UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

CONSTITUYENTES RIBOSOMALES EN CELULAS ERITROIDES
DE POLLO EN LA DIFERENCIACION

T E S ! S

Q U E P ARA O B TENEHR
E L T + T U L O D E

QuUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

P R E S E N T A

FERNANDO HOMERO MALDONADO ALVAREZ

- 1973 -

N_179900



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



PRESIDENTE Estela Sénchez de Jiménes
VOCAL Edmundo Chévesz Cosio

SECRETARIO Ruth Romén Palacios

1er, SUPLENTE Alfredc Echegeray Alemdn

2do, SUPLENTE Raquel Maertinez Orovesza

gustentante: FERNANDO HOMERC MALDONADO ALVAREZ

agesor del teme: Ruth Romin Palacies

gitio donde se desarrelld el tezma:
DIVISION DE ESTUDIOS SUPERIORES
FACULTAD DB QUIMICA’_
DEPARTANENTO DE BIOQUIMICA

THAN



& MI MADRE

Mujer fuerte, Zquiéa la hallaré?
worque su estima sobrepuje largamente a la de pledras preciossas,

Preverviae 30:10

Bienaventurade el hombre que tlene su fToritaleza en 4
en cuyo corasdm estén tus cemines.

Salmo 84:5

A MI HERMARO ¥ A MI HERMANA



Con agradecimiento para la persona que me dirigié
en esta tesis: Ruth Romén Pslsecios,
vy pare la persona que sablemente me aconsejd
e hizo posible tambiésm que se llevara o efecio emta tesis

Dra. Estela Sénchez de Jiménes.



CONTENIDO

PAGIXN
ABREVIATURAS EMPLEADAS EN ESTE TRABAJO.ccscccsocos 2
RESUMEN ¢ 6cccoocnoncooccooacavoooccocossaaasosonss 3
INTRODUCCION o o cs0c0o0s000cososoascacncoocecooonosas &
MATERTIALES Y METODOScocoocaoocoosososocassscocase g
Ixtraceidn de ¢é1lulas rOJ@Baccsocccococscsconoso 19
Extracelidn de £4bOGOMEBoocovessscvoovsscnscovooe 12
Determinacidn de concentracldn de ribesomsB.oo. 13
Purificacidn de riLOBONGBocscsssvvccscoscooooss 13
Determinacidn del egpectro ultrevioletScceovocoe 1
Determinacibn G6 Protein@cececsocoscocosvaoncaos 15
Determinacibdn de dcido ribonueléicOooocscovsone )
Dimgregacidn de 108 riboBOMEB..cececocscccocnose 16
Estimacidn de hemozloVingccoocoscoscscocoocssoon 16
RESULTADOS cooaocvooonccccoosononcasoosncaaocodsonsn 18

Espectro Ribesomal:

de células LBMACUPBSiococoososccoconsccooocooosso 2k
de célulag MaGUYBBocccococoososononcascsosoonao 25
Determinacidn de protefna en reticulocitboocoos 2¢
Determinacidn de RNA en redicnlocitO.cccoccoccco 29

Concentracidn de lag determinaciones de protei-

na v RNA en ribosomss de célulag inuedur&Beocso 33
Tratamiento estadistice del contenido de RV& ¥

proteina en ribosgomas de células inmaduraBsecoee 33
Determinacids de proteina en eritroCitOscccoscs 3h

3



Determinacidn de RNA & eritroGilGocecccocscsoco
Concentracidr de las determinaciones de protei-
ra ¥ RNA ou ribosomas de ¢élulas madura8Bocococscee
Tratamiento estadistice del contenido de RNA ¥
proteina en ribosomas de células MadUYrBGcsccace
Coneentracidn total de los coustituyentes de <=
los ribosomas de células em doeg estadios e die

R
ferencincidRocooocoococoooooaceosscccocoovsosan

Determinacidn de hemoglobin@..ecssccosccovccoss

DISCUSION G coo0oo00ccsocsacssnosovevsnoocnosccososos

BIBLICGRAFIAcococaasoacosoossssoasosancoonanncsos

37



ABREVIATURAS EMPLEADAS EN ESTZ TRABAJO

DNAccoeossosoasvsvsoocas dcido desoxirribeanuciéico
R¥Avosecocoosssossccscss dcido ribonucléico
DRNAsoo00c0cvssnscanncoe 4Cid6 vibonuneléico mensajero
tRNAvooocosscocosscocone 8Cido ribonucléico de transferencia
BBovooseoscnsosonsacncscs aRinodecide

