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ABREVIATURAS

aa: aminoácido.

aa-tRNA: acido ribonuc1eico aminoacilado.

ADP: adenosina difosfato.

ATA: io. aurintricarboxfiico.
ATP: adenosina trifosfato.

CAP: estructura de] tipo m7Gppme del

extremo 5' de Ios mRNAs.

CBP: proteinas que se unen a1 CAP.

ConA: concanavaiina A.

DNA: ic. desoxirribonucïeico.

D.0.: densidad optica.

eEF: factor de eiongación de eucariotes.

eIF: factor de iniciación de eucariotes.

ESI: espermidina sintasa.

E82: espermina sintasa.

FHA: fitohemoagïutinina.

GDP; guanosina difosfato.
GTPÉ guanosina trifosfato.

Hy: hypusina.

IL: interieuquina.
IT: inhibidor de traducción.

kDa: kiiodaitons.

MGBG: metiigiioxa]-bis-guani1hidrazona.
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proteínas que se unen a1 po]í(A).
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políamino oxidasas.

ác. poliadenfïico.
ic. poïiguanfïico.
ác. poliuridfïico.
factor de liberación ("releasing
factor").
ic. ribonucïeico ribosoma].
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ác. tricïoroacétíco.
ác. ribonuc1eico de transferencia.
ác. ribonucïeico de transferencia

específico para e1 codón de ini­
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subunidad ríbosoma].
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I. INTRODUCCION

Los eventos que conducen a la expresión de la

información genética y sus mecanismos de control son chho

menos conocidos en alcariotes que en procariotes. No es sen­

cillo determinar a qué nivel o niveles se regula la sfntesis

de una proteina especifica; ello requiere conocer en forma

precisa la velocidad de sintesis de la proteina y la can­

tidad de mRNAque la codifica.

En células de eucariotes el nJcleo y el citoplasma

son estructuras ordenadas y complejas y la producción de un

mRNAen dichas células no es simplemente el resultado de la

transcripción de un gen. Por otra parte, en células de

eucariotes diferenciadas en estado de reposo o de creci­

miento lento, los requerimientos fundamentales para cumplir

con el programa genético son totalmente diferentes a los de

células bacterianas rapidamente adaptables. Estos hechos

llevaron a sugerir que el control de la expresión de la

información genética en eucariotes debe ser diferente al de

procariotes (1). Se ha demostrado que este control en

eucariotes no sólo es diferente sino incluso más complejo,

existiendo una mayor variedad de mecanismos de regulación

(2) que incluyen las siguientes posibilidades:

a) Transcripción: a diferencia de lo que ocurre en



procariotes donde la transcripción es el principal sitio de

regulación de la expresión genética, en eucariotes consti­

tuye sólo el primer sitio de control. Existen varios meca­

nismos de regulación .que incluyen la elección de la RNA

polimerasa ya que, en eucariotes, existen tres: l (para

rRNA) (3), II (para mRNA)(3,4,5) y III (para tRNA) (3). El

principal punto de control transcripcional es la iniciación

de la transcripción, y esta mediada por la tinidn sitio­

especffica de proteínas que cambian la estructura de la cro­

matina o directamente facilitan o impiden la adhesión de la

RNApolimerasa a sitios especificos del DNA(6). Este tipo

de control existe en células de vertebrados (7,8,9,10),

células infectadas por virus (11,12,13) y en eucariotes

inferiores como las levaduras (14,15). En estos organismos

la vida media de los mRNAes mJy c0rta y por lo tanto es nuy

probable que la regulación de la velocidad de síntesis de

proteinas se deba fundamentalmente al control de la veloci­

dad de transcripción.

Aunque existen evidencias de frecuentes ter­

minaciones prematuras (5), hasta el momento se ha descripto

un solo caso de terminación diferencial de la transcripción,

en adenovirus (16,17,18), por lo cual no puede decirse que

sea un mecanismo comín de control.

Debe tenerse en cuenta que el control transcrip­



cional para un gen particular no excluye otros niveles de
control.

b) Procesamiento del_ EEA: se denomina asf a la

secuencia de eventos que convierten al RNAtranscripto pri­

mario en mRNAmaduro 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 además las modificaciones que pueden

tener lugar en cada caso. En el caso de transcriptos comple­

jos se han postulado dos tipos de regulación del procesa­

miento:

1) Procesamiento diferencial: durante el cual el transcripto

puede ser procesado en más de una forma diferente porque

contiene varios sitios de poliadenilación o varios sitios de

"splicing". Se ha demostrado este tipo de regulación para

adenovirus (17,19), para la sintesis de la cadena pesada)» ,
tanto en la sintesis de inmJnoglobulinas como en la secuen­

cia normal de eventos durante la diferenciación de lin­

focitos L (20,21) y para la fibronectina thana (22).

2) La decisión procesamiento versus descarte (recientemente

postulada) (1): en este tipo de control, un transcripto

primario podria no ser procesado o ser poco procesado en un

determinado tipo celular o en una célula en condiciones

fisiológicas particulares, pero procesado correctamente en
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otro tipo ceïular o bajo diferentes condiciones

fisioïógicas. Los candidatos posibles para este tipo de

contro] serfan ias céluïas en cuïtivo y los tejidos. Este

mecanismo de reguïación ha sido postuiado en base al reca ­

bio de RNA nuclear (23) y a 1a mayor compïejidad de] RNA

nucïear comparada con 1a del mRNA(24). Además, en células

en cultivo aunque todos Ios transcriptos contienen CAP(25)

y más de] 90% de ios mRNA-CAP(+)recién sintetizados que son

activamente traducidos contienen en su extremo 3' un

fragmento de ácido poliadenflico (poIi(A)) (26), en e]

nfcleo la poliadeniïación tiene Iugar soïamente sobre e] 25%

de] tota] de transcriptos primarios (26).

En e] caso de transcriptos simpies (codifican para

una sola proteina) e] procesamiento diferencia] no tiene

lugar pero serfa posibïe e1 segundo tipo de contro].

c) Transporte del 2355 del núcleo al citopiasma: se

conoce nuy poco acerca de] transporte del mRNAde] nfcleo

hacia e] citopïasma como para sugerir 1a existencia de un

transporte diferencia].

d) Estabiïidad del mfiflfi: existen dos mecanismos de

contro] posibles:
1) Diferencia en 1a vida media de diferentes mRNAsen un

mismo tipo ce1u1ar, lo que 1e permite a 1a céïuïa aCum11ar

concentraciones diferenciaies de dos mensajeros aunque la



velocidad de sintesis de ambos sea- igual, como ocurre en

adenovirus (16), durante la diferenciación eritroblástica en

mamíferos (27), y mlrante el desarrollo de "Dictyostelium

discoideum“ (28).

2) Diferente vida media para un mismo mensajero en un mismo

tipo celular bajo diferentes condiciones, comoocurre en el

tejido mamario en presencia o no de hormonas (29).

e) Sintesis de proteínas: la sintesis proteica cuyo
mecanismo es virtualmente idéntico en todos los organismos,

es una de las etapas fundamentales de la expresión 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 área sugieren que los controles a

nivel de la traducción estarían involucrados en el "ajuste

fino" de la expresión genética, afn no se han aclarado

aspectos claves de su regulación. Dado que el objetivo de

esta tesis es el estudio de los mecanismos de control de la

sintesis de proteinas, esta etapa será analizada en mayor
detalle más adelante.

f) Procesamiento de las proteinas: el Control post­
traduccional determina la conentración final de la proteina

particular en una célula determinada, ya que puede deter­

minar la vida media de las distintas proteínas. Estos proce­

samientos pueden incluir protedlisis, metilacidn,



hidroxilación, glicosilación o' la adicio‘n diferencia] de

grupos prostéticos a un mismopolípe’ptído.



1. SINTESIS DE PROTEINAS EN EUCARIOTES_—.—-—————_

Aanue e] mecanismo de sintesis de proteinas en

eucariotes es básicamente e] mismo que en procariotes,

existen diferencias significativas entre ambos. Las prin­

cipales caracteristicas del sistema de eucariotes que Io

diferencian de] de procariotes son las siguientes:

La traducción es un evento separado en e] tiempo y

en e] espacio de la transcripción.

La maquinaria centra] de 1a traducción, e]

RIBOSOMA, es considerabiemente de mayor tamaño y más

compïejo en su estructura proteica (Tabïa 1, 30).

El nfmero de factores proteicos requeridos para 1a

iniciación es mayor.

El mRNA es monocistrónico y su vida media más

Iarga.
AUGes e] codón exclusivo de iniciación.

La mayoria de los mensajeros de eJcariotes presen­

tan en su extremo 5‘ un residuo 7-metiïguanosina (m7G)unido

por un puente 5'-5'trifosfato a1 primer nucieótido de] mRNA,



Tabla 1 Tamañoy composición gg ribosomas gg eucaríotes

CITOPLASMA DE EUCARIOTES

FUENTE Levaduras Eucariotes
superiores

(30,31,32) (30,31,32)

COEFICIENTE Subunidad menor 4OS 4OS

DE Subunidad mayor 605 608

SEDIMENTACION Monómero 805 805

NUMERODE Subunidad menor 30-32 31

PROTEINAS Subunidad mayor 41-44 49

Subunidad menor 185 185

RNAribosomaï 255-265 285

Subunidad mayor SS SS
(rRNA)

5,85 5,85



1.1. Mecanismo

La traducción de un mRNApara dar una proteina se

reaiiza por polimerización enzimática de Ios aminoácidos

sobre la Superficie de] ribosoma de una manera ordenadamente

secuencia], segán la información contenida en e] mRNA.E1

dador de aminoácidos es ei aminoacil-tRNA (AA-tRNA), cuya

sfntesis tiene higar por medio de una reacción enzimática
extrarribosoma].

El proceso de sfntesis de proteinas puede dividirse

en tres etapas: iniciación, elongación y terminación; 1a

caracteristica comrn a todas e11as es que cada etapa tiene

un aito grado de especificidad e involucra 1a asociación

estrecha de dos 6 más componentes. Para estudiar e] meca­

nismo molecuiar de cada paso se requiere conocer no sólo 1a

estructura básica de] ribosoma sino también caracterizar Ios

factores no ribosomales invoiucrados en e] proceso.

1.1.1. Iniciatión

La iniciación de 1a sintesis de proteinas se define

como 1a secuencia de eventos que conducen a 1a formación de

un complejo ternario [805- Met-tRNA1‘0 mRNA]: e] COMPLEJODE

INICIACION, cuya formación requiere energía y factores de

iniciación (33).



üJrante los_J1timos años se han purificado entre 8

y 10 factores de iniciación a partir de reticuiocitos de

conejo (33,34,35,36,37,38,39,40,41,42,43,44), hígado de rata

(45,46), hfgado bovino (35,47), céiuias Heïa (49,50), céiul­

as del tumor ascftico de Krebs II (39,51,52,53), "Artemia

saïina" (54) y germen de trigo (55,56,57,58). En la Tabia 2

se resumen los factores caracterizados hasta este momento,

su P.M. y su función (en e] caso de ser conocida).

Aunque aín existe desacuerdo sobre e] nJmero y las

funciones de los factores de iniciación, se acepta que 1a

reacción de iniciación procede a través de cuatro pasos
intermedios:

1.1.1.1. Formación de un compiejo ternario

[eIF-z o GTPo Met-tRNAi]
1.1.1.2. Transferencia de] compiejo ternario a 1a subunidad

405: c0mp1ejo de 43s

1.1.1.3. Unión ("binding") de] mRNAy formación de] complejo

de 485

1.1.1.4. Unión de la subunidad 60 S jara formar e] complejo

de iniciación 805

En 1a Fig. 3 se esquematiza e] enSambIado de]

complejo de iniciación y e] pape] de los factores que par­

ticipan de 1a reacción in vitro". Este esquema supone la

reutilización de Ios factores, pero hasta e] momentosolo se
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Tabïa 2: Factores de iniciación.

Factor PM Función Fuente Ref.
(kDa)

eIF-l 12-15 Estimuïa 1a formación de] compïejo Reticuïocitos 33.34
de 43s. Estabiliza a1 complejo de de conejo 42
43s y a1 de 485 (coordina 1a inte­
racción codóh-anticodón).

eIF-Z Nativo Interviene en 1a formación de] Ret. de conejo 33.34.37.
144 compïejo ternario (eIF-2.GTP. 41.43

Subuni Met-tRNAí) necesario para 1a Hígado bovino 35
dades: formación deï complejo de 435. Hígado de rata 46
el: 32 C61. Heïa 49.50
B: 52 C61. Ascítícas 51

¡“z 54

eIF-3 Nativo Estabiïización de1 compïejo de Ret. de conejo 33-36.43
700* 43s. Actividad antíasociante y/o C61. Ascíticas 36.39

dísocíante deï ríbosoma aos Céï. Heïa 49
(excepto para ïos sistemas de Hígado de rata 45
genmen de trigo e hígado bovino). Hígado bovino 47.48

Germen de trigo 55.56.59

eIF-4 A244-46 Un16h de] nRNAa 1a subunídad 405 Ret. de conejo 33-35.40.
I 8:80-85 para formar eï compïejo de 48s. 42.44.57

C:l7.5- C61. He1a 49
19 Hígado de 40

D:16-18 conejo
E:24
(cap!)
F:CBPII

eIF-S 125-160 Unión de 1a subunidad para dar e1 Ret. de conejo 33-35.42.
compïejo de iniciación 805. 43
Hidrólisis de GTP. C51. Heïa 49
Liberación de 1os factores de Céï. Ascítícas 51
iniciación asociados a1 compïejo
de 485.

eIF-G 23-25 Mantiene 1a concentración de Germen de trigo 55
subunidades 405/605 Hígado bovino 47
Antiasociante uniéndose a 1a _
subunidad 605

*No se ha determinado en forma concïuyente el número y 1a estequíometría de sus
componentes.
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sos
. COMPLEJO TERNARIO e¡F.3

Met-‘RNÁI J e|F_6(?’

elF- 2-GTP [Met-tRNAi -eIF-2-GTP] lLOS-elF-3l-‘—_.ï LOS;eIF3
SOS-elF-Gl?)

cif-2 11

G” [LOS-Met-tRNAi-GTP] COMPLEJOeIF-23 (me) DE 1.35

elF-1 IelF-¿C
elF-loA
eIF-LB ATP
CBPIyII .

. ADP+PI
mRNA

III

¿OS-Met-tRNAi-mRNA'GTP
Í eIF-2,3,(1,I.A,¿B4C) ICSÉÁPLÉEJO

eIF-S

GDP, Pi
eIF-2 3, 5

(elF-1/oÁ.45,1.c) N

[BOS'Met-ÍRNAi-mRNA]COMPLEJO DE INICIACION
80 S

Fíg. 3: Mecanismo d_e iniciación gg síntesis d_e_ Erotefnas.
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"ha demostrado que eIF-2 y eIF-3 son reutilizados catalftica­

mente, lo cual sugiere que angn otro componente puede ser

limitante o estar ausente.

1.1.1.1. Formacióndel complejo ternario:

[eIF-Zo GTPOMet-tRNA;l_

La estructura, propiedades y función reguladora del

factor eIF-2 ha sido uno de los aspectos más estudiados de

la etapa de iniciación durante los fltimos años (52,60,61,

62,63).

El eIF-2 se une especificamente a Met-tRNAi en pre­

sencia de GTP para formar el complejo ternario en el cual

todos sus componentes están en cantidades estequiométricas y

donde el GTPpuede ser reemplazado por análogos no hidroli­

zables (37), lo cual sugiere que este nucledtido trifosfato

tendria un papel de regulador alostérico en la formación del

complejo (64).

La controversia que existe entre distintos autores

en cuanto a la composición y tamaño del eIF-2 se debe pro­

bablemente a las distintas técnicas usadas en su

aislamiento. El factor está formado por tres subunidades ek ,

P y ÏP de 32, 52 y 54 kDa respectivamente (33). La movili­
dad electroforética de las Subunidades en geles de poliacri­

lamida en presencia de SDS varia segfn la concentración de



poliacrilamida usada: a 10% la subunidad ‘99 tiene mayor
movilidad que laÍp y a 15%ocurre lo contrario (37,65). Por

proteólisis limitada mJede perderse la subunidad fib sin que
el factor pierda actividad biológica, aunque aparentemente

pierde estabilidad (60). La pérdida de la subunidad por pro­

teólisis durante la purificación explicarfa los resultados

de algunos laboratorios que describen el factor con sólo dos

subunidades (60,61). Se ha demostrado que la subunidad CK

une GDPy la subunidad ir es la responsable de la unión a

Met-tRNAi y al mRNA.

El factor eIF-Z se libera en forma inactiva como

[eIF-ZOGDPJ (62,66) durante el Jltimo paso de la etapa de

iniciación (la unión de la subunidad ribosomal 605), con

hidrólisis sim1ltónea de GTP. Para la reutilización del

eIF-2 el GDPdebe ser reemplazado por GTP, pero la afinidad

del factor por GDP es mayor que por GTP (52). Se postuló

(62) que el intercambio debfa ser catalizado por otro factor

de manera anóloga al mecanismo enzimático que opera en la

etapa de elongación en procariotes (EF-Tu/Ts) y en

eucariotes (eEF-lfl/eEF-lp) (67).
Estudiando la inhibición de esta etapa por fos­

forilación de la subunidad e< del eIF-2 en reticulocitos de

conejo, se encontró un nuevo factor de iniciación (68)

actualmente denominado "GEF" (factor intercambiador de GDP
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por GTP) (52,63). Ambos factores (eIF-Z y “GEF") funcionan

catalfticamente. El mecanismopropuesto para el reciclado

(63) es el siguiente:

eIF-Z GTP Met-tRNAiGDP eIF-Z GEF GTP

eIF-Z GDPX GEF XeIF-Z GTP/(Met-tRNAi

Como la afinidad de eIF-2 por GDPes nuy alta, la

ausencia o inactivación de "GEF" impedirá el reciclaje del

factor, se acuMJlará [eIF-ZOGDÉ]inactivo, y se inhibirá la
iniciación.

El mecanismo parece funcionar también en_ otras

células de eucariotes como Artemia salina (54), células de

tumor ascitico (52,53), hfgado de rata (46) y germen de

trigo (57).
Los estudios acerca de la función del factor eIF-2

han dado lugar a una cierta confusión, ya que se ha dicho

que se necesitan factores auxiliares (cofactores) que lo

ayuden en sus flinciones. Se han descripto tres cofactores

denominados Co-eIF-ZA, Co-eIF-ZB y Co-eIF-ZC (52,62,63,66).

El factor Co-elF-ZA es el Jnico que ha sido

purificada: es una proteina de aproximadamente 200 kDa, que

estiMJla moderadamente la formación del complejo ternario y

lo estabiliza (69). El estudio de las funciones y peso mole­



cular del Co-eIF-ZB permiten asegurar que se trata del

complejo eIF-Z GEF . Por las propiedades se deduce que el

factor activo en el extracto de Co-eIF-2C seria el eIF-2

GEF 6 "GEF" o ambos (63).

1.1.1.2. Transferencia del comglejo ternario a la subunidad

ribosomal 52;: Comglejo de 3};

La iniciación de la sintesis de proteinas tiene

lugar solamente sobre subunidades ribosomales separadas. En

eucariotes se ha demostrado que la unión del mRNAa la subu­

nidad 405 requiere la union previa del Met-tRNAi a la

subunidad 405, formando un complejo de 43s:

[eIF-zo GTPoMet-tRNAio4os-eIF-3] (35,44,70).

Teniendo en cuenta que:

a) La concentración fisiológica de Mg++ intracelular

favorece la asociación de subunidades (47,48,71)

b) La concentración de ribosomas 805 que no participan en

la sintesis de proteinas es variable de acuerdo al

estado metabóliCO'de la célula (70)

c) La velocidad de disociación del mondmero es nuy lenta

comparada con la velocidad a la cual los ribosomas

realizan el ciclo subunidades ———)polisomas -——)

subunidades, aunque existen condiciones en las cuales

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



monómeros (p.ej.: e] stress) o salir rápidamente de

éste (p.ej.: cuando se estim11a e] crecimiento) (70)

d La concentración de subunidades nativas es prácticamen­
V

te constante (6)

la céluïa debe tener un mecanismo para mantener 1a con­

centración de subunidades o para generar subunidades a par­
tir de monómeros.

La generación de subunidades fue originalmente

atribuida a1 factor eIF-3 aislado de reticuiocitos de conejo

(39), higado de rata (45) y de céluïas ascfticas (39). E1

eIF-3 está formado por 8 o 10 poïipébtidos cuyos P.M. varían

entre 28 y 120 kDa (43) y que hasta e] momento soio ha sido

separado en dos componentes, uno pesado (500-700 kDa) y otro

iiviano (51 kDa) (45). Este factor impedirfa 1a reasociación

de subunidades uniéndose estequiométricamente a 1a subunidad

40S (34,39,41,50) e interactuando especificamente a través

de una de als subunidades (66 kDa) c0n ei rRNA 185 (72);

además serfa capaz de disociar e] monómero en subunidades

(40,45). En contraste con estos resuïtados, e] factor eIF-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, 1a actividad antiasociante se encuentra

en 1a fracción post-ribosoma1 y está representada por un

poiipébtido 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

eIF-6, (48,55,56) se une a 1a subunidad 605, impide su

reasociación con la subunidad 405 y no tiene actividad diso­

ciante (47,48,55,56). Se ha sugerido que 1a actividad anti­

asociante presente en e] c0mp1ejo poiipeptfdico eIF-3 se

debe a la unión de] factor eIF-6 con dicho factor durante

los primeros pasos de purificación. Dado que la interacción

eIF-3-ribosoma y eIF-6-ribosoma procede a través de distin­

tas subunidades y péptidos de diferente P.M. se deberán

purificar todos los componentes de] factor eIF-3 para

estabiecer cuál es e1 papel de cada uno de eiios y deter­

minar si 1a formación de subunidades tiene Iugar a través de

un mecanismo comfn o diferente en distintos organismos.

Se ha demostrado que todos ios componentes de]

complejo ternario (73,74) comoasf también todas las subuni­

dades de los factores eIF-2 y eIF-3 (37,39,73,74) están pre­

sentes en el complejo de 43s. Los factores eIF-l y eIF-4C

estabiïizan al complejo (70). E1 factor eIF-4C está presente

en cantidades estequiométricas en 1a subunidad 405, pero

está szente en los dfmeros 4050 405 (40) que se forman

durante 1a preparación de subunidades nativas (51). Además

estim11a marcadamente 1a formación dei compiejo de ini­

ciación cuando se usan monómeros 805 como fuente de riboso­

mas y en menor medida cuando se usan subunidades separadas



(34,40,42,75). Es un factor accesorio de] eIF-3 en 1a diso­

ciación de] 805; solo tiene un leve efecto por sf mismo y

este efecto es aditivo a1 de] eIF-3 (40). Además, disocia

los dfmeros de 4OS dando subunidades activas. Se ha postu­

lado entonces que se asocia a 1a subunidad 405 evitando su

asociación prematura con 1a 605 y 1a dimerización, con io

cua] aumenta 1a veïocidad y e] grado de formación de]

compiejo de iniciación (40).

1.1.1.3. Unión ("binding") del mgflfil formación del complejo

d_e4_88

La unión de] mRNAa1 complejo de 435 es uno de Ios

eventos más complejos y de mayor interés de 1a etapa de ini­

ciación, ya que en este paso se hace 1a seïección de un mRNA

especifico y e] ribosoma debe encontrar e] sitio de ini­

ciación sobre e] mensajero para comenzar a traducir una

secuencia especifica. La característica diferencia] de 1a

iniciación entre eucariotes y procariotes es que esta etapa

de unión de mRNArequiere 1a hidrólisis de ATP.

Para poder ana1izar este paso, es necesario tener

en cuenta varios aspectos:

A) Estructura de mRNA:a) Su carácter monocistrdnico

b) Su estructura secundaria

c) Existencia de un Jnico codón (AUG)
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de iniciación

d) Función de] CAP

e) Función de] poli(A)

f) Secuencia no traducibïe de]

extremo 5' dei mRNA

B) Requerimientos de factores proteicos:

a) Factores de iniciación

b) Proteínas que se unen al CAP

("cap-binding proteins", CBP)

c) Proteinas que se unen a1 po]i(A)

("poly(A) binding proteins“, PABP)

C) Hidrólisis de] ATP.

