoce GTP,

El factor de eucariotes tiene dos subunidades de 56
kDa; tiene actividad GTPdsica en presencia de ribosomas Yy
dicha actividad es estimulada por la presencia de codones de
terminaciadn.

La enzima peptidil transferasa también cataliza 1la
hidrdlisis de la unidn peptidil-tRNA en el proceso de
terminacidon. Esta etapa se asemeja a las de iniciacidn y
elongacion en que las moléculas que reconocen codones del
mensajero requieren GTP para unirse y liberarse del ribo-
soma, y se diferencia de ellas en 1la naturaleza de 1la
molécula que reconoce el codon: un dcido nucleico en la ini-

ciacidn y elongacidn y una proteina en la terminacidn.

1.2. Regulacidn de la sintesis de proteinas

A continuacidn se hace una sintesis de los aspectos
mds relevantes de la regulacidn de la sintesis de protefnas

estudiados hasta el presente.



1.2.1. Control de la iniciacidn por quinasa del tipo elfF-2¢&

La fosfori]acip’n de la subunidad o del factor
eIF-2 bloquea su funcionalidad inhibiendo la etapa de ini-
ciacion (63,66,147). Esta fosforilacidon es catalizada por
protein quinasas independientes de nucledtidos ciclicos 1la-
madas protein quinasas elF-2 & (69). En lisados de reticulo-
citos de conejo, estas enzimas existen en forma inactiva y
son activadas por incubacion del 1lisado en ausencia de
hemina o en presencia de bajas concentraciones de RNAdc (RNA
de doble cadena) (63,66). En ausencia de hemina se activa
una proteina de 90 kDa que se fosforila y cataliza la fos-
forilacion de elF-2 &, inhibiendo la iniciacion (ICH: inhi-
bidor controlado por hemina) (148). En presencia de RNAdc se
activa una proteina de 67 kDa que se fosforila y cataliza la
fosforilacion de elF-2  y de histonas (IAD: inhibidor acti-
vable por RNA doble cadena) (148).

En células animales tratadas con interferdn, el
agregado de RNAdc también activa un inhibidor de iniciacidn
(147) que tiene_actividad de protein quinasa independiente
de AMP ciclico y que fosforila el mismo sitio de la subuni-
dad = del factor elF-2 que los inhibidores ICH e IAD.

En el caso de reticulocitos de conejo, ambas quina-

sas en su estado inactivo (pro-inhibidores) son constituti-
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vas; en cambio en el caso de c€lulas animales, el pro-inhi-

bidor es inducido por interferodn.

Mecanismo de accidn

En un sistema de reticulocitos de conejo donde 1la
sintesis de proteinas esta.inhibida en un 100% (63,66):
a) solo un 20-30% del factor elF-2 estd fosforilado
en su subunidad
b) La inhibicidn de la traduccion se puede revertir
por agregado de GTP.
c¢) E1 factor elF-2 funciona estequiomé€tricamente y

se acumila como [eIF-ZoGDP] y [erF-2 e((P)oGEF].

En base a estas observaciones, todos 1los autores
coinciden en afirmar qe la inhibicion de la iniciacion por
fosforilacion de elF-2 se debe a la incapacidad para usar
elF-2X(P) cataliticamente (o sea reciclarlo) a las con-
centraciones fisioldgicas de nucledtidos de guanina (63,66).
Sin .embargo, aun no existe acuerdo en cuanto al paso de 1la
etapa de iniciacion afectado y se postulan la formacidn del
complejo ternario (66) y de los complejos de iniciacidn 48S

y 80S (149-150).
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1.2.2. Degradacidn de mRNAs que opera a través de endorribo-

nucleasas

A) Endorribonucleasa activada por RNAdc

En lisados de reticulocitos incubados en presencia
de RNAdc se activa una enzima constitutiva, la 2'5'A sintasa
(147). Es una oligonucleotido polimerasa, que sintetiza a
oligonucledtidos de estructura pppA(2'p5'A)y (n: 1-10), a
partir de ATP. Estos compuestos, que se denominan gen€rica-
mente 2'5'A (151) activan una endorribonucleasa (RNAasa L)
capaz de degradar RNAs simple cadena, tanto virales como
celulares (152).

En células nucleadas tratadas con interferdn se
induce la aparicion de la forma inactiva de la 2'5'A sin-
tasa, la cual requiere RNAdc para activarse (63,152).

En reticulocitos de conejo, la activacion de 1las
quinasas que fosforilan elF-2 © ocurre rapidamente (5 a 6
minutos) y a concentraciones de RNAdc de 10-7 g/ml, en tanto
que la activicidn de la oligonucledtido sintasa requiere
tiempos:de incubacion mds largos y mayores concentraciones
de RNAdc (10-5 g/m1) (153,154). En el caso de reticulocitos
humano;, a diferencia del sistema de conejo, las c€lulas no
contienen inhibidores constitutivos activables por RNAdc de

(154).
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B) Otros tipos de ribonucleasas

A partir de diferentes fuentes se ha podido purifi-
car parcialmente un tipo de endorribonucleasas denominadas
latentes pues estdn presentes formando un complejo con su
propio inhibidor. Se ha descripto este tipo de complejos
RNAasa-inhibidor en higado de rata (155), mu'scu lo
esquelético de ratdn (156), reticulocitos de rata (157),
cerebro bovino (158) y tejido placentario humano (159). Es
miy probable que este equilibrio enzima-inhibidor tenga
algun papel en el recambio de los mRNAs y por 1o tanto

afecte la sintesis de proteinas.

1.2.3. Seleccidn de mensajeros

La seleccidn de mensajeros por la maquinaria de
sintesis de proteinas es un problema que aun no se ha
resuelto. Existen algunos ejemplos bien caracterizados de
regulacidn por traduccion preferencia] de determinados
mRNAs:

1) Lluego de la fertilizacidn de oocitos de “"Spisula
solidissima" (161).

2) Durante la maduracidn meidtica de oocitos de
estrella de mar (162).

3) Durante 1la diferenciacidn de "Dictyostelium



discoideum" (163).

4) Durante el shock por calor en "Drosophila" en
donde disminuye 1la velocidad de iniciacidn y
elongacion de los mRNAs de las proteinas que se
sintetizan a bajas temperaturas (164).

5) Durante la infeccion viral; é€ste es uno de los
casos mas estudiados.

En las celulas infectadas por virus se produce un
bloqueo de la sintesis de proteinas del huésped y se utiliza
la maquinaria celular para la sintesis de proteinas virales
(160,165,166). E1 mecanismo de inhibicidn parece ser
diferente segun el tipo de virus.

Se ha atribuido a distintos factores de iniciacion
la capacidad de discriminar entre diferentes mensajeros
(35). Recientemente se ha demostrado que el factor elIF-4A
(165) discrimina entre una amplia gama de mensajeros
diferentes, entre ellos o/ y B globina (166), reovirus (160)
y virus EMC (165), debido a que cada uno de ellos tiene
diferente grado de afinidad por el factor. Esta
discriminacion no depende de la presencia de CAP, sino de la
secuencia de bases y/o de la diferente estructura secundaria
de los mRNAs.

En el caso de celulas infectadas con poliovirus, el

huésped pierde la capacidad de traducir mRNAs-CAP (+), pro-



bablemente por inactivacion de la proteina CBPII (119). E1l
agregado de CBPII restituye a las c€lulas Hela infectadas
con poliovirus la capacidad de traducir mensajeros con CAP,
pero "in vitro" no estimila la traduccidn de mensajeros de
poliovirus. Se ha demostrado que este mensajero tiene una
afinidad inusualmente alta por el factor elIF-4A (165) que es
un componente de la proteina CBPII (119), cuya inhibicidn
podria ser la forma en que los picornavirus logran reprogra-

mar la maquinaria de traduccion del hu€sped.

1.2.4, Modulacion por dcidos ribonucleicos

Se han descripto una serie de RNAs de bajo peso
molecular (6-14 kDa) capaces de modular 1la traduccion en
eucariotes. Algunos, aislados por ejemplo de reticulocitos
de conejo, estimulan la traduccion de manera no especifica
(167). Otros, por ejemplo de "Artemia salina" (168), higado
de rata (169) y mi'sculo de embridon de pollo (170) inhiben la
traduccidn.

Existen varias clases diferentes de este tipo de
inhibidores; uno de ellos, rico en dcido uridilico y 1lamado
tcRNA, ha sido aislado de musculo de embridn de pollo e
inhibe en forma discriminatoria la traduccion (170). En cam-
bio, cuando se aisla de Artemia salina inhibe la traduccion

de manera inespecifica, no selectiva (147).



En mi'sculo de embrion de pollo se ha caracterizado
otro RNA que inhibe 1la traduccion. Se encuentra en el
citoplasma como una ribonucleoproteina (iRNP) de 10S y con-
.tiene RNAs (iRNA) de 4S que ejercen su efecto a nivel de
iniciacidn (171). Estos RNAs de 70-90 nucledtidos tienen muy

poca estructura secundaria (172).

1.2.5. Interferdn

Los interferones son una familia de glicoproteinas
secretadas por células infectadas por virus, cuyo principal
_efecto bioldgico es producir un estado antiviral en c€lulas
no infectadas (173,174).

En células humanas existen tres tipos antigé€nica-
mente diferentes: (X, (b y T Los tipos X y (5 pueden ser
inducidos en c€lulas animales por varios agentes, por
ejemplo ciertos virus, bacterias y RNAsdc virales o
sintéticos (173). E1 del tipo b‘ es inducido en c€lulas lin-
foides por mitdgenos y por antigenos (174).

E1 interferdn no solo tiene actividad antiviral
sino que también afecta la motilidad celular, la prolifera-
cidon y varios procesos inmnologicos. La mayoria de 1los
efectos son transitorios y dependen de la sintesis de RNA y
proteinas. En la Fig. 5 se esquematiza la induccion de enzi-

mas producida por interferdn en c€lulas animales.



- 54 -

INTERFERON
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Fig. 5: Induccion enzimdtica producida por interferon.




E1 mecanismo de inhibicidn por induccion de estas

enzimes ya se discutid en 1.2.1. y 1.2.2.

Algunas células y tejidos de aves y mamiferos con-
tienern diferentes niveles de 2'5' polimerasa, y el contenido
aumenta por tratamiento con interferon (174). En c€lulas de
reticulocitos de conejo y en linfocitos humanos el nivel de
enzima es muy alto (174); esto podria deberse a que el
sistema 2'5'A sintetasa-RNAasa L tiene algun papel en el
control de la velocidad de division celular aun en c€lulas
no infectadas (175) o a que las <c€lulas han sido
“previamepte tratadas" con interferdn de manera enddgena.

“In vivo" no existen evidencias directas del meca-
nismo por el cual el sistema 2'5'A sintetasa-RNAasa L
discrimina entre RNAs virales y celulares. “In vitro" se ha
demostrado que tal seleccion se debe a la activacion locali-
zada de las enzimas por los intermediarios replicativos del
RNA viral (que tienen una estructura parcialmente de doble
cadena) (173).

Se ha propuesto que la activacion de la quinasa de
tipo eIF-2 serfa una via inhibitoria alternativa qe fun-
ciona si la acumulacidn de RNA viral no se detiene por 1la
accion del sistema 2'5'A polimerasa-RNAasa L, bloqueando 1la
iniciacidon de la traduccidn antes de que se forme una can-

tidad de proteinas estructurales del virus suficiente como



para permitir su ensamblado.

Otros eventos bioquimicos que no dependen de RNAdc

A) Efectos sobre la metilacidn del mRNA:

Es bien conocido el hecho de que la eficiencia de
traduccion de un mensajero que normalmente tiene CAP y estd
metilado disminuye si se inhibe la metilacidén (90). La meti-
lacion de mRNAs virales estd disminuida en cé€lulas tratadas
con interferon (174); este podria ser otro mecanismo para
inhibir la traduccidn de mensajeros virales.

B) Otros cambios:

En extractos de c€lulas tratadas con interferdn se
observa una inactivacion de algunas especies de tRNAs que
sucede mds rdpidamente que en extractos de cé€lulas no trata-
das (173). Esto se debe a un aumento en la actividad de 1la
enzima (2'-5')fosfodiesterasa que degrada los oligo-
nucledtidos 2'5'A. Esta enzima también degrada el extremo
CCA de 1los tRNA; (174) y podria afectar la velocidad de
elongacidn de un péptido segun la composicidn de los mRNAs

respectivos.
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2. POLIAMINAS

Las poliaminas son constituyentes naturales tanto

de células eucariotes como de procariotes. Las mds comunes

son:
Putrescina: HaN-(CH2)4-NHo

Espermidina: HpN-(CH2)4-NH-(CH2)3-NH?2
Espermina: HaN-(CH2)3-NH-(CH2)4-NH-(CH2)3-NH?

La mayoria de 1los efectos producidos por las
poliaminas en distintos sistemas biologicos pueden expli-
carse en términos_de su naturaleza quimica: son policationes
y por lo tanto tienen una gran afinidad por los compuestos y
estructuras celulares con grupos cargados negativamente.
Pero la gran variedad de efectos que ejercen estas
sustancias no pueden ser totalmente atribuidos a un efecto
inespecifico debido a su carga eléctrica.

En experimentos "in vitro" el agregado de con-
centraciones fisiologicas de poliaminas incrementa la repli-
cacidn y transcripcidn del DNA y 1la traduccion de mRNAs
(176). "Irn vivo" existen una serie de evidencias indirectas
que sugieren que estas bases orgdnicas estdn involucradas en
la proliferacion celular. Por ejemplo se conoce que 1las

c€lulas en estado de crecimiento activo tienen con-

centraciones de poliaminas mayores que las c€lulas en estado
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de reposo (177). Ademds 1la actividad de 1la ornitina
decarboxilasa (ODC), una de las enzimas limitantes de la
biosintesis de poliaminas (178), aumenta marcadamente en
respuesta a ciertos estimulos que inducen el crecimiento,
tales como el agregado de suero o insulina a un cltivo de
c€lulas, la .hepatectomia parcial de higado de rata, la esti-
mu lacion de linfocitos por agentes mitogenicos, la infeccion
de c€lulas con virus tumorigeénicos y la induccion de trans-

formacidn neopldsica por agentes cancerigenos (179).

2.1. Biosintesis de poliaminas en eucariotes

En cf]ulas de mamiferos la biosintesis de poliami-
nas (Fig. 6) comprende la accion secuencial de dos decar-
boxilasas y dos aminopropiltransferasas. El primer paso, la
decarboxilacion de 1la L-ornitina, es catalizado por la
enzima ODC, que utiliza como cofactor fosfato de piridoxal.
La segunda decarboxilasa es la SAMDC que genera un grupo
aminopropil activado necesario para convertir putrescina en
espermidina y espermidina en espermina. Estas dos ultimas
reacciones son catalizadas por dos aminopropil transferasas:
esperimidina y espermina sintasa (178).

La biosintesis de poliaminas en tejidos de
mamiferos puede ser alterada sensiblemente en respuesta a

estimulos intracelulares o extracelulares a traves de fluc-
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tuaciones rdpidas en la actividad de la enzima ODC. Esta
enzima parece tener un papel importante en la regulacidn de
la proliferacidon y diferenciacidn celular, asi¥ como en el
crecimiento (controlado o no) de c€lulas de mamiferos. Los
datos descriptos por michos laboratorios miestran un marcado
aumento en ﬁa actividad de 0DC al comienzo de la prolifera-
ciéon celular y/o desarrollo, e inversamente, cuando alguno
de esos procesos cesa, la actividad de 1la enzima decae
Fébidamente {178). De este modo, la biosintesis de poliami-
nas parece estar estrictamente relacionada con la capacidad
proliferativa de las cé€lulas de eucariotes.

La putrescina, producto de la reaccidn enzimatica
catalizada por ODC, es un regulador de la via biosintetica.
Es un modulador negativo de la 0DC (180) un activador de la
SAMDC (180), el sustrato de la espermidina sintasa y un
inhibidor competitivo de 1la espermina sintasa (181). En
algunos tejidos en proliferacign, como por ejemplo lin-
focitos activados con mitdgenos, durante una parte del pro-
ceso de crecimiento coexisten paraddjicamente altos niveles
de actividad de ODC y altos niveles de putrescina (182).
Esto sugiere la posibilidad de algun defecto en el control
de la actividad de ODC por putrescina y otras poliaminas en

c€lulas en estado de proliferacion.



2.2. Inhibidores de la biosintesis de poliaminas

Aparentemente, 1la unica menera de dilucidar el papel
fisiologico de las poliaminas en células animales seria la
eliminacidn selectiva de estos compuestos "in vivo". A
diferencia de los procariotes, en células eucaridgticas es
muy dificil 1la obtencion de mutantes dependientes de
poliaminas. Por 1o tanto, para disminuir o eliminar 1los
niveles endogenos de poliaminas habrfa que inhibir su pro-
duccion y/o acumulacion. Dado que las enzimas limitantes de
la biosintesis de estos policationes son las decarboxilasas,
la mayorfa de los .inhibidores desarrollados son inhibidores
de esas enzimas. En la Tabla 4 se resumen algunos inhibi-
dores y sus propiedades.

E1 uso de estos inhibidores especificos ha permitido
demostrar el requerimiento casi absoluto de putrescina,
espermidina y espermina para 1la division celular (181).
Estos inhibidores pueden utilizarse para dilucidar la fun-
cion de 1las po]iaminés en la fisiologia celular y obtener
informacion acerca de las enzimas involucradas en el metabo-
lismo de las poliaminas y los mecanismos que la regulan.
Ademas, la posibilidad de controlar la acumulacidn de las
poliaminas ofrece aparentemente un medio concreto para apli-

caciones clinicas, especialmente en el tratamiento de

desdrdenes proliferativos.
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Tabla 4: Inhibidores de la biosintesis de poliaminas.

