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RESUHEN 

El estudio de la determinación de loa comuonenteB ri® 

bosomales, ~roteina y leido ribonucl6ica, ~n la diferenciación del 

eritrocito se efectuó con el fin de relacionar estos valores con ~ 

el cambio de los coeficientes de sedimentación de los ribosomas en 

la diferenciación (1) y ver la relación entre la composición de e! 

tos ribosomas y el descenso en contenido ribosomal asi como en el­

decrecimiento en capacidad funcional que su~re esta célula en la = 

diferenciación (2,11) 

Se realizaron experimentos comparativos con ribosom~s 

de células inm!ldUr!'ls (~Os) ~ ribosomas de células· maduras (IÍ2s), 

Primeramente se estableció 111 metodolo~ía uara tener­

los rihosomas libres de contaminaciones. Posteriormente se lea de­

terminó aus eaoectros ultravioleta. aa1 como su contenido de ~ro-~ 

teina v ácido ribonueléieo. 

Los result~doa fueron tratados estadisticamente V mu­

estran ~oblaciones homogeneas de ribosomas v por completo distin-­

tas en comoosici6n en cuanto a la pro~orci6n de sus companentes,lo 

cual demuestra diferencias en la composición de los ribosomas en -

relaci6n a la diferenciaci6n del eritrocito. Se discuten las oosi­

bles iwolic~ciones de eBtos resultados en relación a la funcional! 

dad de esta célula en la di~erenciación, 



INTRODUCCION 

Hoy en die la biosinteais de proteínas es un esm~o muy 

estudiado en los departamentos de investigaci6n en Biolo~ia Molecu-

lar o Bioquímica. Dentro de este tema es de vital importancia cono-

eer todos los elementos que entran en ella, as:1 debemos saber que -

el DNA contiene la información genética; el mRNA transporta el men-

saje de la información; el tRNA lleva los aminoácidos que formarán-

la nueva proteína. Y aai debemos conocer el sitio donde se lleva a-

cabo dicha biosintesis, "EL RIBOS0!4A11
, máquina bioqu:í.miee ultrami--

croacópica de dimensiones moleculares donde proteínas especificas -

se arman a partir del flujo de información (DNA~-~mRNA) y del flujo 

del material (aa+tRNA--~aatRNA). 

Muchos estudios se han realizado sobre el ribosoma 9 y 

así se ha establecido que su composición química es de RNA v yrotei 

na. PBra Procariotes el ribosoma tiene un coeficiente de sedimenta-

eión de 70n y se ~mcontró uns r111laeión RNA/prote!na de aproximada--

mente 1.6-1.8 (3). Y para Eucariotes los r:tbosomas tienen un eoefi-

ciente de sedimentación de 80s y se encontró una relación de RN~r2 

teÍtla de aproximadamente 1.0 ( 3). Por otro ll!ldo se conoce que los -

' +2 +2 iones divalente metalices como son el Mg y el Ca y en partieu--

+2 lar la concentración de Mg en el medio. participan en le estabili 

zaeión de los r:tboaomaa. En presencia de adecuados niveles de ~~+2 

uodriamos decir que la mayoria de los riboaornas provenientes de 

cualquier fuente tienen un coeficiente de sedimentación de cerea de 

70 a 80s, correspondiendo a un peso molecular de 5o 4x106, estado-

en aue los riboaomas son muy estables (4). 
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Los ribosomas en la actualidad constituyen un campo a­

bierto para la investigación debido a su importancia en la biosín-= 

tesis de proteínas ~ de la importancia de esta en la diferenciación 

celular, definiéndose esta Última como la transformación que exper! 

menta la célula (5). En esta transformación se sintetizan nuevas -­

biomoléculas de mayor complejidad y variedad, como son Proteínas, -

Acidoa Nucléicos, Polisacáridoa, Lípidoa, etc., lo que implica que­

los organismos vivientes se desarrollen en formas mas altamente di­

ferenciadas (6). 

Existen diversas formas de estudiar la diferenciación­

celular, Asi podríamos estudiarla desde el punto de vista morfoló-­

gico, desde el punto de vista genético o desde el punto de vista =­

Bioquimico. 

En general las células eritroides de pollo siguen un -

proceso de diferenciación muy semejante al que presentan las célu-­

las rojas de loa mamiferoa, con la excepción de que las de pello no 

pierden su núcleo (7). Por otro lado durante el proceso de diferen­

ciación de las células eritroides existen algunos cambios bioquími­

cos, y de los cuales los mas importantes son: a) No hay síntesis de 

DNA ni de RNA a partir del estado ortocromático (7). b) No hay divi 

aión celular a partir del mismo estado. e) En el paso de reticuloci 

to a eritrocito existe una marcada desaparición del contenido ribo­

somal, lo cu!'ll determins por consi¡¡;uiente le dism:l.nueión de la RÍII­

tesis de proteínas que realiza esta célula y que corres~onden en su 

mayor parte a_ hemo!'lobina (2 .~, 9 y 10). d) Cambio en los eoefieiert= 

tes de sedimentación. Por un lado el ribosoma de retieuloeito o se@ 
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el ribosoma de célula inmadura tiene un coeficiente de sedimenta--­

ción de 80s, mientras que por otro el de eritrocito (célula madura) 

tiene un coeficiente de sedimentación de 62s (1}. e) Y ademÁs se ha 

observado una disminución en la concentr~ción de ma~eaio intrace-­

lular (11). 

Este estudio está enfocado el conocimiento del riboso­

ma de eritrocito de pollo en dos estadios de diferenciación con re~ 

pecto a su composición quimica. El ribosoma de células inmaduras -­

que ea une célula activa en síntesis de proteinaa lo consideramos -

como el riboaoma normal ya que su coeficiente de sedimentación Ros 

ea similar e loa reportados para otros ribosomaa en otras células -

normulea y en funciones (4). 

Consideramos este estudio de importancia por la pre~J~ 

ta que se presenta en especial en el cambio ocurrido en el paso de 

reticulocito (célula inmadura) a eritrocito (célula madura) en cuan 

to al coeficiente de sedimentación.- ¿ Puede ol cambio del coefi--­

ciente de sedimentación de los ribosomas ser un reflejo de un cam-­

bio en su composición ? Las respuestas pudiesen ser tres: 

1.- Que haya pérdida de algún constituyente ribosomsl. 

2.- Que no ha~a pérdida sinó una modificación confor-­

maeional del ribosoma. 

3.- Ambos casos anteriores. 

L~ posibilidad do ganancia de algÚn componente riboso­

mel es poco probable debido a que el eritrocito Cc&lula madura) ti! 

na ribosomas 62s y además esta célula es eonaiderablemente menos a~ 

tiva en síntesis de proteínas (10 y 12). 
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Lol!l reeultadol!l obtenido111 en €l3ta tGC~il!l pueden ayude!' ~ 

a res~onder eeta pregunta y contribuir a explicar como l!le lleva a -

cabo la diferenciación del eritrocito. 

Se decidió tomar les células eritroides de pollo debi­

do a la facilidad de obtenerlas en do® estados de diferenciación. ~ 

~s células eritroides inmaduras ae extrajeron de embrión do pollo­

de 13 días que poseen un 92.5% de proeritroeitos (13). Las células­

<JritToide IDadul'ss se extraj€lron de aan:rre de l!'ellina adulta euva == 

composición eo de un 98=99% de· ·érHroeitos (1';). 



MATERIALES Y METODOS 



MATERIAL 

a) Solución dEl NaCl 0.85% 

b) Soluci6n de TKM: tr:!.a-Na OH 10-2M. pR 7,55 

KCl 10-~. 