Soooosoosoconvasnscsooss Bvedberg

U.Vaoocnonocoooonsocnoos Ulbtravioleta

Ao coocvoaosovoccacococs BANOCmMetros



RESUMEH

Tl estudio de la determinscidn de los comvonentes rie
bosomales, proteina ¥ 5c¢ido ribenucléice, en la diferenciscidn del
eritrocito se efectud con el fin de relscionar estos valores econ =
el cambio de los coeficientes de sedimentacidn de los ribosomss en
ls diferenciacidn (1) y ver ls relacidn entre la comwposicidn de es
tos ribosomes v el descense em contenido ribvesomal asi como em el-
decrecimiento en cezvacidad funcional que sufre estas célula en 1la «
diferenciscidn (2,11)

Se realizaron experimentos compsrativeos eon ribosomes
de células inmadurss (R0s8) v ribosomes de célulse meduras (62s),

Primeramente se establecid la metodoloris vara temner-
los ribosomas libres de contaminscloneas, Posteriormente se les de-
termind mus esvectiros ultravioleta, asi{ como su contenido Ge Broe=
teina v dcido ribonucléico,

Los resultados fueron tratadoeg estadisticemente y mu~
estran voblacionees homogeness de ribosomes v por complete distife«
tas en composicidbn en cusnto a la proporcldn de sus componentes,lo
cual demuestra diferencias en la commoeiciénvée los rivosomas en =
relascidn a la diferenciacidn del eritrocito. Se discuten lse vosi-
bles imvliceciones de estos resultados en relrcibn o la funcionall

dad de este célula en la diferenciamcidn.



INTRODUCCIORN

Hoy en dia 12 biosinitesis de proteines o8 un ecampo muy
estudiado en los departamentos de imvestigacibn em Biologio Molecue
lar o Bioquimica, Dentro de este tema es de wital importancis cono-
cer todos los elementos gue entran em ells, asi debemos saber gue -
el DNA contiene la informacidn genbticai el mRFNA transporta el mene
saje de la informacidn; el tRNA lleva log aminoficidos que formar&ne-
la aueve proteina. 7 asi debemos conocer el asitio donde se llevs a-
cabo dicha biosintesis, "BL RIBOSGMA", mdquine bloquimics uliremieo
croscdpica de dimenslones moleculares donde proteinas especificse -
se arman @ pertir del flujo de informacién (DNA--emRNA) y del fluje
del material (sa+iRNA-=paatRNAJ,

Muchoo estudios se han reallzsdo sobre el ribosoma, ¥
asi se ha establecide que su composicidm quimica es de RNA v pretel
fna, Pare Procariotes el ribosome tiene un coaficiente de sedimenta=-
c¢idn de 708 v se enconird uma relaeidn RNA/proteina de aproximada<e
mente 1.6=1.8 (3), Y para Bucariotes los ribogomas itiénén un coefi-
ciente de gedimentacidn de 80s y se encontrd una relacidn de RN@@%&
teina de aproximadamente 1.0 (3), Por otre lmdo se conoce que los -
jones divalente metflicos tomo son el ﬂg¢2 v el Ca¢2 ¥ en particu==
lar la comeentracidn de Mg¢2 en el medio, perticipan en ls estabdlli
zecibén de loes ribosomas. En presencias de adecusdos niveles de ME+E
vodriamos decir que la mesyoris de los ribosomas provenientes de o=
enalguier fuente tiemen un coeficiente de sedimentacidn de cerca de

§
70 o 80, correspondiende & un veso moleculsr de 3 o 4x10 , estado-

en que los ribvopomas son muy estables (&),
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Los ribosomas en la actualidsd constituyen um campo 8-
bierto pars la investigacida debido s su importancia en la blosine-
tesis de proteinas vy de la importancis de esta em la diferenclacidn
celular, definiéndose esta ltima como le transformacidn que experi
menta le cédlula (5). En esta transformacidm se sintetiszan nuevag --
biomoléculas de mayor complejidad y varledad, comoc som Proteinas, -
Acidos Nucléicos, Polisacdridos, Lipidos, etc., lo gque implics que=-
los organismos vivientes se desarrollen en formas mes altemente di-
ferenciadas (6),

Existen diversas formas de estudiar la diferenciecidn-
celular, Asi{ podriamos estudisrla desde el punto de vists morfolb--
gico, desde el punto de vista genético o desde el punto de vista ==
Bioquimico.