A) Estructura del mgflfl

a) El carácter monocistrónico de 1a expresión genética en

eucariotes (excepto en e] caso de aigunos mensajeros

virales) (76) significa no soiamente que un [nico mRNA

dirige la sfntesis de una Jnica proteína, sino también que

la protefna que se expresa es aque11a que está codificada

más cerca de] extremo 5' de 1a cadena polinucleotfdica

(76,77). Esta restricción está dada no tanto por 1a estruc­

tura dei mensajero sino por las propiedades de ios ribosomas

de eucariotes que son incapaces de unirse directamente a un

sitio interno de iniciación y de reiniciar 1a 1ectura de un



segundo cistrón 1uego de haber atravesado el primero

(78,79). Esto significa que las células aJcarióticas no son

capaces de coordinar la sintesis de una serie de proteinas

agrupando los genes detrás de un [nico promotor transcrip­

cional. En procariotes, en cambio, los transcriptos poli­

cistrónicos son el principal recurso regulatorio; ias

células de aJcariotes deberian tener un mecanismo compen­

satorio para coordinar 1a expresión genética. Uno de estos

mecanismos podrfa ser la fusión de genes que daria 1ugar a

la existencia de proteinas polifuncionaies. Existen ejempios

de taies proteinas en s; cerevisiae (Triptofano sintasa)

(80), Neurospora (enzimas de 1a biosfntesis de sustancias

poïiaromáticas) (81) y en mamíferos (sintetasa de ácidos

grasos) (82).

b) Estructura sencudaria: La alteración de 1a estructura del

mensajero puede perturbar su interacción con e] ribosoma. En

la Tabïa 3 se resumen algunas de las manipulaciones a que

han sido sometidos algunos mensajeros.



Tabla 3: Alteración de la estructura del mRNAl su efecto

sobre gl "binding" a ribosomas de eucariotes

Alteración Efecto sobre el "binding"

Circularización Anulación (79)

Desnaturalización o dismi- Mantiene la capacidad de
nución de la estructura "binding" en el extremo 5'
secundaria. (83,84).

No hay "binding" directo a
sitios internos (83).
Se encuentran mRNAscon más
de una subunidad 408 (85).

Aumento de la estructura La disminución del "binding"
secundaria. es paralela al aumento de es­

tabilidad de la estructura
secundaria (83).

Los efectos de estas perturbaciones se discutieron en parte

en (A,a) y el resto se comentari cuando se discuta el meca­

nismo de iniciación; por ahora la principal conclusión de la

tabla es que la estructura secundaria del mRNAjuega un

papel fiindamental en el binding del ribosoma.

c) Codón iniciador: Se ha demostrado que en células

eucariotes la sfntesis de proteinas comienza exclusivamente

en codones AUG (86) y en más del 90% de los mRNAs en el AUG
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más cercano al extremo 5‘ de la cadena polinucleotfdica

((A.a), (87)). En el citoplasma de células alcarióticas

existen dos tRNAMet(al igual que en procariotes); uno de

ellos funciona exclusivamente en la iniciación (tRNAiMet)y

otro en la elongación (88). A diferencia de lo que sucede en

procariotes, el tRNAiMetno está formilado, pero puede for­

milarse artificialmente, lo cual reduce su afinidad por los

factores de iniciación (89).

d) Función del CAP: Esta estructura cumple dos funciones:

estimula el “binding” de la subunidad 405 al mRNAdurante la

iniciación (90), y estabiliza al mensajero protegiéndolo de
la.acci6n de exonucleasas y fosfatasas (35,91,92).

Aunque en eucariotes se han encontrado mRNAssin

CAPno funcionales, esta estructura no es un requerimiento

obligatorio para la traducción ya que algunos mRNAsvirales

(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 eliminación

del CAPde mensajeros CAP(+) produce siempre una disminución

significativa en la eficiencia de traducción, pero el efecto

depende del mensajero ensayado y del sistema libre de célu­

las utilizado (95). La funcionalidad del CAPen la sintesis

de proteinas ha sido confirmada utilizando análogos estruc­

turales tales como m7GMP, m7GDP y m7Gppme, los cuales



tienen un efecto inhibitorio sobre el binding del ribosoma a

mRNAs-CAP(+)y en consecuencia sobre su traducción (96,97).

El efecto estimJlatorio del CAPsobre la sfntesis

de proteinas "in vitro“ se ve afectado por la fuerza iónica

(98.99), la temperatura (99), la concentración (100), el

tipo de mensajero (100) y el pH (101).

Se ha postulado mie la estructura CAPen células

superiores facilita el "binding" del ribosoma al mensajero y

reemplaza la interacción mRNA- rRNA (tipo Shine-Dalgrano)

que tiene lugar en procariotes (69).

e) Función del poli(A): A esta estructura se le han atri­

bufdo las siguientes funciones:

Estabilidad del mRNA:En diferentes mensajeros con

distintos grados de poliadenilacidn, el aumento de la vida

media es paralelo al aumento de la longitud del segmento de

ácido adenflico (102,103,104). Sin embargo existen una serie

de mensajeros donde no hay correlación 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 algfn papel en estas etapas. En

primer lugar, el hecho de que cierto mÍMero de virus de

mamíferos cuyos ciclos de vida se desarrollan enteramente en

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



que el fragmento poliadenflico cumple funciones citoplasma­

ticas. Además mensajeros que naturalmente son poli(A)(+) o

que han sido de-adenilados tratando a las células con

3'-deoxiadenosina son eficientemente transportados al
citoplasma (103,104) y correctamente procesados (104).

Síntesis de proteinas: Aunque algunos autores con­

sideran que no hay elementos ciertos para involucrar a esta

estructura con la sintesis de proteínas, existen unas cuan­

tas evidencias que apoyan la hipótesis. Se ha demostrado que

los mRNApoli(A)(+) no solo son más eficientemente traduci­

dos que sus correspondientes mRNApoli(A)(-) (108), sino que

la eficiencia de traducción es mayor cuanto mayor es el

tamaño del fragmento poli(A) (105). Además "in vivo" existe

una correlación directa entre el tamaño de los polisomas y

el grado de poliadenilación de los mRNAscorrespondientes

(109).

Recientemente se ha comprobado que "in vitro" el

poli(A) purificado inhibe competitivamente la traducción y

que otros ribopolfmeros producen solo un efecto parcial a

concentraciones más altas (102). El efecto inhibitorio se

observa fundamentalmente sobre mensajeros poliadenilados y

puede ser revertido aumentando la concentración relativa de

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

menor longitud (102). La relación directa que existe entre
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longitud del fragmento de poli(A) y el grado de inhibición

indicarfa que el efecto es especifico. En base a los

resultados obtenidos se ha pr0puesto que el fragmento

poli(A) de los mensajeros está involucrado en la traducción

y que el poli(A) agregado exógenamente secuestra algón com­

ponente que deberia interactuar con el mRNApoli(A)(+). Se

ha señalado que ese componente seria la PABPya que las RNPs

son más resistentes a la inhibición mediada por poli(A) y la

interacción poli(A)-PABP requiere, al igual que la actividad

inhibitoria. un poli(A) de determinada longitud. Esto no

excluye la hipótesis previa de que a altas concentraciones
tanto el poli(A) comootros polinucleótidos actóan de manera

inespecffica a través de una interacción polianión-ribosoma,

reduciendo la eficiencia total de la iniciación (110).

Dado que la estabilidad de un mensajero es, en

parte, una consecuencia de la eficiencia con que es tradu­

cido, y dicha eficiencia dependerfa de la longitud de su

poli(A), la relación entre la longitud del poli(A) y su
estabilidad serfa indirecta.

La capacidad de agregar o eliminar poli(A) a una

población de mRNAsle brinda a la célula la oportunidad de

alterar totalmente su patrón de sintesis de proteinas sin

modificar concomitantemente la 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 aJcariotes (77).

Del análisis de éstas surgen las siguientes observaciones:

La longitud de esta región varfa de 3 (111) hasta

742 (112) nucleótidos; sin embargo en el 70% de los men­

sajeros la secuencia tiene una longitud de 40-80 nucleótidos

(111). Las secuencias extremadamente cortas o extremadamente

largas son raras y corresponden a mRNAsvirales las pri­

meras, y a mRNAs virales o mensajeros de oncogenes, de

"Epidermal Growth Factor“ y de "heat shock proteins" las

segundas (77).

La traducción de un mensajero parece ¡o ser pertur­

bada cuando la secuencia lider es alterada JOF delecidn,

inserción o recombinación (113) y, aunque la ¡eterogeneidad

de las secuencias es marcada, existen algunas carac­
terísticas conservadas o semiconservadas:

l. La traducción comienza en el AUGmás próximo al extremo

5' en el 95% de los casos (77).

2. Los codones de iniciación funcionales se encuentran en

un contexto de secuencia restringida. La caracteristica

más sobresaliente es la presencia de una purina,

generalmente A, en la posición -3 (en el 79% de los men­
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sajeros analizados) (77,114). Cuando el mensajero tiene

un triplete AUGantes del iniciador, la posición -3

generalmente esta ocupada por una pirimidina (114) y, en

codones que codifican para metioninas internas, la fre­

cuencia de nucleótidos en la posición -3 es totalmente

al azar (77). Otro nucleótido frecuentemente conservado

es una purina en la posición +4, generalmente G, (40-60%

de los casos) (114).

Aunque las posiciones -3 y +4 son las más altamente

conservadas en los mensajeros naturales (77,114) parece que

otros nucleótidos cercanos también están conservados. Así,

la secuencia "consenso" para la iniciación en alcariotes

parece ser CCÉCCAHE(G)(77). Experimentos recientes de
mutagénesis sitio-dirigida confirman la importancia de la

purina en la posición -3, pero adn no existen evidencias de

que las otras posiciones contribuyan al reconocimiento

(115).
La distribución no al azar de los nucleótidos

sugiere que la maquinaria de iniciación no es indiferente al

contexto de bases alrededor del triplete AUG, pero el

análisis (77) y los experimentos realizados (115) incluyen

mensajeros con una nuy variada eficiencia de traducción y no

muestran el contexto más favorable para la iniciación. Por

lo tanto no permiten predecir que dos mensajes con secuen­



cias idénticas alrededor del iniciador sean traducidos con

idéntica eficiencia ya que otras características (estructura

secundaria o secuencia adyacente al CAP)podrian diferir de

manera tal que afecten la funcionalidad del mensaje.

B) Reguerimientos gg factores proteicos

a) Factores de iniciación: Los factores necesarios para la

unión del mensajero al complejo [Met-tRNA10 eIF-20 GTPO

4OSceIF-q] son los factores eIF-4A y eIF-4B (35,116). Estos

se unen a mensajeros CAP (+) en una reacción que depende de

la presencia de ambos y posiblemente de la proteina CBPI. La

reacción requiere hidrólisis de ATPe involucra eventos en

la zona del CAP o cerca de ella, ya que es inhibida por

m7GDP(38,117).

Cuando se utiliza un extracto crudo de factores de

iniciación, el requerimiento de ATPpara la unión covalente

(cross-linking) de los factores eIF-4A y eIF-4B al mRNA

depende directamente del grado de estructura secundaria del
mensajero (124). Pero cuando se utilizan factores purifica­

dos, la interacción de ambas proteinas con el mensajero

depende de la presencia de ATP, independientemente de la

estructura secundaria del mensajero (116).

Se ha demostrado en el sistema de germen de trigo

que el factor eIF-4A es el componente que interactúa direc­



tamente con e] ATP (118).

Recientemente se ha descripto un nuevo factor,

eIF-4F (44), involucrado en este paso de 1a sfntesis de

proteinas. El factor estimula 1a tinión de] mensajero a]

complejo de 435. Tiene una composición simiiar a 1a proteina

CBPII (44,119) y a1 igual que e11a restituye a extractos de

células Hela infectadas con poiiovirus 1a capacidad de tra­

ducir mRNAs-CAP(+) (119). Está 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 I), e] de 46 kDa (que en e] caso de] fac­

tor eIF-4F se demostró que es idéntico a1 factor eIF-4A) y

e] de 200 kDa. Lo que adn no se ha determinado es si los

poïipéptidos CBP I y eIF-4A existen como entidades

monoméricas y/o como componentes de] factor eIF-4F, y si e]

factor tiene o no algfn papel funcional.

E1 factor eIF-l estimJla como ya se mencionó, 1a

unión de 1a subunidad 405 a Met-tRNAi. Aparentemente, induce

la reubicación de Met-tRNAi, Coordinando 1a interacción

codón-anticodón y haciendo que e] “binding” de] mensajero

sea estabïe (35).
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b) Proteinas que se unen a1 CAPCBP ("cap binding proteins",

CBP): Como se mencionó en (A.d) e] CAP faciTita e] proceso

de iniciación acelerando 1a velocidad de unión de] mensajero

al complejo de iniciación. Esta función requiere un receptor

para eT CAPdentro de 1a maquinaria de 1a iniciación.

En preparaciones de factores de iniciación de

eucariotes se han identificado por reacciones de

"cross-Tinking" (entrecruzamiento) especifico varios

poTipéptidos que interactúan con e] CAP 5' termina] de Tos

mensajeros.

E1 primer poTipéptido descripto es uno de P.M. 24

kDa (120) denominado 24-CBP 6 CBPI (120,121) 6 eIF-4E (122);

Este polipéptido fue Tuego purificado por cromatografía de

afinidad en m7-GDP-Sepharosa (127) y m7-GTP-Sepharosa (123).

Su interacción con e] CAPes independiente de 1a presencia

de ATP y Mg++ (117). Está presente en muy bajas con­

centraciones en preparaciones purificadas de eIF-3 y eIF-4B

(122).

Se detectaron también poïipéptidus de 28 kDa (117),

50 kDa (117) y 80 kDa (124) capaces de interactuar con e]

CAP pero e] "cross-Tinking" requiere ATPy Mg++, y e] ATP no

es reempTazabTepor aníiogos no hidroiizabies.

Los anticuerpos monocTonaTes obtenidos contra CBPs
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interactJan con el polipébtido de 50 kDa e inhiben el

“cross-linking" de los polipéptidos de 24, 28, 50 y 80 kDa

(117,125), sugiriendo que los polipébtidos están estruc­
turalmente relacionados.

La proteina de 24 kDa purificada es capaz de rever­

tir la inhibición de la sintesis de proteinas producida por

análogos del CAP (126), pero no es capaz de restituir la

actividad de traducir mRNAsCAP(+) (actividad recuperadora)

a extractos de células HeLainfectadas por poliovirus (119,

121,127,128). Además la CBP de 24 kDa se asocia dirante la

purificación a pébtidos de alto peso molecular (120,126,

127). La actividad que restituye a las células HeLa infec­

tadas con poliovirus la capacidad de traducir mRNAscon CAP

está asociada a un complejo proteico de alto peso molecular

que incluye a la proteina de 24 kDa (119,121,127,128). Los

polipébtidos asociados a la proteina de 24 kDa podrian

simplemente estabilizar la actividad recuperadora o bien

podrian tener actividades separadas relacionadas con el

reconocimiento del CAP (126). La proteina de 24 kDa purifi­

cada por cromatografía de afinidad se obtiene en dos formas

diferentes, una que interactüa con el CAP_y otra más

compleja que tiene actividad recuperadora (127). En células

HeLa infectadas por poliovirus se ha encontrado que la pro­

teina de 24 kDa es capaz de interactuar con el CAP, pero no
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de restituir 1a actividad de traducción de mensajeros CAP(+)

(121).

Aunque aJn no se sabe cua] es e] componente respon­

sab1e de 1a actividad recuperadora, se ha determinado que e]

anticuerpo monocïonaï anti-CBP neutraiiza 1as dos activida­

des (126).

Si bien aJn no existen datos para asegurar cua] es

la proteina fisiológicamente activa, ios estudios reaïizados

indican que existiría comoun precursor de a1to peso moïecu­

Iar cuya ruptura podrfa ocurrir "in vivo" como un mecanismo

para generar CBPs activas o "in vitro" durante 1a purifica­

ción. E1 hecho que en poiisomas de reticuïocitos de conejo

e] ¡{nico polipéptido capaz de interactuar con distintos

anticuerpos monoclonaïes anti-CBP sea e] de 50 kDa (125) y

además que este mismopolipéptido sea 1a principai proteina

que hace "cross-linking“ con e] CAP de mensajeros de

reovirus en e] compiejo de iniciación 805 (117), sugiere que

"in vivo“ ocurre aïan tipo de procesamiento que por ruptura

de un precursor de alto peso molecuïar genera 1a proteina de

50 kDa que es 1a que posee 1a actividad de unirse a1 CAP.



c) Proteinas que se unen a1 Po]i(A) ("p01y(A) binding

proteins", PABP): Los mensajeros están asociados a pro­

teínas, y uno de Ios principaïes sitios de esta interacción

es 1a secuencia poliadenflica (129). Las proteinas de este

tipo mejor caracterizadas son dos: una de 73-78 kDa aisïada

de céïulas de mamíferos y de aves (130,131) y otra de 38-40

kDa aislada de "Artemia sa1ina" (132).

Se han propuesto varias funciones para estas pro­

teinas, comopor ejemplo estar involucradas en 1a asociación

de hnRNPa 1a matriz de] nfcleo (132,133,134), en e] trans­

porte de mRNAsde] nJcleo a1 citopïasma (132,135), en 1a

poliadenilación (132), y en la traducción de mensajeros

(102,132), pero afin no se conoce su rea] significado fun­

ciona].

C) Hidrólisis gg ¿13

La hidróïisis de ATPes un requerimiento de 1a ini­

ciación de 1a sintesis de proteínas solo en eucariotes

(34,75).

La hidrólisis de] ATPes necesaria para 1a unión de

1a subunidad 405 a1 extremo 5' de] mensajero (75) y también

para 1a migración de 1a subunidad desde e] “sitio de

entrada" en e] extremo 5' hasta e] coddn AUG iniciador



(136).

La unión de 1a subunidad 405 a mensajeros con una

estructura secundaria reducida es menos dependiente de ATPy

de] CAPque e] correspondiente a mensajeros nativos (83,136,

137).

La interacción de las proteinas CBP de 28,50 y 80

kDa con el extremo 5' CAP de] mensajero es dependiente de

ATP y Mg++ soïo si e] extremo 5' tiene un cierto grado de

estructura secundaria (117,125). Ademas e] efecto inhibi­

torio sobre e] “binding” ribosoma-mRNAque ejercen los anti­

cuerpos monocïonales anti-CBP esta directamente relacionado

con el grado de estructura secundaria presente en e] men­

sajero (125). También 1a inhibición de la formación del

complejo de iniciación por aïta concentración salina está
directamente relacionado con e] grado de estructura secun­

daria de] mRNA(124).

Los datos invoiucran a] ATP como mediador de 1a

flinción del CAPy se sugiere actuaimente que los factores

que reconocen a1 CAP intervienen de una manera ATP­

dependiente en 1a relajación de 1a estructura secundaria de]

extremo 5' de] mensajero, faciïitando su unión a1 mismo

(69,117,124,125).
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Selección del ¿1312 gg iniciación en eucariotes
Si bien e] mecanismo por e1 cual 105 ribosomas de

eucariotes se1eccionan un sitio particuïar en e] mensajero

para iniciar la síntesis de proteinas adn no ha sido diluci­

dado, los resultados experimentaies han 11evado a proponer

un modelo denominado “Mecanismo de Scanning“ (114,138).

Segfn este modeïo, la subunidad 405 se une inicialmente a1

extremo 5' de] mensajero en una reacción que requiere ATP,

CBPs y factores de iniciación. Luego 1a subunidad migra'

hacia ei interior del mensajero (136). Si e] contexto de

bases alrededor de] coddn AUGes e] adecuado (87) 1a subuni­

dad deja de migrar, e] factor eIF-l coordina 1a interacción

codón-anticodón, y ese tripïete funciona como Jnico ini­

ciador (115); pero si 1a secuencia a1rededor de] primer

tripiete AUGno es 1a óptima, soïo unas pocas subunidades se

detienen aïlf y 1a mayoria continfa migrando hasta encontrar

otro AUGmás lejano a] extremo 5' (115).

En e] modelo, 1a posición de] tripïete AUG (su

proximidad al extremo 5') es fundamentai en 1a definición

del sitio de iniciación funciona] (77) y e] contexto de

bases en que se ha11a e] codón moduïarfa 1a eficiencia con

1a cua] ese triplete detendrfa 1a migración de 1a subunidad

4OS (87,115).
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La clave de] modeio es que 1a ajbunidad 405 debe

ser capaz de migrar a 10 largo de] mensajero hasta encontrar

e] codón de iniciación. Esta propiedad ha sido demostrada de

varias maneras:

a) Los complejos de iniciación que se forman entre men­

sajeros y subunidades 405 en presencia de edefna

(oiigopéptido secretado por "Baciilus brevis" que inhibe

la iniciación de 1a sintesis de proteinas) contienen 10
a 12 subunidades 405 unidas a cada moiécuia de mRNA

(139).

b) La esparsomicina es un inhibidor de 1a sintesis de pro­

teinas que afecta Ia eiongación, pero permite 1a for­

mación dei complejo 805 sobre e] sitio norma] de

iniciación. Cuando se preincuban RNAmensajeros y ribo­

somas con esparsomicina, 1a incubación posterior con

edefna no permite 1a unión de nuevas subunidades 405

(139). Por otra parte, se demostró que ios mensajeros de

eucariotes circuiares sin extremo 5‘ iibre nn eran tra­

ducidos (79). Los experimentos con :esparsomicina y

edefna no soio corroboran que los ribosomas no pueden

unirse a regiones internas de] mensajero, sino que

dem1estran que 1a entrada de cada subunidad 4OS está

restringida a] extremo 5'.

Si 1a 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 405, 1a subunidad es capaz de

migrar. En ausencia de antibióticos, pero en condiciones

en que se perturba 1a interacción Met-tRNASAUG,tales

como disminuyendo 1a concentración de Mg++(85), utili­

zando un mensajero desnaturaïizado (83) o cambiando AUG

por AUI (83), se obtienen mensajeros que tienen unidas

varias subunidades 405. Estos resuïtados indican que 1a

propiedad de moverse a io 1argo de] mensajero es

inherente a 1a subunidad.

Otros estudios demostraron que en ios compiejos de ini­

ciación preformados en presencia de edefna e incubados

posteriormente en condiciones en que se impide la

entrada de nuevas subunidades por agregado de pm7G 1as

subunidades son capaces de migrar solo si tiene 1ugar 1a

hidrólisis de ATP; si esto no ocurre, 1as subunidades

quedan unidas a la zona 5‘ anterior a1 AUG(136).

Se sabe además que 1a unión de la subunidad 605 no

requiere hidrólisis de ATP. Los datos indican que 1a

iniciación tendria 1ugar en dos etapas: en 1a primera se

produciría e] "binding" de 1a subunidad 405 a] extremo

5' del mensajero seguida por 1a migración ATP­

dependiente hasta e] AUGfunciona].

E1 modeïo expiica también ios datos más recientes segón



Ios cuales aunque con la mayoría de los mensajeros de

eucariotes 1a traducción comienza en e] primer AUG(77),

existe una 1ista de excepciones cada vez mayor (5% de

los mRNAs celulares y 10% de los mRNAs viraies

estudiados) (87) que tienen uno o más codones AUGque

preceden a1 AUG flincionai. Ademas 1a distribución de

nucleótidos alrededor de] codón AUGfuncionaï no es a]

azar y las aïteraciones de 1a composición de dicha

secuencia afecta 1a eficiencia de 1a traducción (115).

1.1.1.4. Formacióndel compïejo de iniciación _Q¿

La unión de 1a subunidad 605 a1 compïejo de 485 da

Iugar a 1a formación de] compïejo de iniciación 805, y es

estrictamente dependiente de 1a presencia de] factor eIF-5

(33.42.75). La transición está acompañada de 1a 1iberacidn

de los factores eIF-2 y eIF-3 (39,66,73,74) y de 1a

hidróïisis de] GTPunido (75).

Otros dos factores (eIF-4C y eIF-4D) han sido re1a­

cionados con este paso. El factor eIF-4C estimJIarfa 1a for­

mación de] compïejo de iniciación, estabiïizando a] compiejo

[Met-tRNA1040ál (34,40,51,75) por interacción directa con
é], y protegiéndoio de 1a acción de 1a Met-tRNAi deaciïasa

ribosoma] (140).

E1 factor eIF-4D estim11a 1a sintesis de metioniï­



puromicina y de polifeniïaïanina i34). Su función en 1a

sintesis de proteinas aún no ha sido acïarada, pero se ha

sugerido que asegurarfa que e] Met-tRNAi esté unido en 1a

posición correcta en e] complejo de iniciación 805.