INHIBIDOR ENZIMA TIPO DE
AFECTADA INHIBICION

(+)-&-MO CH3 competitiva
—(183) |
HzN-(CH2)3-f-COOH oDC reversible
NHo
(+)- o -DFMO CHF2
(184) | jirreversible
H2N-(CHp)3-C-COOH oDC
|
NH2
MGBG NH CH3 NH competitiva
(185) I | [
HzN-C-NH-N=C-CH=N-NH-C-NH2 SAMDC
MBAG CH3  NH  NHj
(186) { N | reversible

C=N-NH-C - NH
| SAMDC
CH=N-NH-ﬁ - NH

|
NH NH2

MO: metilornitina; DFMO: difluormetilornitina; MGBG: metil
glioxal-bis-gquanil hidrazona; MBAG: metil glioxal-bis-amino-

guanil hidrazona.
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3. LINFOCITOS

Los linfocitos de sangre periférica humana consti-
tuyen una poblacidon de células fisioldgicamente en estado
Go (estado de reposo) que no se dividen "in vivo" ni en cul-
tivos "in vitro". Sin embargo, pueden ser estimuladas y
comienzan a dividirse cuando a los cultivos se agregan agen-
tes mitogénicos como fitohemoaglutinina (FHA) (188-189).
Durante este proceso de transformacion linfobldstica sufren
una serfe de cambios metabdlicos entre los cuales es impor-
tante destacar un marcado aumento de la sintesis de pro-
tefnas y RNA. Los 1linfocitos estimulados entran en fase
Gl (190) y luego de un periodo de 24 horas comienzan 1la
replicacion del DNA (fase S) y a continuacion, la division
celular (188,189). Por lo tanto los linfocitos en cultivo,
en estado de reposo y en presencia de mitdgenos, constituyen
un buen modelo experimental para el estudio de 1los meca-
nismos bioquimicos relacionados con la expresidn genética

durante el ciclo y la-proliferacion celular.

3.1. Heterogeneidad de la poblacion de linfocitos periféri-

cos
La diferenciacion en organismos superiores deter-
mina la generacidon de progenies celulares diversas, indivi-

dualmente especializadas, a partir de una udnica célula
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denominada "stem cell". Un ejemplo cldsico 1o constituye la
diferenciacion de 1linfocitos (191,192); en 1los mamiferos
adultos las "“stem cells" se originan en la médula osea y
luego se diferencian en dos tipos de linfocitos: T y B. Los
de tipo T se diferencian en el timo y son responsables de la
{nmunidad celular. Los del tipo B son responsables de 1la
inmunidad humoral y se diferencian en algun lugar distinto
del timo; se denominan asi por analogia con las células de
las aves que son funcionalmente iguales y se diferencian en
la bursa de Fabricius.

Los linfocitos T, 1luego de diferenciarse en el
timo, migran hacia los drganos linfoideos periféricos y/o
circulan en sangre. La poblacion de linfocitos T esta com-
puesta de células heterogéneas, en las cuales la diferencia
en la expresion fenotipica de ciertos marcadores de super-
ficie corresponde a las distintas funciones que son capaces
de realizar. De acuerdo con sus funciones, se han clasifi-
cado en regulatorios y efectores. Los primeros amplifican
(helper) o suprimen (supressor/killer) la respuesta inmu-
nolégica de otros linfocitos T y también de linfocitos B.
Los efectores incluyen células directamente relacionadas con
procesos de hipersensibilidad retardada, y los linfocitos T
citotoxicos (192).

Los linfocitos B son comparativamente mucho menos
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complejos que los T. Tienen inmunoglobulinas en su super-
ficie que actuan como "receptores" de antigenos. Como
resultado de la union antigeno-receptor, la c€lula prolifera
y da lugar a células plasmaticas que secretan solamente el
correspondiente anticuerpo especifico (191).

Esta breve sintesis demuestra la heterogeneidad
funcional de 1la poblacion de linfocitos circulantes. Los
linfocitos humanos purificados por técnicas como la que se
describird mds adelante en Meétodos (193) consisten en
aproximadamente un 95% Y 3 de linfocitos T, un pequefo
nimero de linfocitos B, macrofagos y otras células

sanguineas contaminantes.

3.2. Activacion de linfocitos

3.2.1. Agentes mitogé€nicos: Su interaccidn con la membrana

E1l mitogeno no necesita penetrar a la c€lula para
activar la proliferacion de linfocitos (194). La membrana de
los linf-:citos sirve de transmisor de las senales que indu-
cen la proliferacidn y la diferenciacion celular. Los agen-
tes que interactuan con la membranz celular y "disparan"
esos eventos pueden ser inmunologicamente especificos e
inducir proliferacion monoclonal, o inmunoldgicamente no
especificos e inducir la proliferacidon policlonal.

La mayoria de los mitdgenos de linfocitos T son



agentes que inducen la proliferacion policlonal en estas
c€lulas e interactuan con polisacdridos de superficie. Estos
mitdgenos incluyen lectinas como FHA, ConA, y otros com-
puestos o enzimas como 104~ y galactosa oxidasa, respec-
tivamente (195).

Las lectinas producen una activacion de la enzima
TGasa (transglutaminasa). Esta enzima cataliza el
"cross-linking" entre proteinas a través de uniones
]‘-g1utami1-€'-1isinas. La proliferacion de los linfocitos y
la activacion de 1la enzima TGasa dependen de 1la con-
centracion de 1lectina. E1 aumento en la concentracidn de
lectina produce un incremento en la actividad de la enzima,
que es a su vez paralelo a la respuesta proliferativa. Con-
centraciones muy altas de lectina activan la enzima pero no
son mitogénicas. La activacion de TGasa y el "cross-linking"
de componentes de membrana serian eventos tempranos, respon-
sables de iniciar la activacion (196). Este proceso requiere
no -olo la interaccion mitdgeno-membrana sino también 1la
participacion de mediadores solubles (197). En base a 1los
Ultimos estudios, el modelo postulado de la activacion es el
siguiente: la proliferacion puede dividirse en dos etapas.
La primera, dependiente del mitogeno y moviliza las cé€lulas
de l1a fase Ggp a la Gj. La segunda es independiente del

mitdgeno, necesita la produccion de "Interleuquina II" (IL-2
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6 TCGF) y la adquisicion de receptores de dicha
interleuquina. Estos dos procesos dependen de la presencia
de "interleuquina I". Durante la segunda etapa, la celula
entra en fase S y luego se divide (198,199).

Las interleuquinas, genéricamente denominadas
linfoquinas, son protefnas secretadas por linfocitos estimu-
lados que tienen propiedades inmunorreguladoras (200). La
interleuquina I (IL-1) se sintetiza cuando los linfocitos
son activados por mitdgenos en presencia de monocitos (198)
y la tipo II por accion directa del mitdgeno e interleuquina
tipo I (IL-1) (198).

A altas concentraciones de Con A se inhibe la pro-
liferacion por produccion de cé€lulas resistentes a IL-2,
posiblemente a través del "cross-linking" extensivo de pro-
teinas de la superficie de la celula (201).

E1 ionoforo A23187 es un activador inmunolcdgicamen-
te no especifico de linfocitos, cuya actividad es indepen-
diente de los dos mediadores solubles (IL-1 e IL-2) (199).
Aunque todavia no estd claro si la actividad mitogénica de
este iondforo afecta especificamente una subpoblacidn de
linfocitos (células IL-2 independientes) o si todas 1las
c€lulas son susceptibles, los resultados indican la impor-
tancia de la traslocacion del calcio como paso clave para la

activacion.
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3.2.2. Eventos bioquimicos relacionados con la estimulacion

de linfocitos

A. Alteraciones de la permeabilidad de 1a membrana

Durante la estimulacion, la velocidad de salida del
K* se duplica con respecto a la célula en reposo y ocurre un
aumento proporcional y paralelo del transporte activo (202).
Ademds, también tiene lugar un aumento significativo de la
entrada de Ca2*, detectable a los pocos minutos de agregado
del mitSgeno (203). La entrada de Cal* no depende de la pre-
sencia de ATP ni de la despolarizacion de la membrana, pero
puede ser modulado por 1los niveles intracelulares de
nucledtidos cfclicos y es inhibida por agentes desacoplan-
tes, 10 cual sugiere que el Cal* es secuestrado por la mito-
condria (203).

La concentracidn de Cal* intracelular retorna a los
valores de células no estimuladas Tuego de 24 hs. La decli-
nacjdn en los niveles intracelulares de Ca?* coincide con la
formacion del "capping celular" (proceso por el cual 1los
receptores de Con A o FHA se entrecruzan, liberan la lectina
y se internalizan). Si a los pocos minutos de estimulacion
se agrega -D-metil-mandsido compite con los receptores por
la lectina, se bloquea el aumento de calt intracelular y la

sintesis de DNA posterior. El efecto del & -D-metil-mandsido



sobre la sintesis de DNA disminuye progresivamente cuando se
agrega mds tarde después de iniciada la estimulacidon (204).
Estos resultados 1indican que el incremento de 1la con-
centracidn de Ca2* intracelular es una respuesta primaria al
agregado del mitdgeno, porque es directamente dependiente de
la interaccion ligando-receptor. En estos experimentos, las
células se encuentran normalmente en una concentracion de
2-3 x 106 cé1/ml1. En estas condiciones las interacciones
entre células en suspension son minimas. E1 hecho de que el
aumento de Calt intracelular sea muy rdpido (2 minutos)
luego del agregado del mitdogeno sugiere que las interac-
ciones célula-c€lula no estan involucradas en los cambios
tempranos de ca2* inducidos por el mitdgeno (205). Como 1la
estimulacidn mitogénica de linfocitos requiere la presencia
de células accesorias (monocitos), el aumento en la con-
centracién de Ca2* intracelular no es por si mismo una senal

suficiente para la proliferacion.

B. Alcalinizacion intracelular

La activacion de linfocitos produce dos alcaliniza-
ciones secuenciales. La primera, durante las primeras horas
lTuego del agregado del mitdgeno, es transitoria. Corresponde
en el tiempo al primer paso de la activacidn, durante el

cual aumentan la sintesis de metabolitos, de RNA, de pro-
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tefnas y de TCGF. La segunda alcalinizacion tiene 1lugar
entre las 24 y 48 hs, cuando la c€lula entra al periodo
mitotico; esta modificacion es paralela a la velocidad de
sintesis de DNA. El1 incremento de pH parece ser necesario
para facilitar la sintesis de DNA (1a DNA polimerasa tiene
actividad mdxima a pH 9), pero no es suficiente para
causarla. En los procesos descriptos tienen 1lugar varfas
reacciones dependientes de quinasas, y el aumento de pH no
solo aumenta la velocidad de reaccion sino que desplaza 1la
constante de equilibrio hacia 1a formacion de producto

fosforilado (206).

C. Biosintesis de poliaminas

Ya se ha mencionado que las poliaminas estdn
invariablemente asociadas con el crecimiento y la prolifera-
cion celular. Al igual que en otras células de eucariotes,
durante la proliferacion de linfocitos se observa un marcado
aumento de la sintesis de poliaminas como consecuencia de un
incremento en la actividad de las enzimas responsables de su
biosintesis. Asi, la ODC aumenta su actividad a las pocas
horas del agregado de mitogeno y alcanza su mdximo a las 48
hs, en tanto que la SAMDC tiene su maximo a las 72 hs (182).
En consecuencia, los niveles intracelulares de putrescina

aumentan significativamente de 24 a 72 hs luego del agregado



de FHA, mientras que los de espermidina y espermina per-
manecen casi constantes durante las primeras 24 hs y luego
aumentan gradualmente (182).

En linfocitos estimulados, el agregado de drogas
que interfieren la biosintesis de poliaminas inhibe la pro-
liferacion (207), indicando de manera directa la importancia
de estos policationes en el crecimiento celular. Este tipo
de drogas puede utilizarse para tratar de dilucidar 1los
mecanismos moleculares de la proliferacion de linfocitos,
determinando cudl es el sitio del ciclo celular en el que
actuan las poliaminas y cudles son los eventos bioquimicos

que dependen primariamente de estas sustancias.

D. Sintesis de proteinas

Un aspecto fundamental de la respuesta linfocitaria
a los mitogenos es el rdapido aumento de la sintesis de
protefnas. Este aumento se puede detectar en la primera hora
de estimulacion y alcanza su maximo aproximadamente a las 48
hs (208,209).

Dufﬁnte las primeras 10 horas de cultivo, la c€lula
utiliza toda la maquinaria de sintesis proteica preexisten-
te, ya que el contenido de ribosomas permanece constante
durante ese periodo (210), mientras que el porcentaje de

ribosomas implicado activamente en la sintesis de proteinas
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y formando parte de los polisomas aumenta del 25% al 75%
(211). Por otra parte, los mensajeros presentes en 1lin-
focitos en reposo son capaces de ser traducidos "in vitro"
por sistemas libres de c€1u1as heterdlogos (212,213).
Repetidas veces se ha sugerido que durante la esti-
mulacidon de 1linfocitos la utilizacion de ribosomas y la
sintesis de proteinas estd regulada, al menos en parte, a
nivel post-transcripcional. Se ha propuesto que la sintesis
de proteinas en 1linfocitos en reposo tiene lugar a baja
velocidad por la presencia de inhibidores (214,215), o por
deficiencia de alguno de los factores de iniciacion (216).
También algunos autores han sugerido que el incremento de la
sintesis de proteinas luego del agregado del mitdgeno se
debe a un aumento de la velocidad de procesamiento y/o de
transporte de mRNAs del nucleo al citoplasma (209,212,213).
Hay dos <clases de proteinas cuyas variaciones
durante la proliferacion celular merecen destacarse: las

histonas y la proteina que contiene hypusina.

a) Sintesis y composicidn de histonas

Se ha demostrado que la sintesis de histonas no
ocurre solamente durante la fase S, sino que también sucede

durante las fases Gj, G2 e incluso durante la fase Gg (190,

217).



Los linfocitos en estado de reposo, al igual que
otros tipos celulares de fase Gp, mantienen un nivel de
sintesis de histonas reducido pero significativo, y cuan-
titativamente el tipo de histonas sintetizadas es distinto
al que se forma en las otras fases del ciclo celular (217,
218). Cuando se estimulan las ce€lulas con FHA no solo hay un
aumento en la sintesfs de histonas, sino que también hay un
cambio drdstico en el tipo de histonas sintetizadas. En cam-
bio cuando se induce la reparacion de DNA Tuego de la expo-
sicion de células a luz U.V., no se altera ni cualitativa ni
cuantitativamente el perfil ‘de sintesis de histonas (218).
Estos resultados parecen indicar que la sintesis de histonas
no estd necesariamente asociada a la replicacion del DNA, y
que las variaciones en el perfil de sintesis de histonas
puede utilizarse (independientemente de las consecuencias
fisioldgicas de estos cambios) para distinguir diferentes
etapas del ciclo celular. La variante de histonas que se
sintetiza en linfocitos en estado de reposo, es del mismo
tipo que las formadas en otras células quiescentes, (fase
Gg) (217), 1o cual evidencia que los linfocitos no estarian
detenidos en fase G; (218). Ademds, la cantidad de histona
presente estd directamente relacionado con el tiempo que 1la

célula ha estado en la fase Gg (218).



b) Hypusina

La hypusina N£-(4-amino-2-hidroxibuti1) lisina es
un aminodcido poco comun descripto originalmente como ami-
noacido 1ibre por Shiba y col. (219) en fluidos y tejidos de
mamiferos. Se forma post traduccionalmente por unidn cova-
lente del grupo butilamino de la espermidina con el grupo
E-NH2 de un resto de l1isina seguido de la hidroxilacion del
C2 del grupo transferido (220).

Esta modificacion ocurre sobre una unica proteina,
11amada Hy* (PM aproximado 17.000-19.000) cuando c€lulas
como linfocitos en estado de reposo o fibroblastos ayunados
de suero son estimuladas (220,221). En células en reposo, la
proteina sustrato de esta modificacion, denominada Hy° se
sintetiza continuamente, pero la formacidn de hypusina es
minima. Cuando se estimulan linfocitos con mitdgenos, la
conversion Hy°® a Hy' es paralela al aumento de sintesis de
proteinas.

La proteina Hy' ha sido identificada como el factor
de iniciacidon elF-4D (222), cuyo papel definitivo en 1la
sintesis de proteinas aun no ha sido determinado. Se sabe
que en un sistema libre de células estimula la formacidn de
metionilpuromicina dirigida por ApUpGp y la sintesis de

polifenilalanina dirigida por poly(U). Tampoco se conoce su



funcion en la c€lula intacta, pero es una de las proteinas
cuantitativamente mds importante y una de las mds constantes
en diferentes células animales. Esto indica que debe tener
algun papel fisioldgico en la célula intacta y que la modi-

ficacion post traduccional altera su actividad.

E. Sintesis de RNA

La velocidad de transcripcion luego del agregado de
mitdgenos a linfocitos en cultivo permanece igual al de
c€lulas en reposo durante 6 hs (188) y luego aumenta alcan-
zando su maximo a las 48 hs de cultivo (188,223).

E1 estudio de los cambios que ocurren en el metabo-
lismo del RNA Tuego de la estimulacion ha demostrado que
durante 1las primeras 2 hs de cultivo, la velocidad de
poliadenilacidn de mensajeros en el nucleo se duplica (223),
aumenta el transporte de mRNAs poliadenilados del nucleo al
citoplasma (224) y la velocidad de metilacidn del RNA total;
sin embargo, la wmetilacidn del CAP tiene una cinética muy
semejante a 1a de la sintesis de RNA (225).