MgC1
2 

5 X 10-3M. 

e) Solución reguladora d0 fosfato de sodio monobésieo 11x1o='1.r. pH 7 

d) Solución de saponina 600 mg. en 10 ml. de solución reguladora de 

-2 sodio monobáaieo 11x10 M. pE 7 

!!l) Solución de TMg: tris 10-~, pH 7.4 

NgC1
2 

10-3M. 

f) Solución de KCl 5 X 10-1M, 

g) Soluciones para el gradiente discontinuo: 

===Sacarosa 5x10-1H, en KCl 5x10-1M, ,~1ge12 10-3M, y 

tris 5x10-3M. pH 7.55 

---sacarosa 1,0?1, en KCl 5x10-\l., HgC12 10-3M, :r 

tris 5x10-3M, pH 7,55 

h) Solución para el lavado de las bolsas de diálisis: 

EDTA 10-2M. 

SDS 0,1% 

i) Animales empleados: 

Embriones de pollo de 13 dias raza L®ghora. 

Gallinas raza ~ghorn, 

Lal!l marcas de los reactivos empleados son las aiguientel!l: 

NaCl --- l·fERCK 

trie (hidr.oximetilamino:netano) --- HERCK 

KCl --- HERCK 



MgC12 --= HERCK 

EDTA (Etilendiaminotetr~ueético) sel disódica === MERCK 

SDS (L!!uril sulfato de Bodio) -~~ Hann RGsearch U.boriJd:oriu 

NaH2Po4.H20 (Foahto de sodio monobhico) -== HERCK 

Sace.roea === l-IERCK 

Se recomienda que todas las soluciones se preparen inEediatamea­

te antelli de iniciar ®1 e}rperimento y que se conservei& a 4°c. 



1-!ETODOS 

EXTRACCION DE CELULAS ROJAS 

A) ru-mRION (cHulas inmadura~~) 

Se lavan loa cascarones de los embriones (i) con NaCl iso 

tónico (&) a 37°C., para evitar cualquier contaminación. Se rompe el ea! 

earón por su parto roma, o sea por la parte en donde se encuentra la c~­

mara de aire, y se rompe la membrana corioalantoidea. Con ayuda de una -

tijera y con cuidado se rompen todas las venas y capilares posibles y se 

extrae la sangre con ayuda de una pipeta Pasteur y se va concentrando la 

sangre en una cápsula de porcelana, adicionando un poco de NaCl (a) de -

vez en cuando con objeto de obtener las mayores esn·tidadea de sangre po­

sible. Se rompe la cavidad amniótica y se extrae el embrión. Se corta la 

unión del embri6n con el saco vitelino y se deja desangrar el embrión en 

la cápsula. Hasta este momento se debe procurar que ae mantenga con vida 

al embrión, debido a que asi el desangrado y el rendimiento es mejor. 

Extraido el embrión se rompen todas las venas con todo 

cuidado, evitando que se rompa la yema, ya que si esto sucediese es aurn! 

mente dificil au completa eliminación de lea células eritroides debido a 

su composición quimiea que interacciona con la membrana celular y la cu­

bre de tal forma que no permite la acción del detergente para su rompi-­

miento, 

La yema y el embrión se desechan y por Último se desecha­

ta~bién el cascarón, 

L~ sangre se filtra a través de gasa y se vacia a un ma-­

traz colocado en hielo, 

B ) ADULTO (células maduras) 

A laa gallinas (1) se lea extraen de 20 a 30 ml. de san-­

gre por punción cardiaca, utilizando jeringa y aguja heparinizadas (sol. 

iJ~yeetable de heparina 9 1000u./ml. ), La Bangre se filtra a h'avi!Ís de ga­

sa y se vacía a un matraz colocado en hielo, 



LAVADO DE LAS CELULAS ROJAS 

Una v~~ obt~nida la ean~e ya aea de ~allina o de embriones. 

a~ procede de la siguienta manera: 

s~ lava la &antrre!l _l'iUI!lpendi&ndola en eolueión de NaCl (a) f!'h 

y centrifugendo a 2006 Xg. 10 minutos ead~t vez, a una t~HTI!)®r8tur!l de IJ-°C, 

En la última centrifugación ol aobrenadanto que debe qued~r transoarente = 

ee t!lxt:rae eon vaeio. Por último S@ determina el volumen do eélultHl rojas -

EXTRACCION DE RIBOSQV.AS 

El primer paso ea la lisis de l!i!B células rojas, si ea para -

embrión. un wolwnen de c&lulaa ro:laa !!le ausp!'lnden &n 10 volumanel?l de TKM(1v 

y se laa sgrl'lgs 0.1 volumen de solución de saponins (d): mientras QU€1 si ~ 

ea para ~llina, un volumen de células rojas S€! suspende en un volum!'ln da­

T~ (b) y Sl'l l®s agrl'lga 0.1 volumen de solución de saponina (d). 

Efectuando esto 9 el procl'!dimiento para la e~traeción d!'l loa = 

ribosomaa ea exactamente igual ta~to para embriones como para gallinas. 

Se dejan liaar ll'ls e®lulaa durante 30 minutos a una temperat~ 

ra de 4°c •• e~itando espor@dicament®. 

Después de eate tiempo las eélulaa rojas li~edaa se centri~u= 

~en a 33,000 Xg. durante 20 minutos a 4°C. en una contrífu~a I!!P?CG B0ckman 

modnlo J-2"1. De @Sta forma se obtiene un ;>reeipitado que eontiiHHl lolll nú-~ 

clooa y membranas celulares que quedan en el fondo del núcleo y un sobren~ 

El BobrensH:l.ent"' quo 110 obtiene de l¡;¡ eentrifu.!'.'l!lei ón !'Interior­

se centrifuga nuevall\ent® sobr0 un colchón de 2 ml. de el!ceiro&a al 'lO % en= 

'l'!m (b) a 10"i,OOO Xg. durante 3 horae y media a 4°C. en Ul1!il cl'mtr:ifu!'.'& ~-q 



pitado que contien a los polisomas, los cuales se ~suspenden en 1 ml. de 

TM¡;e (e), y el sobrenadante se desecha. 

Los ribosomas suspendidos de la forma anterior se guardan­

con~eladoa a -20°C, 

DETERMINACION DE LA CONGENTRAC!ON DE LOS RIBOSOM.AS 

La determinación de la concentración de los ribosomas sus-

pendidos en Tl"íg (e), se hace leyendo su abscrbencia a 260 nm. en un esl'eE. 

trofotómetro Carl Zeias Germany. 

Una vez conocida esta absorbencia el cálculo de la concen-

tración en mg/ml. se hace con la siguiente fórmula: 

Concentración en mg/ml,= D,O, 260 nm.x0.09 

En la cual se tomó como base el coeficiente de extinción -

1% de los riboaomaa E1 ~m= 112 reportada por Cox para reticulocito de Gonejo. 

(14). 

con KCl (15). 

PURIFICACION DE LOS RIBOSOMAS 

Esta purificaci6n consiste primero en tratar los ribosowas 

mg. de ribosomas suspendido 111n THg (e) 

5 x 10-
1 M. de KCl (f) 

en un volumen final de 1 ml. 

Este sistema se ®fectúa adicionando al fi!llll el KGl (f). 

La mezcla resultante (1 ml. final) se incuba una y media -

tlnuo de sacarosa. 



con el gradiente diecontinuo de sacarosa. 