1.1.2. Eïongación

Durante esta etapa se agregan aminoácidos sucesiva­

mente según 1a secuencia de codones especificada en e] men­

sajero. Comprende una serie de eventos que se repiten

cfcïicamente (67) y que se esquematizan en 1a Fig. 4.

I) Unión de un AA-tRNAapropiado a un sitio (sitio A) en

e] ribosoma. E1 AA-tRNAestá especificado por el codón

del mensajero presuntamente también ubicado en e1 sitio

A. La reacción requiere factores soïubles (eEF-l) y GTP

(67).

E1 factor eEF-l ha sido ais1ado de diferentes céluïas

de eucariotes; existe en formas de distintos pesos

moïecuïares (50 a 500 kDa). En 1a mayoria de ios orga­

nismos estudiados existe en una forma inactiva de a1to

peso molecuïar que contiene tres subunidades (de 52-62

kDa, 47-69 kDa y 26-30 kDa) (58,141). Se han encontrado

dos formas compïementarias (58,141), eEF-l °Cde 53 kDa

que es funcionaïmente equivaiente a1 factor EF-Ts de

procariotes y eEF-lB de 30 kDa, que corresponde fun­



-43­

ELONGACION

lNICIACIONá

aoztRNA

ooz-tRNAerF-1GOGTP

- eEF-ZHRNA
eEF 19°GTP m GDF.“

¡CEF-4‘] ¿EL 1Q.GDp eEF-2+GTP

GDP GTP Pi l
TERMINACIONl/RF

proteina RF?

GTP

GDP# Pi

“RNA RF ¿OSPro‘eino subunidodes[605ÍRNA

F1 . 4: Mecanismo de e‘longacicïn y terminación de síntesis de r-o­te nas. _ _ — _



II
v

III)

_ 44 _

cionaïmente a EF-Tu de procariotes.

E1 factor eEF-lB generaimente se aisia formando un

compiejo con otro poiipéptido eEF-IF de 55 kDa, cuya

función aún no se conoce (67,141).

E1 factor eEF-lo<, si bien es funcionaimente equiva­

1ente a1 EF-Tu de procariotes se diferencia de aquéi en

que tiene dos sitios diferentes de unión a RNA, uno

para AA-tRNAy otro para rRNA (142). Además 1a activi­

dad GTPásica de] factor es estimuiada por aigunos p01i­

nucieótidos sintéticos, como po]i(G), y por rRNA28s,

cuya base más abundante es G. Se ha postuiado que inde­

pendientemente de que ciertas proteinas ribosomales

puedan tener aïguna función en e1 proceso, ei reconoci­

miento de1 rRNA 285 por e] factor y 1a estimulación de

1a actividad GTPásica por e] mismo RNApodria tener un

papeï fundamenta] en 1a etapa de decodificación (142).

Formación de1 en1ace peptidico: La transferencia de1

péptido naciente ubicado en e] sitio P a1 grupo h<NHL

de] AA-tRNAque se encuentra en e] sitio A es cataïi­

zada por 1a enzima peptidi] transferasa, iocaiizada en

1a subunidad ribosomai mayor. La reacción no requiere

factores proteicos ni GTP(67).
Translocación ribosomai: invoiucra e] movimiento re1a­

tivo de] mensajero y e] ribosoma. Comoconsecuencia de
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este proceso, el ribosoma se "mueve" un triplete a lo

largo del mensajero en la dirección 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 reacción requiere factor de elongación eEF-Z y GTP.

El factor eEF-2 ha sido aislado de la mayoria de las

céhjlas de eucariotes (141,143); su peso molecular es

aproximadamente de 90-110 kDa, tiene actividad GTPásica

y es especfficamente inactivado por el fragmento A de

la toxina del cólera que cataliza su ADP-ribosilacidn

(141,144). La ADP-ribosa se une a un aminoácido poco

comJn, la “diftamida” (145), y el factor modificado es

incapaz de catalizar la hidrólisis de GTPy la translo­
cación.

1.1.3. Terminación

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 mRNAaparecen los

codones de terminación que no codifican para ningfn ami­

noácido en el sitio A del rib050ma (146). En alcariotes se

requiere la presencia de un solo factor soluble y GTP. El

factor de terminación es capaz de reconocer los tres codones
de terminación y el GTP, a diferencia de lo que ocurre en



células procariotes donde existen dos factores de ter­

minación con diferente especificidad de codón y un tercero

que reconoce GTP.

El factor de eJcariotes tiene dos subunidades de 56

kDa; tiene actividad GTPásica en presencia de ribosomas y

dicha actividad es estimJlada por la presencia de codones de

terminación.

La enzima peptidil transferasa también cataliza la

hidrólisis de la unión peptidil-tRNA en el proceso de

terminación. Esta etapa se asemeja a las de iniciación y

elongación en que las moléaJlas que reconocen codones del

mensajero requieren GTPpara unirse y liberarse del ribo­

soma. y se diferencia de ellas en la naturaleza de la

molécula que reconoce el codón: un ácido nucleico en la ini­

ciación y elongación y una proteína en la terminación.

1.2. Regulación de l_ sintesis dg_protefnas
A continuación se hace una sintesis de los aspectos

más relevantes de la regulación de la sintesis de protefnas

estudiados hasta el presente.



1.2.1. Control gg_l¿ iniciación Egg guinasa del ¿filo eIF-th

La fosforilacio'n de 1a subunidad o( de] factor
eIF-2 bloquea su funcionaiidad inhibiendo 1a etapa de ini­

ciación (63,66,147). Esta fosforiiación es catalizada por

protein quinasas independientes de nucleótidos cfciicos 11a­

madas protefn quinasas eIF-2 °((69). En iisados de reticulo­

citos de conejo, estas enzimas existen en forma inactiva y

son activadas por incubación del lisado 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 fosforiia y cataliza 1a fos­

forilación de eIF-2 q, inhibiendo 1a iniciación (ICH: inhi­

bidor controiado por hemina) (148). En presencia de RNAdcse

activa una proteina de 67 kDa que se fosforila y cataiiza 1a

fosforilación de eIF-2 Q'y de histonas (IAD: inhibidor acti­

vable por RNAdoble cadena) i148).

En células animales tratadas con interferón, e]

agregado de RNAdctambién activa un inhibidor de iniciación

(147) que tiene actividad de protein quinasa independiente
de AMPcfclico y que fosforila e] mismo sitio de 1a subuni­

dad °< dei factor eIF-2 que los inhibidores ICH e IAD.

En e] caso de reticuiocitos de conejo, ambas quina­

sas en su estado inactivo (pro-inhibidores) son constituti­
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vas; en cambio en e] caso de céiuïas animaies, el pro-inhi­

bidor es inducido por interferón.

Mecanismo de acción

En un sistema de reticulocitos de conejo donde 1a

sintesis de proteinas está.inhibida en un 100%(63,66):

a) solo un 20-30%de] factor eIF-2 está fosforilado

en su subunidad

b) La inhibición de 1a traducción se puede revertir

por agregado de GTP.

c) E1 factor eIF-Z funciona estequiométricamente y

se acunula como [eIF-ZOGDP] _y[eIF-Z 0€(P)°GEIJ.

En base a estas observaciones, todos ios autores

coinciden en afirmar que 1a inhibición de la iniciación por

fosforilación de eIF-2 se debe a 1a incapacidad para usar

eIF-20((P) catalfticamente (o sea reciclarlo) a las con­

centraciones fisiológicas de chieótidos de gJanina (63,66).

Sin.embargo, adn no existe acuerdo en cuanto a] paso de 1a

etapa de iniciación afectado y se postulan 1a formación de]

complejo ternario (66) y de ios compïejos de iniciación 485

y aos (149-150).
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1.2.2. Degradación gg mRNAsgue opera a través de endorribo­M22
A) Endorribonucleasa activada por 35595

En lisados de reticuïocitos incubados en presencia

de RNAdcse activa una enzima constitutiva, 1a 2'5'A sintasa

(147). Es una oligonuc1eótido poïimerasa, que sintetiza a

oligonucleótidos de estructura pppA(2'p5'A)n (n: 1-10), a

partir de ATP. Estos compuestos, que se denominan genérica­

mente 2'5'A (151) activan una endorribonucïeasa (RNAasa L)

capaz de degradar RNAs simple cadena, tanto viraïes como

ce1u1ares (152).

En c€1u1as nucïeadas tratadas con interferón se

induce 1a aparición de 1a forma inactiva de 1a 2'5'A sin­

tasa, 1a cual requiere RNAdcpara activarse (63,152).

En reticulocitos de conejo, 1a activación de 1as

quinasas que fosforiïan eIF-2 (x ocurre rápidamente (5 a 6

minutos) y a concentraciones de RNAdcde 10‘7 g/m], en tanto

que 1a activación de la oïigonucÏeótido sintasa requiere

tiempos de incubación más 1argos y mayores concentraciones

de RNAdc(10'5 g/mï) (153,154). En e] caso de reticuïocitos

humanos, a diferencia de] sistema de conejo, las c€1u1as no
contienen inhibidOres constitutivos activabïes por RNAdcde

(154).
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B) giros tipos gg ribonucleasas
A partir de diferentes fijentes se ha podido purifi­

car parcialmente un tipo de endorribonucleasas denominadas

latentes pues están presentes formando un complejo con su

propio inhibidor. Se ha descripto este tipo de complejos

RNAasa-inhibidor en hfgado de rata (155), mfsculo

esquelético de ratón (156), reticulocitos de rata (157),

cerebro bovino (158) y tejido placentario thano (159). Es

muy probable que este equilibrio enzima-inhibidor tenga

algón papel en el recambio de los mRNAsy por lo tanto

afecte la sfntesis de protefnas.

1.2.3. Selección gg mensajeros

La selección de mensajeros por la maquinaria de

sfntesis de protefnas es un problema que aón no se ha

resuelto. Existen algunos ejemplos bien caracterizados de

regulación por traducción preferencial de determinados

mRNAs:

1) Luego de la fertilización de oocitos de "Spisula

solidissima“ (161).

2) ujrante la maduración meiótica de oocitos de

estrella de mar (162).

3) marante la diferenciación de "Dictyostelium



discoideum" (163).

4) Durante e] shock por calor en "Drosophila" en

donde disminuye 1a velocidad de iniciación y

eiongacion de los mRNAsde las proteínas que se

sintetizan a bajas temperaturas (164).

5) Durante Ia infección virai; este es uno de ios

casos más estudiados.

En las céiulas infectadas por virus se produce un

bloqueo de 1a sintesis de proteinas de] hiésped y se utiiiza

1a maquinaria ceiuiar para 1a sfntesis de proteinas viraies

(160,165,166). E1 mecanismo de inhibición parece ser

diferente segfn el tipo de virus.
Se ha atribuido a distintos factores de iniciación

la capacidad de discriminar entre diferentes mensajeros

(35). Recientemente se ha demostrado que e] factor eIF-4A

(165) discrimina entre una amplia gama de mensajeros

diferentes, entre ellos o¿ y B giobina (166), reovirus (160)

y virus EMC (165), debido a que cada lJn0 de eilos tiene

diferente grado de afinidad por e] factor. Esta
discriminación no depende de 1a presencia de CAP, sino de 1a

secuencia de bases y/o de la diferente estructura secundaria

de Ios mRNAs,

En e] caso de céiulas infectadas con poiiovirus, e]

huésped pierde 1a capacidad de traducir mRNAs-CAP(+), pro­



bablemente por inactiuación de la proteina CBPII (119). E1

agregado de CBPII restituye a las céiuias Heia infectadas

con poïiovirus 1a capacidad de traducir mensajeros con CAP,

pero "in vitro“ no estim11a 1a traducción de mensajeros de

poiiovinjs. Se ha demostrado que este mensajero tiene una

afinidad inusuaimente alta por e] factor eIF-4A (165) que es

un componente de 1a proteina CBPII (119), cuya inhibición

podria ser 1a forma en que los picornavirus Iogran reprogra­

mar la maquinaria de traducción de] hjésped.

1.2.4. Moduïación ¿EL ácidos ribonucïeicos

Se han descripto una serie de RNAs de bajo peso

moiecular (6-14 kDa) capaces de moduiar la traducción en

eucariotes. Algunos, aisïados por ejempïo de reticulocitos

de conejo, estimJlan 1a traducción de manera no específica

(167). Otros, por ejempio de "Artemia saiina" (168), higado

de rata (169) y mfsculo de embrión de pollo (170) inhiben la

traducción.

Existen varias ciases diferentes de este tipo de

inhibidores; uno de ellos, rico en ácido uridflico y 11amado

tcRNA, ha sido aisiado de mfscuio de embrióh _de pollo e

inhibe en forma discriminatoria 1a traducción (170). En cam­

bio, cuando se afsïa de Artemia saiina inhibe 1a traducción

de manera inespecffica, no seïectiva (147).



En mfsculo de embrión de pollo se ha caracterizado

otro RNA que inhibe la traducción. Se encuentra en el

citoplasma como una ribonucleoprotefna (iRNP) de lOS y con­

.tiene RNAs (iRNA) de 4S que ejercen su efecto a nivel de

iniciación (171). Estos RNAsde 70-90 nucleótidos tienen nuy

poca estructura secundaria (172).

1.2.5. Interferón

Los interferones son una familia de glicoprotefnas

secretadas por células infectadas por virus, cuyo principal

_efecto biológico es producir un estado antiviral en células
no infectadas (173,174).

En células thanas existen tres tipos antigónica­

mente diferentes: (X, (b y T . Los tipos a y [Ó pueden ser
inducidos en células animales por varios agentes, por

ejemplo ciertos virus, bacterias y RNAsdc virales o

sintéticos (173). El del tipo 51 es inducido en células lin­

foides por mitógenos y por antígenos (174).
El interferón no solo tiene actividad antiviral

sino que también afecta la motilidad celular, la prolifera­

ción y varios procesos inm1nológicos. La mayoria de los

efectos son transitorios y dependen de la sintesis de RNAy

proteinas. En la Fig. 5 se esquematiza la inducción de enzi­

mas producida por interferón en células animales.
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INTERFERON

/INDUCCIOh\
2.5 A Polimeroso Protan Quinasas (eIF-Zx)

ATP
RNAdc/ \A°'°

2,5 A Pólirnerasa Protefn Ouinaso Fosforiloda
ACT IVA AC TIVA

ATP——>ppA(2'p5'A)n=(2.SA) eIF-2 WeIF-ZodP)
ATP ADP

Endorribonucleosa —> RNAosoL l
L ACTIVA Inhibe iniciacion

de síntesis de
proteínas

degrada RNAs{Zierlügïes

Fig. 5: Inducción enzimática producidaa interferón.



El mecanismo de inhibición por inducción de estas

enzimas ya se discutió en 1.2.1. y 1.2.2.

Algunas células y tejidos de aves y mamfferos con­

tienen diferentes niveles de 2'5' polimerasa, y el contenido

aumenta por tratamiento con interferón (174). En células de

reticulocitos de conejo y en linfocitos thanos el nivel de

enzima es muy alto (174); esto podrfa deberse a que el

sistema 2'5'A sintetasa-RNAasa L tiene algun papel en el

control de la velocidad de división celular au’n en ce’lulas

no infectadas (175) o a que las cólulas han sido

“previamente tratadas“ con interferón de manera endógena.
“In vivo“ no existen evidencias directas del meca­

nismo por el cual el sistema 2'5'A sintetasa-RNAasa L

discrimina entre RNAsvirales y celulares. "In vitro“ se ha

demostrado que tal selección se debe a la activación locali­

zada de las enzimas por los intermediarios replicativos del

RNAviral (que tienen una estructura parcialmente de doble

cadena) (173).

Se ha propuesto que la activación de la quinasa de

tipo eIF-2 seria una via inhibitoria alternativa que fun­

ciona si la acum11ación de RNAviral no se detiene por la

acción del sistema 2'5'A polimerasa-RNAasa L, bloqueando la

iniciación de la traducción antes de que se forme una can­

tidad de proteinas estructurales del virus suficiente como



para permitir su ensamblado.

Otros eventos biogufmicos gue no dependen de RNAdc

A) Efectos sobre la metilación del mRNA:

Es bien conocido el hecho de que la eficiencia de

traducción de un mensajero que normalmente tiene CAPy esta

metilado disminuye si se inhibe la metilación (90). La meti­

lación de mRNAsvirales está disminufda en células tratadas

con interferón (174); este podria ser otro mecanÍSmopara

inhibir la traducción de mensajeros virales.

B) Otros cambios:

En extractos de Células tratadas con interferón se

observa una inactivación de algunas especies de tRNAs que

sucede más rápidamente que en extractos de células no trata­

das (173). Esto se debe a un aumento en la actividad de la

enzima (2'-5')fosfodiesterasa que degrada los oligo­

nucleótidos 2'5'A. Esta enzima también degrada el extremo

CCA de los tRNAs (174) y podría afectar la velocidad de

elongación de un péptido sngn la composición de los mRNAs

respectivos.
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2. POLIAMINAS

Las poliaminas son constituyentes naturaies tanto

de céiuias aJcariotes como de procariotes. Las más comunes

son:

Putrescina: HzN-(CH2)4-NH2

Espermidina: HzN-(CH2)4-NH-(CH2)3-NH2

Espermina: HgN-(CHZ)3-NH-(CH2)4-NH-(CH2)3-NH2

La mayoria de los efectos producidos por las

poliaminas en distintos sistemas biológicos pueden expii­

carse en términos de su naturaïeza quimica: son poiicationes
y por 10 tanto tienen una gran afinidad por ios compuestos y

estructuras ceiulares con grupos cargados negativamente.

Pero 1a gran variedad de efectos que ejercen estas

sustancias no pueden ser totalmente atribuidos a un efecto

inespecffico debido a su carga eiéctrica.

En experimentos in vitro" e] agregado de con­

centraciones fisioiógicas de poiiaminas incrementa 1a repli­

cación y transcripción del DNAy la traducción de mRNAs

(176). "In vivo" existen una serie de evidencias indirectas

que sugieren que estas bases orgánicas están invoïucradas en

1a proiiferación ceiuiar. Por ejempio se conoce que las
células en estado de crecimiento activo tienen con­

centraciones de poliaminas mayores que las céluias en estado
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de reposo (177). Además 1a actividad de 1a ornitina

decarboxilasa (ODC), una de 1as enzimas iimitantes de 1a

biosfntesis de poiiaminas (178), aumenta marcadamente en

respuesta a ciertos esthJios que inducen e] crecimiento,

taies como e1 agregado de suero o insuiina a un cu1tivo de

céiuïas, la.hepatectomfa parcial de higado de rata, 1a esti­

mulación de Iinfocitos por agentes mitogénicos, 1a infección

de células con virus tumorigénicos y la inducción de trans­

formación neoplásica por agentes cancerfgenos (179).

2.1. Biosfntesis gg poliaminas gn_eucariotes
En celuïas de mamfferos 1a biosfntesis de poiiami­

nas (Fig. 6) comprende 1a acción secuencia] de dos decar­

boxilasas y dos aminopropiltransferasas. E1 primer paso, 1a

decarboxilación de 1a L-ornitina, es catalizado por 1a

enzima ODC,que utiliza como cofactor fosfato de piridoxal.

La segunda decarboxilasa es 1a SAMDCque genera un grupo

aminopropii activado necesario para convertir putrescina en

espermidina 'y espermidina en espermina. Estas dos Jitimas

reacciones son cataiizadas por dos aminopropi] transferasas:

esperimidina y espermina sintasa (178).

La biosfntesis de poiiaminas en tejidos de

mamíferos puede ser alterada sensibiemente en respuesta a

esthJlos intraceïuiares o extraceïuiares a través de fluc­
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tuaciones rápidas en la actividad de la enzima ODC. Esta

enzima parece tener un papel importante en la regulación de

la proliferación y diferenciación celular, asf como en el

crecimiento (controlado o no) de células de mamíferos. Los

datos descriptos por chhos laboratorios mJestran un marcado

aumento en la actividad de ODCal comienzo de la prolifera­

ción celular y/o desarrollo, e inversamente, cuando alguno

de esos procesos cesa, la actividad de la enzima decae

rápidamente (178). De este modo, la biosfntesis de poliami­

nas parece estar estrictamente relacionada con la capacidad

proliferativa de las células de eJcariotes.
La putrescina, producto de la reacción enzimática

catalizada por ODC,es un regulador de la via biosintética.

Es un modulador negativo de la ODC(180) un activador de la

SAMDC(180), el sustrato de la espermidina sintasa y un

inhibidor competitivo de la espermina sintasa (181). En

algunos tejidos en proliferación, como por ejemplo lin­

focitos activados con mitógenos, durante una parte del pro­

ceso de crecimiento coexisten paradójicamente altos niveles

de actividad de ODCy altos niveles de putrescina (182).

Esto‘sugiere la posibilidad de algfn defecto en el control

de la actividad de ODCpor putrescina y otras poliaminas en

células en estado de proliferación.



2.2. Inhibidores de la biosfntesis gg poliaminas

Aparentemente, 1a única menera de di1ucidar e1 pape]

fisiológico de ias poliaminas en céiuïas animaïes seria 1a

eliminación se1ectiva de estos compuestos "in vivo“. A

diferencia de Ios procariotes. en c€1u1as eucarióticas es

'muy dificil la obtención de mutantes dependientes de

poïiaminas. Por ¡o tanto, para disminuir o e1iminar los

niveles endógenos de poïiaminas habria que inhibir su pro­

ducción y/o acumuïación. Dado que 1as enzimas 1imitantes de

1a biosintesis de estos poiicationes son 1as decarboxilasas,

1a mayoria de los inhibidores desarroïïados son inhibidores

de esas enzimas. En 1a Tabia 4 se resumen aigunos inhibi­

dores y sus prepiedades.

E1 uso de estos inhibidores especificos ha permitido

demostrar el requerimiento casi absoïuto de putrescina,

eSpermidina y espermina para la división ceïuïar (181).

Estos inhibidores pueden utilizarse para diïucidar 1a fun­

ción de 1as poïiaminas en 1a fisioïogfa ce1u1ar y obtener

información acerca de 1as enzimas invo1ucradas en e] metabo­

lismo de las poïiaminas y los _mecanismos que 1a reguian.

Además, 1a posibiiidad de controiar 1a acumuiación de 1as

poïiaminas ofrece aparentemente un medio concreto para ap1i­

caciones cïfnicas, especiaïmente en e1 tratamiento de

desórdenes proïiferativos.
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Tabla i: Inhibidores de 1a biosfntesis de poïíamínas.

INHIBIDOR ENZIMA TIPO DE
AFECTADA INHIBICION

(+)-°( -M0 CH3 competitiva
_(183) l

HzN-(CH2)3-E-C00H ODC reversibïe
NHZ

(¿bd-omo CHF2(184) l irreversíbïe
H2N-(CH2)3-C-C00H ODC

I

NHz

MGBG NH CH3 NH competitiva
(185) ¡n l u

H2N-C-NH-N=C-CH=N-NH-C-NH2 SAMDC

MBAG CH3 NH NHZ
(186) l H l reversíbïe

C=N-NH-C - NH
SAMDC

H

NH NHz

l
CH=N-NH-C - NH

l

M0: metíïornítina; DFMO:dif1uormeti10rnítína; MGBG:metiï
gïíoxaI-bis-guaníï hidrazona; MBAG:meti] gïíoxaI-bis-amino­
guaniï hídrazona.
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3. LINFOCITOS

Los Iinfocitos de sangre periférica humanaconsti­

tuyen una pobiación de céiuias fisioiógicamente en estado

Go (estado de reposo) que no se dividen “in vivo" ni en cui­

tivos "in vitro”. Sin embargo, pueden ser estimuiadas y

comienzan a dividirse cuando a 10s cuitivos se agregan agen­

tes mitogénicos como fitohemoagiutinina (FHA) (188-189).

Durante este proceso de transformacion 1infobiastíca sufren

una serie de cambios metabóiicos entre ios cuaies es impor­

tante destacar un marcado aumento de 1a sintesis de pro­

teinas y RNA. Los 1infocitos estimuiados entran en fase

61 (190) y 1uego de un período de 24 horas comienzan 1a

repiicación de] DNA(fase S) y a continuación, 1a división

ce1u1ar (188,189). Por Io tanto ios iinfocitos en cu1tivo,

en estado de reposo y en presencia de mitógenos, constituyen

un buen modelo experimenta] para ei estudio de ios meca­

nismos bioquímicos reiacionados con 1a expresión genética

durante e1 cicio y 1a-pr01iferaci6n ceiuiar.