Recientemente se ha demostrado que luego de 1la
estimulacion se produce un acortamiento general de las cade-
nas de dcido poliadenilico hasta una longitud optima para su
expresion (213) (se debe recordar que 1la 1longitud del

poli(A) parece estar relacionada con 1la eficiencia de



traduccidn). La cinética de degradacidn es la misma para
todos los mensajeros en linfocitos en reposo. Estos mRNAs
son muy inestables, con una vida media de 1-2 hs (226);
luego de la estimulacion aumenta la vida media y, por 1lo
tanto, la masa total de mRNA por célula (227).

Solo un 4% de 1los mensajeros citoplasmaticos
poliadenilados extrafdos de linfocitos estimulados durante
72 hs son especificos del estado transformado (228). Los
ensayos de traduccion en presencia de andlogos del CAP indi-
can que los mensajeros de células en reposo son relativa-
mente deficientes en estructuras 5' CAP funcionales (228).

En base a todos estos resultados se puede decir que
Tos linfocitos durante las primeras horas de estimulacidn no
necesitan alterar su programa de transcripcion en respuesta
a la lectina, y todos los cambios en la produccion y traduc-
cion de mensajeros pueden lograrse a través de alteraciones
en las reacciones de procesamiento y/o a nivel de sintesis
de proteinas. Podria, por 1o tanto, existir un mecanismo
general de degradacion de mensajeros que se inactivarfa
rdpidamente luego de la estimulacion. Kecskemthy y col. han
propuesto que tal mecanismo podria involucrar el sistema de
degradacion del CAP (213). Debe destacarse que este meca-
nismo general de degradacion a través de eliminacion del CAP

no necesariamente debe ser el unico; nuestros resultados



indican que existen otros.

F. Sintesis de DNA y ciclo celular

E1 aumento de la sintesis de DNA (fase S) en 1lin-
focitos estimulados comienza recién luego de 24-30 hs de
exposicion al mitdgeno (188,189,207).

Los datos experimentales existentes hasta hace poco
tiempo indicaban que la entrada de una célula a la fase S
estaba controlada por el metabolismo del RNA ribosomal. Se
suponia que la sintesis o la acumulacion de rRNA era un
prerrequisito para que las células comenzaran a sintetizar
DNA (229). Mas recientemente, la disponibilidad de un anti-
cuerpo especifico contra la enzima RNA-Polimerasa I ha per-
mitido demostrar que 1la acumulacidon o sintesis de RNA
ribosomal no es necesaria para iniciar un nuevo ciclo celu-
lar (230).

En condiciones fisiologicas, el tamaio celular
(medido como contenido de proteinas o de RNA) estd coor-
dinado con la replicacion del DNA; pero bajo ciertas con-
diciones pueden disociarse, 10 cual sugiere que estdn bajo
controles diferentes.

La estimulacion de linfocitos con FHA en ausencia
de macrdfagos o IL-2 no estimula la sintesis de DNA; inver-

samente el agregado de macrofagos o de IL-2 sin FHA tampoco
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produce la sintesis de DNA (199). Se ha demostrado que 1la
aparicion de receptores para IL-2 es necesaria para la
induccion de receptores de transferrina (factor de creci-
miento obligatorio en medios sin suero) (231). Actualmente
se sugiere que, al igual que en otras c€élulas (232), 1la
progresion de los linfocitos a través del ciclo celular estd
regulada por la aparicion sucesiva de receptores de super-
ficie para diferentes factores de crecimiento, algunos de
los cuales controlarian la replicacion del DNA y otros, el

aumento del tamafo celular (229).

4, OBJETIVOS DEL TRABAJO

E1 proceso de estimulacion de linfocitos comprende
una etapa dependiente de la presencia de mitdgenos y otra,
de 1la produccion de factores solubles del tipo de 1las
linfoquinas. La complejidad de este proceso podria ser 1la
responsable de una fase Gj, tan larga (aproximadamente 30
hs) hasta el comienzo de la sintesis de DNA (189).

La serie de cambios bioquimicos que ocurren en este
sistema durante la prolongada fase G; son muy similares,
sino idénticos, a los eventos inducidos por la presencia de
antigenos "in vivo". Por 1o tanto, la estimulacion de 1lin-
focitos por mitdgenos constituye un interesante modelo para

estudiar el control de 1la proliferacion y diferenciacion



celular.

E1 aumento temprano de la sintesis proteica durante
la estimulacion de linfocitos no requiere sintesis de RNA
(224). Este hecho parece indicar que la traduccidn puede ser
uno de los mecanismos de control en las primeras etapas de
la estimulacian,

Estudios realizados en nuestro Tlaboratorio han
indicado la presencia de un inhibidor de la sintesis pro-
teica asociado a ribosomas de linfocitos en reposo, cuya
actividad disminuye marcadamente o desaparece durante 1la
estimulacion (215).

Por otra parte se conoce también que la enzima
ornitina decarboxilasa (responsable de 1la biosintesis de
poliaminas) aumenta considerablemente su actividad en 1las
primeras horas posteriores al agregado de mitogenos a un
sistema de linfocitos (178), y que 1las poliaminas tienen
importantes funciones en el control de la traduccion (233).

Por 1las razones expuestas, el presente trabajo
tiene los siguientes objetivos:

I) Caracterizacion del inhibidor de la sintesis proteica
de linfocitos en reposo y estudio de su mecanismo de
acciadn.

I1) Inhibicidn de la sintesis de poliaminas y su efecto

sobre la estimulacion de linfocitos.
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IT. MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos

Los reactivos utilizados en los experimentos que se
describen en este trabajo son: Dextrano (PM: 5 x 105),
Ficoll, Glutamina, N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-etano-
sulfdnico (Hepes), sal de potasio del dcido poliuridilico,
EGTA, ADP, ATP, Fosfocreatina, Creatinina fosfoquinasa,
tripsina, quimotripsina, Proteasas de Bacillus subtilis y
amyloliquefaciens, Deoxicolato de sodio, Quitina, Tritdn
X-100, Ditiotreitol, 2-mercaptoetanol, dcido aurintricar-
boxflico y edeina de laboratorios Sigma; Hypaque de Farmasa
Farmacéutica Argentina; fitohemoaglutinina de Wellcome; Kyro
EOB de Procter & Gamble; NP 40 de Shell; Heparina de Labora-
torios Abbott; Estreptomicina de Lepetit; Penicilina G
sodica de Squibb; Medio Minimo Esencial de Eagle (MEM);
Medio de Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640), Suero
Fetal Bovino y Suero de Caballo de GIBCO; Nucleasa de
Staphilococus aureus de P-L Biochemicals; Sephadex G-25 y
G-75 de Pharmacia; DEAE-celulosa y fosfo-celulosa de labora-
torios SERVA; Sacarosa de Schwarz-Mann; germen de trigo de
General Mills; esparsomicina de Upjohn. Todas las sustancias
radioactivas fueron adquiridas de New England Nuclear.

Buffer salino fosfato (PBS): cada 1.000 ml contiene

8 g NaCl; 0,2 g KC1; 1,15 g NapHPOg4; 0,1 g MgCip . 6 H20;
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0,1 g de CaCl, y 0,01 g rojo fenol.

Buffer A: 20 mM Hepes (K) pH 7,4; 100 mM KC1; 4 mM
MgCl2 ¥y 5 mM 2-mercaptoetanol.

Los buffers que se wutilizaron para 1los frac-
cionamientos en sistemas convencionales contenian 10 mM
Tris-C1H pH 7,4-7,5; 4 mM MgClo y KC1 a 1las siguientes
concentraciones: B: 25 mM; C: 50 mM; D: 100 mM; E: 250 mM y

F: 500 mM.

2. Purificacion y cultivo de linfocitos

Los linfocitos se purificaron a partir de sangre
periférica de dadores normales, utilizando una modificacion
del método descripto por Cooper (193) y Fridlender y col.
(234): 500 ml de sangre venosa heparinizada se dejan sedi-
mentar durante 90 minutos a temperatura ambiente en presen-
cia de 0,6% de Dextrano. Luego se toma la fase plasmatica
rica en leucocitos, se agrega 5'-ADP (10 ug/ml) para produ-
cir la agregacion de las plaquetas y se pasa rapidamente a
través de una columna que contiene 4 g de fibra de nylon
_equilibrada con solucidon salina de buffer fosfato (PBS). De
esta manera se retienen, ademds de las plaquetas, muchos de
los leucocitos adherentes. E1 percolado se centrifuga
durante 10 minutos a 400 x g y el sedimento celular se

resuspende en 60 ml de PBS dividiendo la suspension en 4



partes iguales. Cada una de ellas se coloca sobre un tubo
que contiene 10 ml de una mezcla de Ficoll 12%, Hypaque
sédico 50% y Hp0, cuya densidad es de 1,077 X 0,001 g/ml. Se
centrifuga durante 30 minutos a 400 x g para eliminar los
eritrocitos y granulocitos que sedimentan en el fondo del
tubo. Se recoge la interfase donde quedan las c€lulas mono-
nucleares (linfocitos y monocitos) que se lavan por dilucion
con PBS y posterior centrifugacion a 400 x g durante 10
minutos. Las c€lulas asi obtenidas se resuspenden a una con-
centracidén de 1-2 x 106 c€1/ml en un medio de cultivo ade-
cuado, y se colocan en un erlenmeyer de 2 litros a 37°C
durante 2 horas. Luego se resuspenden los linfocitos por
rotacion suave pasdndolos a un nuevo recipiente. En esta
ultima etapa se separan los macrdgfagos por sus propiedades
de adhesion al vidrio. Los linfocitos purificados
(aproximadamente 98%) se cultivan a 37°C en estufa con flujo
de aire -5% CO2.

Para obtener cultivos estimulados se agrega 1-2 ug

de FHA ¢ 2-3 ug de Con A por ml.

3. Medios de cultivo

Los linfocitos a partir de los cuales se obtuvieron
fracciones subcelulares y factor inhibitorio fueron cultiva-

dos en MEM, que contenia 20 mM Hepes (KOH) pH 7,4 y 10% SFB.



Los cultivos de linfocitos realizados con el objeto
de estudiar el efecto de inhibidores de 1la sintesis de
poliaminas se realizaron en medio RPMI 1640 con 10% de SAI
(suero autdlogo inactivado) por calentamiento a 56°C durante
30 minutos, previamente dializado durante 6 horas contra
0,9% de NaCl al 0,9%.

A ambos medios se les agrega Glutamina (2 mM),

Estreptomicina (200 ug/m1) y Penicilina G(Na) (200 U/ml).

4. Incorporacidn "in vivo" de timidina-(3H) en DN

A distintos tiempos después de comenzados 1los
cultivos (con y sin mitdgeno), se tomaron muestras de 2 ml
(1 x 106 cé1/m1) y se reincubaron durante 2 horas a 37°C en
estufa de flujo de aire-5% CO2 en presencia de 0,5 uCi de
timidina-(3H) (actividad especifica 54 Ci/mmol). Posterior-
mente, se separaron las células por centrifugacion y se
resuspendieron en 1 ml de agua fria; después de 10 minutos
se precipito con TCA (concentracion final 7%). Los precipi-
tados se filtraron a través de filtros de vidrio y se lavo
sucesivamente con HC1 0,2 N, HC1 0,05 N y etanol. Después de
secar, se midid la radioactividad retenida en los filtros

utilizando un contador de centelleo 1iquido.
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5. Incorporacidn "in vivo" de aminodcidos radioactivos en

proteinas

A distintos tiempos de cultivo se tomaron muestras
que contenfan 2 x 108 cél/ml y se centrifugaron a 400 x g
durante 10 minutos. Posteriormente, en los casos en que se
utilizd leucina-(3H), se resuspendieron en RPMI 1640 sin
leucina con 10% SAI a una concentracicon de 4 x 106 cé1/ml, y
se incubaron en presencia de 1 uCi de leucina-(3H)
(actividad especifica 110 Ci/mmol). En el caso de utilizar
una mezcla de aminodcidos (14C), se aspird parte del medio
hasta dejar las células a una concentracidén de 4 x 100 c€1/
ml y se agregd 1 uCi de aminodcidos-(14C) (actividad
especifica promedio 250 mCi/mmol). Luego de incubar durante
2 horas a 37°C en estufa con flujo de aire-5% COp, 1las
c€lulas se centrifugaron a 400 x g durante 10 minutos, se
resuspendieron en 1 ml de agua fria y se dejaron a 0°C
durante 15 minutos; luego se agrego 0,5 ml de NaOH 1 N se
incubd durante 15 minutos a 37°C y posteriormente se agregod
1 ml de TCA al 25%, dejando el precipitado a 0°C durante 30
minutos. Se filtrd a través de discos de fibra de vidrio, se
lavo varias veces con TCA 8% y luego de secar se midid la

radioactividad retenida en un contador de centelleo.



6. Preparacidn de fracciones subcelulares de linfocitos y de

I.T.

Los linfocitos se cosecharon por centrifugacion y
se resuspendieron en un buffer hipotonico que contenia 20 mM
Hepes (K) pH 7,4, 10 mM KC1, 4 mM MgAc2, y 5 mM
2-mercaptoetanol. Luego de 10 minutos a 4°C, se agregd igual
volumen de buffer 20 mM Hepes (K) pH 7,4, 190 mM KC1, 4 mM
MgAc2, 5 mM 2-mercaptoetanol y 0,16% del detergente Kyro
EOB. Después de mantener a 4°C de 15 a 20 minutos agitando
ocasionalmente, se centrifugd 10 minutos a 10.000 x g, y se
separd el sobrenadante que constituye la fraccion Sjgq.

Para preparar el factor inhibitorio (IT) se centri-
fugd el extracto Sj;p a 150.000 x g durante 3 horas y 1los
ribosomas se resuspendieron en buffer A (20 mM Hepes (K) pH
7,4, 100 mM KAc, 4 mM MgAcp y 5 mM 2-mercaptoetanol). Luego
se aumentdo la concentracion de KAc a 0,5 M y despué€s de 45
minutos a 4°C, se centrifugo a 150.000 x g durante 3 horas.
E1 sobrenadante resultante se dializd durante 12 horas

contra buffer A.



7. Preparacidn de extracto de germen de trigo (Sz3)

E1 extracto libre de c€lulas de germen de trigo
(S23) se prepard segun la técnica de Roberts y Paterson
(235), modificada por Abraham y col. (236): 5 g de germen de
trigo fueron sometidos a una molienda en un mortero pre
enfriado con 5 g de perlas de vidrio y 15 ml de una solucion
que contenia 20 mM Hepes (K) pH 7,4, 100 mM KC1, 1 mM
MgAcz y 2 mM CaCl2. La suspensidgn resultante se centrifugo
durante 10 minutos a 23.000 x g y se recogio el sobrenadante
descartado el precipitado y la capa superior lipidica. Luego
se pasé 3 veces por una columna de quitina (1 cm x 0,5 cm),
equilibrada con buffer 20 mM Hepes (K) pH 7,4, 120 mM KC1, 5
mM MgClp y 1 mM DTT. La columna de quitina se preparg
lavdandola con NaCl 1% a 50°C, AcH 1% a 50°C hasta absorcion
nula del eluato a 280 nm y luego con EDTA 10 mM, buffer Ac-/
ACH 0,05 M pH 4,5 que contenia 0,25 M de KC1, buffer fosfato
0,05 M pH 7 y finalmente con el buffer en que se pasa la
muestra. Los eluatos de la columna de quitina se pasaron por
una columna de "Sephadex G-25 (Course)" (50 cm x 2 cm),
equilibrada con el mismo buffer que se utilizd en la columna
de quitina. Después de eluir con el mismo buffer y juntar
las fracciones de maxima absorbancia a 260 nm

(aproximadamente 10-15 ml), €éstos se centrifugaron a 23.000



X g durante 10 minutos. E1 sobrenadante se fracciono en
pequefias alfcuotas que se gquardaron congeladas a -70°C.
Todas las operaciones se realizaron entre 0-4°C.

E1 tratamiento de un extracto de germen de trigo a
través de la columna de quitina le aumenta la estabilidad y
elimina un inhibidor, pues permite tener mayor actividad de
sintesis de polipéptidos en un rango mds amplio de con-
centraciones de extracto como se ve en la Fig. 6. La Fig. 7
muestra la actividad del extracto purificado a traveés de una
columna de quitina en funcidn de la concentracidn de Mg2*.
La actividad mdxima se obtiene a 6,5 mM M92+, concentracion
Tevemente superior al dptimo requerido por el extracto que
no se purifica mediante la columna de quitina. La con-
centracion optima de M92+ varia de preparacion a prepara-
cidn, por lo tanto se determind en cada caso.

Durante el presente trabajo se utilizd siempre 0,25
0 0,5 unidades de D.0. a 260 nm de extracto por ensayo. Si
bien con estas concentraciones no hay diferencias de activi-
dad entre extractos purificados o no con quitina, el trata-
miento con esta columna es conveniente pues aumenta la

estabilidad de las preparaciones.
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Fig. 7: Curva de concentracion de extracto. Se midio la traduccion
dirigida "por PolTi(U) en la mezcla de incubacion "standard" utilizando
las concentraciones indicadas de extracto tratado con quitina (e®) o
no tratado con quitina (o). El ensayo se realizd a una concentracion
de Mgé* de 6 mM.
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Fig. 8: Curva de concentracidn de ﬂgig. Se midid la incorporacion de

fenilalanina-(*"C) en el sistema de ensayo "standard" en presengia de
0,5 (o) ol U (e®) de DO a 260 nm y a las concentraciones de Mget que

se indican.