Los gradientes se centrifu~an a 44,149 X~. durante 20 horas a 

4°c., usando el freno de la centrifuga. 

Al cabo de esta centrifugación se decanta el sobrenadante y = 

los ribosomas purificados da asta manera quedan en al fondo como un preei~ 

pitado. 

Este precipitado que contiene a los ribosomas se homo~ni?a -

maDualmente con 1 ml. de TMg (e) a 4 °C. De esta suepenllliÓn ilofl'oa:eniz,.da se 

toma una pequeña alieuota que se utiliza para determinar su espectr~en UV 

y el resto se dializa. 

DIALISIS DE LOS RIBOSOMAS PURIFICADOS POR KCl~GRADENTE DE SA~ 

Las bolsas dt'l cUál:!.sis (No. 446'i=A2, A:rthur H. Thom!Hl Compan:<r 

Philedelphia, USA) y 01 hilo se hierven 10 minutoe en ~TA, SDS (h). Y ~O! 

teriormente se lavan las bolsas con agua desionizadl'l tanto por dentro eomo 

por fuera. De estl'l ml'lnera las bolsas de diélisis quedan listas. 

Los ribosoma® purificados con KCl=gradiente de sae@rosa en la 

bolsa previamente prt'lna:radm y se lleva a cabo la disliais contra un l1tro= 

de TM~ (e) durante 8 horas, haei~ndoaele 4 cambios de dicha fllolueión dur!'l_!! 

te el transcurso del til!lmpo. 

Posteriormente la suspen®ion de ribosomas dializada en la Por 

me descrita se lleva v un volumen e~acto y ~e guarde eou~elede. 

DETERMINACION DEL ESPECTRO ULTRAVIOLETA 

Una pequef!.a alícuota de los ribosomes purifieadol'l '!JOr KCl=i!'Y'! 

dtente de ~:uacaroaa y suspendidos en TMg (e) con una coneentrac1.ón ~tener!ll= 

mente de 2 m~/ml par~ gallinas y mg/ml para embrionaB, se le el t~tarmina -

P.U abeorbencia desde 220 nm. hasta 32'5 nm. y se determiru1n sus índiees ele= 

pureza 260nm./2~0nm. y 260nm./2~0nm. en un Esp®etrofotómetro t::arl Z<?il3a -= 



DETEW1INAC!ON DE PROTEINA 

El contenido de Prote:lns de loa riboBom.,a pu1•i:l':l.esdos por XCl 

~radiente de sacarosa se efectuó por el método de Lo~ry et al (16). 

!ése del l-Ié todo.- 'Reducción del reecti:wo de Folin l'OY' la ~ro­

te:lna tratada con cobre. 

Reactivos: 

Reactivo A. Solución de Cl!lrbonato de Sodio 2 ~ en NeOH 0,1 N. 

Reactivo B. f1ezcla en pl'lrtee i~uales que ae hoce un momento -

antes de uaarae, de las soluciones de Sulfato de Cobre al 1 % y de TPrtra­

to de Sodio y Potasio al 2 ~. 

Reactivo Folin. El reactivo Folin-Ciocalteu (Rarleeo) se usa­

en dilución 1:2. 

Sensibilidad del Método: ?-40 micro~ramos de proteine. Ver1a­

de una proteína a otra dependiendo de la cantidad de triptofano oue conte~ 

SiBtema: A 1,2 ml. de muestre se agre~an R ml. de 1~ mezcla = 

de 40 partes del reactivo A y una perte del reactivo B. Se esperan 10 min~ 

tos a temperatura ambiente, se añaden o.g ml. del reactivo de Folin (1:2)­

Y se e~ite. Se permite desarrollar el color durante ;o minutos. Se mide le 

absorción e 750 nm. en un colorímetro Baush & Lomb, Spectronie 20. 

Pare le curve estenderd se usó elbú~ine bovina (Si~e), 

DETERM!NACION ESPECTROFOTOMETRICA DE CONTENIDO DE AC!DO RIBO­

NUCLEICO TOTAL 

El m~todo que se utilizó fue el de Spirin A,S. (1?)cue detec­

ta el contenido total de ácido nucléico. 

Be~e del Método.= Hidrólisis del ácido nucl4ico con ~cido Pe! 

cl6rico J determinación de la absorción del hidrolizado BP ultrevioletR. 

T~cnica,= A la muestre del nueléico ee le a~r•~• unP cantidad 

d.;; Bll:U!l. si ficiente 1JIH'I!l 1 ml. final. DesYmél!l ae I"Jl'l."e!l:'!l 1 ml. de !!ClOL. 2 N. 

y se colocl! en baño 11 ebullici.ón dur•nte 20 lldnuto!!l, S"l 1• mue&t:r<~ f>-parece 
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turbia se centrifu~e a 3,000 rpm. durante 10 minutos y el aobrenadsnte 

se lee a 260 nm.,270 nm. y 290 nm. en un Eape~trofotómetro Csrl Zeisa= 

Garmany. 

El cálculo de la concentración en m~. de 'lNA se hace con = 

la si~uiente fórmula: 

ug nucléico P n.o. 270 nm. - n.o. ~ 
0,19 

ug nucléico = 10.5 x ug nucléico P 

10.5 es el factor de conversión pera RNA y 

10.1 es el correspondiente para DNA. 

Control a 260 nm, Debe hacerse esta lectura v debe dar a--

proximadamente i~Rl a la lectura a 270 nm. (! 15 %). Si hay una dife= 

rencia mayor del 1~% se debe a contaminantes (no nucléicos) y debe la-

verse la muestra previamente con-0.2 N, RCl04 frio. O puede hacerse la 

o hidrólisis con 0.5 N. RC104 a ?O c. durante 10 minutos. 

DISGREGACION TOTAL DE LOS RIBOSOHAS CON LiCl-Urea 

Método de ·spitnik-Elson et al, (18) 

A una muestra da riboaomas purificados con KCl ~radiante = 

discontinuo de sacarosa y diali~ado como se indica anteriormente se lo 

agre~a un volumen igual de 4M. LiCl-Urea ~M. y ea deja reaccionando 

por espacio de 21~ horas a 2°C. con agitación continua. 

Al cabo de esto tiempo las proteínas riboaomales quedan 11 

brea y listas para determinarles su contenido de h<!Hllo~lobina. 

La he~oglobina se determinó con el método de Crosby y 

Furth's modifica?o de Binp, y Baker (19). ?ara nuostl"os n.nllH!l fue neco= 



materiales y métod~~.,17 
Principio en que se basa.- La acción catalitica de protei-

nas que contiene hemo produce la oxidación de la bencidina por el H2o
2 

para dar un color verde cue cambia a azul y finalmente a violeta roji-

zo. La intensidad del color puede ser comparada en un colorimetro con 

loa producidos por soluciones de contenido de hemo~lobine conocido, Se 

mide junto metahemalbúmina y hemoglobina. El único requisito para lle-

var a cabo esta prueba es limpiar perfectamente el material con el 

cual se va a trabajar. 

Reactivos: 

Bencidina. 1g. de hencidina pura se disuelve en 90 ml, de 

écido acético ~lacial y se lleva a 100 ml, con B
2

0. Esta solución se -

~~;uarda en fraseo amba r a 4 °C, 

rr 2o2• Un volumen de H2o2 al 3% se disuelve con dos volúme­

nes de H
2
o antes de usarse. 

CH
3

COOH, 100 g/1 de CR
3

COOH 

Es conveniente usar una solución estanda~d de cianometahe-

mo~lobina como fuente de hemo~lobina. 