3.1. Heterogeneidadde la pobiacion gg iinfocitos periféri­
cos

La diferenciación en organismos superiores deter­

mina 1a generación de progenies ce1u1ares diversas, indivi­

duaimente especializadas, a partir de una única céluia
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denominada "stem ceii". Un ejempio ciásico To constituye Ta

diferenciación de Tinfocitos (191,192); en Tos mamíferos

aduitos ias "stem ceiis" se originan en 1a méduia ósea y

Tuego se diferencian en dos tipos de Tinfocitos: T y B. Los

de tipo T se diferencian en el timo y son responsables de 1a

inmunidad ceiuiar. Los de] tipo B son responsabies de 1a

inmunidad humorai y se diferencian en aigun Tugar distinto

dei timo; se denominan asi por anaiogfa con las céiuias de

ias aves que son funcionaimente iguaies y se diferencian en

Ta bursa de Fabricius.

Los Tinfocitos T, Tuego de diferenciarse en e]

timo, migran hacia Tos órganos Tinfoideos periféricos y/o

circuian en sangre. La pobTación de Tinfocitos T está com­

puesta de céiuias heterogéneas, en ias cuaTes 1a diferencia

en 1a expresión fenotfpica de ciertos marcadores de super­

ficie corresponde a Tas distintas funciones que son capaces

de reaiizar. De acuerdo con sus funciones, se han ciasifi­

cado en reguiatorios y efectores. Los primeros ampiifican

(heiper) o suprimen (supressor/kiiier) 1a respuesta inmu­

noiógica de otros Tinfocitos T y también de linfocitos B.

Los efectores inciuyen céTuTas directamente reiacionadas con

procesos de hipersensibiiidad retardada, y ios iinfocitos T
citotóxicos (192).

Los Tinfocitos B son comparativamente mucho menos
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compïejos que ios T. Tienen inmunogiobuiinas en su super­

ficie que actúan como "receptores" de antígenos. Como

resuitado de 1a unión antígeno-receptor, 1a céiuia proiifera

y da iugar a céiuias piasmáticas que secretan soiamente ei

correspondiente anticuerpo especifico (191).

Esta breve sintesis demuestra 1a heterogeneidad

funciona] de 1a pobiación de 1infocitos circuiantes. Los

Iinfocitos humanos purificados por técnicas como 1a que se

describirá más adelante en Métodos (193) consisten en

aproximadamente un 952 i. 3 de iinfocitos T, un pequeño

número de 1infocitos Bt macrófagos y otras céïuias

sanguíneas contaminantes.

3.2. Activacion gg ïinfocitos

3.2.1. Agentes mitogénicos: 5! interacción ¿En la membrana

E1 mitógeno no necesita penetrar a 1a céiuia para

activar 1a proiiferación de iinfocitos (194). La membranade

Ios linftcitos sirve de transmisor de ias señales que indu­

cen 1a proiiferación y 1a diferenciación ceiuiar. Los agen­

tes que interactúan con 1a membrana ce1u1ar y "disparan"

esos eventos pueden ser inmunoidgicamente especificos e

inducir proiiferación monocionai, o inmunoiógicamente no

especificos e inducir 1a proiiferación poiicioha].
La mayoria de ios mitógenos de iinfocitos T son



agentes que inducen la proliferación policlonal en estas

células e interactúan con polisacóridos de superficie. Estos

mitógenos incluyen lectinas como FHA, ConA, y otros com­

puestos o enzimas como 104“ y galactosa oxidasa, respec­

tivamente (195).

Las lectinas producen una activación de la enzima

TGasa (transglutaminasa). Esta enzima cataliza el

"cross-linking" entre proteinas a través de uniones

Ï‘-glutamil-E -lisinas. La proliferación de los linfocitos y
la activación de la enzima TGasa dependen de la con­

centración de lectina. El aumento en la concentración 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 activación de TGasa y el "cross-linking"

de componentes de membrana serian eventos tempranos, respon­

sables de iniciar la activación (196). Este proceso requiere

no ‘olo la interacción mitógeno-membrana sino también la

participación de mediadores solubles (197). En base a los

últimos estudios, el modelo postulado de la activación es el

siguiente: la proliferación puede dividirse en dos etapas.

La primera, dependiente del mitógeno y moviliza las células

de la fase Go a la GI. La segunda es independiente del

mitógeno, necesita la producción de "Interleuquina II" (IL-2
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ao TCGF) y 1a adquisición de receptores de dicha

interïeuquina. Estos dos procesos dependen de 1a presencia

de "interleuquina I". Durante 1a segunda etapa, 1a céiula

entra en fase S y 1uego se divide (198,199).

Las interieuquinas, genéricamente denominadas

linfoquinas, son proteinas secretadas por Iinfocitos estimu­

lados que tienen propiedades inmunorreguladoras (200). La

interleuquina I (IL-1) se sintetiza cuando ios 1infocitos

son activados por mitógenos en presencia de monocitos (198)

y 1a tipo II por acción directa dei mitógeno e interieuquina

tipo I (IL-1) (198).

A a1tas concentraciones de Con A se inhibe 1a pro­

1iferaci6n por producción de céluïas resistentes a IL-2,

posibïemente a través de] "cross-linking" extensivo de pro­

teinas de 1a superficie de 1a c€1u1a (201).

E1 ionóforo A23187 es un activador inmunoiógicamen­

te no especifico de iinfocitos, cuya actividad es indepen­

diente de 105 dos mediadores soiubies (IL-1 e IL-2) (199).

Aunque todavia no está c1aro si 1a actividad mitogénica de

este ionóforo afecta especificamente una subpobiacián de

1infocitos (céiuias IL-2 independientes) o si todas ias

céiuias son susceptibies, 105 resuitados indican 1a impor­

tancia de 1a trasiocación de] calcio como paso c1ave para 1a

activación.
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3.2.2. Eventos bioqufmicos relacionados son la estimulación

gg linfocitos
A. Alteraciones gg la permeabilidad gg la membrana

Durante la estimulación, 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).

Además, también tiene lugar un aumento significativo de la

entrada de Ca2+. detectable a los pocos minutos de agregado

del mitógeno (203). La entrada de Ca2+ no depende de la pre­

sencia de ATP ni de la despolarización de la membrana, pero

puede ser modulado por los niveles intracelulares de

nucleótidos cfclicos y es inhibida por agentes desacoplan­

tes, lo cual sugiere que el Ca2+ es secuestrado por la mito­

condria (203).

La concentración de Ca2+intracelular retorna a los

valores de células no estimuladas luego de 24 hs. La decli­

nación en los niveles intracelulares de Caz+coincide con la
formación del "capping celular“ (proceso por el cual los

receptores de Con Aio FHAse entrecruzan, liberan la lectina

y se internalizan). Si a los pocos minutos de estimulación

se agrega -D-metil-manósido compite con los receptores por

la lectina, se bloquea el aumento de Caz+ intracelular y la

sintesis de DNAposterior. El efecto del c¡(-D-metil-manósido



sobre la sintesis de DNAdisminuye progresivamente cuando se

agrega más tarde después de iniciada la estimulación (204).

Estos resultados indican que el incremento de la con­

centración de Ca2+intracelular es una respuesta primaria al

agregado del mitógeno, porque es directamente dependiente de

la interacción ligando-receptor. En estos experimentos, las
células se encuentran normalmente en una concentración de

2-3 x 106 cél/ml. En estas condiciones las interacciones

entre células en suspensión son minimas. El hecho de que el

aumento de Ca2+ intracelular sea muy rápido (2 minutos)

luego del agregado del mitógeno sugiere que las interac­

ciones célula-célula no están involucradas en los cambios

tempranos de Ca2+ inducidos por el mitógeno (205). Como la

estimulación mitogénica de linfocitos requiere la presencia

de células accesorias (monocitos), el aumento en la con­

centración de Ca2+ intracelular no es por si mismo una señal

suficiente para la proliferación.

B. Alcalinización intracelular

La activación de linfocitos produce dos alcaliniza­

ciones secuenciales. La primera, durante las primeras horas

luego del agregado del mitógeno, es transitoria. Corresponde

en el tiempo al primer paso de la activación, durante el

cual aumentan la sintesis de metabolitos, de RNA, de pro­
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tefnas y de TCGF. La segunda alcalinización tiene lugar

entre las 24 y 48 hs, cuando la célula entra al periodo

mitótico; esta modificación es paralela a la velocidad de

sintesis de DNA. El incremento de pH parece ser necesario

para facilitar la sintesis de DNA(la DNApolimerasa tiene

actividad máxima a pH 9), pero no es suficiente para

causarla. En los procesos descriptos tienen lugar varias

reacciones dependientes de quinaSas, y el aumento de pH no

solo aumenta la velocidad de reacción sino que desplaza la

constante de equilibrio hacia la formación de producto
fosforilado (206).

C. Biosfntesis gg poliaminas

Ya se ha mencionado que las poliaminas estan

invariablemente asociadas con el crecimiento y la prolifera­

ción celular. Al igual que en otras células de eucariotes,

durante la proliferación 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

biosfntesis. Asi, la ODCaumenta su actividad a las pocas

horas del agregado de mitógeno y alcanza su máximo a las 48

hs, en tanto que la SAMDCtiene su máximo 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 105 de espermidina y espermina per­

manecen casi constantes durante 1as primeras 24 hs y 1uego

aumentan graduaimente (182).

En 1infocitos estimuiados, e] agregado de drogas

que interfieren 1a biosfntesis de poiiaminas inhibe 1a pro­

iiferación (207), indicando de manera directa 1a importancia

de estos poiicationes en e] crecimiento ceïuiar. Este tipo

de drogas puede utilizarse para tratar de diiucidar ios

mecanismos moiecuiares de 1a proiiferación de iinfocitos,

determinando cuál es e1 sitio dei cicio ce1u1ar en e] que

actúan las poïiaminas y cuáies son ios eventos bioquímicos

que dependen primariamente de estas sustancias.

D. Sintesis gg proteinas
Un aspecto fundamentai de 1a respuesta 1infocitaria

a Ios mitógenos es e] rápido aumento de 1a sintesis de

proteinas. Este aumento se puede detectar en 1a primera hora

de estimuiación y a1canza su máximo aproximadamente a 1as 48

hs (208,209).

Durante ias primeras 10 horas de cuitivo, 1a céiuia

utiliza toda 1a maquinaria de sintesis proteica preexisten­

te. ya que e1 contenido de ribosomas permanece constante

durante ese periodo (210), mientras que e] porcentaje de

ribosomas impïicado activamente en 1a 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 lin­

focitos en reposo son capaces de ser traducidos "in vitro"

por sistemas libres de celulas heterólogos (212,213).

Repetidas veces se ha sugerido que durante la esti­
mulación de linfocitos la utilización de ribosomas y la

sintesis de proteinas está regulada, al menos en parte, a

nivel post-transcripcional. Se ha propuesto que la sintesis

de proteinas en linfocitos en reposo tiene lugar a baja

velocidad por la presencia de inhibidores (214,215), o por

deficiencia de alguno de'los factores de iniciación (216).

También algunos autores han sugerido que el incremento de la

sintesis de proteinas luego del agregado del mitógeno se

debe a un aumento de la velocidad de procesamiento y/o de

transporte de mRNAsdel núcleo al citoplasma (209,212,213).

Hay dos clases de proteinas cuyas variaciones

durante la proliferación celular merecen destacarse: las

histonas y la proteina que contiene hypusina.

a) Sintesis x composición de histonas
Se ha demostrado que la sintesis de histonas no

ocurre solamente durante la fase S, sino que también sucede

durante las fases Gl, 62 e incluso durante la fase Go (190,

217).



Los iinfocitos en estado de reposo, a1 igua] que

otros tipos ceiuiares de fase Go, mantienen un nive] de

sintesis de histonas reducido pero significativo, y cuan­

titativamente ei tipo de histonas sintetizadas es distinto

a1 que se forma en ias otras fases de] ciclo ce1u1ar (217,

218). Cuando se estimuian ias céiuias con FHAno solo hay un

aumento en 1a sintesis de histonas, sino que también hay un

cambio drástico en ei tipo de histonas sintetizadas. En cam­

bio cuando se induce 1a reparación de DNA1uego de 1a expo­

sición de céiuias a luz U.V., no se aitera ni cuaïitativa ni

cuantitativamente e] perfii de sintesis de histonas (218).

Estos resuitados parecen indicar que 1a sintesis de histonas

no está necesariamente asociada a 1a repïicación de] DNA,y

que 1as variaciones en e] perfii de sintesis de histonas

puede utiïizarse (independientemente de ias consecuencias

fisiológicas de estos cambios) para distinguir diferentes

etapas de1 ciclo ceiuiar. La variante de histonas que se

sintetiza en linfocitos en estado de reposo, es de] mismo

tipo que ias formadas en otras céiuias quiescentes, (fase

Go) (217), 10 cua] evidencia que ios iinfocitos no estarian

detenidos en fase 61 (218). Además, 1a cantidad de histona

presente está directamente reiacionado con e1 tiempo que 1a

c€1u1a ha estado en 1a fase Go (218).



b) prusina
La hypusina Neo(4-amino-2-hidroxibuti1) 1isina es

un aminoácido poco común descripto originaimente como ami­

noácido Iibre por Shiba y co]. (219) en fiuidos y tejidos de

mamíferos. Se forma post traduccionaimente por unión cova­

1ente de] grupo butilamino de 1a espermidina con e] grupo

E-NHz de un resto de iisina seguido de 1a hidroxiiación de]

C2 de1 grupo transferido (220).

Esta modificación ocurre sobre una única proteina,

Ilamada Hy+ (PM aproximado 17‘000-19.000) cuando céluïas

como Iinfocitos en estado de reposo o fibrobïastos ayunados

de suero son estimuiadas (220,221). En céiuias en reposo, 1a

proteina sustrato de esta modificación, denominada Hy° se

sintetiza continuamente, pero 1a formación de hypusina es

minima. Cuando se estimuian iinfocitos con mitógenos, 1a

conversión Hy° a Hy+ es para1e1a a1 aumento de sintesis de

proteinas.
La proteina Hy+ha sido identificada como e] factor

de iniciación eIF-4D (222), cuyo papel definitivo en 1a
sintesis de proteinas aún no ha sido determinado. Se sabe

que en un sistema 1ibre de céiuias estimuia 1a formación de

metioniïpuromicina dirigida por ApUpGpy 1a sintesis de

poïifeniïaianina dirigida por p01y(U). Tampocose conoce su



función en 1a c€1u1a intacta, pero es una de 1as proteinas

cuantitativamente más importante y una de 1as más constantes

en diferentes céluïas animaies. Esto indica que debe tener

aIQÚn pape] fisiológico en 1a céïula intacta y que 1a modi­

ficación post traducciona] aïtera su actividad.

E. Sintesis gg EEA

La veïocidad de transcripción 1uego de] agregado de

mitógenos a Iinfocitos en cuïtivo permanece igua] a1 de

célu1as en reposo durante 6 hs (188) y 1uego aumenta a1can­

zando su máximo a 1as 48 hs de cuïtivo (188,223).

E1 estudio de Ios cambios que ocurren en e] metabo­

1ismo de] RNA luego de 1a estimu1aci6n ha demostrado que

durante 1as primeras 2 hs de cultivo, 1a ve1ocidad de

poliadeniïación de mensajeros en e1 núcieo se dup1ica (223),

aumenta el transporte de mRNAspoïiadeniiados de) núcïeo a1

citopiasma (224) y 1a velocidad de metiïación de1 RNAtota];

sin embargo, 1a metilación de] CAP tiene una cinética muy

semejante a'ïa de 1a sintesis de RNA(225).

Recientemente se ha demostrado que 1uego de 1a

estimuïación se produce un acortamiento genera] de 1as cade­

nas de ácido poiiadenfïico hasta una 1ongitud óptima para su

expresión (213) (se debe recordar que 1a Iongitud de1

p01i(A) parece estar reïacionada con 1a eficiencia de



traducción). La cinética de degradación 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 estimulación aumenta la vida media y, por lo

tanto, la masa total de mRNApor célula (227).

Solo un 4% de los mensajeros citoplasmáticos

poliadenilados extraídos de linfocitos estimulados durante

72 hs son especificos del estado transformado (228). Los

ensayos de traducción en presencia de análogos del CAPindi­

can que los mensajeros de células en reposo son relativa­

mente deficientes en estructuras 5' CAPfuncionales (228).

En base a todos eStos resultados se puede decir que

los linfocitos durante las primeras horas de estimulación no

necesitan alterar su programa de transcripción en respuesta

a la lectina, y todos los cambios en la producción y traduc­

ción de mensajeros pueden lograrse a través de alteraciones

en las reacciones de procesamiento y/o a nivel de sintesis

de proteinas. Podria, por lo tanto, existir un mecanismo

general de degradación de mensajeros que se inactivarfa

rápidamente luego de la estimulación. Kecskemthy y col. han

propuesto que tal mecanismo podria involucrar el sistema de

degradación del CAP (213). Debe destacarse que este meca­

nismo general de degradación a través de eliminación del CAP

no necesariamente debe ser el único; nuestros resultados



indican que existen otros.

F. Sintesis de EEA1 ¿1512 ce1u1ar

E1 aumento de 1a sintesis de DNA(fase S) en lin­

focitos estimuïados comienza recién 1uego de 24-30 hs de

exposición a1 mitógeno (188,189,207).

Los datos experimentaies existentes hasta hace poco

tiempo indicaban que 1a entrada de una céluïa a 1a fase S

estaba controïada por e] metaboïismo de] RNAribosoma]. Se

suponía que 1a sintesis o 1a acumuïación de rRNA era un

prerrequisito para que 1as c€1u1as comenzaran a sintetizar

DNA(229). Más recientemente, 1a disponibiiidad de un anti­

cuerpo especffico contra 1a enzima RNA-Poïimerasa I ha per­

mitido demostrar que 1a acumu1aci6n o sintesis de RNA

ribosoma] no es necesaria para iniciar un nuevo ciclo celu­

lar (230).

En condiciones fisioïógicas, e] tamaño ce1u1ar

(medido como contenido de proteinas o de RNA) esta coor­

dinado con 1a repïicación de] DNA; pero bajo ciertas con­

diciones pueden disociarse, lo cuai sugiere que están bajo
controïes diferentes.

La estimuiación de iinfocitos con FHAen ausencia

de macrófagos o IL-2 no estimu1a 1a sintesis de DNA;inver­

samente e] agregado de macrófagos o de IL-2 sin FHAtampoco
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produce 1a sintesis de DNA(199). Se ha demostrado que la

aparición de receptores para IL-2 es necesaria para 1a

inducción de receptores de transferrina (factor de creci­

miento ob1igatorio en medios sin suero) (231); Actuaimente

se sugiere que, a1 igua] que en otras cóïuias (232), 1a

progresión de Ios linfocitos a través de] cicio ce1u1ar está

regulada por la aparición sucesiva de receptores de super­

ficie para diferentes factores de crecimiento, algunos de

10s cuales controïarfan 1a repiicación de] DNAy otros, e]

aumento de] tamaño ceïular (229).

4. OBJETIVOS QEL TRABAJO

El proceso de estimuiación de Iinfocitos comprende

una etapa dependiente de 1a presencia de mitógenos y otra,

de 1a producción de factores soiubies de] tipo de 1as

1infoquinas. La compiejidad de este proceso podria ser 1a

reSponsabie de una fase Gl, tan 1arga (aproximadamente 30

hs) hasta e] comienzo de 1a sintesis de DNA(189).

La serie de cambios bioquímicos que ocurren en este

sistema durante 1a pro1ongada fase Gl son muy simiiares,

sino idénticos, a 10s eventos inducidos por 1a presencia de

antígenos "in vivo". Por 10 tanto, 1a estimuiación de 1in­

focitos por mitógenos constituye un interesante modeio para

estudiar e] controï de 1a proiiferación y diferenciación



ceiuiar.

E1 aumento temprano de 1a sintesis proteica durante

1a estimulación de iinfocitos no requiere sintesis de RNA

(224). Este hecho parece indicar que 1a traducción puede ser

uno de ios mecanismos de contro] en 1as primeras etapas de

1a estimuiación.

Estudios rea1izados en nuestro 1aboratorio han

indicado 1a presencia de un inhibidor de 1a sintesis pro­

teica asociado a ribosomas de 1infocitos en reposo, cuya

actividad disminuye marcadamente o desaparece durante 1a

estimuiación (215).

Por otra parte se conoce también que 1a enzima

ornitina decarboxiiasa (responsabie de 1a biosïntesis de

poliaminas) aumenta considerablemente su actividad en ias

primeras horas posteriores a1 agregado de mitógenos a un

sistema de 1infocitos (178), y que ias poiiaminas tienen

importantes funciones en ei controi de 1a traducción (233).

Por las razones expuestas, e] presente trabajo

tiene ios siguientes objetivos:
I) Caracterización de1 inhibidor de 1a sintesis proteica

de iinfocitos en reposo y estudio de su mecanismo de

acción.

II) Inhibición de 1a sintesis de poiiaminas y su efecto
sobre 1a estimuiación de iinfocitos.
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II. MATERIALES 1 METODOS

1. Reactivos

Los reactivos utiiizados en los experimentos que se

describen en este trabajo son: Dextrano (PM: 5 x 105),

Ficoï], Glutamina, N-2-hidroxieti1piperazina-N-Z-etano­

sulfónico (Hepes), sa] de potasio dei ácido poiiuridfiico,

EGTA, ADP, ATP, Fosfocreatina, Creatinina fosfoquinasa,

tripsina, quimotripsina, Proteasas de Baci11us subtiïis y

amyïoliquefaciens, Deoxicoïato de sodio, Quitina, Triton

X-100, Ditiotreitoi, 2-mercaptoetanoi, ácido aurintricar­

boxfïico y edeina de 1aboratorios Sigma; Hypaque de Farmasa

Farmacéutica Argentina; fitohemoagïutinina de Helicome; Kyro

EOB de Procter 3 Gambïe; NP 40 de She11; Heparina de Labora­

torios Abbott; Estreptomicina de Lepetit; Peniciïina G

sódica de Squibb; Medio Minimo Esencia] de Eagie (MEM);

Medio de Rosweïï Park Memoriaï Institute (RPMI 1640), Suero

Feta] Bovino y Suero de Cabaiio de GIBCO; Nucleasa de

Staphi10cocus aureus de P-L Biochemicaïs; Sephadex G-25 y

6-75 de Pharmacia; DEAE-ce1uïosa y fosfo-ceïuiosa de 1abora­

torios SERVA;Sacarosa de Schwarz-Mann; germen de trigo de

Genera] M1115; esparsomicina de Upjohn. Todas 1as sustancias

radioactivas fueron adquiridas de NewEngiand Nucïear.

Buffer saiino fosfato (PBS): cada 1.000 m1 contiene

8 g NaC]; 0,2 g KC]; 1,15 g NazHP04; 0,1 g MgC12 . 6 H20;
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0,1 g de CaCiz y 0,01 g rojo feno].

Buffer A: 20 mM Hepes (K) pH 7,4; 100 mM KC1; 4 mM

MgCiz y 5 mM2-mercaptoetan01.

Los buffers que se utiiizaron para Ios frac­
cionamientos en sistemas convencionaies contenían 10 mM

Tris-C1H pH 7,4-7,5; 4 mM MgCiz y KC] a ias siguientes

concentraciones: B: 25 mM; C: 50 mM; D: 100 mM; E: 250 mMy

F: 500 mM.

2. Purificación l cuitivo gg linfocitos
Los iinfocitos se purificaron a partir de sangre

periférica de dadores normaies, utiiizando una modificación

de] método descripto por Cooper (193) y Fridiender y co].

(234): 500 m1 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 1a fase p1asmática

rica en 1eucocitos, se agrega 5'-ADP (10 ug/m1) para produ­

cir 1a agregación de ias piaquetas y se pasa rápidamente a

través de una coiumna que contiene 4 g de fibra de nyion

_equi1ibrada con soiución saiina de buffer fosfato (PBS). De

esta manera se retienen,-además de ias piaquetas, muchos de

ios 1eucocitos adherentes. E1 percoiado se centrífuga

durante 10 minutos a 400 x g y e] sedimento ce1u1ar se

resuspende en 60 m1 de PBS dividiendo 1a suspensión en 4



partes iguaies. Cada una de ellas se coioca sobre un tubo

que contiene 10 m1 de una mezc1a de Fic011 12%, Hypaque

sódico 50% y H20, cuya densidad es de 1,077 i 0,001 g/m]. Se

centrifuga durante 30 minutos a 400 x g para eiiminar ios

eritrocitos y granuiocitos que sedimentan en ei fondo de]

tubo. Se recoge 1a interfase donde quedan ias céiuias mono­

nucieares (linfocitos y monocitos) que se iavan por diiución

con PBS y posterior centrifugación a 400 x g durante 10

minutos. Las céiuias asi obtenidas se resuspenden a una con­

centración de 1-2 x 106 céïlmï en un medio de cultivo ade­

cuado, y se coïocan en un erienmeyer de 2 'Iitros a 37°C

durante 2 horas. Luego se resuspenden ios iinfocitos por

rotación suave pasandoïos a un nuevo recipiente. En esta

fiitima etapa se separan ios macrófagos por sus propiedades

de adhesión a1 vidrio. Los 1infocitos purificados

(aproximadamente 98%) se cu1tivan a 37°C en estufa con fiujo

de aire -5% 602.