8. Sintesis "in vitro" de polifenilalanina

La mezcla de incubacidn se realizo en un volumen
final de 0,05 m1 y contenia: 20 mM buffer Hepes (K) pH 7,6,
1 mM ATP, 0,02 mM GTP, 8 mM fosfocreatinina, 2 ug de fos-
focreatinina quinasa, 10 ug de tRNA de germen de trigo, 6 mM
MgAcz, 100-110 mM KAc, 0,25 a 0,5 unidades de absorbancia (a
260 nm) de extracto de germen de trigo (S23), 40 ug de Poly
(U) y 0,05 uCi de (l4C)-fenilalanina.

Las incubaciones se realizaron durante 1 hora a
27°C; la reaccion se detuvo por agregado de 1 ml de Hp0 fria
que contenfa 1 mg de fenilalanina y 50 ug de albumina sérica
bovina como "carrier". Luego de aiadir 0,5 ml de NaOH 1 N se
continud la incubacidn durante 15 minutos mas a 27°C, con el
fin de hidrolizar 1los aminoacil-tRNA. Posteriormente, se
agrego dacido tricloroacético frio (concentracion final 10%)
y se recogio el precipitado en filtros de fibra de vidrio
(GF/C); se lavo con dcido tricloroacético al 8%, se secd y
se midid la radioactividad en un contador de centelleo

1iquido.

9. Preparacion de polisomas de higado de rata o cobayo

Se siguid la técnica de Ramsey y Steele (237), pero
agregando a todas las soluciones 10-20% de fraccion sobrena-

dante de alta velocidad (Sy50) de higado de rata para inhi-



bir la actividad ribonucledsica (238).

9.1. Preparacion de la fraccion de alta velocidad (Sysg) d

——

higado de rata (239)

Se decapitaron 6-8 ratas mantenidas a dieta normal.
Se extrajeron los higados rapidamente y se colocaron en
sacarosa 0,25 M a 0°C. Todas las operaciones siguientes se
realizaron entre 0-4°C.

Los higados se escurrieron, se pesaron, se desmenu-
zaron con tijeras y se resuspendieron en 2 volumenes de
sacarosa 0,25 M en Tris-C1H 50 mM pH 7,5, KC1 50 mM, MgAce-
tato 5 mM (TKM) que contenia DTT 1 mM. Luego de homogeneizar
mecanicamente, se centrifugo durante 10 minutos a 17.000
X g. Se recogio el sobrenadante, descartdandose el precipi-
tado y la fase lipidica superior, y se centrifugd durante
2,5 hs a 150,000 x g (50.000 rpm en centrifuga Spinco utili-
zando rotor 50Ti). Se recogieron las 4/5 partes superiores
del sobrenadante, que constituyen la fraccion Sjigg, Y se

guardaron a -70°C.

— — — c——— —

8-10 ml de la fraccidon Sygg se ajustaron a 0,1 M
Tris y pH 6,5 con buffer Tris-C1H M pH 7,5 y dcido AcH M. Se
agrego solucion neutralizada de sulfato de protamina (10
mg/m1) hasta una concentracion final de 0,17 mg/ml.

Después de 30 minutos a 0°C se centrifugo a 10.000



X g durante 15 minutos, descartandose el precipitado
protamina-RNA y recogiendo el sobrenadante. A esta fraccion
se agrego sulfato de amonio sdlido hasta alcanzar el 40% de
saturacion. Después de 30 minutos a 0°C, se centrifugo
durante 15 minutos a 10.000 x g y se agrego al sobrenadante
mds sulfato de amonio hasta alcanzar el 70% de saturacion.
Luego de 30 minutos a 0°C y centrifugacion de 15 minutos a
10.000 x g, se descarto el sobrenadante. E1 precipitado se
disolvido en 8 m1 de 20 mM Tris-C1H pH 7,5, 1 mM DTT y 0,1 mM
EDTA. La solucion se dializo contra 1 1t de 20 mM Tris-C1H
pH 7,5 que contenifa 3 mM 2-mercaptoetanol y 0,1 mM EDTA
durante 3-4 hs con un cambio de 1iquido de dialisis. Se
agrego 1 mM DTT y 10% de glicerol a la preparacion que se
guardd a -70°C, fraccionada en pequefas alicuotas.

9.3. Preparacidn de polisomas (libres y unidos a membrana) a

partir de higado de rata o cobayo
Varijas ratas o cobayos mantenidos con dieta normal

se decapitaron extrayendo l1os higados como se describio en
(9.1.). Todas las operaciones se realizaron en frio. Luego
de desmenuzar los higados, se resuspendieron en 4 voliumenes
de sacarosa 0,25 M que contenia 10% de fraccion Sisg, 50 mM
Tris-CIH pH 7,5, 250 mM KC1 y 5 mM MgAcp, y se homoge-
neizaron suavemente en forma mecdanica. La suspension se

tratd con "alfa" amilasa cristalina (10 unidades/ml de



extracto de higado) y 0,1 mM de CaCl, durante 15 minutos a
4°C, luego se centrifugd a 1.500 rpm durante 2-4 minutos Yy
se descartd el precipitado. Después de centrifugar nueva-
mente durante 20 minutos a 70.000 x g (23.000 rpm) en rotor
SW 25.2, se separd cuidadosamente el sobrenadante que con-
tenia los polisomas libres del precipitado de microsomas.

A la fraccidn sobrenadante con los polisomas libres
se agrego Triton X-100 y deoxicolato de Na hasta con-
centraciones finales de 1 y 0,5% respectivamente. Se mezclo
cuidadosamente y se centrifugo a 22.000 x g durante 5 minu-
tos y se recogio el sobrenadante, que luego se centrifugd
sobre capas de sacarosa.

E1 precipitado de microsomas se homogeneizo en 10
ml de una solucidn que contenia 50% de Syg5gp, 250 mM KC1 y 20
mM MgAcp. Se centrifugo durante 5 minutos a 1.500 x g y el
sobrenadante se recentrifugo a 17.000 x g durante 10 minu-
tos. La fraccidon sobrenadante que se obtuvo en esta etapa se
dividio en dos porciones. Una de ellas se centrifugd direc-
tamente sobre capas de sacarosa. La otra se tfat6 con Triton
X-100 y deoxicolato a concentraciones de 1 y 0,5% respec-
tivamente y, luego de centrifugar a 22.000 x g durante 5
minutos, el sobrenadante se sometid a la centrifugacidn

sobre capas de sacarosa.
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Centrifugacidn sobre capas de sacarosa: En tubos del rotor

50 Ti se prepararon las capas de sacarosa que se indican en
la Fig. 8, y sobre ellas se colocaron cuidadosamente 5 ml de
cada fraccién (polisomas 1libres, microsomas sin tratar o
tratados con detergente). Se centrifugo durante 12-16 horas
a 50.000 rpm en rotor 50 Ti (150.000 x g). En los tubos en
que se sembro fraccidn que contenia polisomas libres o
microsomas tratados con detergente (polisomas despegados de
membranas), se aspird suavemente el sobrenadante, cada pre-
cipitado se lavo por rotacidn suave con una solucidon que
contenfa Tris-HC1 10 mM pH 7,5, KC1 10 mM y MgAcp 1,5 mM
(10/10/1,5). En los tubos en los que se sembraron microsomas
se descartd la fase superior y se recogio la fase inter-
media, que se diluyd (1/1) con TKM que contenia 1 mM DTT.
Las suspensiones resultantes se colocaron sobre capas de 2
ml de sacarosa 1 M en TKM (1 mM DTT) y se centrifugaron a
150.000 x g durante 90 minutos. E1 precipitado obtenido,
como asi también los polisomas libres y los despegados de
membranas se guardaron congelados a -70°C. Antes de usar se

resuspendieron en buffer 10/10/1,5.
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< Fracciones que <contenfan polisomas o
microsomas.

3 ml sacarosa 1,38 M con Sé (10 m

€— sacarosa 2,3 M en TKM + 8 ml S;gq) y DTT
2 mM,

L — 2 ml sacarosa 2 M con (10 m]
sacarosa 2,3 M en TKM + 1, 5 q Sis50)
DTT 2 mM.

Fig. 9.- Capas de sacarosa para preparar polisomas o micro-
somas.

10. Sintesis "in vitro" dirigida por mensajeros endogenos de

higado de rata

La mezcla de incubacidén para la sintesis poli-
peptidica con polisomas de higado de rata se realizd en un
volumen total de 0,075 ml y contenia buffer Hepes (K) pH
7,6, 20 mM; 90 mM KAc; 3,5 mM MgAcp; 1 mM ATP; 0.02 mM GTP;
8 mM fosfocreatina; 3 ug de fosfocreatina quinasa; 2 mM
dithiotreitol; 7,5 ug de tRNA de higado de rata; 0,03 mM de
cada uno de 19 am(ﬁoécidos excepto metionina; 5 uCi de
metionina-(3%S) (1.000 Ci/mmol); 20-40 ug de proteinas de

fraccion sobrenadante y 0,5 unidades de absorbancia a 260 nm



de suspensidn de polisomas. E1 dcido aurintricarboxilico, la
esparsomicina y el lavado ribosomal de linfocitos se agre-
garon segun lo indicado en cada experimento. Las incuba-
ciones se realizaron a 27°C y se tomaron alicuotas de 10 ul
de la mezcla de reaccion a diferentes tiempos. Luego se
midiéd la radioactividad en el material insoluble en dcido

tricloroacético como se describio mds arriba.

11. Obtencidon de RNA ribosomal (rRNA) de germen de trigo

Se preparo un extracto (S3p) a partir de 60 g de
germen de trigo utilizando un procedimiento similar al
descripto mds arriba. Luego de pasar el extracto por una
columna de “Sephadex G-25", se separaron los ribosomas por
centrifugacion a 150.000 x g durante 3 horas. El1 precipitado
obtenido se lavo con buffer 10 mM Tris-HC1 pH 7,6, 0,1 mM
EDTA, 5 mM MgClp y luego se resuspendio en 20 mM Tris-HC1 pH
7,6, 0,2 mM EDTA, 10 mM MgClo. Sg realizaron dos extrac-
ciones sucesivas con fenol saturado con buffer (10 mM Tris-
HC1 pH 7,6, 0,1 mM EDTA, 5 mM MgCl) en presencia de 0,5%
SDS y 0,2 M NaCl. La fase acuosa resultante se precipitd con
dos volumenes de etanol absoluto en presencia de NaCl 0,2 M.
Se dejo durante 24 horas a -20°C. El1 precipitado obtenido
por centrifugacion a 16.000 rpm por 30 minutos se liofilizd.

La composicion del rRNA se analizd por centrifuga-



cion en un gradiente de sacarosa de 5-25%.

Preparacion de rRNA-celulosa: Con el rRNA asi obtenido que

contenfa fundamentalmente un pico de 18 S se prepard rRNA-
celulosa segun la técnica de Fedoroff y col. (240). Para
ello se resuspendieron 20 mg de rRNA en una solucion que
contenia 35% de etanol absoluto y 65% de buffer 50 mM Tris-
HC1 pH 6,85, con 0,1 M NaCl y 1 mM EDTA, agregando luego 5 g
de celulosa previamente lavada con etanol absoluto. Se dejo
la suspension (10 ml) durante una hora a temperatura
ambiente y 1luego se agregd etanol absoluto filtrando al
vacio a través de papel Whatman N°3. Se resuspendid el pre-
cipitado en etanol absoluto que contenia 10 mM MgAcpz: 0,6 g
rRNA-celulosa cada 20 ml de etanol y se irradio con luz U.V.
de 254 nm a 10 cm de distancia durante 80-90 minutos. Se
filtrd al vacio lavando el material con etanol absoluto y
luego con buffer 20 mM Tris-HC1 pH 7,6 que contenia 0,8 M
KC1, 14 mM MSH y 10% glicerol (v/v), hasta que el liquido de
lavado no mostrg mds absorbancia a 260 nm.

Midiendo la absorbancia a 260 nm del rRNA que se
puso en contacto con la celulosa, se calculo que se pegaron
30 wunidades de D.0. a 260 nm/g de celulosa, 10 que
corresponde a 1,5 mg de rRNA/g de celulosa (considerando que

1 g de RNA tiene una absorbancia a 260 nm de 20).
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12. Andlisis mediante gradientes de sacarosa

Las particulas que difieren en tamafio pero que
poseen la misma densidad se pueden separar por sus distintas
velocidades de sedimentacion en gradientes de sacarosa. La
densidad maxima de la sacarosa en estos gradientes es menor
que la de la particula mds densa que se somete a la
centrifugacion; por lo tanto, la centrifugacion debe reali-
zarse por menor tiempo que el necesario para que la
particula de mayor coeficiente de sedimentacion 1llegue al
fondo.

12.1. Sedimentacidn y andlisis de polirribosomas

Se usaron gradientes lineales de sacarosa de 15 a
45%, preparados con una bomba peristdaltica. Las soluciones
de sacarosa contenian 10 mM Tris-HC1 pH 7,5; 50 mM KC1 y §
mM MgAcp. Después de preparar los gradientes, se dejaron en
lTa heladera por lo menos una hora.

Los polirribosomas se resuspendieron en TKM, se
sembraron 1,5 unidades de D.0. a 260 nm en cada tubo y se
centrifugaron durante 45 minutos a 45.000 rpm utilizando un
rotor SW 50,1. Después de la centrifugacion, se extrajo el
contenido de uno de los tubos empujando desde el fondo con
una solucion de sacarosa mas concentrada (55%) y se anali-

zaron los gradientes registrando la absorbancia a 254 nm en
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un analijzador de gradientes ISCO, equipado con una celda de

flujo.

12,2, Sedimentacidn y andlisis de RNA ribosomal

Para analizar el rRNA se utilizaron gradientes de
5-25% de sacarosa en buffer 20 mM Tris-HC1 pH 7,6, que con-
tenia 150 mM NaCl y 0,5% SDS. Para ello, el rRNA se
resuspendio en una solucion 20 mM Tris HC1 pH 7.6, 150 mM
NaCl, sembrando luego en el gradiente 1 a 2 unidades de
absorbancia a 260 nm.

Se centrifugo durante 135 minutos a 45.000 rpm en
un rotor SW 50-1. La distribucidn de RNA se determind con un

analizador de gradientes ISCO a 254 nm.



ITI. RESULTADOS

1. Caracterizacion del sistema de l1infocitos: condiciones de

estimulaciodn

Los 1linfocitos humanos periféricos son células
metabdlicamente en estado de reposo que pueden ser inducidas
a transformarse en 1linfoblastos por accidn de mitdgenos
tales como la fitohemoaglutinina (FHA) y la concanavalina A
(Con A). E1 efecto del agregado de mitdgenos a linfocitos en
cultivo ha sido bien estudiado. Las células sufren una serie
de cambios metabdlicos que incluyen un marcado aumento de la
sfntesis de RNA y proteinas, y la iniciacidn de la replica-
cion del DNA alcanzando un estado de activa proliferacidn
(188,189).

Con el objeto de caracterizar al sistema, se reali-
zaron estudios preliminares para determinar las condiciones
optimas de estimulacidon. Para ello se midio la sintesis de
DNA de linfocitos inducidos a proliferar en diferentes con-
diciones, determinando la incorporacidn de Timidina-(3H) en

pulsos de 2 horas de duracion.



1.1. Concentracion del mitdgeno

En la Fig. 10 se observa el efecto del agregado de
diferentes concentraciones de FHA y Con A a linfocitos en
cultivo. La estimulacion de Ta sintesis de DNA fue del mismo
orden independientemente del medio de cultivo utilizado (MEM
0 RPMI 1640).

En los experimentos siguientes de 1induccidon de
blastogénesis se utilizd 1 ug de FHA/ml 6 2 a 3 ug de Con
A/mi. En el caso de FHA el optimo se obtiene a una con-
centracion menor que 1la elegida, pero a 0,5 ug/ml 1la
situacidn es 1imite y cualquier error en la dilucidén o en la
medida del volumen puede producir una estimulacion menor.

1.2. Requerimientos del suero

Los requerimientos nutritivos minimos para el
cultivo de células en general, y para la proliferacion de
linfocitos en particular, fueron determinadas estudiando 1la
necesidad de factores esenciales para el crecimiento tales
como aminodcidos, hidratos de carbono, vitaminas y sales que
constituyen el medio de cultivo definido. E1 factor indefi-
nido del crecimiento 10 constituye el suero. Aunque se han
aislado algunos factores séricos esenciales para el creci-
miento celular (por ejemplo "Epidermal Growth Factor") adn

existe controversia en cuanto a la cantidad y calidad de los
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Fig. 12: Curva de concentracion del mitdgeno. Cultivos que contenian
1 x 10° 17nfocitos/ml se estimularon con cantidades crecientes de FHé
(@) 0 Con A (O). Luego de 72 hs se tomaron alicuotas de 2 x 10
c€lulas y se midid la incorporacion "in vivo" de timidina (3H) en
material TCA insoluble. E1 medio de cultivo utilizado fue MEM g RPMI
1640, en presencia de 10% de SFB. 100% corresponde a 77.638 cpm y

99,980 cpm para FHA y Con A, respectivamente.




componentes de origen sérico necesarios para la prolifera-
cién. Por esta razdn, se analizd qué tipo de suero se
requeria para la proliferacion de linfocitos. Para ello se
estimularon las células con FHA durante 72 hs, en MEM ¢ RPMI
1640 y en presencia de 10% de diferentes tipos de suero.

La Fig. 11 muestra que el efecto del SFB sobre 1la
proliferacion es comparable al del SA y del SAI, en tanto

que el SC solo permite una estimulacidon menor.
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Fig. 11: Efecto del suero. 1 x 106 cé€1/ml se cultivaron durante 72 hs
en presencia (O] o ausencia (m) de FHA, en MEM ¢ RPMI 1640 que con-
tenia 10% de SFB (suero fetal bovino), SC (suero de caballo), SA
(suero autologo), SAI (suero auto]q;go inactivado); luego se midid
incorporacidn "in vivo" de timidina (°H) en material TCA insoluble.