Método.- A 0,02 ml. de muestra se le añade 1 ml. del reac-

tivo de bencidina, A'eata mezcla se le a~~:rega 1 ml. del reactivo de--

rr 2o2 y se mezcla bién. Se permite desarrollar el color durante 20 min~ 

tos y se agre~an 10 ml. de soiución de CH
1
cooR. se mezclan nuevamente­

y se deja en reposo 10 minutos mas. 

Los colorea desarrollados se com~aran a ?15 nm. en un colo 

rímetro adecuado, 

Sensibilidad: 1-10 ug. 



RESULTADOS 
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T.a técnica de ultraceJltrifug-aci6n proporciona un cam:l.­

no sencillo para separar los componentea celulares. Por medio de 

esta técnica 9 la cual se encuentra en detall® en el cap:Í. tul o d•a -

Materiales y Métodos. obtuvimos los ribosomas de las células eri­

troidea tanto maduralil como inmaduras. 

loa ribosomas asi obtenido¡;¡ cuyas r®laciones de ab~;or­

bencia en U .V. eran: 260 nm./230 nm.=0.4 y 260 nm./2130 nm.=1.'1 iE_ 

dicaban valoras muy bajos on comparación con riboaomas purifica-­

dos de otras fuentes (20 y 21), lo qua implica la presencia de-­

contaminantes del sobrenedante,,ealular y sobro todo hemo.-¡lobina. 

Esto nos indicó qua los ribosomas estaban impuros, y los denomin~ 

mos por esta causa "ribosomas crudos". 

Decidimo~ limpiarlos tratiíndolos con concentraciones -

altas de sales. Primeramente los incubamos con 0,5M. KCl y das-= 

pués los sedimentamos a través de un gradiente discontinuo de sa­

carosa o. "iH. y 1.011. (ver solucionE"~!' para el gradiente disconti-­

nuo). 

El resumen de esta técnica de purificación de riboso-­

mas con KCl se ilustra en el cuadro No.1. 

Los volumenes.dol gradiente discontinuo eran de 6 ml, 

de cada concentración do sacarosa y en la parta superior do estas 

h muestra previamente ''ratada con 0,5M. l\Cl. Finalmente centrif.:!!_ 

giíbamos este gradiente y obtuvimos así ribosomas mas limpios cu­

yas r<!laciom!!a de a bsorbenc:i.a en U. V. eran: 260 m¡¡, /230 nm, = O, .<3Fl 

y 260 mn./280 nm,= 1,5,valoree que nos indicabAn una mayor pureza 



CUADRO No.1 

PURD'ICACION DE RIBOSOHAS CON KCl 

CBde sistema de purificación se llevó a cabo de~ 

la si~iente manera: 

a) Teniendo una concentración de aproximadamente 

1 m~./ml. de riboeomae. se suspende esta alícuota en 0.2~ ml 

de solución de KCl 2!4. a tener una concentración fitH~l de O. '5 

!1,KCl. b•) A l!! mezcla anterior se le ag-ree:a aolución de 

1~~ (e) necesaria para obtener un volumen final de 1ml. 

e) Este mililitro de muestra se incuba a 2~°C.d~ 

rante un!! y med1.a hora. 

d) Y finalmente se centrifu~a sobre un ~radiante 

discontinuo de o.~M. y 1,0M. de sacarosa (~)a 44,14q Xg. d~ 

rsnte 20 hor!!a a 2°C. 

Nota.= Para mayor información de esta téentca 

ver en el eRpitulo de materiales y métodos bajo el tema de -

"Purificación de ribosom!H9 con KCl". 
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CUADRO No.2 

260nm/230nm 260/280nm 

Crudos 0.4 

Riboso!!li!Hl Gradiente 
discontinuo chico o.8 

Eritrocito 
Gradiente 
discontinuo grande1.4 1.8 

Ribosomas de cerebro de ratón (+) 

Ribosomas de hígado de rata (++) 1.3-1.5 

+ Ref~H."<!lncia 20 

++ Referencia 21 



que la de los l'iboscmas crudeis, pero que aun no estaban en la pu-

raza deaeable 9 esto basado en relación a los datos reportados p~ 

ra ribosomas de otras fuentes como mencionamos anteriormente, 

Por último decidimos aumentar el volumen del ~radie~ 

te discontinuo de sacarosa hasta 15 ml. de sac!ll'OSa O, "3'14, y 1 '5 

ml, de sacarosa 1,CM. Y por fin obtuvimos las sig,~ientas ralaci2 

nas de absorbencia en U.V. tomados por nosotroa corno indicas de 

pureza: 260nm/230nm,1,4 y 260run/2C\Onm=1.~ valores oue i11dican 

que la pureza de los ribosomas es mejor que las anteriores y se= 

meiante e otras reportadas como en hí~ado y cerebro (ver cuadro 

No,2), 

Los indicas de pureza de todas las muestras usadas -

fueron tratadas es'cadisticamente, e11contrándose los siguientes -

resultados: 

CUADRO No.3 

CELULAS IWMADURAS CELULAS HADURAS 

260nm/23Cnm 260run/230nm 260nm/230nm 260nm/2110nm 

n 12 12 12 12 

X 1.36 1.77 0.7'5 1,24 

V o.o8 o.oíii 0,01 0,02 

D#EO ! o.ol'l o,o? 0,02 0,02 

~s. 0,02 0,02 0,0 o.o 
_j 

Valores que indican las homoeenidades de las pobla--

ciones y las no imbricaciones entre una y otra. 

Despu¡s de haber realizado los experimentos anterio-

res se lle~ó asi o las condiciones establecidos en la metodolo--
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ESPECTRO RIBOSOHAL 

Se realizó todo un espectro de U,V, del ribosoma, to­

mando valores de 5 en 5 nanometros desde 220 nm, hasta 325 nm. 

inclusive. El esuectro encontrado es similar a loa reportados P! 

re ribosomas de reticulocito de conejo (14), 

De est~ manera obtúvin,os el espectro del ribosoma de 

células inmaduras (gráfica No,1), en el cual observamos un máxi­

mo a 260 nm. y encontramos un mínimo en 230 nm. Otro punto de o~ 

servación es que después de 260 nm. y hssta 325 mn. la absorben­

cia va en descenso hasta un valor muy cercano a cero. 

Las relaciones 260nm/230nm y 260nm/280nm, son los va­

lores tomados como indicas de pureza, de manera que estos valo-­

res y la ~ráfica muestran la pureza de nuestros ribosomas. 

Esta misma técnica le efectuamos para los ribosomas = 

de células maduras, obteniendo la gráfica No.2, la cual nos mue~ 

tra también un reáximo a 260 nm. y un mínimo a 230 nm. Y aprecie= 

mos que ahora también la absorbencia va descendiendo apartir de 

260 nm, hasta 325 nm., sin embargo loa valores de absorbencia­

son sensiblemente mayores que los obtenidos para el espectro de 

ribosomas de células inmaduras es esta ~arte del espectro, aun-= 

que la conoemtración de an1bos ribosomas f'ué aprmdmadamente la = 

misma, lo que significa la w•ese11cia del fenómeno de dispersión­

de la luz (22) en los ribosomas de células maduras. 



D. o. 
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Despu~~ de haber obtenido loa ribooomP.s ~uros en la fo! 

ma antes descrita decidimos cuantificar los componentes ribosorna= 

les~ Con este motivo, a riboaomss ~urificados tanto de embrión e2 

mo de adulto (retieuloeito y eritrocito) se les determinó su con= 

tenido de proteina y RNA. 