Para obtener cu1tivos estimuiados se agrega 1-2 ug

de FHA 6 2-3 ug de Con A por m].

3. Medios de cuitivo
Los iinfocitos a partir de 105 cua1es se obtuvieron

fracciones subce1u1ares y factor inhibitorio fueron cuitiva­

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



Los cultivos de iinfocitos rea1izados con el objeto

de estudiar e] efecto de inhibidores de 1a sintesis de

poiiaminas se rea1izaron en medio RPMI 1640 con 10% de SAI

(suero autóïogo inactivado) por caientamiento a 56°C durante

30 minutos, previamente diaïizado durante 6 horas contra

0.9% de NaCï al 0,9%.

A ambos medios se 1es agrega Giutamina (2 mM),

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

4. Incorporación fiin 1112: gg timidina-(3fll gn EEA

A distintos tiempos después de comenzados ios

cuïtivos (con y sin mitógeno), se tomaron muestras de 2 m1

(1 x 106 céi/mi) y se reincubaron durante 2 horas a 37°C en

estufa de flujo de aire-5% 002 en presencia de 0,5 uCi de

timidina-(3H) (actividad especifica 54 Ci/mmol). Posterior­

mente, se separaron 1as céiuias por centrifugación y se

resuspendieron en 1 m1 de agua fria; después de 10 minutos

se precipitó con TCA(concentración finai 7%). Los precipi­

tados se fiïtraron a través de fiitros de vidrio y se 1av6

sucesivamente con HC1 0,2 N, HC] 0,05 N y etano]. Después de

secar, se midió 1a radioactividad retenida en los fiitros

utiiizando un contador de cente11eo liquido.
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“in vivo" gg aminoácidos radioactivos en5. Incorporación

proteinas
A distintos tiempos de cuitivo se tomaron muestras

que contenfan 2 x 106 cel/mi y se centrifugaron a 400 x g

durante 10 minutos. Posteriormente, en ios casos en que se

utiiizó 1eucina-(3H), se resuspendieron en RPMI 1640 sin

ieucina con 10% SAI a una concentración de 4 x 106 céi/ml, y

se incubaron en presencia de 1 uCi de 1eucina-(3H)

(actividad especifica 110 Ci/mmoi). En e] caso de utiiizar

una mezcla de aminoácidos (14€), se aspiro parte de] medio

hasta dejar las céiuias a una concentración de 4 x 106 cél/

m1 y se agregó 1 uCi de aminoácidos-(14€) (actividad

específica promedio 250 mCi/mmoi). Luego de incubar durante

2 horas a 37°C en estufa con fiujo de aire-5% C02, 1as

céiuias se centrifugaron a 400 x g durante 10 minutos, se

resuspendieron en 1 m1 de agua fría y se dejaron a 0°C

durante 15 minutos; 1uego se agregó 0,5 m1 de NaOH 1 N se

incubó durante 15 minutos a 37°C y posteriormente se agregó

1 m1 de TCA a1 252, dejando e] precipitado a 0°C durante 30

minutos. Se fiitró a través de discos de fibra de vidrio, se

iavó varias veces con TCA 8% y iuego de secar se midió 1a

radioactividad retenida en un contador de centeiieo.



6. Preparación de fracciones subceïuiares de linfocitos 1 d_

¿LIL

Los linfocitos se cosecharon por centrifugación y

se resuspendieron en un buffer hipotónico que contenía 20 mM

Hepes (K) pH 7,4, 10 mM KC], 4 mM MgAcz, y 5 mM

2-mercaptoetano]. Luego de 10 minutos a 4°C, se agregó igua]

voïumen de buffer 20 mM Hepes (K) pH 7,4, 190 mM KC], 4 mM

MgAcz, 5 mM 2-mercaptoetan01 y 0,16% de1 detergente Kyro

EOB. Después de mantener a 4°C de 15 a 20 minutos agitando

ocasionaïmente, se centrifugó 10 minutos a 10.000 x g, y se

separó e1 sobrenadante que constituye 1a fracción 510.

Para preparar e] factor inhibitorio (IT) se centri­

fugó e1 extracto 810 a 150.000 x g durante 3 horas y Ios

ribosomas se resuspendieron en buffer A (20 mMHepes (K) pH

7,4, 100 mM KAc, 4 mMMgAcz y 5 mM 2-mercaptoetan01). Luego

se aumentó 1a concentración de KAc a 0,5 M y después de 45

minutos a 4°C, se centrifugó a 150.000 x g durante 3 horas.

E1 sobrenadante resuïtante se dia1izó durante 12 horas

contraebuffer A.



7. Preparación gg extracto gg germende trigo (523)
El extracto libre de células de germen de trigo

(823) se preparó según 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 solución

que contenfa 20 mM Hepes (K) pH 7,4, 100 mM KCl, 1 mM

MgAczy 2 mMCaClz. La suspensión resultante se centrifugó

durante 10 minutos a 23.000 x g y se recogió el sobrenadante

descartado el precipitado y la capa superior lipfdica. Luego

se pasó 3 veces por una columna de quitina (1 cm x 0,5 cm),

equilibrada con buffer 20 mMHepes (K) pH 7,4, 120 mMKCl, 5

mM MgClz y 1 mM DTT. La columna de quitina se preparó

lavandola con NaCl 1% a 50°C, AcH 1% a 50°C hasta absorción

nula del eluato a 280 nm y luego c0n EDTA10 mM, buffer Ac-/

ACH0,05 M pH 4,5 que contenía 0,25 M de KCl, 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 utilizó en la columna

de quitina. Después de eluir con el mismo buffer y juntar

las fracciones de máxima absorbancia a 260 nm

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



x g durante 10 minutos. E1 sobrenadante se fraccionó en

pequeñas aifcuotas que se guardaron congeïadas a -70°C.

Todas ias operaciones se reaiizaron entre 0-4°C.

E1 tratamiento de un extracto de germen de trigo a

través de 1a coiumna de quitina le aumenta 1a estabilidad y

eïimina un inhibidor, pues permite tener mayor actividad de

sintesis de poïipéptidos en un rango mas ampiio de con­

centraciones de extracto como se ve en 1a Fig. 6. La Fig. 7

muestra 1a actividad del extracto purificado a través de una

columna de quitina en función de 1a concentración de M92+.

La actividad máxima se obtiene a 6,5 mMMgZ+, concentración

ïevemente superior a1 optimo requerido por ei extracto que

no se purifica mediante 1a coiumna de quitina. La con­

centración óptima de Mg2+varia de preparación a prepara­

ción, por 10 tanto se determinó en cada caso.

Durante e] presente trabajo se uti1izó siempre 0,25

6 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, e] trata­

miento con esta coiumna es conveniente pues aumenta 1a

estabiiidad de 1as preparaciones.
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Fíg. 7: Curva de concentración de extracto. Se mídio' 1a traduccio’n
dirigida por POT1'(U)en 1a mezc1a_d€ 1'ncu5ac1'6n "standard" utih’zando
1as concentraciones indicadas de extracto tratado con quítina (o) o
no tr tadO'con quitina (o). E1 ensayo se reah‘zo’ a una concentración
de Mg + de 6 mM.
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se indican.



8. Síntesis 112 vitro" de poïifeniïaianina
La mezcïa de incubación se reaiizó en un voiumen

fina] de 0,05 m1 y contenia: 20 mMbuffer Hepes (K) pH 7,6,

1 mMATP, 0,02 mM GTP, 8 mM fosfocreatinina, 2 ug de ios­

focreatinina quinasa, 10 ug de tRNA de germen de trigo, 6 mM

MgAcz, 100-110 mMKAc, 0,25 a 0,5 unidades de absorbancia (a

260 nm) de extracto de germen de trigo (523), 40 ug de Poiy

(U) y 0,05 uCi de (14C)-feni1a1anina.

Las incubaciones se reaïizaron durante 1 hora a

27°C; 1a reacción se detuvo por agregado de 1 m1 de H20 fria

que contenía 1 mg de feniiaïanina y 50 ug de aibúmina sérica

bovina como "carrier". Luego de añadir 0,5 m1 de NaOH l N se

continuó 1a incubación durante 15 minutos más a 27°C, con e]

fin de hidroïizar ios aminoaci1—tRNA.Posteriormente, se

agregó ácido tricioroacético frio (concentración finai 10%)

y se recogió e] precipitado en filtros de fibra de vidrio

(GF/C); se 1avó con ácido tricïoroacótico a1 8%, se secó y

se midió 1a radioactividad en un contador de centeiieo

Ifquido.

9. Preparación de 991isomas de higado de rata g cobayo

Se siguió 1a técnica de Ramsey y Steeïe (237), pero

agregando a todas 1as soiuciones 10-20% de fracción sobrena­

dante de a1ta veiocidad (5150) de higado de rata para inhi­



bir 1a actividad ribonucieásica (238).

9.1. Preparación de la fracción gg alta velocidad 151501 g_

higado gg ¿333 (239)

Se decapitaron 6-8 ratas mantenidas a dieta normai.

Se extrajeron ios higados rápidamente y se coiocaron en

sacarosa 0,25 M a 0°C. Todas ias operaciones siguientes se

rea1izaron entre 0-4°C.

Los higados se escurrieron, se pesaron, se desmenu­

zaron con tijeras y se resuspendieron en 2 voiúmenes de

sacarosa 0,25 M en Tris-CiH 50 mM pH 7,5, KC] 50 mM, MgAce­

tato 5 mM (TKM) que contenía DTT 1 mM. Luego de homogeneizar

mecánicamente, se centrifugo durante 10 minutos a 17.000

x g. Se recogió ei sobrenadante, descartándose e1 precipi­

tado y 1a fase 1ipfdica superior, y se centrifugó durante

2,5 hs a 150.000 x g (50.000 rpm en centrífuga Spinco utiii­

zando rotor 50Ti). Se recogieron las 4/5 partes superiores

de] sobrenadante, que constituyen 1a fracción 5150: Y se

guardaron a -70°C,

9.2. Purificación parcial de la fracción ¿150
8-10 m'l de 'la fracción 5150 se ajustaron a 0,1 M

Tris y pH 6,5 con buffer Tris-CIH M pH 7,5 y ácido AcH M. Se

agregó soiución neutraiizada de suifato de protamina (10

mg/m1) hasta una concentración fina] de 0,17 mg/m].

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



x g durante 15 minutos, descartándose e] precipitado

protamina-RNA y recogiendo ei sobrenadante. A esta fracción

se agregó suifato de amonio soiido hasta aicanzar e] 40% de

saturación. Después de 30 minutos a 0°C, se centrifugd

durante 15 minutos a 10.000 x g y se agregó a1 sobrenadante

más suïfato de amonio hasta aicanzar ei 70% de saturación.

Luego de 30 minutos a 0°C y centrifugación de 15 minutos a

10.000 x g, se descartó e] sobrenadante. E1 precipitado se

disoïvió en 8 m1 de 20 mM Tris-CIH pH 7,5, 1 mM DTT y 0,1 mM

EDTA. La soiución se dia1izó contra 1 it de 20 mMTris-CIH

pH 7,5 que contenia 3 mM 2-mercaptoetan01 y 0,1 mM EDTA

durante 3-4 hs con un cambio de iiquido de diáïisis. Se

agregó 1 mM DTT y 10% de giiceroi a 1a preparación que se

guardó a -70°C, fraccionada en pequeñas aifcuotas.

9.3. Preparación gg poïisomas (iibres 1 unidos a membrana)a

partir de higado gg ¿ata g cobayo
Varias ratas o cobayos mantenidos con dieta norma]

se decapitaron extrayendo 105 higados como se describió en

(9.1.). Todas 1as operaciones se reaiizaron en frio. Luego

de desmenuzar ios higados, se resuspendieron en 4 volúmenes

de sacarosa 0,25 M que contenia 10% de fracción 3150, 50 mM

Tris-CIH pH 7,5, 250 mM KC] y 5 mM MgAcz, y se homoge­

neizaron suavemente en forma mecánica. La suspensión se

trató con "a1fa" amiiasa cristaiina (10 unidades/m1 de



extracto de higado) y 0,1 mMde CaC12 durante 15 minutos a

4°C, luego se centrifugó a 1.500 rpm durante 2-4 minutos y

se descartó el precipitado. Después de centrifugar nueva­

mente durante 20 minutos a 70.000 x g (23.000 rpm) en rotor

SN 25.2, se separó cuidadosamente ei sobrenadante que con­

tenia los poiisomas 1ibres dei precipitado de microsomas.

A 1a fracción sobrenadante con ios poiisomas 1ibres

se agregó Tritón X-100 y deoxicoiato de Na hasta con­

centraciones finaies de 1 y 0,5% respectivamente. Se mezció

cuidadosamente y se centrifugó a 22.000 x g durante 5 minu­

tos y se recogió e] sobrenadante, que iuego se centrifugó

sobre capas de sacarosa.

E1 precipitado de microsomas se homogeneizó en 10

m1 de una solución que contenía 50% de 5150, 250 mMKC] y 20

mMMgAcz. Se centrifugó durante 5 minutos a 1.500 x g y e]

sobrenadante se recentrifugó a 17.000 x g durante 10 minu­

tos. La fracción sobrenadante que se obtuvo en esta etapa se

dividió en dos porciones. Una de elias se centrifugó direc­
tamente sobre capas de sacarosa. La otra se trató con Tritón

X-100 y deoxicoiato a concentraciones de 1 y 0,5% respec­

tivamente y, luego de centrifugar a 22.000 x g durante 5

minutos, e] sobrenadante se sometió a ia centrifugación

sobre capas de sacarosa.
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Centrifugación sobre capas de sacarosa: En tubos de] rotor

50 Ti se prepararon las capas de sacarosa que se indican en

1a Fig. 8, y sobre e11as se coïocaron cuidadosamente 5 m1 de

cada fraccion (poïisomas 1ibres, microsomas sin tratar o

tratados con detergente). Se centrifugó durante 12-16 horas
a'50.000 rpm en rotor 50 Ti (150.000 x g). En los tubos en

que se sembró fracción que contenía poiisomas libres o

microsomas tratados con detergente (poiisomas despegados de

membranas), se aspiró suavemente e] sobrenadante, cada pre­

cipitado se 1av6 por rotación suave con una solución que

contenía Tri's-HC] 10 mM pH 7,5, KC] 1o mM _y MgAc2 1,5 mM

(10/10/1,5). En los tubos en los que se sembraron microsomas

se descartó 1a fase superior y se recogió 1a fase inter­

media, que se di1uy6 (1/1) con TKM que contenía 1 mM DTT.

Las suspensiones resuïtantes se coiocaron sobre capas de 2

m1 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 1os p01isomas 1ibres y ios 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 contenían poïisomas o
microsomas.

3 m1 sacarosa 1,38 M con S 50 (10 m1
€-— sacarosa 2,3 M en TKM + 8 m1 ¿150) y DTT

2 mM.

<__ 2 m1 sacarosa 2 M con 515 (10 m1
sacarosa 2,3 M en TKM + 1,5 m 5150) y
DTT 2 mM.

Fig. 9.- Capas gg sacarosa para preparar polisomas g micro­somas. '“'-"_

10. Sintesis li! vitro" irigida por mensajeros endógenosgg

hfgado gg ¿ata

La mezcia de incubación para 1a sfntesis poïi­

peptfdica con poiisomas de higado de rata se reaiizó en un

volumen tota] de 0,075 m1 y contenía buffer Hepes (K) pH

7,6, 20 mM; 90 mM KAc; 3,5 mM MgAcz; 1 mM ATP; 0.02 mM GTP;

8 mM fosfocreatina; 3 ug de fosfocreatina quinasa; 2 .mM

dithiotreito]; 7,5 ug de tRNAde hígado de rata; 0,03 mMde

cada uno de 19 aminoácidos excepto metionina; 5 uCi de

metionina-(3SS) (1.000 Ci/mmoi); 20-40 ug de proteinas de

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



de suspensión de poiisomas. E1 ácido aurintricarboxfiico, 1a

esparsomicina y e] iavado ribosoma] de iinfocitos se agre­

garon según io indicado en cada experimento. Las incuba­

ciones se realizaron a 27°C y se tomaron aifcuotas de 10 ui

de 1a mezcla de reacción a diferentes tiempos. Luego se

midió 1a radioactividad en e] materia] insoiubie en ácido

tricloroacético comose describió más arriba.

11. Obtención 93.3!5 ribosomai (rRNA)de germen gg trigo

Se preparó un extracto (S30) a partir de 60 g de

germen de trigo utiiizando un procedimiento simiiar a1

descripto más arriba. Luego de pasar e] extracto por una

columna de "Sephadex 6-25“, se separaron los ribosomas por

centrifugación a 150.000 x g durante 3 horas. E1 precipitado

obtenido se 1avó con buffer 10 mMTris-HC1 pH 7,6, 0,1 mM

EDTA, 5 mMMgCiz y 1uego se resuspendió en 20 mMTris-HCi pH

7,6, 0,2 mM EDTA, 10 mM M9012. Se reaiizaron dos extrac­

ciones sucesivas con feno] saturado con buffer (10 mMTris­

HC] pH 7,6, 0,1 mM EDTA, 5 mM MgCig) en presencia de 0,5%

SDSy 0,2 M NaCI. La fase acuosa resuitante se precipitó con

dos v016menes de etanoï absoiuto en presencia de NaC] 0,2 M.

Se dejó durante 24 horas a -20°C. E1 precipitado obtenido

por centrifugación a 16.000 rpm por 30 minutos se iiofiiizó.

La composición de] rRNAse anaiizó por centrifuga­



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

Preparación de rRNA-ceiuiosa: Con ei rRNA asi obtenido que

contenía fundamentaimente un pico de 18 S se preparó rRNA­

ceïuiosa según 1a técnica de Fedoroff y coi. (240). Para

eiïo se resuspendieron 20 mg de rRNA en una soïución que

contenía 35% de etano] absoluto y 65% de buffer 50 mMTris­

HC] pH 6,85, con 0,1 M NaC1 y 1 mM EDTA, agregando 1uego 5 g

de ceiuiosa previamente 1avada con etanoi absoïuto. Se dejó

1a suspensión (10 m1) durante una hora a temperatura

ambiente y 1uego se agregó etanoi absoiuto fiitrando a1

vacio a través de papei Nhatman N°3. Se resuspendió e] pre­

cipitado en etanoi absoiuto que contenía 10 mMMgAc2: 0,6 g

rRNA-ceiuiosa cada 20 m1 de etano] y se irradió con 1uz U.V.

de 254 nm a 10 cm de distancia durante 80-90 minutos. Se

filtro a1 vacio iavando el material con etano] absoluto y

iuego con buffer 20 mMTris-HC1 pH 7,6 que contenfa 0,8 M

KC], 14 mMMSHy 10% giiceroi (v/v), hasta que e] iiquido de

1avado no mostró mas absorbancia a 260 nm.

Midiendo 1a absorbancia a 260 nm de] rRNA que se

puso en contacto con 1a ceiuiosa, se caicuió que se pegaron

30 unidades de D.0. a 260 nm/g de ceiuiosa, 10 que

corresponde a 1,5 mg de rRNA/g de ce1u10sa (considerando que

l g de RNAtiene una absorbancia a 260 nm de 20).
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12. Anáiisis mediante gradientes de sacarosa

Las particuias que difieren en tamaño pero que

poseen 1a misma densidad se pueden separar por sus distintas

veïocidades de sedimentación en gradientes de sacarosa. La

densidad maxima de 1a sacarosa en estos gradientes es menor

que 1a de 1a particuia más densa que se somete a 1a

centrifugación; por 10 tanto, 1a centrifugación debe reaïi­

zarse por menor tiempo que e] necesario para que 1a

particuïa de mayor coeficiente de sedimentación 11egue a1

fondo.

12.1. Sedimentación l anáiisis gg poiirribosomas
Se usaron gradientes Iineaies de sacarosa de 15 a

45%, preparados con una bomba peristáitica. Las soiuciones

de sacarosa contenían 10 mM Tris-HC] pH 7,5; 50 mM KC] y 5

mMMgAcz. Después de preparar ios gradientes, se dejaron en

1a heïadera por 10 menos una hora.

Los poïirribosomas se resuspendieron en TKM, se

sembraron },5 unidades de D.0. a 260 nm en cada tubo y se

centrifugaron durante 45 minutos a 45.000 rpm utiïizando un
rotor SW 50,1. Después de 1a centrifugación, se extrajo e1

contenido de uno de los tubos empujando desde e] fondo con

una soïución de sacarosa más concentrada (55%) y se anaïi­

zaron ios gradientes registrando 1a absorbancia a 254 nm en
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un anaiizador de gradientes ISCO, equipado con una ceida de

flujo.

12.2. Sedimentación X anáiisis de RNAribosoma]

Para anaiizar e] rRNAse utiiizaron gradientes de

5-252 de sacarosa en buffer 20 mMTris-HC] pH 7,6, que con­

tenia 150 mM NaC] y 0,5% SDS. Para e110, ei rRNA se

resuspendió en una soiución 20 mM Tris HC] pH 7.6, 150 mM

NaCI, sembrando 1uego en e] gradiente 1 a 2 unidades de

absorbancia a 260 nm.

Se centrifugó durante 135 minutos a 45.000 rpm en

un rotor SW50-1. La distribución de RNAse determinó con un

analizador de gradientes ISCO a 254 nm.



III. RESULTADOS

1. Caracterización del sistema de iinfocitos: condiciones de
estimuiación

Los 1infocitos humanos periféricos son céïuïas

metab61icamente en estado de reposo que pueden ser inducidas

a transformarse en 1infob1astos por acción de mitógenos

taïes como 1a fitohemoagiutinina (FHA)y 1a concanavaiina A

(Con A). E1 efecto de] agregado de mitógenos a iinfocitos en

cuïtivo ha sido bien estudiado. Las céiulas sufren una serie

de cambios metabólicos que inciuyen un marcado aumento de 1a

sintesis de RÑAy proteinas, y 1a iniciación de 1a rep1ica­

ción dei DNAa1canzando un estado de activa proliferación

(188,189).

Con e] objeto de caracterizar a1 sistema, se reaii­

zaron estudios preliminares para determinar las condiciones

óptimas de estimuïación. Para e110 se midió 1a sintesis de

DNAde 1infocitos_inducidos a proiiferar en diferentes con­

diciones, determinando 1a incorporación de Timidina-(3H) en

puïsos_de 2 horas de duración.



1.1. Concentración del mitógeno

En 1a Fig. 10 se observa e] efecto de] agregado de

diferentes concentraciones de FHAy Con A a ïinfocitos en

cuitivo. La estimulación de 1a sintesis de DNAfue de] mismo

orden independientemente de1 medio de cuitivo utiiizado (MEM

ó RPMI 1640).

En ios experimentos siguientes de inducción de

b1astogénesis se utiiizó 1 ug de FHA/m1 ó 2 a 3 ug de Con

A/mi. En e] caso de FHA e] óptimo se obtiene a una con­

centración menor que 1a e1egida, pero a 0,5 ug/m] 1a

situación es Ifmite y cuaiquier error en 1a di1ución o en 1a

medida dei volumen puede producir una estimuiación menor.