1.3. Velocidad de sintesis de DNA

La Fig. 12 muestra la velocidad de incorporacidn de
Timidina radioactiva a material insoluble en TCA en 1lin-
focitos mantenidos en estado de reposo durante tiempos

variables antes del agregado del agente mitog€nico.
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Fig. 12: Velocidad de sintesis de DNA. Efecto del agregado de FHA a
cultivos mantenidos en estado de reposo durante tiempos variables.
1 x 105 cé1/m fueron cultivadas en ausencia de FHA (O) o en presen-
cia de FHA luego de permanecer en cultivo en estado de reposo: O hs
(@), 24 hs (&), 48 hs (A) y 72 hs (D). A los tiempos que se indi-
can se tomaron alicuotas de 2 ml de cultivo y se midid incorporacion

de timidina (3H) a material TCA insoluble.




2, Inhibidor de traduccidon (IT) obtenido de linfocitos en

reposo

2.1. Caracterizaciodn

2.1.1. Efecto del lavado ribosomal sobre la traduccidn en

sistemas heterdlogos

Trabajos previos (215,241) demostraron la existen-
cia de un factor inhibitorio de la traduccidn (IT) asociado
a ribosomas de linfocitos en reposo, que desaparece cuando
los linfocitos son estimulados con FHA. Los resultados indi-
caron que el factor es capaz de bloquear l1a traduccion diri-
gida por Poly(U) o por mRNAs enddgenos en un sistema libre
de c€lulas homologo preparado a partir de linfocitos activa-
dos, y que la etapa afectada parecia ser la elongacion.

Para confirmar esta posibilidad, se midio el efecto
del IT sobre diferentes sistemas 1libres de células de
eucariotes, como 1los obtenidos de germen de trigo y de
higado de rata. En la Fig. 13 se observa que el factor
extraido de ribosomas de linfocitos en reposo inhibe mar-
cadamente la traduccion dirigida por Poli(U) o RNA mensajero
‘endogeno en sistemas de germen de trigo e higado de rata,
‘respectivamente; el lavado ribosomal obtenido a partir de
linfocitos estimulados produce solo una ligera inhibicion en
ambos sistemas. Estos resultados practicamente idénticos a

los obtenidos con el sistema de linfocitos, permitieron ini-



ciar un estudio mds detallado del IT, evitando el uso de
linfocitos humanos en la preparacion de sistemas libres de

c€lulas necesarios para ensayar la sintesis proteica.

Incorporacion de aminodcidos (/)

1 A 1 | — |
025 05 1 2 025 05 1 2

=

Liquido de lavado ribosomal (ul)

Fig. 13: Efecto de IT en sistemas heterdlogos. Efecto del lavado
ribosomal ‘obténido a partir de Tinfocitos en reposo (®) o estimulados
(O) sobre la sfhtesis(ro]ipeptfdica: (A) sintesis de polifenilalanina
en extracto de germen de trigo; (B) sintesis de polipeptidos dirigida
por RNA mensajeros endogenos en sistema de higado de rata. Los ensayos
se realizaron como se describe en Materiales y Métodos. En los contro-
les realizados en ausencia de lavado ribosomal (100%), la incor-
poracidn de fenilalanina (%) en (A) y de metionina (35S) en (B) fue
de 51.530 cpm y 103.945 cpm, respectivamente. Ambos 1iquidos de lavado
ribosomal contenian 5 mg/ml de proteinas.




2.1.2. Efecto de la fraccidn post ribosomal sobre la traduc-

cion

Se investigo la presencia del factor inhibitorio en
la fraccion post-ribosomal, sobrenadante de 150.000 x g
($150) de los extractos de linfocitos. Para ello se midig el
efecto del agregado del lavado ribosomal y su correspon-
diente S150 sobre la sintesis de polifenilalanina en sistema
de germen de trigo. En la Fig. 14 se muestran los resultados
obtenidos. Estos resultados y los que se muestran mds ade-
lante (propiedades, mecanismo de accion y actividad
nucleolitica) 1indican que la actividad inhibitoria de 1la
traduccion de la fraccion Sygg es similar a la correspon-
diente al lavado ribosomal. Este hecho permitio disponer de
mayor cantidad de material para encarar los estudios, utili-
zando como fuente de inhibidor 1a fraccion Sjs5q.

2.2. Propiedades

2.2.1. Estudios sobre la naturaleza del factor

Con el objeto de identificar y purificar el IT se
analizo el efecto de diferentes agentes sobre los extractos
de linfocitos. En esta serie de ensayos se utilizd una dilu-
cion del factor capaz de inhibir en un 50% la sintesis de
polifenilalanina en el sistema de germen de trigo.

(A) Sensibilidad a la temperatura: Los extractos de
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Fig. 14: Actividad inhibitoria de la fraccion Sj5o. Efecto de (A)
lavado ribosomal y (B) Ta ﬁ-accw‘n_Sﬁo sobre Ta stmtesis de polifeni-
lalanina en extracto de germen de trigo. lLas fracciones obtenidas de
linfocitos en reposo (®) o0 estimulados (O) se ensayaron como se
indica en Materiales y Métodos. Todas las fracciones ensayadas con-
tenfan 1 mg/ml de proteinas. En los controles realizados en ausencia
de 1avad24r1bosoma1 o fraccion Syg5g (100%) la incorporacién de fenila-

lanina (13C) fue de 64.417 cpm.
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linfocitos en reposo (lavado ribosomal y Sjs5g9) se incubaron
durante 5 minutos a diferentes temperaturas; luego se ensayo
la actividad residual del factor sobre la sintesis de poli-
fenilalanina "in vitro" en un ;istema de germen de trigo.
Los resultados de la Tabla 5 indican que la activi-
dad 1inhibitoria de ambas fracciones es parcialmente ter-
moestable, ya que solo pierden el 25% de su capacidad

inhibitoria luego de un calentamiento de 5 minutos a 90°C.

Tabla 5: Sensibilidad a 1

temperatura de IT

Temperatura Pérdida de la actividad
inhibitoria
(°c) (%)

Lavado ribosomal S150

0 0 0

50 0 0

70 0 0

80 11

90 25 25

Las fracciones sometidas a_ un calentamiento a distintas tem-
peraturas se enfriaron rdpidamente en bafo de hielo y se
centrifugaron a 12.000 x g durante 1 minuto. Se ensayd 1la
actividad residual del sobrenadante sobre la sintesis de
polifenilalanina en un extracto de germen de trigo. En cada
caso se resto la radioactividad incorporada en ausencia de
Poli(U) (blanco de reaccion).
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(B) Accion de proteasas: Para realizar este estu-
dio se seleccionaron previamente proteasas cuya actividad
pudiera bloquearse antes de medir la sintesis de polifenila-
lanina "in vitro" para no alterar el ensayo de la actividad
del factor.

La Tabla 6 da la sintesis de polifenilalanina en
presencia de distintas proteasas previamente tratadas con
Trasylol o calentadas con el objeto de inhibir la actividad
proteolitica. Es interesante sefalar que, utilizando inhibi-
dor de tripsina o PMSF, no se logro detener 1la -accion pro-
teolitica de la tripsina ni la de quimiotripsina en 1las
condiciones de nuestros ensayos.

Teniendo en cuenta estos resultados, se utilizo
tripsina, quimiotripsina y proteasa de B. amyloliquefaciens
para ensayar la sensibilidad del IT a 1la accion de pro-
teasas.

Los datos de la Tablc 7 demuestran que la actividad
inhibitoria es totalmente resistente a la accion de las pro-

teasas ensayadas.



Tabla 6: Inactivacion de proteasas

Proteasa Inhibidor de actividad|{ Sintesis de polifenilala-
proteolitica nina residual (%)
Tripsina Trasylol (600 U/ml) 50
(100 ug/m1) (1)
Quimiotripsi?i Trasylol (600 U/ml) 60
(100 ug/m1) (1)
Pronasa B Calentamiento 5 min 20
(5 ug/m) (2) a 75°C
Proteasa de Calentamiento 5 min 0
B. subti]ii a 75°C
(5 ug/m1) (2)
Proteasa de Calentamiento 5 min 57

B. amyloliquefa- i a 75°
ciens (5 ug/m1)(2

Las enzimas se incubaron durante (1) 1 h a 38°C ¢ (2) 12 hs a 30°C en
100 mM Tris-AcH pH 7,6 que contenia 10 mM Cac*. Luego de agregar Tra-
sylol o de calentar segun se indica, se incorporaron a un ensayo
"standard" de sintesis de polifenilalanina en extracto de germen- de
trigo. La sfntesis de polifenilalanina en presencia de las enzimas sin
inhibir fue menor del 5% respecto del control (100% de incorporacion
corresponde a la sintesis en ausencia de agregados).
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Tabla 7: Accidon de proteasas

Agregados al sistema de Actividad inhibitoria

sintesis de polifenilalanina residual
(%)

Lavado ribosomal 100
Lavado ribosomal + tripsina 87
Lavado ribosomal + quimiotripsina 99
Lavado ribosomal + proteasa de 96,5
B. amyloliquefaciens
5150 90

5? + proteasa de B. amylolique-

acien 78

En los casos en que se indican los extractos de linfocitos
fueron incubados a 30°C durante 1 hora en presenc1a de trip-
sina o quimiotripsina o durante 18 hs en presencia de pro-
teasa de B.a. (re]ac1on 1/100 de proteasa a extracto de
linfocitos). La accion de la tripsina y quimiotripsina se
detuvo por agregado de 600 U/ml de Trasylol y la de proteasa
de B. amyloliquefaciens, por calentamiento durante 5 minutos
a 75°C antes de iniciar el ensayo de 1la sintesis de
polifenilalanina. La mezcla de reaccion control con lavado
ribosomal o $§; sin tratar ircluye la proteasa utilizada en
cada caso prev?amente inactivada.



(C) Accion de nucleasas: La Tabla 8 indica que la
actividad inhibitoria también es totalmente resistente a la
accion de ribonucleasa estafilocdquica. La accion de esta
enzima es dependiente de la presencia de calt y por lo tanto
se puede detener antes del ensayo de sintesis de polifenila-

lanina por agregado de EGTA que compleja el Cal*.

Tabla 8: Accion de ribonucleasa

Agregados al sistema de Actividad inhibitoria residual
sintesis de
polifenilalanina (%)
Lavado ribosomal 100

Lavado ribosomal +
nucleasa stafilocdccica 103

E1 lavado ribosomal se incuba solo o en presencia de 10
ug/ml de ribonucleasa stafilocdccica y 0,2 mM Ca¢* durante 1
h a 30°C. Se detiene la accidn de la enzima por agregado de
EGTA 0,48 mM y se agrega un sistema de germen de trigo
midiendo luego la sintesis de polifenilalanina.
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(D) Tratamiento con sulfato de amonio: El1 experi-
mento se realizé agregando (NHg)2S04 sdlido a la fraccion
S150 hasta alcanzar las concentraciones de 30 y 70% de
saturacion. Los precipitados obtenidos entre 0-30% y 30-70%
de saturacion de sulfato de amonio se resuspendieron en 0,5
ml de Buffer A y se dializaron contra el mismo buffer. Tam-
bién se dializé el sobrenadante que queda despué€s de la pre-
cipitacidn con sulfato de amonio al 70%. Luego se midic el
efecto del agregado de cada una de las fracciones obtenidas
sobre la sintesis de proteinas dirigida por Poli(U) en
sistema de germen de trigo.

Los resultados de la Tabla 9 muestran que la acti-
vidad inhibitoria de la traduccion precipita preferentemente
entre 30 y 70% de saturacion de sulfato de amonio, aunque

parte de la actividad queda en las otras fracciones.



Tabla 9: Precipitacion con sulfato de amonio

Agregados al sistema de Actividad de sintesis de
sfntesis de polifenilalanina polifenilalanina (%)
Exp. A Exp. B
Ninguno 100 100
S150 1,5 7,3

Fraccidn ppda. por sulfato
de amonio entre:

0-30% saturacion 45 82,1
30-70% saturacion 6,5 35,7

Sobrenadante de sulfato de
amonio al 70% de saturacidn 26,4 47,7

E1 sistema de_sintesis sin ningun agregado (100% de activi-
dad) incorpord 45.047 cpm.
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(E) Tratamiento <con dcido tricloroacético: Se
agregd dac. TCA (concentracion final del 10%) a la fraccion
Si150 Y después de separar el precipitado formado se midid la
actividad inhibitoria residual del sobrenadante. La Tabla 10
indica que en dicho sobrenadante se recuperd muy poca acti-

vidad inhibitoria.

Tabla 10: Accidn de dc. TCA

Agregados al sistema de sintesis Actividad inhibitoria
de polifenilalanina residual (%)
IT 100
IT + dc TCA 19,7

Luego de agregar dc. TCA a la fraccion Sysg (conc. final
10%? se dejo durante 30 minutos a 0°C. Se centrifugd a
12.000 x g durante 5 minutos a 0°C y se dializd el sobrena-
dante contra buffer A. Se midio la actividad inhibitoria
residual en el sobrenadante agregando una alicuota del mismo
al ensayo "“standard" de sintesis de polifenilalanina.



(F) Tratamiento alcalino: La fraccidn post riboso-
mal se sometid a la accion de KOH 0,4 M durante 30 minutos a
37°C y luego de neutralizada y dializada, se midio su efecto
sobre la sintesis de polifenilalanina en extracto de germen
de trigo. Los resultados de la Fig. 15 demuestran que el

inhibidor es parcialmente 1dbil al tratamiento alcalino.
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Fig. 15: Efecto de] tratamiento alcalino. Se midio la actividad inhi-
bitoria de Ta traduccion de la_fraccion Sy5p sin tratar (®) o prein-
cubada durante 30 minutos a 37°C en ausencia (O) o presencia (&) de

KOH 0,4 M. En los controles (100%) se incorporaron 64.288 cpm.




(G) Fenolizacion de la fraccidon Sysp: Dado que el
IT resultd resistente a 1la accidn de proteasas y de
ribonucleasa stafilocdccica y que fue ademds parcialmente
1dabi1 al tratamiento alcalino, se investigo si podia ser
extraido con fenol como sucede con los dcidos nucleicos.
Para ello se midid la presencia o ausencia de IT en la capa
acuosa que queda luego del tratamiento con fenol.

Los resultados (Tabla 11) muestran que el inhibidor
no se comporta como un dacido nucleico en cuanto a su posible
extraccion con fenol. La recuperacion de material luego del
tratamiento se controlo fenolizando la fraccion Sigg en pre-
sencia de una cantidad conocida de tRNA de germen de trigo.
Como se indica en la Tabla 12, la fase acuosa que se recu-
pera no solo no tiene actividad inhibitoria de traduccion
sino que estimula la sintesis de polifenilalanina en 1la
misma proporcion que una cantidad equivalente de tRNA de
germen de trigo, indicando una recuperacidon cuantitativa de

dcidos nucleicos después de la fenolizacion.



Tabla 11: Efecto de la fenolizacion sobre IT

Incorporacign de

Agregados al sistema 0
de sintesis fenilalanina (l4c) (%)
Ninguno 100
Si50 2 ul 3,5
5 ul 2,4

Si50 tratado con fenol
(capa acuosa):

2 ul 96,2

5 ul 81

La fraccion Sygqg fue tratada con fenol y la capa acuosa fue
precipitada con alcohol como se indica en Materiales y

Métodos. E1 precipitado se resuspendid en un volumen igual
al original y se agregaron los volumenes que se indican al

ensayo "standard" de sintesis de polifenilalanina.



Tabla 12: Recuperacion del material fenolizado

Agregados al sistema Incorporacign de
de sintesis fenilalanina (1%C) (cpm)
Ninguno 14,137

tRNA germen de trigo
(5 mg/ml)

0,8 ul 39.972
1,6 ul 44.415

tRNA fenolizado

0,8 ul 35.910
1,6 ul 44.780

Se
en
E1

en

La
se

fenolizaron 0,1 ml de tRNA de germen de trigo de 5 mg/ml
presencia de $;5q como se indica en Materiales y Métodos.
precipitado alcohdlico de la fase acuosa se resuspendio
un volumen igual al original y se midio su efecto sobre
traduccion de Poli(U) en un sistema de germen de trigo.
mezcla de reaccidon utilizada es la ya descripta en la que
omitid el tRNA.



(H) Efecto del agregado de sulfato de protamina: Se
agrego sulfato de protamina a la fraccion Sy5p hasta alcan-
zar una concentracidon de 0,17 mg/ml en condiciones en que no
precipitan proteinas (0,1 M en Tris-C1H, pH 6,5). Se mantuvo
a 0°C con agitacidon durante 30 minutos y luego de centrifu-
gar, se analizo el efecto del sobrenandante sobre la sint-
esis de polifenilalanina. Los resultados de 1la Tabla 13
indican que el 1inhibidor no es precipitable por el sulfato

de protamina en estas condiciones.

Tabla 13: Efecto del agregado de sulfato de protamina.

Agregados al sistema de sintesis | Actividad del sistema (%)
Exp. A Exp. B

Ninguno 100 100

Si150 5 ul 19,5 38,6

S150 (0,1M Tris-HC1,pH 6,5) 5 ul 34,4 45

Si5p0 tratado con sulfato de

protamina 5 ul 12,7 36

Las fracciones Si5p ensayadas en cada caso contenian 1 mg/ml
de proteina. Luego de agregar sulfato de protamina se dejo
a 0°C durante 30 minutos; posteriormente se centrifugd a
10.000 x g durante 15 minutos y se ensayo el sobrenadante en
el sistema "standard" de sintesis de polifenilalanina. EI
extracto sin ningdn agregado (100%) incorpord 33.139 cpm.