DETEID1IUACION DE LOS COMPONENTES RIBOSm-íALES EN üELU= 

LAS-INMADURAS (RETICULOCITO) 

DEí"ERHINACION DE PROTEINA 

mo son: métodos turbidirnétrieos, por absorbencia en u.v., por la­

r@aeeión de Biuret, etc. y quizá el mas usado en Bioquimiea sea -

el método de Lowry. Nosotros decidimos utilizar este último méto­

do debido a las ai~uientes venta~aa: 

1.- Ea tan sensible como con el reactivo de Neasler,-

aunque no requiera di~eatión, 

2.~ Ea 10 ó 20 veces m~s sensible oue el m&todo de e2 

sorbencia en u.v. a 280 nm. y ea mucho mPa eanecifico y mucho me-

nos capaz de provocar error por turbidez. 

3.- E~ mas sensible que la reacción con ninhidrina Y= 

ea mucho mas simple y mucho mea facil de adaptar para anélisia en 

pequeña escala. 

ret, 

Este método de Lowry se encuentra explicado con deta-

lle en el capitulo da ~aterialea y MAtedos, bajo el mismo tema, 



T®!'lultados,, ,2'( 

Para la cusntific~ción proteínica prime~awente pre~ 

paramos una curva estandard usando albú~ina bovina, en la cual­

nos basamos para cuantificar las prote:Í.niHl obtenidas, Esta cur~· 

va estandard se observa en la gráfica No,3 en la que se ob8erva 

que la curva aai obtenid<~ si¡tue la ley dEJ Lambert v Heer. Cada·· 

uno da loe puntos indicados en la gráfica rEJpraf!entan uroruedio­

obtenido en varios casos. 

Previa a la determinación de proteínas rib~somales­

en las fracciones del ~rndiente se comprobó le interferencia -­

que pudiera ocasionar el tria en que ae encontraban dichos rib~ 

somas. Se encontró que la presencia de td.a O,OO<;J.I, y tris 0,04 

M, no influye grandemente en la absorbencia obtenida por este -

método, Se decidió por lo tanto determinar las proteínas en ---· 

nuestros ribosomas que estuviesen en este ran~o de concentra-­

ción de tris. 

TRmbién hicimos otro control para determinar la in­

fluencia del RNA en la det~rminación de proteína por este méto­

do y encontramos que el RNA no interfiere en las determinacio~-



!_:;_::i 
"L-_ ~---t:.: :~ 
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DETERMINACION DE LOS COHPONENTES RIBOSOHALES EN CELULAS 

INHADURAS (RETICULOCITO) 

DETERMINACION DE PROTEINA 

Los resultados obtenidos en la determinación de las nrote,i 

nas ribosomales de células inmaduras se encuentran en el cuadro No. 4 

en el cual se han seleccionado una serie de valorea obtenidos en 10 e! 

nerimentos como representativos de esta deterrninRción. 

Los resultados asi obtenidos varían en un ran~o de qo has­

ta ,4~ u~. de proteina/ml. de ribosoma, lo cual indica le variación en 

la concentración del ribosoma en cada experimento. Como puede o~servs! 

se también en el cuadro, la concentración de mg. de ~roteina/m~. de ri 

bosoma tiene un rango que fluctúa de 0.513 a 0.553, valoree que indi-­

can la variabilidad de la extracción en cada experimento. Sin embargo­

cuando se calcula el porcentaje que representa la proteine tomando en 

cuenta el riboaoma total (proteína y RNA) estos valoree no varfan ei~­

nificativamente. 

DETERMINACION DE RNA 

Después de haber determinado las '¡lroteinae riboaomslee en 

los riboaomaa purificados en la forma mencionada anteriormente inicia­

moa la deteT!llinación del ácid.o I'ibonucléieo. 

El método mas usual de determinl!>eiÓI1 de éeidos nueléicos -

es el basado en la espectrofotometria de ultravioleta. que se distin--

~ue por su excepcional simpleza, rapidez y aegurid!ld y es al mismo-

tiempo mas sensible que otroa. Además posee la grán ventaja de que de­

termina ácido ribonucléico en presencia de proteína. Este método es el 

de A.S, S~irin, el cual ee encuentra con detalle en el cau{tulo de Xa-

teriales y Métodos. 

Este método determin~ tanto RNA eomo DNA a DPrtir de sus -



CUADRO No.4 

DETERMINJiCION DE PROTEINA POR EL I'lETODO DE LOWHY 

EN RIBOSOt{AS DE CELULAS L"W:ADURAS 

0.2 ml. de una sus~ensión de ribosomas limpios con una 

concentración aproximadamente i~ual de ribosomas se hacen reaccio~ 

nar con S ml. del reactivo A. Se dejan reaccionar 10 minutos y se 

añaden O.R ml, del reactivo de Folin, Después de 30 minutos se lee 

su absorbencia a 7"í0 nm. Los resultedos son lo6 si¡¡:uientes: 

EXP D07'50nm ug.prot/alic u~~:. prot/ml.rib mg.prot/mg.rib 

o.043 19 95 0,543 

2 0,06'5 29 14'5 0.5'53 

3 0.061 27 13'5 o. 'i15 

4 0,042 18 90 o. ')4il 

'5 0.057 25 125 o. "i 1 3 

6 0.045 20 100 0.518 

7 0.0'17 2'5 12'5 0.543 

íl 0,0'57 25 125 o. 54 3 

9 0,042 18 90 0.1548 

10 0.0'57 2'5 12<; 0,530 
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h:l.d:rolizados utiliz!llndo ¡;¡u factor de converf!liÓl1 rGopectlvo. 

En nuestro caso Bolo noa intaresabe el determinar el RNA 

y al fundamento de este método consiste en la hidrólisis del ~NA con 

scido parclórico y determinar posteriormente sus absorbencias a 270 

nm. y 290 nm. y el control a 260 nm. 

Los :resultados de esta determinación se encuen'Gron en el 

cuadro NQ. 5 el cual !Ws describe una serie de exyerim<Hl'Gos re1)r€HlG!J: 

tativoa de esta determinación. 

Como puede observarse en este cuadro los valores obteni­

dos de D.O. a 260 nm. no varian ! 10% de los valores obtenidos de 

D,O. ~ 270 nm., lo cual era lo esperado para muestr~s que no conten-

gen ~randes contaminaciones de material no nucléico. Loe valores fi-

nales fluctúan entre 69 y 114 ug de RNA/ml. de riboeomas, lo cual i~ 

diea la variación en la concentración del ribosoma en cada ex~erime~ 

to, Y como puede observarse en el mismo cuadro la eoneentreción de ~ 

mg. de RNA/mt!'. de ribosomas tiene un rant!'O que fluctúa entro 0,402 y 

0.4~R, valorea que indican la variabilidad de la extracción en cada-

experimento. Sin embargo cuando se calcula el ?orcentaje que raprc--

sents esta RNA tomando en cuanta el ribosoma total (proteína y RNA)-

estos valores no varían significativamente. 
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DETEm1INACION DE RNA POR EL METODO. DE SPIRIN 