1.2. Reguerimientos del suero
Los requerimientos nutritivos minimos para e1

cuitivo de céiuias en genera], y para 1a proliferación de

iinfocitos en particuïar, fueron determinadas estudiando 1a

necesidad de factores esenciaïes para e] crecimiento taies

como aminoácidos, hidratos de carbono, vitaminas y sa1es que

constituyen e] medio de cultivo definido. E1 factor indefi­

nido dei crecimiento 10 constituye e] suero. Aunque se han

aisiado aigunos factores séricos esenciaies para e] creci­

miento ce1u1ar (por ejempio "Epidermai Growth Factor") aún

existe controversia en cuanto a 1a cantidad y caiidad de los
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IncorporacióndeTimidina-3H(°/o) I l 4
co 1 2 3

[Mitógenol (pg/ml)

F19. 1 : Curva de concentración de1 mitógeno. Cultivos que contenfan
1 x 10 11nfoc1ï6's7ml se esfmulfin con cantidades crecientes de FHg
(o) o’ Con A (o): Luego de 72 hs se tomaron ah'cuotas de 2 x 10
ce'lu'las y se mídio 'Ia incorporación "in vivo" de tímidina (3H) en
materia] TCA inso'luble. E1 medio de cuïtivo utilizado fue DEM0' RPMI
1640, en presencia de 10% de SFB. 100% corresponde a 77.638 cpm y
99.980 cpm para FHAy Con A, respectivamente.



componentes de origen sérico necesarios para 1a proïifera­

ción. Por esta razón, se analizó qué tipo de suero se

requería para 1a proïiferación de 1infocitos. Para eïlo se

estimularon las céiuïas con FHAdurante 72 hs, en MEM6 RPMI

1640 y en presencia de 10%de diferentes tipos de suero.

La Fig. 11 muestra que e] efecto de] SFB sobre 1a

proiiferación es comparabïe a1 de] SA y de] SAI, en tanto

que e] SC soïo permite una estimuïación menor.
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Fig. 11: Efecto de] suero. 1 x 106 céï/m] se cu1tivaron durante 72 h
en presefiETí’TTïT‘ñ ausencia ( I ) de FHA, en MEM6 RPMI 1640 que conÏ
tenia 10% de SFB (suero feta] bovino), SC (suero de cabaïlo), SA
(suero autoïógo), SAI (suero autoi' o inactivado); luego se midió
incorporación "in vivo" de timidina ( H) en materia] TCAinsolubïe.



1.3. Velocidad de sintesis de EEA

La Fig. 12 muestra la velocidad de incorporación de

Timidina radioactiva a material insoluble en TCAen lin­

focitos mantenidos en estado de reposo durante tiempos

variables antes del agregado del agente mitogénico.
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Fig. 12: Velocidad de sintesis de EEA, Efecto del agregado de FHAa
cultivos mantenidos'_én estado ïíï reposo durante tiempos variables.
1 x 106 cél/ml fueron cultivadas en ausencia de FHA(CD) o en presen­
cia de FHAluego de permanecer en cultivo en estado de reposo: 0 hs
(o), 24 hs (A), 48 hs (A) y 72 hs (D). A los tiempos que se indi:
can se tomaron alícuotas de 2 ml de cultivo y se midió incorporacion
de timidina (3H) a material TCAinsoluble.



2. Inhibidor de traducción (IT) obtenido de Iinfocitos en_———_—_.—__—_—_—__—

2.1. Caracterización

2.1.1. Efecto de] 1avado ribosoma] sobre la traducción en

sistemas heterólogos

Trabajos previos (215,241) demostraron 1a existen­

cia de un factor inhibitorio de 1a traducción (IT) asociado

a ribosomas de linfocitos en reposo, que desaparece cuando

Ios linfocitos son estimuiados con FHA. Los resuitados indi­

caron que e] factor es capaz de bioquear 1a traducción diri­

gida por P01y(U) o por mRNAsendógenos en un sistema 1ibre

de céiulas homóiogopreparado a partir de 1infocitos activa­

dos, y que 1a etapa afectada parecia ser 1a elongación.

Para confirmar esta posibiiidad, se midió ei efecto
de] IT sobre diferentes sistemas 1ibres de céiuias de

eucariotes, como ios obtenidos de germen de trigo y de

higado de rata. En 1a Fig. 13 se observa que e] factor

extraido de ribosomas de 1infocitos en reposo inhibe mar­

cadamente 1a traducción dirigida por Po]i(U) o RNAmensajero

"endógeno en sistemas de germen de trigo e higado de rata,

‘respectivamente; e] lavado ribosomai obtenido a partir de

iinfocitos estimuiados produce soio una 1igera inhibición en

ambos sistemas. Estos resuitados prácticamente idénticos a

Ios obtenidos con e] sistema de 1infocitos, permitieron ini­



ciar un estudio más deta11ado de] IT, evitando e] uso de

1infocitos humanos en 1a preparación de sistemas 1ibres de

céluïas necesarios para ensayar 1a sintesis proteica.
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Fig. 13: Efecto gg ll_en sistemas heteróïogos. Efecto del 1avado
r1bosoma1 oBtenido a-parfï? ae linfoc1 os en reposo (O) o estimuïados
(C)) sobre 1a sintesis o1ipeptfdica: (A) sintesis de polifeni1a1anina
en extracto de germen e trigo; (B) sintesis de poïipéptidos dirigida
por RNAmensajeros endóbenos en sistema de higado de rata. Los ensayos
se reaïizaron como se describe en Materiaïes y Metodos. En 10s contro­
les rea1izados en ausencia de 1avado ribosomaï (100%), 1a incor­
poración de feniïalanina ( C) en (A) y de metionina (355) en (B) fue
de 51.530 cpm y 103.945 cpm, respectivamente. Ambos1iouidos de 1avado
ribosoma] contenían 5 mg/ml de proteinas.



2.1.2. Efecto gg la fracción gost ribosoma1 sobre la traduc­
ción

Se investigó 1a presencia de] factor inhibitorio en

1a fracción post-ribosomal, sobrenadante de 150.000 x g

(3150) de ios extractos de 1infocitos. Para e110 se midió e]
efecto de] agregado de] 1avado ribosoma] y su correspon­

diente 5150 sobre la sintesis de poiifeniiaïanina en sistema

de germen de trigo. En 1a Fig. 14 se muestran 10s resuitados

obtenidos. Estos resuïtados y ios que se muestran más ade­

iante (pr0piedades, mecanismo de acción y actividad

nucieoiftica) indican que 1a actividad inhibitoria de 1a

traducción de 1a fracción 5150 es simiïar a 1a correspon­

diente a1 1avado ribosomai. Este hecho permitió disponer de

mayor cantidad de materia] para encarar 105 estudios, utiii­

zando como fuente de inhibidor 1a fracción 5150.

2.2. ProEiedades

2.2.1.'Estudios sobre lg naturaïeza del factor
Con e] objeto de identificar y purificar e] IT se

anaïizó e] efecto de diferentes agentes sobre ios extractos

de iinfocitos. En esta serie de ensayos se utiiizó una diiu­

ción de] factor capaz de inhibir en un 50% 1a sintesis de

poïifeniiaïanina en e] sistema de germen de trigo.

(A) Sensibilidad a 1a temperatura: Los extractos de



—108­

100 A

co O

(°/odelControl)

3‘O3Oo II

N O
l

IncorporacióndeFenilolonina-U’C ¡­0 __L J I l l
025 0.5 1 2 0.25 0.5 1 2

Fracción agregado (pl)

Fig. 14: Actividad inhibitoria de 1a fracción 5150. Efecto de (A)
‘lavado ríbosomal‘ y (B) la fracción-SEO soBre la snrtesís de poh'fení­
'la'lanina en extracto de germen de tngo. Las fracciones obtenidas de
anocítos en reposo (o) 6 estímuïados (O) se ensayaron como se
indica en Matería'les y Me'todos. Todas 'las fracciones ensayadas con­
tenfan 1 mg/rifl de proteínas. En 105 controïes reah’zados en ausencia

de 1avadï ribosoma'l o fracción 5150 (100%) 1a incorporación de feníla­1anina ( 4C) fue de 64.417 cpm.
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iinfocitos en reposo (1avado ribosoma] y 5150) se incubaron

durante 5 minutos a diferentes temperaturas; 1uego se ensayo

1a actividad residuai de] factor sobre 1a sintesis de poii­

feniiaianina "in vitro" en un sistema de germen de trigo.

Los resuitados de 1a Tabla 5 indican que 1a activi­

dad inhibitoria de ambas fracciones es parciaimente ter­

moestabie, ya que solo pierden e] 25% de su capacidad

inhibitoria 1uego de un caientamiento de 5 minutos a 90°C.

Tabia S: Sensibiiidad a la temEeratura gg l_

Temperatura Pérdida de 1a actividadinhibitoria
(’c) z

Lavado ribosoma] 5150

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 rápidamente en baño de hieïo y se
centrifugaron a 12.000 x g durante 1 minuto. Se ensayo 1a
actividad residuai de] sobrenadante sobre 1a sintesis de
poiifeniiaianina en un extracto de germen de trigo. En cada
caso se restó 1a radioactividad incorporada en ausencia de
Po]i(U) (blanco de reacción).
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(B) Acción de proteasas: Para reaiizar este estu­

dio se seieccionaron previamente proteasas cuya actividad

pudiera bioquearse antes de medir 1a sintesis de'poiifeniia­

ianina “in vitro" para no aiterar e] ensayo de 1a actividad

de] factor.

La Tabia 6 da 1a sintesis de polifeniiaianina en

presencia de distintas proteasas previamente tratadas con

Trasyioi o caientadas con ei objeto de inhibir 1a actividad

proteoiftica. Es interesante señaiar que, utiiizando inhibi­

dor de tripsina o PMSF, no se iogró detener 1a acción pro­

teoiftica de 1a tripsina ni 1a de quimiotripsina en ias

condiciones de nuestros ensayos.

Teniendo en cuenta estos resuitados, se utilizó

tripsina, quimiotripsina y proteasa de B. amyioïiquefaciens

para ensayar 1a sensibiiidad de] IT a 1a acción de pro­

teasas.
Los datos de 1a Tabia 7 demuestran que 1a actividad

inhibitoria es totaimente resistente a 1a acción de ias pro­

teasas ensayadas.



Tab1a 6: Inactivación gg_proteasas

Proteasa Inhibidor de actividad Sintesis de poïifeniïaïa­
proteoïitica nina residuai (%)

Tripsina Trasyio1 (600 U/m1) 50
(100 ug/m'l) (1)

Quimiotripsiní Trasyïol (600 U/m1) 60(100 ug/mi) )

Pronasa B Caientamiento 5 min 20
(5 ug/m'l) (2) a 75°c

Proteasa de Caïentamiento 5 min 0
B. subtili a 75°C
(5 ug/m1)

Proteasa de Ca1entamiento 5 min 57
a 75°C

B. amyïoiiquefa- iciens (5 ug/m1)

Las enzimas se incubaron durante (1) 1 h a 39°C 6 (2) 12 hs a 30°C en
100 mMTris-AcH pH 7,6 que contenía 10 mMCa +. Luego de agregar Tra­
sy101 o de calentar según se indica, se incorporaron a un ensayo
"standard" de sintesis de poïifenilalanina en extracto de germen de
trigo. La sintesis de poïifenilaïanina en presencia de 1as enzimas sin
inhibir fue nenor de1 5% respecto de1 controï (100% de incorporación
corresponde a 1a sintesis en ausencia de agregados).
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Tabia 7: Acción de proteasas

Agregados a1 sistema de Actividad inhibitoria
síntesis de poiifeniiaianina residua]

(%)

Lavado ribosoma] 100

Lavado ribosomai + tripsina 87

Lavado ribosoma] + quimiotripsina 99

Lavado ribosomai + proteasa de 96,5
B. amyioiiquefaciens

5150 90

515 + proteasa de B. amyioiique­
fac9ens 78

En los casos en que se indican ios extractos de iinfocitos
fueron incubados a 30°C durante 1 hora en presencia de trip­
sina o quimiotripsina o durante 18 hs en presencia de pro­
teasa de B.a. (reiación 1/100 de proteasa a extracto de
iinfocitos). La acción de 1a tripsina y quimiotripsina se
detuvo por agregado de 600 U/m] de Trasyioi y 1a de proteasa
de B. amyioiiquefaciens, por caientamiento durante 5 minutos
a 5°C antes de iniciar ei ensayo de 1a sintesis de
poiifeniiaianina. La mezcla de reacción controi con iavado
ribosoma] o Sl o sin tratar irciuye 1a proteasa utiiizada en
cada caso previamente inactivada.



(C) Acción de nucieasas: La Tabia 8 indica que 1a

actividad inhibitoria también es totaimente resistente a 1a

acción de ribonucieasa estafiiocóquica. La acción de esta

enzima es dependiente de 1a presencia de Ca2+ y por 10 tanto

se puede detener antes de] ensayo de sintesis de poiifeniïa­

Ianina por agregado de EGTAque compieja e] Ca2+.

Tabïa 8: Acción de ribonucieasa

Agregados a1 sistema de Actividad inhibitoria residua]sintesis de
poiifeniïaianina (%)

Lavado ribosomai 100

Lavado ribosoma] +
nucïeasa stafiiocóccica 103

E1 1avado ribosoma] se incuba soio o en pres ncia de 10
ug/m1 de ribonucieasa stafiïocóccica y 0,2 mMCa durante 1
h a 30°C. Se detiene 1a acción de 1a enzima por agregado de
EGTA 0,48 mM y se agrega un sistema de germen de trigo
midiendo 1uego 1a sintesis de poïifeniiaianina.
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(D) Tratamiento con suifato de amonio: E1 experi­

mento se realizó agregando (NH4)2504 sóiido a 1a fracción

5150 hasta a1canzar ias concentraciones de 30 y 70% de

saturación. Los precipitados obtenidos entre 0-30%y 30u70%

de saturación de suifato de amonio se resuspendieron en 0,5

m1 de Buffer A y se diaiizaron contra e1 mismo buffer. Tam­

bién se diaiizó e1 sobrenadante que queda después de 1a pre­

cipitación con suïfato de amonio a1 70%. Luego se midió e]

efecto de] agregado de cada una de ias fracciones obtenidas
sobre 1a sintesis de proteinas dirigida por P01i(U) en

sistema de germen de trigo.

Los resuitados de 1a Tabia 9 muestran que 1a acti­

vidad inhibitoria de 1a traducción precipita preferentemente

entre 30 y 70% de saturación de suifato de amonio, aunque

parte de 1a actividad queda en 1as otras fracciones.



Tabla 9: Precigitación con suifato de amonio

Agregados a1 sistema de Actividad de sintesis de
sintesis de poiifeniiaianina poiifeniiaïanina (Z)

Exp. A Exp. B

Ninguno 100 100

S150 1,5 7,3

Fracción ppda. por sulfato
de amonio entre:

0-30% saturación 45 82,1

30-70% saturación 6,5 35,7

Sobrenadante de sulfato de
amonio a1 70% de saturación 26,4 47,7

E1 sistema de_sintesis sin ningón agregado (100%de activi­
dad) incorporo 45.047 Cpm.



(E) Tratamiento con ácido tricïoroacético: Se

agregó ac. TCA (concentración fina] de] 10%) a 1a fracción

5150 y después de separar e] precipitado formado se midió 1a

actividad inhibitoria residual dei sobrenadante. La Tabla 10

indica que en dicho sobrenadante se recuperó muy poca acti­

vidad inhibitoria.

Tabïa 10: Acción gg ac. TCA

Agregados a1 sistema de sintesis Actividad inhibitoria
de poïifenilaïanina residua] (z)

IT 100

IT + ac TCA 19,7

Lue o de agregar ic. TCA a 1a fracción 5150 (conc. fina]
10% se dejo durante 30 minutos a 0°C. Se centrifugó a
12.000 x g durante 5 minutos a OZCy se diaiizó e] sobrena­dante contra buffer A. Se midio 1a actividad inhibitoria
residuaï en e1 sobrenadante agregando una aifcuota de] mismo
a1 ensayo "standard" de sintesis de poïifenilaianina.
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(F) Tratamiento alcalino: La fracción post riboso­

ma] se sometió a 1a acción de KOH0,4 M durante 30 minutos a

37°C y Iuego de neutraïizada y dializada, se midió su efecto

sobre 1a sintesis de poiifeniiaianina en extracto de germen

de trigo. Los resu1tados de 1a Fig. 15 demuestran que e]

inhibidor es parciaimente ïábil a1 tratamiento aicalino.
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Fig. 15: Efecto de] tratamiento a1ca1ino. Se midió 1a actividad inhi­
bitoria de la trüüccmn ae la fraccion 5150 sin tratar (o) 0‘prein..
cubada durante 30 minutos a 37°C en ausenc1a (C>) o presencia (A) de
KOH0,4 M. En Ios controies (100%) se incorporaron 64.288 cpm.



(G) Fenolización de la fracción 5150: Dado que el

IT resultó resistente a la acción de proteasas y de

ribonucleasa stafilocóccica y que fue además parcialmente

lábil al tratamiento alcalino, se investigó si podia ser
extraido con fenol como sucede con los ácidos nucleicos.

Para ello se midió 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 ácido nucleico en cuanto a su posible

extracción con fenol. La recuperación de material luego del

tratamiento se controló fenolizando la fracción 8150 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 traducción

sino que estimula la sintesis de polifenilalanina en la

misma proporción que una cantidad equivalente de tRNA de

germen de trigo, indicando una recuperación cuantitativa de

ácidos nucleicos después de la fenolización.



Tabïa 11: Efecto de la fenolización sobre ¿l

Agregados a1 sistema Incorporacifn dede sintesis fenilaïanina ( 4C) (z)

Ninguno 100

5150 2 u] 3,5

5 u] 2,4

5150 tratado con feno]
(capa acuosa):

2 u] 96,2

5 u1 81

La fracción 5150 fue tratada con feno] y 1a capa acuosa fue
precipitada con aicohoï como se indica en Materiales y
Métodos. E1 precipitado se resuspendió en un voïumen igua]
a1 originaï y se agregaron 1os voïúmenes que se indican a1
ensayo "standard" de sintesis de poïifeniiaïanina.



Tab1a 12: Recugeración de] materia] fenolizado

Agregados a1 sistema Incorporacíán dede Sintesis feniiaïanina ( C) (cpm)

Ninguno 14.137

tRNA germen de trigo
(5 mg/ml)

0,8 u] 39.972

1,6 u] 44.415

tRNA fenolizado

0,8 u] 35.910

1,6 u1 44.780

Se

E1
en

La
se

fenoïizaron 0 1 m1 de tRNA de germen de trigo de 5 mg/m1
presenCía de como se indica en Materiaïes y Métodos.
precipitado a1co 61ico de 1a fase acuosa se resuspendió
un volumen igua] a] originaï y se midió su efecto sobre
traducción de P01i(U) en un sistema de germen de trigo.
mezcia de reacción uti1izada es 1a ya descripta en 1a que
omitió e] tRNA.



(H) Efecto dei agregado de suifato de protamina: Se

agregó suifato de protamina a 1a fracción 815o hasta aican­

zar una concentración de 0,17 mg/m1 en condiciones en que no

precipitan proteinas (0,1 M en Tris-CIH, pH 6,5). Se mantuvo

a 0°C con agitación durante 30 minutos y iuego de centrifu­

gar, se analizó e1 efecto de] sobrenandante sobre 1a sint­

esis de poiifeniiaianina. Los resuitados de 1a Tabia 13

indican que e] inhibidor no es precipitabie por e] suifato

de protamina en estas condiciones.

Tabia 13: Efecto del agregado de su1fato de Erotamina.

Agregados a1 sistema de sintesis Actividad dei sistema (%)
Exp. A Exp. B

Ninguno 100 100

5150 5 ui 19,5 38,6

515o (0,1M Tris-HC'I,pH 6,5) 5 ui 34,4 45

5150 tratado con su1fato de
protamina 5 u1 12,7 36

Las fracciones 5150 ensayadas en cada caso contenían 1 mg/m1
de proteina. Luego de agregar su1fato de protamina se dejó
a 0°C durante 30 minutos; posteriormente se centrifugó a
10.000 x g durante 15 minutos y se ensayo e] sobrenadante en
e] sistema "standard" de sintesis de poiifeniiaianina. E1
extracto sin ningún agregado (100%) incorporó 33.139 cpm.



2.2.2. Comportamiento del inhibidor de traducción en

sistemas gg fraccionamiento convencionaies

(A) DEAE-ceiuïosa y "Sephadex" G-75:

Se anaiizó e] comportamiento de] IT en DEAE­

ceiuiosa. Debido a que e] IT es parciaimente termoestabie

previamente se caientó a 60°C durante 5 minutos, iuego de

enfriar rápidamente en baño de hieio se centrifugd a 12.000

x g durante 1 minuto, y e] sobrenadante se pasó por una

coïumna de DEAE-ce1u10sa. La Fig. 16 muestra 1a D.0. a 280

nm y e] efecto sobre 1a sintesis de poiifeniiaianina-(14C)
de cada fracción. La actividad inhibitoria no fue retenida

por DEAE-ceiuïosa en ias condiciones utiiizadas.

Se juntaron ias fracciones con mayor actividad

(indicadas en e] gráfico con una barra). Luego de con­

centrarias, se diaiizaron contra buffer D y se pasaron por

una coiumna de “Sephadex G-75" equiiibrada y eiuida con e]

mismo buffer.

La Fig. 17 muestra 1a D.0. de cada fracción a 280

nm, su actividad inhibitoria sobre 1a sintesis de po]ifeni—

1a1anina-(14C) en extracto de germen de trigo, y 1a caiibra­

ción previa de 1a coiumna con marcadores de Peso Moiecuiar

conocido. Pese a que e] pico de actividad inhibitoria es muy

ancho, se puede ca1cu1ar que e] inhibidor eluye como una
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Fi . 16: Co'lumna de DEAE-ce'lu'losa (7,4 cm_x 1,2 cm) equilibrada con
bugfer C.—Sfizmb’Faro—nITm fraccion 81 opreviamente tratada
como se indicó y que contenía 1 tng/m1 de proieinas. La coiumna se
eïuyo' con buffers C, E, F, cuyas concentraciones de KC1 se indican en
e] gráfico, recogiendo fracciones de 1 m1. (ou-O) D.0. a 280 nm.
(0-0) Sintesis de oiifeniiaianina (1 C) en extracto_de rmen de
trigo expresada en (1;). Se ensayaron 2 u] de cada fraccion. E sistema
sin agregados (100%) incorporó 59.602 cpm.
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con un contenido de 0,17 mg/m1 de prof fhas. (—-—-.J D.0. a 280 nm,(o-——o)sintesis de po]ifeni1a1anina-( C) (z) en presencia de 20 u]
de cada fracción. E1 sistema sin agregados incorporó (100%) 44.635
cpm. ( ) Marcadores de peso mo1ecu1ar conocido: Azul dextrano
(AD), máïico deshidrogenasa (MDH), ovoalbúmina (OvA), citocromo C (Cyt
C), su1fato de amonio (SAM).
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(B) DEAE-ceïuiosa y fosfoceïulosa:

Se repitió e] fraccionamiento en DEAE-ceiuïosa pero

sembrando 1a muestra a menor fuerza iónica. Para e110 se

equi1ibraron 1a muestra y 1a coiumna con buffer B (25 mM

KC1) y se eiuyó con e] mismo buffer a las concentraciones de

KC] que se indican en 1a Fig. 18.

Comoen e] caso ya descripto anteriormente, tampoco

a menores fuerzas iónicas 1a DEAE-ceiuïosa retuvo 1a activi­

dad inhibitoria. Se juntaron ias fracciones con mayor acti­

vidad inhibitoria (seña1adas con una barra en e] gráfico),

se concentraron y ap1icaron sobre otra coïumna de fos­

foceïuïosa equiiibrada con buffer B, e1uyendo con buffers D

(100 mM KCI) y E (250 mM KC1). E1 efecto de cada fracción

sobre la sintesis de poïifeniiaïanina-(14C) que se muestra

en 1a Fig. 19 indica que e] IT es retenido por 1a fos­

foceluïosa y puede eïufrse de e11a con soïuciones de KC] 100

mM.

En cada una de 1as etapas descriptas en e] punto

(B), se midió concentración de proteinas por ei método de

Lowry (242) y unidades de inhibidor; ios datos se resumen en

1a Tabla 14.
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Fig. 18: Coïumna de DEAE-ceïulosa (7,4 cm x 1,2 cm) equiïibrada con
buffer B. Se semBTo'1,5 ml ae fracción 5150 que contenía 0,31 mg/m'l
de proteínas, previamente caïentada comoya se indicó. Se recogieron
fracciones de m1. (o------) D.0. a 280 nm, ( ) sintesis de po'life­
níïaïanína ( C) ('Z) en presencia de 5 u'l de cada fraccio’n. E1
extracto de germen de trigo sin agregados (100%) incorporó 59.812 cpm.
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Fi . 19: Co'lumna de fosfoceïu'losa (12,1 cm x 1,2 cm) equilibrada con
bu fer B._Fñefi5rïTTn17e_Fracci6n 5150 no retenida por DEAE­
ce1u‘losa que contem'a 0,03 mg/m1 de proteinas. Se recogieron frac­
ciones de 1 m1 y se ensayo‘ su actividad inhibitoria agregando 10 u] de

caga fraccio’n a un ensayo "standard" de sintesis de po1ifeni1a1anina­(1 C) (——). Sintesis de po‘lifeni]a1anina-(1 ) (%). El extracto sin
agregados incorporó (100%) 48.160 cpm. Comoe'l contenido de proteinas
es muy bajo, fue nu'la 1a D.0. a 280 nm de todas 1as fracciones.