2.2.2. Comportamiento del inhibidor de traduccion en

sistemas de fraccionamiento convencionales

(A) DEAE-celulosa y "Sephadex" G-75:

Se analizéd el comportamiento del IT en DEAE-
celulosa. Debido a que el IT es parcialmente termoestable
previamente se calentd a 60°C durante 5 minutos, luego de
enfriar rdpidamente en bafio de hielo se centrifugd a 12.000
X g durante 1 minuto, y el sobrenadante se pasd por una
columna de DEAE-celulosa. La Fig. 16 muestra la D.0O. a 280
nm y el efecto sobre la sintesis de po1ifeni1a1anina-(14C)
de cada fraccion. La actividad inhibitoria no fue retenida
por DEAE-celulosa en las condiciones utilizadas.

Se juntaron 1las fracciones con mayor actividad
(indicadas en el grdfico con una barra). Luego de con-
centrarlas, se dializaron contra buffer D y se pasaron por
una columna de “"Sephadex G-75" equilibrada y eluida con el
mismo buffer.

La Fig. 17 muestra la D.0. de cada fraccion a 280
nm, su actividad inhibitoria sobre la sintesis de polifeni-
lalanina-(14C) en extracto de germen de trigo, y la calibra-
cion previa de la columna con marcadores de Peso Molecular
conocido. Pese a que el pico de actividad inhibitoria es muy

ancho, se puede calcular que el inhibidor eluye como una
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Fige 16: Columna de DEAE-celulosa (7,4 cm x 1,2 cm) equilibrada con
buffer C. ~Se _sembraron I,5 ml de fraccidn Sygp previamente tratada
como se indicd y que contenia 1 mg/ml de pro%emas. La columna se
eluyd con buffers C, E, F, cuyas concentraciones de KC1 se indican en
el grdfico, recogiendo fracciones de 1 ml. (e---®) D.0. a 280 nm.
fo— o) Sintesis de polifenilalanina ('*C) en extracto_de germen de
trigo expresada en (%). Se ensayaron 2 ul de cada fraccion. El sistema

sin agregados (100%) incorpord 59.602 cpm.
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sustancia de peso molecular de alrededor de 17.000 daltons.
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Fig. 17: Columna de "Sephadex G-75" (60 cm x 1,5 cm) equilibrada con
buffer D.—Se sembro I ml del IT que no fue retenido por DEAE-celulosa
con un contenido de 0,17 mg/ml de prof fnas. (-~ -} D.0. a 280 nm,
(6 — @) sintesis de polifenilalanina-(1%C) (%) en presencia de 20 ul
de cada fraccion. El sistema sin agregados incorporo (100%) 44.635
cpm. 4' ) Marcadores de peso molecular conocido: Azul dextrano
(AD), malico deshidrogenasa (MDH), ovoalbumina (OvA), citocromo C (Cyt

C), sulfato de amonio (SAM).
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(B) DEAE-celulosa y fosfocelulosa:

Se repitio el fraccionamiento en DEAE-celulosa pero
sembrando la muestra a menor fuerza ionica. Para ello se
equilibraron la muestra y la columna con buffer B (25 mM
KC1) y se eluyo con el mismo buffer a las concentraciones de
KC1 que se indican en la Fig. 18.

Como en el caso ya descripto anteriormente, tampoco
a menores fuerzas ionicas la DEAE-celulosa retuvo la activi-
dad inhibitoria. Se juntaron las fracciones con mayor acti-
vidad inhibitoria (sefaladas con una barra en el grafico),
se concentraron y aplicaron sobre otra columna de fos-
focelulosa equilibrada con buffer B, eluyendo con buffers D
(100 mM KC1) y E (250 mM KC1). E1 efecto de cada fraccion
sobre la sintesis de po]ifeni]a]anina-(14C) que se muestra
en la Fig. 19 indica que el IT es retenido por la fos-
focelulosa y puede eluirse de ella con soluciones de KC1 100
mM.

En cada una de las etapas descriptas en el punto
(B), se midid concentracidn de proteinas por el método de
Lowry (242) y unidades de inhibidor; los datos se resumen en

la Tabla 14.



2 kci
‘€  (mMle—25 i 50 >< 250 >
o 100} —1.05
= S
& 8of 104 o
S~eof | 103
éE I 60 ; g?
© _ 40} . 402 3
7> H o
22 20 \/ = o
0o | iV % J— . : =
};5;3 P B [ I | ) T B | 1 ]

10 20 30 40 S50 60 70 80 90 100

Numero de fraccion

Fig. 18: Columna de DEAE-celulosa (7,4 cm x 1,2 cm) equilibrada con
buffer B. ~ Se sembro 1,5 ml de fraccion Sjgy que contenia 0,31 mg/ml
de protefnas, previamente calentada como ya se indicd. Se recogieron
fracciones de & m. (+---~) D.0. a 280 nm, ( ) sintesis de polife-
nilalanina (1%C) (%) en presencia de 5 ul de cada fraccion. El
extracto de germen de trigo sin agregados (100%) incorpord 59.812 cpm.
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Fig. 19: Columna de fosfocelulosa (12,1 cm x 1,2 cm) equilibrada con
buffer B.” Se sembro I ml de fraccion Sygg no retenida por DEAE-
celulosa que contenia O, 03 mg/ml de proteinas. Se recogieron frac-
ciones de 1 ml y se ensayo su actividad inhibitoria agregando 10 ul de
caﬂa fraccidn a un ensayo "standard" de s1ntes1s de polifenilalanina-

(==). Sintesis de polifenilalanina-( 14c) (3). E1 extracto sin
agregados incorporo (100%) 48.160 cpm. Como el contenido de proteinas
es muy bajo, fue nula la D.0. a 280 nm de todas las fracciones.




Tabla 14

Etapa | Volumen| Unidades |Protefnas| Actividad |{Purifi-|Rendi-

(m1) totales{*) | totales especifica | cacion | miento
(mg) (%)

$150 2,7 5.684 1,46 3.893 1 100

$150 2,7 5.684 0,837 6.790 1,7 100

0 5

DEAE- 2,2 1.205 0,066 18.258 4,7 21

cel

Fosfod. 0,54 69,3 | 3,2x10-3 21.625 5,5 1,2

cel

(*) Se define una unidad de inhibidor como la cantidad necesaria para
reducir al 50% la sintesis de polifenilalanina en las condiciones
“standard" de ensayo.
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(C) Hidroxiapatita:

En experimentos anteriores se vio que la actividad
inhibitoria se comportaba como una sustancia de naturaleza
bdsica (no es retenida por DEAE-celulosa pero si por fos-
focelulosa, de la cual se eluye con KC1 100 mM). Por esta
razon se estudid el comportamiento del inhibidor en una
columna de hidroxiapatita (2 ¢m x 0,5 cm), eluyendo en con-
diciones en que se sabe eluyen las proteinas bdsicas (243).
La columna se preparo en buffer fosfato 1 mM pH 6,85. Se
sembrd la fraccidon Sjsp previamente dializada contra el
mismo buffer; se lavo la columna sucesivamente con (I) NaCl
1 mM, (II) CaCl2 3 M, nuevamente con NaCl 1 mM y (III)
buffer fosfato 1 M pH 6,8. Cada fraccidon eluida de 1la
columna se concentrd a 3 ml, y se dializo contra buffer B.
Luego se determino la concentracion de proteinas por el
método de Lowry (242) y el efecto de una alicuota de 10 ul
de cada fraccidn sobre la sintesis de polifenilalanina-(l4cC)
en extracto de germen de trigo. Los resultados obtenidos

fueron los siguientes:



Volumen Proteinas Inhibicion de la
(m1) (mg/m1) traduccion (%)

Muestra sem-

brada en la

columna de

hidroxiapa-

tita 0,5 0,7 95

Fraccion
1

I)
(NaC1 )

(
mM 7 0,06 0

Fraccion (II)
(CaC]z 3 M) 7,5 0,017 21

Fraccion (III)

(buffer fosfa-
to 1 M) 7,5 0,1 -10

Estos resultados indican que el factor se fija
fuertemente a hidroxiapatita, de la cual solo se recupera

parcialmente con CaCly 3 M.

(D) rRNA-celulosa:

Recientemente se ha descripto la purificacion de
factores de iniciacion de sintesis de proteinas por afinidad
a RNA ribosomal (rRNA) en columnas de rRNA-celulosa
(244-245). Debido a que la actividad inhibitoria de la sin-
tesis de proteinas aislada de 1linfocitos en reposo se
encuentra en parte asociada a los ribosomas, se probd su
comportamiento en una columna de rRNA-celulosa. Para ello se

prepard rRNA celulosa como se indica en Materiales y Méto-



dos, y este material se resuspendio en buffer 20 mM Tris-HC1
pH 7,6, 14 mM MSH, 10% glicerol (v/v) en presencia de 0,1 M
KC1; se prepard una columna (5 cm x 0,5 cm) y se lavo con el
mismo buffer hasta reducir a cero la absorcion a 280 nm. Se
sembrd la fraccion Sjygg dializada contra el buffer y se
eluyo con el mismo buffer a las siguientes concentraciones
de KC1 (I) 0,1 M, (II) gradiente de 0,1 a 0,5 M y (III) 1 M,
Las fracciones obtenidas (de 0,8 ml cada una) fueron diali-
zadas contra el buffer en presencia 0,1 M KC1 y se midid el
efecto de 10 ul de cada una sobre la sintesis de polifenila-
lanina-(14C) en sistema de germen de trigo. La actividad de
IT se eluye con la solucion de lavado (I).

E1 factor no fue retenido por la columna, posible-
mente porque su afinidad por rRNA es baja en las condiciones
usadas o bien porque degrada al rRNA unido a la celulosa.

Aunque se habia descripto anteriormente que Jla
actividad inhibitoria de sintesis de proteinas aislada de
linfocitos en reposo parecia no tener actividad nucleoliti-
ca; a la luz de los experimentos que se describen mas ade-
lante puede decirse que el IT no es retenido por la columna
porque degrada al rRNA.

Debido a que la cantidad de material proveniente de
lavado ribosomal es muy escasa, se estudido solamente su com-

portamiento en DEAE-celulosa e hidroxiapatita. En ambos



casos es idéntico a la actividad inhibitoria de la fraccicn
S150-

Todos 1los intentos realizados con el objeto de
purificar el factor IT dieron una recuperacion muy baja.
Teniendo en cuenta este hecho y que el material con que se
trabaja es de 1linfocitos humanos y por 1o tanto escaso,
optamos por no purificar mas el IT y estudiar su mecanismo

de accion.

2.2.3. Mecanismo de accidn del inhibidor de traduccidn

"in vitro" de

AR)-Efectos sobre la cinética de traduccidn

Poli(U)

(a) De la fraccidn Syj5g y del lavado ribosomal:

Resultados anteriores de nuestro laboratorio habfan
indicado que el lavado ribosomal de linfocitos en reposo
ejercia su accidn a nivel de elongacidn (241). Con el
proposito de investigar si la fraccidn Sig9 inhibia la misma
etapa, se comparo la cin€tica de sintesis de polifenilala-
nina en ausencia o presencia de esparsomicina, ATA o frac-
cion Sjsp O lavado ribosomal agregados luego de 10 minutos
de incubacidn (Fig. 20).

E1 ATA (dcido aurintricarboxilico) es un inhibidor
de iniciacidén y en las condiciones del ensayo, bloquea 1la

formacion de complejos de iniciacion debidos a asociacign
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Fig. 20: Efectos comparativos de ATA, esparsomicina e IT sobre 1la
cinética de traduccion de Poly{U] en extractos de germen de trigo. [a
sintesis de polifenilalanina C) se realizo_en un ensayo "standagd"
sin ningin agregado (O) o agregando 7 x 10> M ATA (a), 7 x 10=° M
esparsomicina (&) o 10 ug de lavado ribosomal (®) en A g 10 ug de
Si50 (@) en B luego de 10 min de incubacion como indica la flecha. A
los tiempos que se indican se tomaron alicuotas de 10 ul en las cuales
se determind la radioactividad precipitable por TCA.
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tardfa del Poli(U) a los ribosomas; por lo tanto disminuye
la formacion de polipéptidos después de un periodo de alre-
dedor de 10 minutos. En cambio, la esparsomicina es un inhi-
bidor de elongacidn y bloquea inmediatamente la
incorporacidn de fenilalanina-(14C). E1 agregado del lavado
ribosomal (Fig. 20A) o de la fraccidn Si5g9 (Fig. 20B) a 1la
mezcla de incubacion produce una inhibicion de la sintesis
de polifenilalanina con la misma cinética que la espar-
somicina.

(b) De las fracciones obtenidas por precipitacidn
con sulfato de amonio:

La Fig. 21 muestra que la actividad inhibitoria de
las fracciones obtenidas con sulfato de amonio por encima de
30% de saturacion, producen un bloqueo de la traduccidn que
sigue igual cinética a la mostrada por el inhibidor origi-
nal. En cambio, la fraccion que precipita entre 0 y 30% de
saturacion de sulfato de amonio inhibe la traduccidén con una

cinética correspondiente a un inhib*dor de iniciacidn.
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Fig. 21: Cinética de inhibicion de las fracciones obtenidas por pregi-
pitacion con sulfato de amonio. La sintesis de polifenilalanina lggt)
se realizo en un ensayo '"standard" sin ningun agregado (O) o agre-
gando luego de 10 minutos de incubacion como indica la flecha
Sis50 (@), fraccion que precipita con sulfato de amonio entre 0-30% de
saguracio‘n (o), que precipita entre 30-70% de saturacion (&) o
sobrenadante que queda Tuego de precipitar con sulfato de amonio entre
30-70% (0O). En cada caso se uti?izaron 5 ug de proteinas.




B) Efectos sobre la traduccidn de polisomas de higado de

rata

La fniciacion de 1la traduccion con Poli(U) es
diferente a la que tiene lugar con RNA mensajeros naturales.
Para un mejor conocimiento del modo de accion del IT, se
ensayo la actividad del lavado ribosomal sobre un sistema de
higado de rata que contenfa polisomas. Los resultados de la
Fig. 22 muestran que el ATA también en este sistema es capaz
de bloquear la sintesis polipeptidica luego de un periodo de
5 a 10 minutos durante el cual, presumiblemente, se comple-
tan los péptidos nacientes. Esto indica que 1los po]isomas
pueden reiniciar la sintesis y que el ATA frena totalmente
la reiniciacion. En cambio, el agregado de esparsomicina
frena instantdneamente la sintesis como se debe esperar para
un inhibidor de elongacion. Nuevamente el efecto del IT es
idéntico al de esparsomicina.

C) Actividad nucleolitica del inhibidor de traduccidn

Estudios previos parecian indicar que el IT aislado
de linfocitos en reposo no tenia actividad nucleolitica, ya
que no producia alteraciones en el perfil de distribucidn de
polisomas de linfocitos estimulados luego de una incubacion
de 15 minutos con el factor (241).

Sin embargo, debido al comportamiento del factor

frente a rRNA-celulosa y a su rapida accidn sobre la elonga-



o

' 10}

x

£

Q

L 8

w

(Vp]

m|

&

= 6k

o

o

b

8 o

c

'3 4 a _a A

S 2k

g —4 e 2

(@]

(&)

< 0 ] 1 ] 1
0 20 40 60 80

Tiempo (min)

Fig. 22: Efectos de ATA, esparsomicina e IT sobre la cinética de sin-
tesis polipeptidica €n pélisomas de higado de rata. L[as mezClas de
reaccion se -realizaron como se describe en Materiales y Métodos. La
sintesis polipeptidica fue realizada sin ningun agregado (O) 0 con el
a?regado de 7 x 10-5 M ATA (A), 7 x 10-5 M esparsomicina (&) o 10 ug
IT (®) luego de 10 min de incubacidn.
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cién de la sintesis proteica se decidid reinvestigar su
actividad nucleolitica utilizando varios métodos.

a) Degradacion de RNA ribosomal de germen de trigo

E1 rRNA obtenido a partir de germen de trigo se
resuspendio en 20 mM Tris-CI1H pH 7,4, 14 mM MSH y 10% gli-
cerol (v/v). Se incubo en ausencia o en presencia de lavado
ribosomal y Sis50, Y se analizo el producto de la reaccion
por centrifugacion en gradientes de sacarosa. Los resultados
de la Fig. 23 indican que el IT es capaz de degradar rapida-

mente al rRNA de germen de trigo.
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Fig. 23: Andlisis en gradientes de sacarosa de 1 U de D.0. a 260 nm de
RNA ribosomal de germen de trigo, incubado en ausencia (A) o en pre-
sencia de S]L5o (B) o lavado ribosomal (C) (50 ug/ml de proteinas en
cada caso). La incubacidn se realizo durante 15 min a 0°C. Se utilizo
un gradiente lineal de 5-20% de sacarosa y se centrifugd como se
indica en Materiales y Métodos.
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b) Degradacion de polisomas de higado de cobayo

(1) Extractos de linfocitos en reposo:

Se estudio el efecto del 1lavado ribosomal y 1la
fraccion S350 parcialmente purificada sobre polisomas de
hfgado de cobayo. Se incubaron polisomas con un volumen de
cada fraccion capaz de inhibir el 100% de 1la sintesis de
polifeni]aIanina-(14C) en un sistema de germen de trigo.
Después de 1la incubacion, se analizd la distribucidn de
polisomas por centrifugacion en un gradiente de 15-40% de
sacarosa como se describe en Materiales y Métodos. Los per-
files de 1a Fig. 24 indican que el IT (asociado a ribosomas
o post-ribosomal) crudo o parcialmente purificado tiene
actividad nucleolitica sobre polisomas de higado de cobayo.
Los agregados polirribosomicos son destruidos y solo apare-
cen picos de monomeros, dimeros y algo de trimeros despué€s
de la incubacidon con el factor.