EN RIBOSür'JIS DE CELULAS It'l·~ADURAS 

A 0,2 ml. da une suspensión da ribosomes limpios con una 

concentración aproximadamente igual de ribosomas se agrega 1 ml, de 

HC104 • Se lleva a ebullición por 20 minutos y se lee a 260 nm., 270 

nm. y 290 nm. Los resultados son loa si~uientes: 
dil4 :2 

Exp D0260 D0270 D0290 D0270-D02~0 uwRNA u~RNA 
0,19 ~ ml.ali 

o.31~o o.362 0,210 o.llo fl.4 16.!S 

2 0,44~ 0.474 0.275 

3 o.46o o.r;co c.292 

4 0.375 0.394 0,262 

5 o.432 o,4r;o 0.266 

6 0.350 0.365 0,222 

7 0.397 0,417 0.247 

8 0.432 0,450 0,266 

9 0.355 0.3~0 0,255 

10 0.425 0,427 0.235 

1.04 

4 .09 

o.69 

0.94 

0.75 

0.65 

1.01 

10.92 21.~ 

11,4 22.8 

6. 94 1),8 

9.B7 19.7 

7.87 15.7 

9. 34 1 r¡. 6 

9.r¡7 19.7 

6. ~2 13.6 

10.6 21,2 

u~~:RNA 

;;Irib 
% 

109 

79 

93 

106 

0.423 

0.410 

o.4or; 

0.404 

0,402 

0,417 

0.448 
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El cuadro No,6 nos concentre los resultados obtenidos en 

la determinaei6n de proteína ribosomal y ANA para los ribosomas de -

células inmaduras (reticulocito), asi como el ~orciento de la canti-

dad total de proteína y de RNA resPectivamente, 

CUADRO No,6 

CONCENTRACION DE LAS DETERNINACIOKES DE PROTEIHA Y 

EN RIBOSOJ1AS DE CELUL.AS Iffi.¡ADURAS 

Expe~rimento mg.proteina/mg,rib. m~.RNA/m¡¡:,rib, %prot %t1NA 

0.543 o.4RR '52.66 47.93 
2 0.'5'53 0,416 '57.06 42.9:3 

3 o. 54; 0,435 '54.21 4"),7il 
4 0.'54~ 0,423 '51 .16 4!5. ~3 

5 0.513 0.410 '5'5.'>? 44.42 

6 o. 51~ 0,40<; '56. 4 2 43.~7 

7 0.'543 o,uo4 '57.33 42.66 
q o. 543 0,402 <;6,06 43.93 

9 o.;4'3 0,417 '51 ,41 4il,'i'3 

10 o. ''130 0,448 '53. 40 46.'19 

El tratamiento estadístico del total de~ los experimentes 

realizados en la determi~aci6n de los componentes de los ribosomas = 

de celulas inmaduTas se encuentra en el cuadro No.? 

CUADRO No,7 

TRATAMIL~TO ESTADISTICO DEL CONTENIDO DE lli~A Y PROTEINA 

EN RIBOSCMAS DE CELULAS DTXADURAS 

ESTADISTICA PROTEINA RNA 

n 11 11 

X ':)4,24 4<;.~4 

V 2.19 2,2L. 

Do.Eo + 2,30 2,1'5 

E.S. 0,69 Oo?'1 
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DETERMINACION DE LOS COMPONENTES RIBOSO~~LES EN CELU 

LAS HADURAS (ERITROCITO) 

Conrpervtivamentl' a los experimentos snteriormente -­

descritos se prepararon muestras de ribosomaa de eritrocito, las 

cuales se purificaron de una manerR similar a los ribosomas de -

reticulocito v la determinación de su contenido de proteína y -

RNA se realizó de la misma manera. 

Los resultados obtenidos se muestran en los siguien-

tes cuadros. 

DETERMINACION DE PROTEINA 

Los resultados de la determinación de proteína por -

el método de Lo~ry se encuentran en el cuadro No.8, en el cual -

se seleccionaron 10 experimentos como representativos de esta d~ 

terminación. En este cuadro se observa que los ug de proteína/rol 

de ribosoma varían de 105 ~ 1S5 , lo cual indica la variación 

de la concentración del ribosoma en cada experimento. Y como PU! 

de observarse también la concentración de m~. de nroteína/m~. de 

- ribosoma tiene un rango que fluctúa de 0.705 ~ 0.831 , valores -

qúe :tndican la variabilidad de la extracción en cada experimento 

Sin embargo, cuando se 9alcula el porcent~~e aue representa este 

~NA tomando en cuenta el ribosoma total (proteína y RNA) estos -

valores no varían si~nificativamente. 

DETERHINACION DE RNA 

El contenido de RNA en eritrocito también se dete! 

minó por el método de Spirin en i~ual forma que la determinación 

para reticulocito. Los resultados se muestran en el cuadro No. Q 



CUADRO No.8 

DETERHINACION DE PROTEINA POR EL METODO DE LOI'ffiY 

EN RIBOSOHAS DE CELULAS MADURAS 

0.2 ml. d~ una suspensión de ribosemaa limpios con un~ ~ 

concentración aproximadament¡;¡ igual de riboaom®a se hacen r!lBew= 

eionar con 8 ml. del reactivo A. Se dejen N~IHJC1~on¡u• 10 minut.oG= 

y se affden 0.8 ml. del reactivo de Folin. Despuéa de 30 miuutom~ 

se lee su absorbencia a 7~0 nn1. Los resultados son los aiguieu~­

tes: 

Exp I:>.0.7'50nm. ug. prot/alic ug.prot/ml.rib mg.prot/mg.rib 

0.055 24 120 0.?40 

2 0.070 31 15'5 o.S31 

3 o.o67 29 145 0.745 

4 0.045 20 100 0.769 

5 0.045 20 100 0.735 

6 0.049 ,!2 110 0.71i5 

7 o.o48 21 105 0.?71 

8 o.o6o· 27 132 o.Rz; 

9 0.05l!· 24 120 0.7'53 

10 0,049 22 110 0.'705 



CUADRO No.C) 
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DETER!HNACION DE RNA POR EL HE'!ODO DE SPIRIN 

EN RIBOSONAS DE CELULAS V!ADURAS 

A 0.2 ml. de une suspensión de ribosomus lipios con una 

concentración aproximadamente igual de ribosomes se agre~a 1 ml. -

de RCl04 • Se lleva a ebullición por 20 minutos v !!le lee e 260 nm. 

270 nm. y 290 nm. Los resultados son los si~ientes: 

Exp D0260 D0270 D0290 D0270-D0290 ug"RNA wfRY~A ~El!! mg'RNA 
&.19 alic. ml$li mlrib mgrib 

dil1:2 
o.;o8 o.29o 0.212 0.410 4,10 ll.2 41 0.253 

2 o.347 o.;;ll 0.230 0.568 5.68 11.36 57 0.305 

3 0.315 o.;o8 0.217 0.478 4.78 9.56 48 0,246 

4 0.252 0.229 0.166 o.;;o ;.;o 6.60 33 0,253 

5 0.235 0.206 0.142 o.;;o ;.;o 6.60 33 0.242 

6 0.264 0.235 0.170 0.340 ;.40 7.20 ;6 0.257 

7 0.225 0.234 0.196 0,200 2.00 4.00 20 0.279 

8 0.280 0.250 0.165 0.440 4.40 R.8o 44 0.271 

9 0.305 0.280 0.206 0.450 4.<;0 9.00 45 0.282 

10 0.246 0.225 0.462 0.330 3.30 6.60 :n 0.211 
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En este cuadro mwv11menta volv'!lmoa a obsl!!r'IJ'IH' qnl:l el eontrol dG le.s. 

tura de <lensielad óptica a 260 nm. no va ría ;; 10 % de la denl'!:l 'iad Ó;2 

tic'l a 2?0 nm. debido a que no he~r una gr~n conti'Hl!tnnción de mate--

rial no nucléico. J.,o¡;¡ v:Eilorea de ug. de RNA/ml. do riboaoma f'luetÚ= 

en entre 20 y '57 y esto indica la varil'lción en la concentración del 

concentración do mg, de RNA/mg, de riboaoma tiene un rango que flu.!:_ 

túa de 0,211 a 0.30'5, valorea que i!1dican la variabilidad en cada = 

extra.cción. De la misma forma que para loa cat::os anteriores cuendo-

se calcula P.l porcent~je que representa este fu~A tomando en cuente~ 

el ribosoma tot&l (proteína y fu~A) estos valores no varian signif'i= 

cativemente. 