En general las eélulas eritiroides de pollc siguen ua =
proceso de diferenciacidm muy semejante al que vresentan 1ss célue-
las roiss de los mamiferos, con la excepcién.de que les de pélle no
pierden su nficlec (7), Por oitro lado durente el proceso de diferemn=
ciacidn de las células eritroides existen slgunos camblos bioquimi-
cos, v de los cuales los mes imporienies son: a) No hay sintesis de
DNA wi de RNA a partir del estado ortocromético (7). b) Wo hey divi
gién celulsr 8 partir del mismo estado, ¢) En el paso de reticuleci
to 2 eritrocitoc eximte una mercada desaparicidm del contenido ribo-
somal, lo cual deterwmina por consiguiente le disminueiba de la ain-
tesie de proteinss que realiza esta célula y que corresponden en &1
mayor parte a hemoglobima (2,%5,9 y 10), &) Cambiec en los coeficien-

tes de sedimentacidm, Por un lado el ribosoma de reticulogitc ¢ sea
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el ribosoma de eélula immsdura tiene un ée%fici@n%e de sedimentg=w=-
¢ibn de 80z, mientras que por otre el de eritrocito (eélulas msdura)
tiene un coeficiente de sedimentacibdn de 628 (1), e) Y ademfs sme ha
observado uns disminucién en la concentrecidn de magnesio intrace~-
lular (14).

Este estudio estd enfocado 2l conoeimiento del riboso-
ma de eritrocite de polle en doe estedios de diferenciecidn con res
pecto a su composiclén quimics., El rilbosoma de células inmadurag =-
que es une célule sctive en sintesies de proteinss lo consideramos -
como el ribosoms normal ya que su coeficiente de sedimentaeidn ROs
es similer a los reportados para oiros ribosomas en otras células -
normales y en funciones (4),

Consideramoe este estudio de importancie por la presun
ta que se presenta en espeeial en el cambio ocurrido en el paso de
reticuleocito (eélula inmadura) s eritrocito (eéluls medura) em cuap
to al coeficiente de sedimentscidn.- ¢ Puede el cembio del coefi---
clente de pedimentacidn de los ribosomes ser ua refllejo de un ceme-
bio en su composicibn ? Les respuestas pudiesen ger tres:

1.= Que haya pérdida de algln constituyente ribosomsl.

2,- Que no haye pérdida siné una meodificacibén conforee
macional del ribosoma,

3.~ Ambos casos sateriores.

La posibilidad de gansncia de zlgtn componenie riboso=
mal es poco probeble debilde a gue el eritrocite (edlule modura) e
ne riboscmes 628 v ademds csta célules es eomsiderablemente menos oe

tiva en sintesis de vroieinas (10 y 12),
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Ioe resultados obtenidos en esta tesiz pueden ayuder -
a responder esta pregunte v comntribuir & explicaer como se lleva & -
- cabo lo diferencimciba del eritrocito.

Se decidid tomer las eélules eritroides de polle debi-
do a la fscilidad de obtenerlas en dos esiadoes de diferenciacibn, -
Las c¢éluleag eritroides immeduras se extrajeron de embribn de vellos-
de 13 dfas que posean un 92.5% de preeritroeitos (13), Lze célulss-
eritroide maduras se extrajerom de gensre de gallina adulta euve -=-

composicidn es de wvn 98-96% de eritroecites {9¢3),
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MATERIAL
a) Solucibn de NaCl 0,85%
b) Solueién de TRM: tris-NaOH 10°2M, pH 7,55

xc1 1073,

Mgéla 5 % 1077,
¢) Solucldn reguladora de fosfato de sodio momobéaico 11?10“2M. PH 7
d) Solucidn de sapomina 600 mg. enm 10 ml., de solucidn reguladora de

sodio monobdsice 11x10“2M. pH 7
6) Solucibn de TMg: tris 10"%u, pH 7.4
A HgCl, 1o°?ﬁ.

£) Soluciém de KC1 § = 107 M,
2) Soluciones para el gradlente discontinuo:

1

we=Sacarosa 5x10” M, en KC1 5x107 M, MgCl, 1072, y

tris 5x107°M. pH 7.55
-=w=Sacarosa 1.0M, en KC1 5x10°1Ms, Mgcla 10=3y
tris 5%107°K, pH 7,55
h) Solucibn para el lavado de las bolsas de didlisis:
EDT4 10723,
8PS 0.1%
1) Animales empleados:
Embriones de pollo de 13 diss raza Leghora.
Gallinas raza Leghorn,
lag marcas de los reactivos empleades son las asigulentes:
NaCl ==« MERCK
tris (hidroximetilaminometano) =«-- MERCK

K€l <<= MERCK
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MgCl, === MERCE
EDTA (Ztilendisminotetreacético) sel disddice === MERCK
8DS (Lauril suifato de sodic) =-- Mann Research laboretories
Weli, PO, .E,0 (Fosfato de sodic monebisico) =-= MERCK

Sacaross owe MERCK

Se recomienda gque todas les soluciones Be prepsren ilumediatamen-

o
te antes de inicisr el experimento y que se conservem & & C,
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EXTRACCION DE CELULAS ROJAS