Tabïa 14

Etapa Voïumen Unidad s Proteinas Actividad Purifi- Rendi­
(m1) totaïes *) totales eSpeciTica cación miento

(mg) (Z)

5150 2,7 5.684 1,46 3.893 1 100

5150 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
ceï

Fosfo-i. 0.54 69,3 3,2x10'3 21.625 5,5 1,2cel

(*) Se define una unidad de inhibidor como 1a cantidad necesaria para
reducir a1 50% 1a sintesis de p01ifeni1a1anina en 1as condiciones
"standard" de ensayo.
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(C) Hidroxiapatita:

En experimentos anteriores se vio que 1a actividad

inhibitoria se comportaba como una sustancia de naturaleza

básica (no es retenida por DEAE-ceiuiosa pero sf por fos­

foceïuiosa, de 1a cua] se eiuye con KC] 100 mM). Por esta

razón se estudió e1 comportamiento de] inhibidor en una

co1umna de hidroxiapatita (2 cm x 0,5 cm), eluyendo en con­

diciones en que se sabe eiuyen ias proteinas básicas (243).

La coïumna se preparó en buffer fosfato 1 mMpH 6,85. Se

sembró 1a fracción 5150 previamente diaiizada contra e]

mismo buffer; se 1av6 1a coïumna sucesivamente con (I) NaC1

1 mM, (II) CaC12 3 M, nuevamente con NaC] 1 mM y (III)

buffer fosfato 1 M pH 6,8. Cada fracción eïufda de 1a

columna se concentró a 3 m1, y se diaiizó contra buffer B.

Luego se determinó 1a concentración de proteinas por e]

método de Lowry (242) y e1 efecto de una aifcuota de 10 u]

de cada fracción sobre 1a sintesis de poiifeniiaïanina-(14C)

en extracto de germen de trigo. Los resuïtados obtenidos

fueron 10s siguientes:



Voiumen Proteinas Inhibición de 1a
(m1) (mg/m1) traduccion (%)

Muestra sem­
brada en 1a
coiumna de
hidroxiapa­
tita 0,5 0,7 95

Fracción (I)
(NaC1 1 mM) 7 0,06 0

Fracción (II)
(CaCïz 3 M) 7,5 0,017 21

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

Estos resuitados indican que e] factor se fija

fuertemente a hidroxiapatita, de 1a cua] solo se recupera

parcia1mente con CaC12 3 M.

(D) rRNA-ceïuïosa:

Recientemente se ha descripto 1a purificación de

factores de iniciación de sintesis de proteinas por afinidad

a RNA ribosoma] (rRNA) en coiumnas de rRNA-ce1ulosa

(244-245). Debido a que 1a actividad inhibitoria de 1a sin­

tesis de proteinas aislada de Iinfocitos en reposo se

encuentra en parte asociada a 10s ribosomas, se probó su

comportamiento en una coiumna de rRNA-ceïulosa. Para 9110 se

preparó rRNA ce1uïosa como se indica en Materia1es y Méto­



dos, y este materia] se resuspendió en buffer 20 mMTris-HC]

pH 7,6, 14 mMMSH, 10% gïiceroi (v/v) en presencia de 0,1 M

KC]; se preparó una coiumna (5 cm x 0,5 cm) y se 1avó con e]

mismo buffer hasta reducir a cero 1a absorción a 280 nm. Se

sembró 1a fracción 515o dia1izada contra e] buffer y se

eïuyó con e] mismo buffer a 1as siguientes concentraciones

de KC] (I) 0,1 M, (II) gradiente de 0,1 a 0,5 M y (III) 1 M.

Las fracciones obtenidas (de 0,8 m1 cada una) fueron diaii­

zadas contra e] buffer en presencia 0,1 M KC] y se midió e]

efecto de 10 u] de_cada una sobre la sintesis de poiifeniïa­

1anina-(14C) en sistema de germen de trigo. La actividad de

IT se eiuye con 1a soiución de 1avado (I).

E1 factor no fue retenido por 1a coiumna, posibïe­

mente porque su afinidad por rRNAes baja en 1as condiciones

usadas o bien porque degrada a1 rRNAunido a 1a ceiuiosa.

Aunque se habia descripto anteriormente que 1a

actividad inhibitoria de sintesis de proteinas aisiada de

iinfocitos en reposo parecia no tener actividad nucïeoifti­

ca; a 1a iuz de 105 experimentos que se describen más ade­

1ante puede decirse que e] IT no es retenido por 1a coïumna

porque degrada a1 rRNA.

Debido a que 1a cantidad de materia] proveniente de

iavado ribosomal es muy escasa, se estudió soïamente su com­

portamiento en DEAE-ceiulosa e hidroxiapatita. En ambos



casos es idéntico a 1a actividad inhibitoria de 1a fracción

5150­

Todos ios intentos reaiizados con e] objeto de

purificar e] factor IT dieron una recuperación muy baja.

Teniendo en cuenta este hecho y que e] materiaï con que se

trabaja es de Iinfocitos humanos y por io tanto escaso,

optamos por no purificar más e] IT y estudiar su mecanismo
de acción.

2.2.3. Mecanismode acción de] inhibidor de traducción

A)-Efectos sgb;g_ La cinética gg_ traducción jjg_ vitro" de
P01i(U)

(a) De 1a fracción 8150 y dei 1avado ribosoma]:

Resuitados anteriores de nuestro iaboratorio habian

indicado que e] 1avado ribosoma] de iinfocitos en reposo

ejercía su acción a nive] de eiongación (241). Con e]

propósito de investigar si 1a fracción 5150 inhibfa 1a misma

etapa, se comparó 1a cinética de sintesis de poiifeniïaïa­

nina en ausencia o presencia de esparsomicina, ATAo frac­

ción 5150 o 1avado ribosoma] agregados 1uego de 10 minutos

de incubación (Fig. 20).

E1 ATA(ácido aurintricarboxfiico) es un inhibidor

de iniciación y en 1as condiciones de] ensayo, bioquea 1a

formación de compiejos de iniciación debidos a asociación
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Fig. 20: Efectos com arativos de ATA, esparsomicina e IT sobre 1a
cinética __defraüuccmn _aeE0!ZSUÏ_ï-ñtractos _aegermen-f Fï_g. T.­
siríesis de poïifeniiaianina C) se rea1izó en un ensayo "standagd‘sin ningún agregado (O) o agregando 7 x 10' M ATA(A), 7 x 10'
esparsomicina (A) o 10 ug de 1avado ribosoma] (O) en A 6 10 ug de
5150 (o) en B 1uego de 10 min de incubación como indica 1a flecha. A
ios tiempos que se indican se tomaron a1icuotas de 10 u] en las cua'les
se determinó 1a radioactividad precipitabie por TCA.
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tardfa dei Poii(U) a los ribosomas; por io tanto disminuye

ia formación de polipéptidos después de un periodo de aire­

dedor de 10 minutos. En cambio, 1a esparsomicina es un inhi­

bidor de eiongación y bloquea inmediatamente 1a

incorporación de feniiaianina-(14C). E1 agregado dei iavado

ribosomai (Fig. 20A) o de 1a fracción 8150 (Fig. ZOB) a 1a

mezcia de incubación produce una inhibición de 1a sintesis

de polifeniiaianina con 1a misma cinética que 1a espar­
somicina.

(b) De ias fracciones obtenidas por precipitación
con sulfato de amonio:

La Fig. 21 muestra que 1a actividad inhibitoria de

ias fracciones obtenidas con suifato de amonio por encima de

30% de saturación, producen un bioqueo de 1a traducción que

sigue iguai cinética a 1a mostrada por e] inhibidor origi­

na1. En cambio, 1a fracción que precipita entre 0 y 30% de

saturación de sulfato de amonio inhibe 1a traducción con una

cinética correspondiente a un inhibidor de iniciación.
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Fig. 21: Cinética de inhibición de 1as fracciones obtenidas pg: r i­
pitación con sulfa'tï _aeamonio.Ta'ïi'nïesn ¡{épolifenilalanina
se reaiizï-en un ensayo standard" sin ningu'n agregado (O) o agre­
gando iuego de 10 minutos de incubación como indica 1a f‘lecha
Sl 0 (O ), fracción que precipita con suifato de amonio entre 0-30%de
seguración (A , que precipita entre 30-70% de saturación (A) o‘
sobrenadante ue queda 1uego de recipitar con suifato de amonio entre
30-70% (D ). n cada caso se utifizaron 5 ug de proteinas.



B) Efectos sobrg_ La traducción .dg poiisomas _dg higado Ide

La iniciación de 1a traducción con Po]i(U) es

diferente a 1a que tiene iugar con RNAmensajeros naturaies.

Para un mejor conocimiento de] modo de acción de] IT, se

ensayo 1a actividad de] lavado ribosomai sobre un sistema de

higado de rata que contenía poiisomas. Los resuitados de ia

Fig. 22 muestran que e1 ATAtambién en este sistema es capaz

de bioquear 1a sintesis poiipeptfdica iuego de un periodo de

5 a 10 minutos durante e] cua], presumibiemente, se compie­

tan ios péptidos nacientes. Esto indica que ios poiisomas
pueden reiniciar 1a síntesis y que e] ATAfrena totaimente

1a reiniciación. En cambio, ei agregado de esparsomicina

frena instantáneamente 1a sintesis como se debe esperar para

un inhibidor de eiongación. Nuevamente e] efecto de] IT es

idéntico a1 de esparsomicina.

C) Actividad nucleolitica del inhibidor gg traducción
Estudios previos parecian indicar que e] IT aislado

de iinfocitos en reposo no tenia actividad nucieoiftica, ya

que no producía a1teraciones en e] perfi] de distribución de

poiisomas de iinfocitos estimuiados iuego de una incubación

de 15 minutos con ei factor (241).

Sin embargo, debido a1 comportamiento de] factor

frente a rRNA-celuiosa y a su rápida acción sobre 1a eionga­
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Fig. 22: Efectos de ATA, es arsomicina e IT sobre 1_acinética de sfn­
tesis Bo'ligegfiaífi Egohsomas _aeñí‘gaaï _aerata. [as maza-ame
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a%regado de 7 x 10'5 M ATA(A), 7 ¿10-5 M esparsomicina (A) o 10 ugI (0) luego de 10 min de incubacíon.
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ción de la sintesis proteica se decidió reinvestigar su

actividad nucleoiitica utilizando varios métodos.

a) Degradación de EEAribosoma] de germen de trigo

E1 rRNA obtenido a partir de germen de trigo se

resuspendió en 20 mM Tris-CIH pH 7,4, 14 mM MSHy 10% gli­

cero] (v/v). Se incubó en ausencia o en presencia de 1avado

ribosoma] y 5150, y se analizó ei producto de 1a reacción

por centrifugación en gradientes de sacarosa. Los resuïtados

de 1a Fig. 23 indican que e] IT es capaz de degradar rápida­

mente a1 rRNA de germen de trigo.
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Fíg. 23: Ana’h’sís en gradientes d_e sacarosa de 1 U de 0.0. a 260 nm de
RNAríbosomal ae germen e r1go, 1ncu5aao en ausencia (A) o en pre­
sencia de S 5o (B) o 1avado ribosoma'l (C) (50 ug/m1 de proteínas en
cada caso). a incubacion se reah’zo‘ durante 15 min a 0°C. Se utih‘zo’
un gradiente Hnea] de _5-20% de sacarosa y se centrifugo’ como se
indica en Materiaïes y Metodos.
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b) Degradación gg Eoiisomas de higado de cobayo

(1) Extractos de 1infocitos en reposo:

Se estudió e] efecto de1 lavado ribosoma] y 1a

fracción 5150 parciaimente purificada sobre poiisomas de

hfgado de cobayo. Se incubaron poiisomas con un voïumen de

cada fracción capaz de inhibir e] 100% de 1a sintesis de

poiifeniiaianina-(14C) en un sistema de germen de trigo.

Después de 1a incubación, se analizó 1a distribución de

poiisomas por centrifugación en un gradiente de 15-40% de

sacarosa como se describe en Materiaïes y Métodos. Los per­

fiies de 1a Fig. 24 indican que e] IT (asociado a ribosomas

o post-ribosomai) crudo o parciaimente purificado tiene

actividad nucieolitica sobre polisomas de higado de cobayo.

Los agregados polirribosómicos son destruidos y soio apare­

cen picos de monómeros, dfmeros y aigo de trimeros después

de 1a incubación con e] factor.

(2) Extractos de iinfocitos estimuiados:

La fracción 5150 o_ e] 1avado ribosomai de 1in­

focitos estimuïados no mostraron acción nucleolftica sobre

poiisomas de higado de cobayo (Fig. 25).
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F1 . 24: Ana’ïisis en radientes Hneaïes de sacarosa de o'lisomas de
cogazo m ‘ErafaaosTAjl g frafados ((1,0) g_o_n_Il. 1,51Tde D.U. a 2‘6U
nm sin incubar (A) o íncub’ados 15 mín a 30°C sin agregados (B) o en
presencia de Iavado ríbosoma] (C), 8150 (crudo o parciamente
purificado) (D). En cada caso, 105 poh'somas se incubaron con 10 ug de
protefnas y se anah’zaron en un gradiente Hnea1 de 15-45% de
sacarosa.
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Fig. 25: Anáïisis en radientes 1inea1es de sacarosa de oiisomas de
cobayo no tratados-TA; o tratados con lavado riñosomaT‘ e in oc1t6í
en reposo (B) o lavado ribosomaï (C) y Sl o (D) de Iinfocitos estimu­
ïados. Se utiïizó 1 ug de cada fracción en e1 caso de linfocitos en
reposo corresponde a 1a cantidad que inhibe un 50%de 1a sintesis de
poïifeni1a1anina "in vitro"), 1,5 U de D.0. a 260 nm de poïisomas y se
incubá durante 15 min a 30°C. E1 anáïisis en e] gradiente 1inea1 de
15-45% de sacarosa se rea1izó como se describio en Materiaïes y Méto­
dos.



c) Degradación gg mensajeros sintéticos.
(1) Sobre Po]i(U) radioactivo:

Se midió 1a actividad nucleoïftica de ias frac­

ciones que se indican en 1a Tabia 15 sobre Po]i(U) radioac­

tivo en una mezcia de reacción simiiar a 1a utilizada para

1a sintesis de poiifeniiaianina en extracto de germen de

trigo, reemp1azando 1a feniiaianina (14€) por e] mismo ami­

noácido no radioactivo (2 uM). En este caso, 1a mezcia se

incubó durante 10 minutos a 27°C.

Tabla 15: Actividad nuc1e01itica gg_ll sobre P01i(U)-(3fll

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

(cpm) (1)

Ninguna ---- -- 28.268 100

Lavado ribosomai Linfocitos en 4.212 14,9
' estado de

5150 reposo 3.872 13,7

Lavado ribosomai Linfocitos 28.230 100
estimuiados

8150 con FHA 27.254 96,5

Se utiiizaron 10 ug de proteinas de cada fracción.



Tanto e] iavado ribosomal como 1a fracción 5150 de

iinfocitos en reposo hidroiizaron e] ácido poïiuridfïico

hasta compuestos soiubïes en TCA, en tanto que 1as frac­

ciones provenientes de cóiuïas estimuïadas no presentaron
esta actividad hidroïftica.

(2) Cinética de 1a actividad nucïeoïftica sobre

P01i(U) radioactivo:

Con un ensayo análogo a1 descripto en e] párrafo

anterior, se midió 1a cinética de 1a actividad nucieolitica

de ios extractos obtenidos a partir de 1infocitos en reposo

o estimu1ados. Se incubó a 27°C y a ios tiempos que se indi­

can en 1a Fig. 26 se tomaron aiicuotas y se midió 1a

radioactividad precipitabïe por TCA que representa e]

Po]i(U) de a1to peso moïecuïar que queda después de 1a reac­

ción.

3o Inhibición gg_ la biosfntesis de poïiaminas: .¿g efecto

sobre la proïiferación gg 1infocitos
Numerosos estudios han indicado que 1a proiifera­

ción de iinfocitos requiere 1a biosintesis de poïiaminas.

Los compuestos DFMO y MGBG inhiben 1as enzimas

ornitina decarboxiiasa y S-adenosi1 metionina decarboxiïasa,

respectivamente, bïoqueando 1a sintesis de putrescina y

espermidina. Por esta razón, se uti1izó estos inhibidores



para investigar en deta11e e] posibïe ro] de 1as poiiaminas

en 1a proliferación de 1infocitos.
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Fi . 26: Cinética de actividad nuc1e01itica sobre Po]i(U) (EH). Se
ut 1126 el ensayo’—“sfanaara" ae sintesis ae polifenilaTáñïha en
extracto de germen de trigo. Las incubaciones a 27°C se reaïizaron sin
ningún agregado (CD) 6 en presencia de 10 ug de proteinas de cada una
de 1as siguientes fracciones: 1avado ribosomaï (Al) y 5150 ( a ) de
Iinfocitos en reposo o 1avado ribosoma] ( A )3r 5150 ( I ) de 1infocitos
estimuïados.
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3.1. Efecto del agregado gg distintas concentraciones de

DFMO1 MGBGsobre la sintesis gg macromolóculas

Las células fueron cultivadas con FHAen presencia

o ausencia de diferentes concentraciones de DFMOy MGBG.A

las 72 horas de cultivo se midió la sintesis de DNAy pro­

teinas "in vivo" por incorporación de timidina-(3H), leuci­

na-(3H) o aminoácidos-(14€) en material insoluble en TCAen

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 usó MGBGa una con­

centración de 1 uM, todas las concentraciones utilizadas de

ambas drogas inhibieron la proliferación celular (medida

como sintesis de DNA) como asi también la sintesis de pro­

tefnas.

Si bien el DFMOprodujo el mismo grado de inhibi­

ción en la mayoria de los casos, se observó cierta variabi­

lidad a niveles de 1 mM, por lo tanto en los experimentos

siguientes se utilizó una concentración de 3 mM.

En cambio, en el caso de MGBG, si bien a 2,5 uM se

observó un marcado efecto inhibitorio, aumentando su con­

centración a 5 ,uMsu efecto fue significativamente mayor.

Por esta razón, en los experimentos siguientes se utilizó

MGBGa una concentración de 5 uM. No se ensayaron niveles

mayores, pues producen un marcado aumento de efectos tóxi­

COS .
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Tabia 16: Curva gg_concentraci6n gg drogas

Cuitivo de linfocitos Radioactividad insoiubie en TCA

en presencia de Timidina-(3H) Leucina-(3H) Aminoácidos-(14€)
(%) (%) (%)

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

Cuitivos que contenían 1 x 106 iinfocitos/mi se estimuiaron con 1 ug/
m1 de FHAen presencia o ausencia de inhibidores de 1a biosfntesis de
poiiaminas.'A las 72 hs se tomaron aifc otas de 2 m1 y se idió 1a
incorporacion de Timidina-(3H), Leucina-( H) o aminoácidos-(1 C) como
se indica en Materiaies y Métodos. E1 agregado de drogas se reaiizó
simuitáneamente con ei agregado de FHA. En todos ios casos se resto 1a
radioactividad incorporada en cuitivos contro] que no contenían FHA.
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3.2. Efecto del agregado gg ping a distintos tiempos durante

la estimulación de linfocitos
(A) Sobre 1a sintesis de DNA:

Las céluïas estimuiadas por acción de FHAse culti­

varon en ausencia o presencia de 3 mM DFMD agregado a

diferentes tiempos 1uego de 1a adición de FHA.

La Fig. 27 muestra que e] agregado de 1a droga

entre 1as 0 y 24 hs 1uego de] comienzo de 1a estimuiación

produce inhibición de 1a sintesis de DNA, pero cuando e]

agregado se hace 48 hs 1uego de 1a estimuiación e] efecto

es muy reducido. Esto indica que 1a sintesis de poiiaminas

en 1infocitos no soïo está directamente re1acionada con 1a

repïicación de] DNAy 1a proiiferación ce1u1ar, sino que es

un requerimiento, especiaimente durante las primeras 24 a 48

hs de cu1tivo. Este resultado está de acuerdo con e] de

otros autores que muestran que, en céiuias transformadas, 1a

presencia de 1a droga no impide a 1a mayoria de las céïulas

1a entrada a 1a fase S, pero 1a sintesis de DNAno puede

compietarse y ias céïuïas permanecen en dicha fase de] ciclo

(246).
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Fi . 27: Efecto sobre 1a sintesis de DNA de] a re ado de DFMOa
di ere tes-tïïmprdfiánfe _Ia ïstïmaïiïïn. Cui’c'i'vos_de­

x infocitos m1 estimuïados con 1 ug/m1 de FHAse cuitivaron en
ausencia (0) o en presencia de 3 mMDFMO.La droga se agrego’ junto
con 'Ia FHA,0 hs de estimuiación (O) o' luego de estar en contacto con
1a FHAdurante 12 hs (A). 24 hs (A) o 48 hs (I). A 10s tiempos
indicados e tomaron muestras de 2 m1 y se midio’ 1a incorporación de
timidina-( H) en DNA. En todos ios casos se resto’ radioactividad
incorporada en cuitivos controles, ce'1u1as cuitivadas en ausencia de
FHA. Los resuitados que se grafican representan e] promedio de S a 8
experimentos diferentes.
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(B) Sobre 1a sintesis de proteinas:

Se midió 1a sintesis de proteínas "in vivo" en lin­

focitos estimuiados por FHA a ios cua1es se agregó" 3 mM

DEMO,a diferentes tiempos 1uego de] comienzo de 1a estimu­

ïación. En todos ios casos el agregado de 1a droga produce

una inhibición de 1a sintesis de proteínas (Fig. 28).

Es interesante destacar que cuando 1a droga se

agrega simuïtáneamente con e] mitógeno, aunque 1a síntesis

de proteinas se inhibe totaimente durante 1as primeras 24

hs, 1as céluïas son capaces de comenzar a sintetizar DNA.

Cuando e] agregado se reaïiza después de 48 hs de iniciada

1a estimu1ación, se produce instantáneamente una reducción

de un 35% en 1a sintesis de proteinas, pero e] efecto sobre

1a sfntesis de DNAes muy poco significativo.
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Fig. 28: Efecto sobre 1a sintesis de roteinas dei a re ado de DFMOgdiferentes ‘t'iempos. auTa'nfe _la esTfimuac1on. _C'u|ifïivos aefi x IO
linfocitos/mi fueron estimuïados con 1 ug/m] de FHA. Luego se cuïti­
varon durante 72 hs sin ningu’n agregado (O) 0' agregando 3 mM [FMO
Junto con 1a FHA(o), 6 24 hs (A) 0'48 hs (l) despue's de iniciada
"la estimuiación. A 'los tiempos que se indican se tomaron a1icuotas de

2 m‘ly se midió sintesis d_eproteiïrhas como se describe en Materiaies yMétodos, utih’zando aminoacidos ( C). En todos 1os casos se restcï 1a
radioactividad incorporada en ce'1u1as no estimuiadas. Los resuïtados
representan e] promedio de 3 experimentos diferentes.



3.3. Efecto de] agregado de DFMOa diferentes tiempos antes

de iniciar la estimuiación con FHA

Los 1infocitos en estado de reposo fueron cuitiva­

dos durante tiempos variabies en presencia de DFMOantes de

ser estimuiados con FHA.

(A) Efecto sobre 1a sintesis de DNA:

Los resuitados obtenidos (Fig. 29) muestran que ei

agregado de DFMOa iinfocitos durante 24 hs o 48 hs antes de

añadir FHA inhibe 1a sintesis de DNAcon una cinética muy

semejante a 1a obtenida cuando ei agregado se reaiiza junto

con e] mitógeno.