El cuadro No.10 nos ilustra los vBlores obtenido!'!! en la 

determinación de loo componentes r1.bosomales de eritrocito, y nuev~ 

mente los datos que se encuentran en las últimas columnas indican -

el porciento de proteina y RNA. A estas columnas EHJ l€!8 realiEÓ te!!!_ 

biln un tratamiento estadiatica ancontr,ndose los valoras qua se ar 

cuentran an €!l cuadro No.11 

CUADRO No.10 

CONCENTRACION DE LAS DETERlUNACION'i:S DE PROTEINA Y RNA 

EN RIBOSO!I'JIS DE CELULAS !1ADURAS 

Experimento rng.protcina/mg.rib mg.RNA/mg.rib ~0-prot o %mrA 

1 0,740 0,2'53 ?he ~52 2'5.47 

2 o.R31 0.30'5 7j~1'5 26. <\!:. 

3 0.74'5 C,246 7~11 •¡7 2h. 0 ~Lt. 

4 0.769 0.2'53 .?'1 o94 2<l.Oí3 

5 0.73'5 0,242 7~.23 24.?6 

6 Co '?f:)fj 0,2'1? 7Sg33 24,6(; 

'/ 0.7?•1 0,270 ""J3o {l-2 2r;,<;7 

g o.S2'1 Oe2'?4 '¡C)~2'7 2l.f,72 

9 e:;?S3 (~e.2(l? ·;:: .. ?í·~ ~7o2b.. 

10 Oc '705 0()21i 7{), 'l'S ~!3o .>1.l).. 



CUADRO No.11 

EN RIBOSOMAS DE CELULAS MADURAS l TRATAHIENTO ESTADISTICO DEL CONTENIDO DE RNA Y PR01'EINA 

ESTADISTICA PROTEINA RNA 

D 11 14 

x ?4.22 2"'>.77 

V 1,43 4 c43 

De E o : ·¡.so 4. 50 

E.s. o.1..5 0.4'5 

F'inslmente 9 el promedio ~>ncontrado de los constituyentes 

1 

1 

1 

1 
1 
i 
i 

ribosomalee protoina y RNA de ribosomas de celulaa inmaduras y de -

células madtu·as se eneutfnltra en el fli¡;:uier!'i:e cuadro que es el No.12 

CUADRO No,12 

~ ~ CONCENTRACION TOTAL Q! ~ CONSTITUYENTES ~ ~ 

RIBOSCi1'tAS Q! CELULAS E!, ~ ESTADIOS !21! DIFERENCIACION 

RETICULOCITO 

s4.2l•, 

'>4. 9l.' h).46 

ERITROCITO 

?4.22 

?2. '12 

25.77 

24.27 

bosomal en lo diferenciación. "1demás noa mtwllltro que comparando taE. 

to las medias aomo loa par,matros de laa cloa poblaciones vamos aun 

eon homogeneas y completamente diferentos una de otre 9 lo cunl ob-~ 

servamos sobre todo en sus l!mitos tanto Guperior como inferior 9 " ·' 
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vemos así que no hay ninguna posibilidad de imbricación entre las 

poblaciones, lo que demuestra que por consi~uiente la composición -

de proteína y RNA en ribosomas de células maduras es diferente a --

los de células inmaduras, y similar a las composiciones reportadas-

para otras fuentes(Cuadro No.1)) 

CUADRO No ,1 'j 

PROPIEDADES FISICAS DE RIBOSOHAS 

Los datos de esta tabla fueron tomados de la referencia-

No,4 y No.14( 1 ), 

E.coli A.vinelendii Levadura f<Uisente re tic 
planta cone ,i 

Cte.sediment. 70 86 80 ~o ~o 

Peso molec. 2.8x1é 4.1:~t10 6 4,5x10 6 4.1x106 

Diámetro {A o) 250 246 350 

1: RNA 60 42 40 46 

proteína 40 '58 60 ?4 
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Finalmente, bPsados en el hecro de eme 18 proteinP a•:e en 

mavor porcentaje es sintetizada en 1os ribosomPs de eélulPs rojas -

es la be~o~lobina, decidimos determinar ésta como uno de los facto-

res de contaminación en nuestras deterrr.in:>eiones de '>roteina. 

Para determ~nar la hemo~lobina usamos el metodo de Cros-

by y Furth 's eodificado de Bin<" y Balcer, ( 19), adaptado a mwstras -

condiciones, el cual es bastante sensible par se, sin embar~o se DE 

timizó el método disminuyendo el sistema final de reacción con lo -

cual se lo~ró incrementar aún ~ás su sensibilidad. 

Primeramente hicimes una curva estandard usando Cianome-

tahemoglobina como fuente de hemoglobina (gráfica No,4) la cual si= 

gue la ley de Lnmbert y BQer. La contaminación de hemo~lobina de =-
loa ribosomas purificados y tratados previamente con I~Cl-Urea (mé-

todo de Spitnik-Elson (4~) que tiene por objeto el alterar com~let~ 

mente la organización del ribosoma fue determinada por el método an 

tel!f mencionado. 

Los datos obtenidos en ~te aspecto son solamente prelim! 

nares y encontramos una contaminación de alrededor de 0.003 mg, de 

hemo'l'lobina/ mg. de riboaoma y 0.007 mg. de hemoglobina/mg. de ri1:l_2. 

soma para ribosomas de reticulocito y eritrocito respectivamente, 

Estos valores de hemoglobina repreaentan aproximadamente 

un 0,~% y un 1.0% do contaminación en ribosomas de reticulocitos y 

sean preliminares son indicativos de una mayor contaminación de he= 

moglobina para riboaomas de eritrocito. 
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El estudio de los componentes ribosomalos do la célula = 

eritroide de pollo en la diferenciación nos lleva a lns siguientes= 

conclusiones: 

Los espectros que se observan en las gr~ficas 1 y 2 nos 

muestran espectros similares a los reportados (14). En nuestro caso 

se observa similitud de los espectros para ambos riboBom&s con ex=~ 

capción de la absorbencia observada en el caso de 260 nm. a 325 

nm. en donde como se mencionó antes los ribosomas de c~lulss ~du=-

ras no bajan al mismo nivel que los ribosomas de células inmaduras-

Hiemo fenómeno r®portado por Román :R. y Sánchez. de J.(23). Esto es deb,! 

do al fenómeno de dispersión de la luz (22), que pueden presentar -

ciertas moléculas de acuerdo a su conformación. Nosotros concluimos 

que loa ribosomas de células maduras poseen diferencias en su supe~ 

ficie que les pBrmite que se agreguen en forma diferente a los rib~ 

somas de células inmaduras produciendo este efecto. 

Las relaciones obtenidas para ribosomas de eél~las in= 

maduras fueron: 1.36 y 1.77 a diferencia de las relaciones obtoni-= 

das para los rioosomas de células maduras: 0.7? y 1.24 para las re­

laciones 260 nm./230 nm. y 260 nm./2RO nm. respectivament®. Sin em= 

bar~o cuando estas relaciones aon calculadas eliminando el efecto 

teórico y aproximado de dispersión de la luz que yresent~n los rib~ 

lea. Se considera que el grado ue·pureza que se logró fuá aiirllar a 

loa reportados para riboaomaa de otraa fuen'b®B (20,21). 