(2) Extractos de linfocitos estimulados:

La fraccion Sisgo o el lavado ribosomal de 1lin-
focitos estimulados no mostraron accidn nucleolitica sobre

polisomas de higado de cobayo (Fig. 25).
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Fig. 24: Andlisis en gradientes lineales de sacarosa de polisomas de
cobayo no Tratados (A, g) 0 tratados (C,D] con IT. I,5 U de D.U. a 260
nm sin incubar (A) o incubados 15 min a 30°C sin agregados (B) o en
presencia de lavado ribosomal (C), Sj59 (crudo o parcialmente

purificado) (D). En cada caso, 1o0s p011somas se incubaron con 10 ug de
protefnas y se analizaron en un gradiente lineal de 15-45% de

sacarosa.
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Fig. 25: Andlisis en gradientes lineales de sacarosa de polisomas de
cobayo no~tratados (A] o tratados con lavado ribosomal de Tinfocitos
en reposo (B) o lavado ribosomal (C) y Sjg5g (D) de linfocitos estimu-
lados. Se utilizo 1 ug de cada fraccion (en el caso de linfocitos en
reposo corresponde a la cantidad que inhibe un 50% de la sintesis de
polifenilalanina "in vitro"), 1,5 U de D.0. a 260 nm de polisomas y se
jincubo durante 15 min a 30°C. E1 andlisis en el gradiente lineal de
15-45% de sacarosa se realizd como se describid en Materiales y Méto-

dos.




c) Degradacidon de mensajeros sintéticos.

(1) Sobre Poli(U) radioactivo:

Se midid la actividad nucleolitica de las frac-
ciones que se indican en la Tabla 15 sobre Poli(U) radioac-
tivo en una mezcla de reaccidén similar a la utilizada para
la sintesis de polifenilalanina en extracto de germen de
trigo, reemplazando la fenilalanina (l4c) por el mismo ami-
noacido no radioactivo (2 uM). En este caso, la mezcla se

incubo durante 10 minutos a 27°C.

Tabla 15: Actividad nucleolitica de IT sobre Poli(U)-(3H)

FRACCION AGREGADA ORIGEN DE LA POLI(U)-(3H) PRECIPITABLE
FRACCION POR TCA

(cpm) (%)
Ninguna | = -==e=- 28,268 100
Lavado ribosomal Linfocitos en 4,212 14,9

- estado de
S150 reposo 3.872 13,7
Lavado ribosomal Linfocitos 28.230 100
estimulados

S150 con FHA 27.254 96,5

Se utilizaron 10 ug de proteinas de cada fraccion.



Tanto el lavado ribosomal como la fraccion S;gqg de
linfocitos en reposo hidrolizaron el dcido poliuridilico
hasta compuestos solubles en TCA, en tanto que las frac-
ciones provenientes de células estimuladas no presentaron
esta actividad hidrolfitica.

(2) Cinética de la actividad nucleolitica sobre
Poli(U) radioactivo:

Con un ensayo andalogo al descripto en el pdrrafo
anterior, se midio la cinética de la actividad nucleolitica
de los extractos obtenidos a partir de linfocitos en reposo
o estimulados. Se incubd a 27°C y a los tiempos que se indi-
can en la Fig. 26 se tomaron alicuotas y se mididg 1la
radioactividad precipitable por TCA que representa el
Poli(U) de alto peso molecular que queda después de la reac-

cion.

3, Inhibicidn de la biosintesis de poliaminas: su efecto

sobre la proliferacidon de linfocitos

Numerosos estudios han indicado que la prolifera-
cidn de linfocitos requiere la biosintesis de poliaminas.

Los compuestos DFMO y MGBG inhiben 1las enzimas
ornitina decarboxilasa y S-adenosil metionina decarboxilasa,
respectivamente, bloqueando la sintesis de putrescina vy

espermidina. Por esta razon, se utilizo estos inhibidores



para investigar en detalle el posible rol de las poliaminas

en la proliferacion de linfocitos.

—
o
o

oo
o

(o]
o

o~
o

N
o
!

Poli (U)-3H precipitable por TC.A. (%)

| | | L

2 4 6 8
Tiempo (min)

. OO

Fig. 26: Cinética de actividad nucleolitica sobre Poli(U) (3H). Se
utilizd €T ensayo 'standard’ dé sintesis de polifenilalanina en

extracto de germen de trigo. Las incubaciones a 27°C se realizaron sin
ningun agregado (O) ¢ en presencia de 10 ug de proteinas de cada una
de las siguientes fracciones: lavado ribosomal (4) y S;59 (O) de
1infocitos en reposo o lavado ribosomal (A) y Sjgg (m) de Tinfocitos
estimulados.
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3.1. Efecto del agregado de distintas concentraciones de

DFMO y MGBG sobre 1a sintesis de macromoléculas

Las células fueron cultivadas con FHA en presencia
o ausencia de diferentes concentraciones de DFMO y MGBG. A
las 72 horas de cultivo se midid la sintesis de DNA y pro-
teinas "in vivo" por incorporacidon de timidina-(3H), leuci-
na-(3H) o aminodcidos-(14C) en material insoluble en TCA en
la forma en que se indica en Materiales y Métodos. Los
resultados se muestran en la Tabla 16.

Excepto en el caso en que se uso MGBG a una con-
centracion de 1 uM, todas las concentraciones utilizadas de
ambas drogas inhibieron 1la proliferacion celular (medida
como sintesis de DNA) como asi también la sintesis de pro-
teinas.

Si bien el DFMO produjo el mismo grado de inhibi-
cidon en la mayoria de los casos, se observd cierta variabi-
1idad a niveles de 1 mM, por 1o tanto en los experimentos
siguientes se utilizé una concentracidn de 3 mM.

En cambio, en el caso de MGBG, si bien a 2,5 uM se
observo un marcado efecto inhibitorio, aumentando su con-
centracion a 5 uM su efecto fue significativamente mayor.
Por esta razdon, en los experimentos siguientes se utilizo
MGBG a una concentracion de 5 uM. No se ensayaron niveles
mayores, pues producen un marcado aumento de efectos toxi-

CcO0S.
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Tabla 16: Curva de concentracion de drogas

Cultivo de linfocitos Radioactividad insoluble en TCA

en presencia de Timidina-(3H) | Leucina-(3H) | Aminodcidos-(14c)
(%) (%) (%)

FHA 100 100 100

FHA + 1 mM DFMO 46,1 61,5 44

FHA + 3 mM DFMO 50,6 55,5 44,6

FHA + 1 uM MGBG 100 .55

FHA + 2,5 uM MGBG 55 21

FHA + 5 uM MGBG 35,5 18

Cultivos que contenfan 1 x 106 linfocitos/ml se estimularon con 1 ug/
ml de FHA en presencia o ausencia de inhibidores de la biosintesis de
poliaminas. A las 72 hs se_tomaron a11cqftas de 2 ml y se T1d1° la
incorporacion de Timidina- (3H) Leucina-(°H aminodcidos-(19C) como
se indica en Materiales y Metodos. E agregado de drogas se realizd
simultdneamente con el agregado de FHA. En todos los casos se resto la
radioactividad incorporada en cultivos control que no contenian FHA.
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3.2. Efecto del agregado de DFMO a distintos tiempos durante

la estimulacion de linfocitos

(A) Sobre la sintesis de DNA:

Las c€lulas estimuladas por accion de FHA se culti-
varon en ausencia o presencia de 3 mM DFMO agregado a
diferentes tiempos luego de la adicion de FHA.

La Fig. 27 muestra que el agregado de la droga
entre las O y 24 hs luego del comienzo de la estimulacion
produce inhibicion de la sintesis de DNA, pero cuando el
agregado se hace 48 hs luego de la estimulacion el efecto
es muy reducido. Esto indica que la sintesis de poliaminas
en linfocitos no solo estd directamente relacionada con la
replicacion del DNA y la proliferacion celular, sino que es
un requerimiento, especialmente durante las primeras 24 a 48
hs de cultivo. Este resultado estd de acuerdo con el de
otros autores que muestran que, en células transformadas, la
presencia de la droga no impide a la mayoria de las c€lulas
la entrada a la fase S, pero la sintesis de DNA no puede

completarse y las células permanecen en dicha fase del ciclo

(246).
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Fig. 27: Efecto sobre la sintesis de DNA del agregado de DFMO a
di ereates “tiempos durante Ta  estimulacion. ultives de

X infocitos/ml estimulados con 1 ug/ml de FHA se cultivaron en
ausencia (O) o en presencia de 3 mM DFMO. La droga se agregd junto
con la FHA, O hs de estimulacion (®) o luego de estar en contacto con
la FHA durante 12 hs (A), 24 hs (A) o0 48 hs (m). A los tiempos
indicados se tomaron muestras de 2 ml y se midid la incorporacion de
timidina-(°H) en DNA. En todos 1los casos se resto radioactividad
incorporada en cultivos controles, células cultivadas en ausencia de
FHA. Los resultados que se grafican representan el promedio de 5 a 8

experimentos diferentes.
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(B) Sobre la sintesis de proteinas:

Se midid la sintesis de proteinas "in vivo" en lin-
focitos estimulados por FHA a los cuales se agrego 3 mM
DFMO, a diferentes tiempos luego del comienzo de la estimu-
lacion. En todos los casos el agregado de la droga produce
una inhibicidn de la sintesis de proteinas (Fig. 28).

Es interesante destacar que cuando 1la droga se
agrega simultdneamente con el mitogeno, aunque la sintesis
de protefnas se inhibe totalmente durante las primeras 24
hs, las células son capaces de comenzar a sintetizar DNA.
Cuando el agregado se realiza después de 48 hs de iniciada
Ja estimulacion, se produce instantdneamente una reduccion
de un 35% en la sintesis de proteinas, pero el efecto sobre

la sintesis de DNA es muy poco significativo.
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Fig. 28: Efecto sobre la sintesis de proteinas del agregado de DFMO
digerentes tiempos durante la es_‘E'mRﬂacwn. Culfcwos de 1 x 10 %
Tinfocitos/ml fueron estimulados con 1 ug/ml de FHA. Luego se culti-
varon durante 72 hs sin ningun agregado (O) o agregando 3 mM DFMO
junto con la FHA (@), 0 24 hs (A) 0 48 hs (m) después de iniciada
la estimulaciéon. A los tiempos que se indican se tomaron alicuotas de
2 ml y se midio sintesis de protem s como se describe en Materiales y
Métodos, utilizando aminodcidos ( En todos los casos se resto la
radioactividad incorporada en ce"lu]as no estimuladas. Los resultados

representan el promedio de 3 experimentos diferentes.




3.3. Efecto del agregado de DFMO a diferentes tiempos antes

de iniciar la estimulacidn con FHA

Los linfocitos en estado de reposo fueron cultiva-
dos durante tiempos variables en presencia de DFMO antes de
ser estimulados con FHA.

(A) Efecto sobre la sintesis de DNA:

Los resultados obtenidos (Fig. 29) muestran que el
agregado de DFMO a linfocitos durante 24 hs o 48 hs antes de
anadir FHA inhibe la sintesis de DNA con una ciné€tica muy
semejante a la obtenida cuando el agregado se realiza junto
con el mitdgeno.

(B) Sobre la sintesis de proteinas:

La presencia de la droga produce el mismo tipo de
inhibicidon (Fig. 30), independientemente del tiempo que per-
manezca en contacto con las células antes de la estimulacidn
con el mitdgeno. Es interesante sefialar que, en el experi-
mento de la Fig. 28, la sintesis de proteinas a las 24 hs de
estimulacion sin inhibidor era mucho mayor que en este
experimento. En el caso en que se usd leucina-(3H), 1las
células se resuspendieron en un medio sin leucina y se incu-
baron en estas condiciones durante 30 minutos antes del
agregado de aminoacido radioactivo. Este ayuno afecta 1la

sintesis de proteinas en forma acentuada.
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Fig. 29: Efecto sobre la sintesis de DNA del agregado de DFMO antes
del comienzo de Ta estimulacion. Linfocitos resuspendidos a una den-
sidad de I x 106 céT/ml se cultivaron sin ningun agregado (O) ¢ en
resencia de 2 mM DFMO durante 24 hs (A) o 48 hs (®) antes de afnadir
HA. Al cabo de esos periodos se agrego 1 ug/ml de FHA y a los tiempos
indicados 3¢ tomaron alicuotas de 2 ml para medir la incorporacidn de
timidina-(°H) como se indica en Materiales y Métodos. En todos los
casos, se resto la radioactividad incorporada en cultivos controles
(linfocitos mantenidos en cultivo durante el mismo tiempo sin ningun

agregado).
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Fig. 30: Efecto sobre la sintesis de proteinas del agre?ago de DFMO
antes de Ta estimulacion. Cultiv0s que contenian X 1infoci-

tos/ml “se mantuvieron a 37°C sin ningin agregado (O) o agregdndoles 2
mM DFMO 24 hs (A) o0 48 hs (m) antes de la estimulacion. Luego de
esos perfodos, se estimuld con 1 ug/ml de FHA3y a los tiempos que se
indican se midid la incorporacidon de leucina (°H) a proteinas como se
describe en Materiales y Metodos. En cada caso, se restd la incor-
poracion a cé€lulas control (mantenidas en cultivo en las mismas con-
diciones de temperatura y durante el mismo tiempo, pero sin ningln

agregado).
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3.4. Efecto del agregado de MGBG a diferentes tiempos

durante la estimulacion de linfocitos

(A) Sobre la sintesis de DNA:

Las células estimuladas con el mitdgeno se culti-
varon sin ningun agregado o afadiendo 5 uM MGBG a distintos
tiempos durante la estimulacion. Los resultados que se
muestran en la Fig. 31 indican que el agregado de este inhi-
bidor afecta la sintesis de DNA en forma mds acentuada que
el DFMO, y a diferencia de este ultimo ejerce una marcada
inhibicidn sobre 1la incorporacidn de timidina-(3H), aun
agregdndolo 48 hs despué€s de la estimulacion.

(B) Efecto sobre la sintesis de proteinas:

También se midid la sintesis de proteinas en celu-
las estimuladas con FHA y cultivadas en ausencia o en pre-
sencia de 5 uM MGBG agregado a distintos tiempos luego de la
estimulacion.

Como se muestra en la Fig. 32, en este caso el
agregado del inhibidor desde el comienzo de la estimulacidn
produce el mismo efecto que el agregado del DFMO, es decir,
una inhibicion total de la sintesis de proteifnas durante las
primeras 24 hs y una inhibicidn solo del 50% en la sintesis
de DNA medida a las 48 hs. En cambio, cuando el MGBG se

agrega luego de 48 hs de cultivo, inhibe la sintesis de pro-
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Fig. 31: Efecto de MGBG sobre la sintesis de DNA. Linfocitos cultiva-
dos a und densidad de 1 x I0° CeT/ml y estimuTados con 1 ug/ml de FHA
se cultivaron en ausencia (O) 0 en presencia de 5 uM MGBG agregado
junto con el mitogeno (0 hs) (@) o luego de 24 hs (A ) 048 hs (m)
de estimulacion. A los tiempos indicados, se midig incorporacion de
timidina (3H) en material TCA insoluble como se indica en Materiales y
Métodos, restando en cada caso la radioactividad incorporada en cé€lul-
as cultivadas en ausencia de mitogeno. Los datos de la figura repre-
sentan el promedio de 4 a 5 experimentos diferentes.
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Fig. 32: Efecto de MGBG sobre ;g sintesis de proteinas. Cultivos de
linfocitos que contenian T x 10Y ceT/mI fueron estimuTados con 1 ug/ml
de FHA y cultivados so]os(o)lagrega‘ndo'les 5 uM MGBG junto con el
mitogeno (@®) 0 luego de permanecer en cultivo en contacto con la FHA
durante 48 hs (m), A los tiempos que se indican, se tomaron muestras
de 2 ml c/u y se midié incorporacion de aminodcidos (14¢) a material
TCA insoluble como se indica en Materiales y Metodos. Los resultados
que se muestran representan el promedio de tres experimentos diferen-
tes y en cada caso, se resto la radioactividad incorporada en c€lulas

control (cultivadas en ausencia de FHA).
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teinas en mds de un 50%, mientras que el DFMO tiene un

efecto menos marcado.

3.5. Efecto del agregado de putrescina a distintos tiempos

durante la estimulacion de linfocitos en presencia de

DFMO

Con el objeto de investigar si los efectos de DFMO
y MGBG sobre la sintesis de macromoléculas en linfocitos se
debe a niveles insuficientes de poliaminas, se agrego
putrescina en diversas condiciones y en diferentes momentos
durante el proceso de estimulaciadn.

Para realizar estos estudios, se estimularon célu-
las con FHA en presencia de DFMO y 1luego se agrego
putrescina a los cultivos midiendo la sintesis de DNA y pro-
tefinas.

(A) Sintesis de DNA:

En todos 1los casos, la putrescina es capaz de
revertir el efecto del DFMO (Fig. 33). Esto significa que 1la
droga actua especificamente sobre la sintesis de poliaminas.
E1 efecto de la droga no es toxico, ya que aun despu€és de 48
hs de cultivo en presencia de DFMO la maquinaria celular
estd en condiciones de completar la replicacidn del DNA.