(B) Sobre 1a sintesis de proteinas:

La presencia de 1a droga produce e] mismo tipo de

inhibición (Fig. 30), independientemente dei tiempo que per­
manezca en contacto con ias céiuias antes de 1a estimuiación

con ei mitógeno. Es interesante señaiar que, en e] experi­

mento de 1a cig. 28, 1a sintesis de proteinas a ias 24 hs de

estimuiación sin inhibidor era mucho mayor que en este

experimento. En e1 caso en que se usó 1eucina-(3H). ïas

céïuias se resuspendieron en un medio sin leucina y se incu­

baron en estas condiciones durante 30 minutos antes de]

agregado de aminoácido radioactivo. Este ayuno afecta 1a

sintesis de proteínas en forma acentuada.
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Fig. 29: Efecto sobre 1a síntesis de DNAde] a re ado de DFMOantes
de] comienzo ae la estfñílaCIOn. Lïñïóïït63_?esuspen IdEE a una 65n­
Eïaha HE I x'ÏU ceÏ/m] se cu1tívar0n sin ningún agregado (C)) 6 en

resencia de 2 mMDFMOdurante 24-hs ( 9A) o 48 hs ( I ) antes de añadir
HA. A1 cabo de esos perfbdos se agrego 1 ug/m] de FHAy a 1os tiempos

indicados Se tomaron aïfbuotas de 2 m1 para nedir 1a incorporación detimidína-( H) como se indica en Materiaïes y Métodos. En todos Ios
casos, se restó 1a radioactividad incorporada en cuïtívos controïes
(1infoc1tos nantenidos en cultivo durante e1 mismo tiempo sin ningúh
agregado).
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Fi . 30: Efecto sobre 1a sintesis de rotei'nas de'l a re a o de DFMO
angesEWWTGÏI._WÏTV6S- que confeni‘a’n‘x iïfifïiï
tos7m1 se mantuvieron a 37°C sin ningu’n agregado (O) o agrega’ndo'les 2
mMDFMO24 hs (A) o 48 hs (l) antes de 1a estimuiacio’n. Luego de

esos periodos, se estimu'ló con 1 ug/m] de FHA3ya ios tiempos que seindican se midio’ 1a incorporación de 1eucina ( H) a proteinas como se
describe en Materia'les _y Métodos. En cada caso, se restó 1a incor­
poración a cé'iu'las contro'l (mantenidas en cuitivo en ias mismas con­
diciones de temperatura y durante e] mismo tiempo, pero sin ningu'n
agregado).
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3.4. Efecto del agregado de uggg a diferentes tiempos

durante la estimulación de linfocitos
(A) Sobre 1a sintesis de DNA:

Las cóiuïas estimuiadas con e1 mitógeno se culti­

varon sin ningún agregado o añadiendo 5 uM MGBGa distintos

tiempos durante 1a estimuïación. Los resultados que se

muestran en 1a Fig. 31 indican que ei agregado de este inhi­

bidor afecta 1a sintesis de DNAen forma más acentuada que

el DFMO,y a diferencia de este óïtimo ejerce una marcada

inhibición sobre 1a incorporación de timidina-(3H), aón

agregándoïo 48 hs después de 1a estimuiación.

(B) Efecto sobre 1a sintesis de proteinas:

También se midió 1a sintesis de proteinas en célu­

ias estimuïadas con FHAy cu1tivadas en ausencia o en pre­

sencia de 5 uM MGBGagregado a distintos tiempos Iuego de 1a

estimuiación.

Como se muestra en 1a Fig. 32, en este caso e]

agregado de] inhibidor desde e] comienzo de 1a estimulación

produce e] mismo efecto que ei agregado de1 DFMO,es decir,

una inhibición tota] de 1a sintesis de proteinas durante ias

primeras 24 hs y una inhibición soio de] 50%en 1a sintesis

de DNA Inedida a ias 48 hs. En cambio, cuando el MGBGse

agrega 1uego de 48 hs de cuitivo, inhibe 1a sintesis de pro­
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Fig. 31: Efecto de MGBGsobre 'Ia sintesis de DNA. Linfocitos cuitiva­
dos a una’Hen-sïdïfi‘dé-I'x-Tüfimsïi'mmïdos con 1 ug/m]de FHA
se cu'ltivaron en ausencia (O) 6 en presencia de 5 uM MGBGagregado
junto con e1 mitógeno (0 hs) (o) o’ 1uego de 24 hs (A) o 48 hs (I)
de estímu'lación. A ios tiempos indicados, se midió incorporación de
timidina ( H) en material TCAinsoiubie como se indica en Materiaies y
Métodos, restando en cada caso 1a radioactividad incorporada en ce'1u1­
as cu'ltivadas en ausencia de mitógeno. Los datos de 1a figura repre­
sentan e'l promedio de 4 a 5 experimentos diferentes.
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Fig. 32: Efecto de MGBGsobre a sintesis de rotei'nas. Cultivos de
linfocitos que coïtenian I x IO ce|7m| fuefi estimulados con l ug/m'l
de FHA y cu'ltivados so]os(o)'agrega‘nd01es 5 uM MGBGjunto con e]
mitógeno (o) o'1uego de permanecer en cuïtivo en contacto con 1a FHA
durante 48 hs (I). A 1os tiempos que se indican, se tomaron muestras
de 2 m1 c/u y se midio' incorporación de aminoácidos ( C) a materia]
TCA inso’lubïe como se indica en Materiaïes y Metodos. Los resuïtados
que se muestran representan e] promedio de tres experimentos diferen­
tes y en cada caso, se resto' 1a radioactividad incorporada en ce'ïuïas
contro] (cuïtivadas en ausencia de FHA).
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teinas en más de un 50%, mientras que e] DFMOtiene un

efecto menos marcado.

3.5. Efecto del agregado gg putrescina a distintos tiempos

durante la estimulación gg 1infocitos en presencia gg

Efiflg

Con ei objeto de investigar si 1os efectos de DFMO

y MGBGsobre 1a sintesis de macromoiécuias en 1infocitos se

debe a niveïes insuficientes de poiiaminas, se agregó

putrescina en diversas condiciones y en diferentes momentos

durante e] proceso de estimuiación.

Para rea1izar estos estudios, se estimuïaron célu­

las con FHA en presencia de DFMO y 1uego se agregó

putrescina a Ios cuitivos midiendo 1a sintesis de DNAy pro­
tefnas.

(A) Sintesis de DNA:

En todos 10s casos, 1a putrescina es capaz de

revertir el efecto de] DFMO(Fig. 33). Esto significa que 1a

droga actúa especificamente sobre 1a sintesis de poïiaminas.

E1 efecto de 1a droga no es tóxico, ya que aún después de 48

hs de cuïtivo en presencia de DFMO1a maquinaria ce1u1ar

está en condiciones de compietar 1a repiicación de] DNA.

(B) Sintesis de proteinas:

En este caso, 1a putrescina también revierte e]
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resenciflfDFMUÏ e es iWaron cu 1vos EE Iini’oci'iím-co'ñT
tenian 1x 106 cei/mï con 1 ug/m'l de FHA y se_1es agrego’ a1 mismotiempo 3 mMDFMO.A una parte e los cuïtivos se agrego putrescina 10
uM en el momento de 1a estimuiación (0 hs) o Iuego de estimuiar en
presencia de DFMOdurante 24 hs o' 48 hs. Ce‘luias cuitivadas con FHA
(o); ce'1u1as en presencia de FHAy 3 mMDFMO(o); ce'iulas cu'ltivadas
con FHAy 3 rrM DFMOagregando 10 uM putrescina desde e] comienzo de 'la
estimu'lación (A), a ias 24 hs (A) o a 1as 48 hs (I). A ios tiempos
indicados. se midio’ 1a incorporación de timídina ( H) como se describe
en Materiaies y Me’todos. En cada caso, se restó 1a radioactividad
incorporada en cé‘luias contro'l (cu'ltivadas sin ningu'n agregado).

Fi'g. 33:Efecto de] agregado de utrescina a anocitos cuitivados en
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efecto de] DFMOsobre 1a sintesis de proteinas, independien­

temente de1 tiempo que 1as céïuïas hayan sido incubadas con

1a droga (Fig. 34).

También se estudió' e] efecto de1 agregado de

putrescina a concentraciones mayores sobre 1a veiocidad de

sfntesis de DNAy de proteinas de 1infocitos estimuïados en

presencia de DFMO. Tanto a concentraciones de 30 uM como a

100 uM, 1a putrescina revierte e] efecto dei DFMOsobre 1a

sintesis de DNAy de proteínas con 1a misma cinética que 1a

mostrada en 1as Fig. 33 y 34 para 10 uM de putrescina.
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Fi . 34: Efecto oe] a re ado de Eutrescina sobre 1a sintesis de ro­
te nas de linfocitos culéivaaos-ei resenc1a ae FHA-l DFMU. LE ¡Fi-n­
?ocitos—a'una concentración de 1x1 céT/nfl_se cuïtivaron en
presencia de 1 ug/m1 de FHA (o) o‘ con 1 ug/m1 de FHA + 3 mM DFMOsin
nin Lïn a re ado (o) o agregando 10 uM putrescina a1 comienzo de'l
cul ivo PAig, luego de 24 hs _A), 6 48 hs (l). A105 tiempos que se
indican, se tomaron muestras de 2 m1 y se midió 'la sintesis de pro­
teinas por incorporación de aminoácidos (14€) como se describe en
Materiaïes y Me‘todos. En cada caso, se resto’ 1a radioactividad incor­
porada en cuitivos contro] ("linfocitos cuitivados sin ningu’n
agregado).



3.6. Efecto ¿29:3 la sintesis de EEA del agregado g_

putrescina a diferentes tiempos durante la estimulación

de iinfocitos cultivados en presencia de uggg
En estos casos 1a putrescina es capaz de revertir

e] efecto de 1a droga soio durante ias primeras 24 hs de

cuitivo; luego de ese 1apso 1a céiuia no está en condiciones

de sintetizar DNA.Además, e] agregado de putrescina a ias 0

y 24 hs despiaza 1a curva de DNAhacia 1a izquierda, es

decir, a menores tiempos (Fig. 35).
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Fí . 35: Efecto de] agregado de utrescina sobre 1a síntesis de DNAe
Hgfocítos cultídeos El Eres-encia __aeMGBG.Sïculfl'varomTl
ce'1/m1 en- presencia de 1 ug/m’l de FHA (o) o’ con 1 ug/m] de FHAy 5 uM
MGBGsin níngu’n agregado (O) 6 agregando 10 uM putrescina en e]
momentode 1a estimuïación (A), ïuego de 24 hs (A) o de 48 hs (l).

A los tiempos indicados, se tomaron a1fcuotgs de 2 m1 y se midio’ sínt­esis de DNApor incorporación de tímidína ( H). En cada caso, se resto'
1a radíoactividad incorporada en cu1tivos contro] (anocitos man­
tenidos en cuïtivo sin n1ngun agregado).



IV. DISCUSION l CONCLUSIONES

La sintesis proteica es una de ias etapas fundamen­

taïes de 1a expresión genética. Si bien 1a maquinaria ceiu­

1ar responsabïe de 1a sintesis proteica ha sido a1tamente

conservada, aún no se han acïarado aspectos c1aves de 1a

regu1aci6n de su funcionamiento.

Los 1infocitos humanos periféricos son céïuïas

fisioïógicamente en estado de reposo, que cuando se cu1tivan

en presencia de mitógenos sufren un proceso de transfor­

mación Iinfobïastica y proiiferan. Esta transformación está

acompañada de una serie de eventos tempranos que inc1uyen,

entre otros, e1 aumento de ia actividad de 1a ornitina

decarboxiïasa, una de 1as enzimas responsab1es de 1a

biosfntesis de poïiaminas.

Los cambios bioqufmicos que tienen 1ugar durante 1a

blastogénesis son prácticamente idénticos a ios producidos
por la presencia de antígenos "in vivo“. Por estas razones,

1a estimuiación de 1infocitos por mitógenos representa un

modelo adecuado para estudiar e] contro] de 1a proliferación

y diferenciación ce1u1ar.

Los experimentos rea1izados con sistemas 1ibres de

c€1u1as han indicado que 1a reducida sintesis de proteinas

que se observa en iinfocitos en reposo se debe probab1emente
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a 1a ausencia de factores de iniciación (216) y/o a 1a pre­

sencia de factores citopiasmáticos que bloquean 1a formación

de complejos de iniciación (214). La posibiiidad de un meca­

nismo de regulación más compiejo se vio reforzada por el

hailazgo en nuestro 1aboratoriq de un nuevo inhibidor de

traducción (IT) asociado a ribosomas de linfocitos en

reposo, cuya actividad desaparece durante 1a estimuiación

(215,241).

Por otra parte, también se sabe que los niveies de

1a enzima ODCaumentan en ias primeras horas del proceso de

transformación y que 1as poiiaminas tienen importantes fun­

ciones en e] controi de 1a traducción (178). Por 10 tanto,

nos propusimos caracterizar e] inhibidor de sintesis pro­

teica de iinfocitos en reposo, estudiar su mecanismo de

acción y anaiizar e] efecto de 1a inhibición de 1a biosinte­

sis de poliaminas sobre 1a estimuiación de 1infocitos.

Los resuïtados de ios experimentos reaiizados "in

vitro" descriptos en este trabajo confirman 1a existencia de

un inhibidor de traducción presente en iinfocitos en reposo.

que desaparece o se inactiva iuego de 1a estimuiación por

mitogenos. Este inhibidor además de estar asociado a
ribosomas también se encuentra activo en e] citosoi. Ambas

formas de] factor IT (ei obtenido por tratamiento saiino de

Ios ribosomas o ei que se encuentra en 1a fracción
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post-ribosomal) son activas en sistemas libres de células

homólogos y heterólogos.

Los estudios realizados con el propósito de obtener

información acerca de la naturaleza quimica del IT han indi­

cado que no se comporta como un ácido nucleico; es una

sustancia de naturaleza basica, parcialmente termoestable y

totalmente resistente a la acción de las proteasas utiliza­

das en nuestras condiciones de ensayo.

El material con que se ha trabajado se obtiene a

partir de linfocitos humanos y por lo tanto es escaso.

Además, la relación de volúmenes correspondiente a la frac­

ción 815o/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, los resulta­

dos indican que tanto el lavado ribosomal como la fracción

5150 tienen las mismas propiedades fisico-químicas.

Varios autores han sugerido que las diferencias en

la sintesis de proteínas entre linfocitos en estado de

reposo y estimulados se deben exclusivamente al proceso de

iniciación de la traducción. Wettenhall y col. (216) han

pr0puesto que las diferencias observadas "in vivo" se origi­
nan en la falta de los factores de iniciación 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 la

posibilidad de estos controles a nivel de iniciación,

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 elongacién de

polipéptidos. Se ha obtenido el mismotipo de cinética tanto

con RNAmensajeros naturales o artificiales, y utilizando

preparaciones crudas de IT o preparaciones obtenidas con

sulfato de amonio por encima de 30% de saturación.

Estos resultados indicarfan que la regulación de la

sintesis de proteinas en linfocitos también puede ocurrir a

nivel de la etapa de elongacién, porque el IT ejerce su

acción en esta etapa del proceso y desaparece o se inactiva

durante la estimulación con mitégenos.

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 iniciación (214). Nuestros resulta­

dos no excluyen esa posibilidad, ya que cuando se hace el

fraccionamiento con sulfato de amonio de la fracción 5150 de

linfocitos en reposo, se separan dos actividades: una que

precipita por encima de 30%de saturación y que presenta una

cinética de inhibición igual a la que se obtiene con espar­

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



301 de saturación. cuya cinética inhibitoria es semejante a

1a que muestra e] ATA(inhibidor de iniciación de 1a sinte­

sis proteica).
Los estudios descriptos en e] presente trabajo

muestran que ei IT tanto de] citoso] como e] asociado a

ribosomas poseen actividad nucieoiitica. Esta actividad es

capaz de degradar RNA ribosomai, RNA mensajero que se

encuentra formando parte de poiisomas o RNAmensajero arti­

ficia] libre.

Cuando ias céiuias son estimuiadas a proiiferar

desaparece 1a actividad nucieoiftica de] 1avado ribosomal y

de 1a fracción post-ribosomai. Estos resuitados parecen

opuestos a ios descriptos previamente (241), que indicaban

1a ausencia de nuc1easas en ias preparaciones de IT. La

diferencias señaiadas pueden deberse a ios distintos métodos

de ensayo utilizados.

La desaparición de 1a actividad de] factor IT
durante 1a estimuiación de iinfocitos podria estar causada

por un aumento en 1a velocidad de su degradación o una inac­

tivación por asociación con aigún—factor especifico. En este

sentido, recientemente se ha comunicado 1a existencia en

diferentes tejidos (piacenta humana (159), higado de rata

(155), reticuïocitos de rata (157) y múscuio esqueiético de

ratón (156)) de ribonucieasas asociadas a un factor inhibi­



torio especifico. Se ha postuiado que existe un equiiibrio:

enzima + inhibidor E::} enzima-inhibidor
y que este equiiibrio se despiaza hacia uno u otro 1ado,

dependiendo de] estado metabóiico de 1a céiuia. En todos 10s

casos estudiados, ei inhibidor de nucieasa es termoiábii, y
se destruye por 1a acción de proteasas. La existencia de

este tipo de moïécuias permitiría una regulación rápida de

1a sintesis de proteinas, e independiente de 1a transcrip­

ción y por un mecanismo que no excïuye otros tipos de

contr01es. La presencia de estos sistemas (RNAasas-inhibi­

dor) en linfocitos estaria de acuerdo con e] rápido aumento

de 1a sintesis de proteinas que se produce iuego de 1a esti­

muïación. Ademas expiicarïa por qué no se habia detectado

actividad nuc1e01itica anteriormente, ya que en ios ensayos

previos se utiiizaron sistemas de 1infocitos estimuiados y

en estos extractos podria existir inhibidor de ribonucieasa

en cantidad suficiente como para neutraiizar 1a actividad

de] IT. Teniendo en cuenta esta posibiiidad, se trató de

destruir 1a actividad inhibitoria de] IT que podrfa existir
en extractos de 1infocitos estimuiados. Para eilo se caien­

taron ios extractos a diferentes temperaturas o se trataron

con reactivos de grupos suifhidriios, ya que ios inhibidores

halïados en otros sistemas son sensibies a estos agentes

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



cionados dio origen a la aparición de actividad inhibitoria

de sintesis proteica en extractos de linfocitos estimulados,

indicando que estos sistemas posiblemente no contienen IT, o

si lo poseen se encuentra bloqueado en forma irreversible.

Es interesante señalar que la actividad

nucleolitica de los extractos de linfocitos en reposo tam­
bién resultó resistente al tratamiento con inhibidores de

RNAsa obtenidos de placenta humana.

La primera parte de este trabajo confirmó la
existencia de un inhibidor de la traducción en linfocitos en

reposo, cuya actividad desaparece durante el proceso de
estimulación. La‘cinética de acción del inhibidor sobre la

sintesis proteica en varios sistemas in vitro" esta de

acuerdo con la presencia de una intensa actividad

nucleolftica en distintas preparaciones de IT.
En extractos de linfocitos estimulados no se ha

podido detectar inhibidores de nucleasas, por lo que se

postula que el factor IT, que posiblemente contribuya a man­
tener inhibida la sintesis proteica de los linfocitos en

reposo, se destruye o bloquea en forma irreversible durante
la-estimulación linfoblastica.

La eficiencia de la traducción de un RNAmensajero

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

debe tener en cuenta la integridad del mensajero y de los



ribosomas, sino también 1a disponibiiidad de factores pro­

teicos y 1a concentración óptima de iones tales como M92+,

K+y poïiaminas.

Se sabe que ias po1iaminas tienen un ro] fundamen­

ta] en 1a sintesis de proteinas “in vitro“, aumentando 1a

eficiencia y 1a fideiidad de 1a traducción. Además, estos

poiicationes se requieren durante e] crecimiento y 1a proii­

feración ceiuïar tanto en procariotes como en eucariotes

(176).

Los resuitados de este trabajo en cuanto a 1a fun­

ción de ias poiiaminas en 1a estimulación de iinfocitos

están de acuerdo con aïgunos obtenidos por otros autores. La

utiiización de inhibidores especificos de 1as enzimas

responsabïes de 1a biosfntesis de poiiaminas impide 1a pro­

liferación de 1infocitos en presencia de mitógenos. E1 agre­

gado de MGBGtiene efectos más drásticos que e] DFMO, cuya

acción sobre 1a proiiferación depende dei tiempo que 1as

céïulas hayan estado en contacto con ei mitógeno antes de]

agregado de DFMO. En e] caso en que 1a droga se agregua

junto con 1a FHA, 1a inhibición de 1a sintesis de DNAes

solo de un 40%; esto puede deberse a que, como ios iin­

focitos periféricos no son cé1u1as sincronizadas, una parte

de eiios entraría en fase S aún con bajos niveies de

poiiaminas.



E1 efecto de] DFMOes casi nuïo sobre 1a prolifera­

ción cuando se agrega a cé1u1as que han sido estimuladas

durante 48 horas, posibïemente porque 1a enzima ODCya se ha

inducido en e] primer periodo sin inhibidor y ha formado

suficiente cantidad de poïiaminas para todo el proceso. No

sucede 10 mismo con MGBG,que inhibe 1a proiiferación aún

después de 48 hs de estimuïación. Estos resuïtados confirman

que 105 requerimientos de po1iaminas constituyen eventos

tempranos durante 1a proïiferación y que e] MGBGtiene efec­

tos secundarios tóxicos (247,248). La acción primaria de

ambas drogas es a nive1 de 1a biosintesis de poliaminas, ya

que en ambos casos se puede revertir ei efecto por agregado

de putrescina.

Ambos inhibidores producen una marcada disminución

de 1a sintesis de proteinas, independientemente de1 tiempo

que ias céïuïas hayan estado en contacto con e] mitógeno

antes dei agregado de 1a droga. Los resu1tados más intere­

santes corresponden a los experimentos en que ei inhibidor

de 1a sintesis de poliaminas y e] mitógeno se agregan a1

mismo tiempo. En ese caso, 1a sintesis de proteinas durante

1as primeras 24 horas de estimuïación es idéntica a 1a ve1o­

cidad de sintesis proteica de 1infocitos en estado de

reposo. A pesar de e11o, parte de ias céïuias son capaces de

entrar a 1a fase S y comenzar a sintetizar DNA, 10 que



podria indicar que e] aumento de 1a sintesis proteica de las

primeras 24 horas no es tan importante para iniciar 1a

repiicación dei DNA. Estos resuitados estan de acuerdo con

los de otros autores que han postuiado que 1a sintesis de

proteinas y 1a proiiferación ceiuiar son eventos reiaciona­

dos, pero no necesariamente dependientes entre si, sino que

tienen distintos mecanismos de contro]. Se debe señalar que

ias diferencias en 1a sintesis de proteinas entre iinfocitos

en reposo y estimuiados en presencia o no de drogas, se

observaron en los casós en que se midió sintesis proteica

por incorporación de aminoácidos-(14€) y no con

1eucina-(3H). En este Jitimo caso, ias céiuias fueron some­

tidas a un ayuno de ieucina que probabiemente daño 1a capa­

cidad biosintética tota] de ios iinfocitos.

Los estudios dei efecto de] agregado de putrescina

a iinfocitos estimuiados en presencia de DFMOo MGBGrefuer­

zan 1a idea de 1a toxicidad de 1a segunda. La putrescina es

capaz de revertir ei efecto de] DFMOsobre 1a proiiferrción

en cuaiquier momento, confirmando que e] inhibidor 5610

actúa bloqueando 1a sintesis de poiiaminas. En cambio,

cuando ias céiuias fueron tratadas con MGBG,1a putrescina

soio tiene efecto hasta ias 24 horas de cuitivo, y produce

reversión sóio durante tiempos cortos.

E1 incremento casi instantáneo de 1a sintesis de
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proteinas 1uego de agregar putrescina a una céiuia tratada

con DFMOindicarfa que uno de Ios efectos primarios de 1a

ausencia de poïiaminas es Ta inhibición de 1a traducción,

probabIemente sin afectar 1a maquinaria biosintética.
Los estudios de 1a estimu1aci6n de 1infocitos uti­

1izando inhibidores de 1a biosfntesis de poiiaminas muestran

la importancia de estas drogas en 1a investigación de Ios

mecanismos de reguïación de 1a sintesis de macromoiécuias

que pueden controïar e] proceso de proïiferación ceiuiar.

La transformación bïastogénica de linfocitos es uno

de Ios sistemas más fisioiógicos para estudiar 1a coor­

dinación o disociación que pueda existir entre 1a sintesis

de proteinas y 1a repiicación de] DNA. E1 uso de DFMOy

otros inhibidores especificos de 1a formación de poiiaminas

puede permitir anaiizar qué proteinas son necesarias para

controïar este tipo de procesos, fundamentalmente para indu­

cir el pasaje de 1as céiulas de 1a fase Gl a S, que es 1a

etapa inicia] de 1a proiiferación.
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