La concentración de riboaomas la calculamos por m®dio de 

la extinción reportada para riboaomas de róticulocito do concjo(14) 

aunque sabemos de antemano que la extinción de un ribosoma puede v~ 
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riar dependiendo del grado de purificación del riboooma y da la fue! 

te del mismo. Sin embargo consideramos aceptable el tomar cate valor 

para los cálculos eneta tasia debido a que el principal objeto era 

comparar los datos obtenidos en la composición de loa ribosomas de -

reticulocito y eritrocito. Además los porcientos determinados en es-

ta tesis fueron hechos en suspensiones igusleo de una misma muestra-

de ribosomas, aunque la concentración absoluta de los ribosomaa no -

fuese determinada con completa exactitud. 

Los r~sultados de la composición de proteina y RNA para = 

los ribosomas de cada estadio muestran notables diferencias (cuadro-

No.12). De acuerdo al tratamiento estadístico y a la desviación es-= 

tandard es posible calcular para cada caso los limites superiores e 

inferiores en cada determinación. 

Los cálculos de loa porcentajes de RNA y proteína se hi=-

ciaron tomando como base: proteína + RNA ~ 100% y los resultados == 

promedios obtenidos se encuentran en el cuadro No.12. Puede observa~ 

se que los valores para células inmaduras tienen una relación de 

las células maduras que poseen 2.~7 veces mas proteína que RNA. Sin 

embargo de acuerdo a la forma en que se calcula el porcentaje, estos 

valores indican que en el caso de loa ribosomas de células maduras -

la proteína representa mayor porcentaje debido a que el TINA en el t~ 

tal contribuye en menor proporci6n.Por consiguiente podemos concluir 

que en el proceso de maduración de la célula eritroide de pollo al -

riboaoma ha perdido RNA, hecho que demuestra las diferencias en com-

posición ribosomal de loa dos estadios estudiados. 

Uno de los posibles errores en nuestra conclusión podría-
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deberse a que la rel~:~cióu proteina/RNA encontrada por nosotros pa~ 

r•a r'\.bosoma€1 da células inmadura!! 'Jl}j46 y de 71¡./26 pera los de¡ e&~~ 

lulas maduras no fuese este sino que el alto porcentaje de protei= 

na encontrado an aste 6ltimo caso fuese debido a la contaminación­

de hemoglobina. qua como mencionamos as mas alta an este ti~o de = 

ribosomas, No obstante podemos calculnr los porcentajes ce protei~ 

na corrigi,ndolos da acuerdo a la contribuci6n rlada por la presen­

cia de hemoglobina. siendo an un caso alrededor da o.~~ y en el o­

tro de 1,0~ para ribosomas de células inmaduras y células madÚras­

respectivamente, Sin embargo los valores corregidos de esta forma­

no llegan a igualarse y aún mas no alcanzan al ran~o límite da e-­

rror permitido para cada caso, 

Esto apoya el pensar que efectivamente las relaciones = 

de proteína/RNA encontradas son las anunciadas y que efectivamente 

los ribosoma¡:¡ da céltllas maduras poseen mayor proporción 0.e prot®.f~ 

na que de RNA. 

Otra posibilidad de error en las determinaciones podría 

ser el mRNA que estuviese en el ribosoma y que incrementara por ·~ 

ta razón las cuantificacio!lefl de RNA. 

No ob¡¡¡tonte podemoo calcular los porcientcw de RN.A y cg, 

rregirlos de acuerdo a la co!ltribueión de este mRNA, el cual oe~ún 

Evans y Lin~rel (24) está en una concentración de 10,7 ribosomas -

por RNA 9s y encontramos que en el ribosoroa dn células inmaduras -

esta corrección aumentaria al porciento encontrado hasta 58.77% de 

?rotelna y 1¡.~,23% de RNA, valoras que aún son diferentes de loa en 

centrados p•ra ribosomas de e¡lulam maduras, en loo eualeB la con­

tribución por .mRN'A podemos consi1erarla no aiv.:nificotiva debida & 

qun el eritrocito ya no sintetiza mRNA (7). 
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La pregunta que nos plante!lmos al principio de este tral'.! 

jo queda contee;tada • ya que la pérdida de RNA ea pérdida de algunc• -

de sus componentes del ribosoma. Sin embargo queda la posibilidad --

oue al mismo tiempo se hubiese perdido al¡¡;o de proteina que no infl~ 

te el análisis de las proteínas ribosomales y su estudio comparativo 

en la diferenci!lción. La segunda posibilidad que nos planteal¡los es -

que existiese un cambio en la conforma·ción del ribosoma exclusi..,ame.!! 

te. lo cual implicaría que los resultados de las determinaciones hu-

biesen sido iguales para ambos ribosomas 9 indicando que no hubiese -

pérdida o bién que la pérdida hub1eae sido en la misma proporción en 

RNA y proteina. La tercera posibilidad seria tanto pérdida de al~uno 

de los componentes como el cambio en el arregio de estos en el ribo-

soma. Esta posibilidad no podemos descártárla ya que un cambio en --

loa constituyentes de los ribosomas en la Prdporción en que loa en--

contramoa no es suficiente para poder alterár el valor del coeficie.!); 

te de sedimentación de 82s a 62s. Por otro lado se ha atribuído tam-

bién.el cambio de los coeficientes de sédimertt~éiÓn de 80s a 62s de 

los ribosomvs de _eritrocito en su diferenciación á un cambio en su 

conformación (25). 

Se conoce que durante la diferenciación del eritrocito·e­

xiste una disminución en la concentración del Mg+2intracelular C11) 

hecho que permite entendcn• que se favorez.ca un cambio en la conform!_ 

ción y en el coeficiente de sedimentaci6n(2'5,1 ).Este cambio podría f!;, 

vorecer el que el ribosoma en cierto estadio presentase diferentes-

te en esa célula (27). Por otro lado se sabe que el rRNA de los rir9_ 

somas de e~lttlaa me1uras ae encuentre parcialmente de~radPdo ~2Q~~ -
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lo que nos hace pensar que es muy factible que parte del rRNA uroduc 

to de la degradación hubiese quedado fuera del ribosom!l. y que no con 

tribuyese en las determinaciones hechas en este trabajo dando por --

consil!'uiente el resultado obtenido de menor porcentaje de "RNA en ri-

bosomas de células maduras. 

Creemos de grán importancia la contribución de esta tésis 

en el pan0rama de la diferenciación celular del eritrocito ya que 11!1 

pérdida de rRNA de los ribosomas de células maduras sugiere que a ~e 

dida que la célula roja se diferencia parte del riboaoma empieza a -

de~radarse observándose un decrecimiento en el contenido ribosomal -

(12)y por consiguiente una disminución en la capacidad funcional de-

~íntesis de proteínas de esta célula (2). Además se conoce aue exis-

ten diferencias en la capacidad de incorporar aminoácidos ''in vivo"-

en células ro~as de estos mismos estadios de diferenci~ción (2Q). --

Tarobián se ha encontrado que el ribosoma de células in~aduras es de-

3 a 4 veces más activo en síntesis de proteínas que el ribosoma de -

células maduras in vitro (23}. Esto podría explicar la 'orma en que 

esta célula pierde su capacidad funcional. 
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