(B) Sintesis de protefinas:

En este caso, la putrescina también revierte el
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Fig. 33:Efecto del agregado de putrescina a linfocitos cultivados en
presencia de DFMO. ~— Se estimularon cultivos de Tinfocitos que con-
tenfan 1 x 106 cél/m con 1 ug/ml de FHA y se les agrego al mismo
tiempo 3 mM DFMO. A una parte de los cultivos se agrego putrescina 10
uM en el momento de la estimulacion (0O hs) o luego de estimular en
presencia de DFMO durante 24 hs o 48 hs. Celulas cultivadas con FHA
(O); c€lulas en presencia de FHA y 3 mM DFMO (@®); c€lulas cultivadas
con FHA y 3 mM DFMO agregando 10 uM putrescina desde el comienzo de 1la
estimulacion (&), a las 24 hs (A) o a las 48 hs_( ®). A los tiempos
indicados, se midid la incorporacion de timidina (°H) como se describe
en Materiales y Meétodos. En cada caso, se restdo la radioactividad
incorporada en células control (cultivadas sin ningun agregado).
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efecto del DFMO sobre la sintesis de proteinas, independien-
temente del tiempo que las células hayan sido incubadas con
la droga (Fig. 34).

También se estudio el efecto del agregado de
putrescina a concentraciones mayores sobre la velocidad de
sintesis de DNA y de proteinas de linfocitos estimulados en
presencia de DFMO. Tanto a concentraciones de 30 uM como a
100 uM, la putrescina revierte el efecto del DFMO sobre 1la
sintesis de DNA y de proteinas con la misma cinética que la

mostrada en las Fig. 33 y 34 para 10 uM de putrescina.
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Fig. 34: Efecto wuel agre%ado de putrescina sobre la sintesis de pro-
teinas de Tinfocitos cultivados en presencia de FHR y UFMO.  Los Tin-

focitos” a una concentracion de 1 x 10° cel/ml se cultivaron en
presencia de 1 ug/ml de FHA (O) ¢ con 1 ug/ml de FHA + 3 mM DFMO sin
ningin agregado (@) o agregando 10 uM putrescina al comienzo del
cultivo PA)g, Tuego de 24 hs (A ), 0 48 hs (m). A los tiempos que se
indican, se tomaron muestras de 2 ml y se midio la sintesis de pro-
tefnas por incorporacion de aminodcidos (l4C) como se describe en
Materiales y Métodos. En cada caso, se restd la radioactividad incor-
porada en cultivos control (linfocitos cultivados sin ningun
agregado).




3.6. Efecto sobre 1la sintesis de DNA del agregado de

putrescina a diferentes tiempos durante la estimulacidn

de linfocitos cultivados en presencia de MGBG

En estos casos la putrescina es capaz de revertir
el efecto de 1la droga solo durante las primeras 24 hs de
cultivo; luego de ese lapso la cé€lula no estd en condiciones
de sintetizar DNA. Ademds, el agregado de putrescina a las 0
y 24 hs desplaza la curva de DNA hacia la izquierda, es

decir, a menores tiempos (Fig. 35).
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Fig. 35: Efecto del agregado de putrescina sobre 1a sintesis de DNA e
linfocitos cultivados en présencia de MGBG.  Se cultivaron 1 x 1
cél/ml en presencia de 1 ug/ml de FHA (O) 0 con 1 ug/ml de FHA y 5 uM
MGBG sin ningun agregado (®) o0 agregando 10 uM putrescina en el
momento de la estimulacion (4), luego de 24 hs (A) o de 48 hs (m).
A los tiempos indicados, se tomaron al fcuotgs de 2 ml y se mididg sint-
esis de DNA por incorporacion de timidina (°H). En cada caso, se restd
la radioactividad incorporada en cultivos control (linfocitos man-
tenidos en cultivo sin ningun agregado).




IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La sintesis proteica es una de las etapas fundamen-
tales de la expresion genética. Si bien la maquinaria celu-
lar responsable de la sintesis proteica ha sido altamente
conservada, aun no se han aclarado aspectos claves de 1la
regulacion de su funcionamiento.

Los 1linfocitos humanos periféricos son células
fisiologicamente en estado de reposo, que cuando se cultivan
en presencia de mitdgenos sufren un proceso de transfor-
macidn linfobldstica y proliferan. Esta transformacidn estd
acompafada de una serie de eventos tempranos que incluyen,
entre otros, el aumento de la actividad de 1la ornitina
decarboxilasa, wuna de 1las enzimas responsables de 1la
biosintesis de poliaminas.

Los cambios bioquimicos que tienen lugar durante la
blastogénesis son prdcticamente idénticos a los producidos
por la presencia de antigenos "in vivo". Por estas razones,
la estimulacion de linfocitos por mitdgenos representa un
modelo adecuado para estudiar el control de la proliferacion
y diferenciacion celular,

Los experimentos realizados con sistemas libres de
c€lulas han indicado que la reducida sintesis de proteinas

que se observa en linfocitos en reposo se debe probablemente
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a la ausencia de factores de iniciacion (216) y/o a la pre-
sencia de factores citoplasmaticos que bloquean la formacion
de complejos de iniciacion (214). La posibilidad de un meca-
nismo de regulacion mds complejo se vio reforzada por el
hallazgo en nuestro laboratoriog de un nuevo inhibidor de
traduccion (IT) asociado a ribosomas de 1linfocitos en
reposo, cuya actividad desaparece durante la estimulacion
(215,241).

Por otra parte, también se sabe que los niveles de
la enzima ODC aumentan en las primeras horas del proceso de
transformacion y que las poliaminas tienen importantes fun-
ciones en el control de la traduccion (178). Por lo tanto,
nos propusimos caracterizar el inhibidor de sintesis pro-
teica de 1linfocitos en reposo, estudiar su mecanismo de
accidn y analizar el efecto de la inhibicidn de la biosinte-
sis de poliaminas sobre la estimulacidn de linfocitos.

Los resultados de 1los experimentos realizados "in
vitro" descriptos en este trabajo confirman la existencia de
un inhibidor de traduccion presente en linfocitos en reposo,
que desaparece o se inactiva luego de la estimulacion por
mitogenos. Este inhibidor ademds de estar asociado a
ribosomas también se encuentra activo en el citosol. Ambas

formas del factor IT (el obtenido por tratamiento salino de

los ribosomas o el que se encuentra en 1la fraccion
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post-ribosomal) son activas en sistemas 1libres de c€lulas
homologos y heterdlogos.

Los estudios realizados con el propdsito de obtener
informacion acerca de la naturaleza quimica del IT han indi-
cado que no se comporta como un dcido nucleico; es una
sustancia de naturaleza basica, parcialmente termoestable y
totalmente resistente a la accion de las proteasas utiliza-
das en nuestras condiciones de ensayo.

E1 material con que se ha trabajado se obtiene a
partir de 1linfocitos humanos y por 1o tanto es escaso.
Ademds, la relacion de volumenes correspondiente a la frac-
cion Sisp/lavado ribosomal es de 10/1, por lo que no todos
los ensayos se realizaron con ambas fracciones. En aquellos
casos en que se utilizaron ambas preparaciones, l1os resulta-
dos indican que tanto el lavado ribosomal como la fraccidn
Si50 tienen las mismas propiedades fisico-quimicas.

Varios autores han sugerido que las diferencias en
la sintesis de proteinas entre linfocitos en estado de
reposo y estimulados se deben exclusivamente al proceso de
iniciacidn de la traduccion. Wettenhall y col. (216) han
propuesto que las diferencias observadas "in vivo" se origi-
nan en la falta de los factores de iniciacidn en linfocitos
en reposo. McCairs y col. (228) atribuyen la diferencia en

la sintesis proteica a la ausencia de CAPs funcionales en



los mensajeros de linfocitos en reposo. Sin descartar 1la
posibilidad de estos controles a nivel de iniciacion,
nuestros resultados indican que el IT en cualquiera de sus
formas (soluble o asociado a ribosomas) inhibe la sintesis
de proteinas con una cinética idéntica a la que se obtiene
con esparsomicina, que es un inhibidor de la elongacidn de
polipéptidos. Se ha obtenido el mismo tipo de cinética tanto
con RNA mensajeros naturales o artificiales, y utilizando
preparaciones crudas de IT o preparaciones obtenidas con
sulfato de amonio por encima de 30% de saturacion.

Estos resultados indicarian que la regulacidn de la
sfntesis de proteinas en linfocitos también puede ocurrir a
nivel de la etapa de elongacion, porque el IT ejerce su
accion en esta etapa del proceso y desaparece o se inactiva
durante la estimulacion con mitodgenos.

Kay y <col. han descripto un inhibidor que se
obtiene de linfocitos en reposo y que bloquea la sintesis de
proteinas en la etapa de iniciacidn (214)., Nuestros resulta-
dos no excluyen esa posibilidad, ya que cuando se hace el
fraccionamiento con sulfato de amonio de la fraccion Sygg de
linfocitos en reposo, se separan dos actividades: una que
precipita por encima de 30% de saturacion y que presenta una
cinética de inhibicion igual a la que se obtiene con espar-

somicina, y la otra fraccion que se obtiene por debajo de



30% de saturacion, cuya cinéetica inhibitoria es semejante a
la que muestra el ATA (inhibidor de iniciacion de la sinte-
sis proteica).

Los estudios descriptos en el presente trabajo
muestran que el IT tanto del citosol como el asociado a
ribosomas poseen actividad nucleolitica. Esta actividad es
capaz de degradar RNA ribosomal, RNA mensajero que se
encuentra formando parte de polisomas o RNA mensajero arti-
ficial libre.

Cuando las cé€lulas son estimuladas a proliferar
desaparece la actividad nucleolitica del lavado ribosomal y
de la fraccidn post-ribosomal. Estos resultados parecen
opuestos a los descriptos previamente (241), que indicaban
la ausencia de nucleasas en las preparaciones de IT. La
diferencias sefaladas pueden deberse a los distintos métodos
de ensayo utilizados.

La desaparicion de la actividad del factor IT
durante la estimulacidn de linfocitos podria estar causada
por un aumento en la velocidad de su degradacion o una inac-
tivacidon por asociacidn con algun- factor especifico. En este
sentido, recientemente se ha comunicado la existencia en
diferentes tejidos (placenta humana (159), higado de rata
(155), reticulocitos de rata (157) y musculo esquelético de

raton (156)) de ribonucleasas asociadas a un factor inhibi-



torio especifico. Se ha postulado que existe un equilibrio:
enzima + inhibidor E::} enzima-inhibidor

Y que este equilibrio se desplaza hacia uno u otro lado,
dependiendo del estado metabdlico de la célula. En todos los
casos estudiados, el inhibidor de nucleasa es termolabil, y
se destruye por la accidon de proteasas. La existencia de
este tipo de moléculas permitiria una regulacidén rdpida de
la sintesis de proteinas, e independiente de la transcrip-
cion y por un mecanismo que no excluye otros tipos de
controles. La presencia de estos sistemas (RNAasas-inhibi-
dor) en linfocitos estaria de acuerdo con el rdpido aumento
de la sintesis de proteinas que se produce luego de la esti-
mulacidn. Ademds explicaria por qué no se habia detectado
actividad nucleolitica anteriormente, ya que en los ensayos
previos se utilizaron sistemas de linfocitos estimulados y
en estos extractos podria existir inhibidor de ribonucleasa
en cantidad suficiente como para neutralizar la actividad
del IT. Teniendo en cuenta esta posibilidad, se trato de
destruir la actjvidad inhibitoria del IT que podria existir
en extractos de linfocitos estimulados. Para ello se calen-
taron los extractos a diferentes temperaturas o se trataron
con reactivos de grupos sulfhidrilos, ya que los inhibidores
hallados en otros sistemas son sensibles a estos agentes

(155,157). En nuestro caso, ninguno de los tratamientos men-



cionados dio origen a la aparicion de actividad inhibitoria
de sintesis proteica en extractos de linfocitos estimulados,
indicando que estos sistemas posiblemente no contienen IT, o
si 1o poseen se encuentra bloqueado en forma irreversible.

Es interesante senalar que la actividad
nucleolitica de los extractos de linfocitos en reposo tam-
bién resulto resistente al tratamiento con inhibidores de
RNAsa obtenidos de placenta humana.

La primera parte de este trabajo confirmo 1la
existencia de un inhibidor de la traduccidon en linfocitos en
reposo, cuya actividad desaparece durante el proceso de
estimulacidn. La-cinética de accion del inhibidor sobre la

sintesis proteica en varios sistemas "in vitro" estd de
acuerdo con la presencia de una intensa actividad
nucleolitica en distintas preparaciones de IT.

En extractos de linfocitos estimulados no se ha
podido detectar inhibidores de nucleasas, por 1o que se
postula que el factor IT, que posiblemente contribuya a man-
tenér inhibida la sintesis proteica de 1los linfocitos en
reposo, se destruye o bloquea en forma irreversible durante
la estimulacion linfobldstica.

La eficiencia de la traduccion de un RNA mensajero

depende de una serie de factores. Entre ellos no solo se

debe tener en cuenta la integridad del mensajero y de 1los



ribosomas, sino también la disponibilidad de factores pro-
teicos y la concentracidn dptima de iones tales como Mg2t,
K* y poliaminas.

Se sabe que las poliaminas tienen un rol fundamen-
tal en la sintesis de proteinas "in vitro", aumentando 1la
eficiencia y la fidelidad de la traduccion. Ademas, estos
policationes se requieren durante el crecimiento y la proli-
feracion celular tanto en procariotes como en eucariotes
(176).

Los resultados de este trabajo en cuanto a la fun-
cion de las poliaminas en la estimulacion de 1linfocitos
estdn de acuerdo con algunos obtenidos por otros autores. La
utilizacion de inhibidores especificos de 1las enzimas
responsables de la biosintesis de poliaminas impide la pro-
liferacion de linfocitos en presencia de mitdgenos. El1 agre-
gado de MGBG tiene efectos mds drasticos que el DFMO, cuya
accion sobre la proliferacion depende del tiempo que las
células hayan estado en contacto con el mitdgeno antes del
agregado de DFMO. En el caso en que la droga se agregua
junto con la FHA, 1la inhibicion de la sintesis de DNA es
solo de un 40%; esto puede deberse a que, como los lin-
focitos periféricos no son células sincronizadas, una parte
de ellos entrarfa en fase S aun con bajos niveles de

poliaminas.



E1 efecto del DFMO es casi nulo sobre la prolifera-
cion cuando se agrega a células que han sido estimuladas
durante 48 horas, posiblemente porque la enzima ODC ya se ha
inducido en el primer periodo sin inhibidor y ha formado
suficiente cantidad de poliaminas para todo el proceso. No
sucede lo mismo con MGBG, que inhibe la proliferacion aun
después de 48 hs de estimulacion. Estos resultados confirman
que los requerimientos de poliaminas constituyen eventos
tempranos durante la proliferacion y que el MGBG tiene efec-
tos secundarios tdxicos (247,248). La accidén primaria de
ambas drogas es a nivel de la biosintesis de poliaminas, ya
que en ambos casos se puede revertir el efecto por agregado
de putrescina.

Ambos inhibidores producen una marcada disminucion
de la sintesis de protefnas, independientemente del tiempo
que las células hayan estado en contacto con el mitdgeno
antes del agregado de la droga. Los resultados mds intere-
santes corresponden a los experimentos en que el inhibidor
de la sintesis de poliaminas y el mitdogeno se agregan al
mismo tiempo. En ese caso, la sintesis de proteinas durante
las primeras 24 horas de estimulacidon es idéntica a la velo-
cidad de sintesis proteica de 1linfocitos en estado de
reposo. A pesar de ello, parte de las c€lulas son capaces de

entrar a la fase S y comenzar a sintetizar DNA, 1o que



podria indicar que el aumento de la sintesis proteica de las
primeras 24 horas no es tan importante para iniciar Jla
replicacion del DNA. Estos resultados estdan de acuerdo con
los de otros autores que han postulado que la sintesis de
protefnas y la proliferacidn celular son eventos relaciona-
dos, pero no necesariamente dependientes entre si, sino que
tienen distintos mecanismos de control. Se debe sefalar que
las diferencias en la sintesis de proteinas entre linfocitos
en reposo y estimulados en presencia o no de drogas, se
observaron en los casos en que se midio sintesis proteica
por  incorporacion de aminodcidos-(14C) 'y no  con
leucina-(3H). En este ultimo caso, las c€lulas fueron some-
tidas a un ayuno de leucina que probablemente dai¢ la capa-
cidad biosintética total de los linfocitos.

Los estudios del efecto del agregado de putrescina
a linfocitos estimulados en presencia de DFMO o MGBG refuer-
zan la idea de la toxicidad de la segunda. La putrescina es
capaz de revertir el efecto del DFMO sobre la prolifer-cion
en cualquier momento, confirmando que el 1inhibidor sdlo
actia bloqueando 1la sintesis de poliaminas. En cambio,
cuando las ce€lulas fueron tratadas con MGBG, la putrescina
solo tiene efecto hasta las 24 horas de cultivo, y produce
reversidn sélo durante tiempos cortos.

E1 incremento casi instantaneo de la sintesis de
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proteinas luego de agregar putrescina a una celula tratada
con DFMO indicaria que uno de los efectos primarios de 1la
ausencia de poliaminas es la inhibicion de la traduccion,
probablemente sin afectar la maquinaria biosintética.

Los estudios de la estimulacion de linfocitos uti-
lizando inhibidores de la biosintesis de poliaminas muestran
la importancia de estas drogas en la investigacion de 1los
mecanismos de regulacidn de la sintesis de macromoléculas
que pueden controlar el proceso de proliferacion celular.

La transformacion blastogénica de linfocitos es uno
de los sistemas mds fisiologicos para estudiar la coor-
dinacion o disociacién que pueda existir entre la sintesis
de proteinas y la replicacidn del DNA. E1 uso de DFMO y
otros inhibidores especificos de la formacion de poliaminas
puede permitir analizar qué proteinas son necesarias para
controlar este tipo de procesos, fundamentalmente para indu-

cir el pasaje de las células de la fase G} a S, que es 1la

etapa inicial de la proliferacion.
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