A) EMBRION (células immaduras)

Se lavan loa cascarones de los embriones (i) con NaCl iso
téaico (&) a 37°C,, para evitar cualquler contaminacibn, Se rompe el cas
carén por su parte rome, O Bea por la parite en donde se encuenira la cé-
mara de alre, y se rompe la membrana corloelantoidea. Con syuda de una -
tijera y com cuidado se rompen todas las venas y capileres posibles y se
extrae la sangre con ayuda de una pipeta Pasteur y se va coﬁ;enﬁrando la
sangre en una cipsula de vorcelana, adicionando un poco de NaCl (a) de -
vez en cuando con objeto de obtener las mayores8 centidsdes de sangre po=-
sible. Se rompe la cavidad amnidtica y se extrae el embridn. Se cortia la
unibdn del embridn con el saco vitelino y me deja desangrar el embribi en
la cépsula, Hasta este momento se debe procurar gque e mantenga con vida
al embribn, debido a2 que aaf el desangrado y el rendimiento ez mejor,

Extraido el embridn se rompen todas las venas con todo ==
cuidado, evitsado que se romva la yema, ya que 81 esto sucediese e¢B sumg
mente 44ficil su completa e¢liminacidm de las células eritroides debido a
gu composicidas quimiea gue imterascciona cen le membrena celular y la cu-
bre de tal forma que no permite le eceibn del deitergente para su romple=-

miento,
Iz vema y el embridm se desechan y por tltimo ge demecha-

tembién el caseardsn,

Ia sangre se filtra a trevés de gase y se vacia 2 un ma--
traz coloecade en hielo,

B ) ADULTO (c¢élules maduras)

A las gallinas (1) se les extraen de 20 a 30 ml., de Ban=--
gre por puncidn cardiaca, utilizendo jerimga vy eguja heparinizedas (sel.
inyectable de heparina, 1000u./ml,). la saungre se filtra o través de gB e

sa ¥ se vacia s um matraz colocado en hiele,
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LAVADO DE LAS CELULAS ROJAS

Una vez ebtenida la sangre ya sea de galilins o de embriones,
se procede 6o 1la giguiente msnera:
Se lave le sangre suspendiéndols en eolucibm de WaCl (a8} fris

v centrifugsnde a 2008 ZXg. 10 minutos eada vez, & uns temperatiura de 4%

CO
Ern la (ltime centrifugseibn ol pobrenadesnte que debe quedsr irsngverente o
g6 extrae com vscie. Por Gliimo se determina el volumen de ¢élulses rojes -

obtenidasa,

EXTRACCIOR DE RIBOSCMAS

El vrimer psso es la lisis de lms célules rojes, si es para =
embribn, un volumen de eéiuvlas rojes se sBuspenden en 10 volumenes de TRM{ b
v Be les agrega 0.1 volumen de solucidn de saponime (d): mientras que gl =
es parae gellina, un volumen de e¢élules rojas se suspende en un volumen de-
Tz (b) v se lea agrege 0.1 volumen de solueibn de saponina (d).

Efectuande eeto, el procedimiento pars le extraceibn de les -
ribosemas es exactemente igual tamto para embrionee come para gallines.

Se dejen liser les célulesz dursate 30 minutes @ una temperatu
ra de heCD° azitando esporddéicamente,

Degpués de este tiempe les eélulaa rojas lissdas se centrifu-
ezan & 33,000 Xg. durante 20 minutes a 49, en uns centrifuga mepce Beckman
modeleo J=-29. Do esta forma se obiiene um wrecipltade que econtiene loa afi--
clocos y membranas celulares gue quedan enm el fondo del nfeleo y un sabrena
Gante,

Tl sobrenadante que se obtiene de la centrifuescidbn snteriore
se centrifuge nuevemente scbre um celckédn de 2 éla de sacarose 81 30 % en-
7RM (v} a 105,000 Xg. dursnte 3 horas v medis a 4%, en una centrifues m=s
Svinco wedelo 1, de Beckman.

&

Después de esta centrifuracidn nueverente me Obilene vn wrg
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pitedo gue contlen a los polisomas, los cuales se rssuspenden en 1 ml, de
Mg (e), v el sobrenadante se desechsa.
Les ribosomas suspendidos de la forma anteried se Fuardan=
congelaedos e n20°C,

DETERMINACION DE LA CONGENTRACION DE LOS RIBOSOMAS

Ls determinscidn de la concentracidn de los ribosomse sus-
pendidoas en Mg (e), se hace leyendo su abscrbencis a 260 nm, en un espeg
trofotbmetro Carl Zeiss Germeny.

Una vez conocida esta absorbencla el ¢flculo de la concen-
tracidén en mg/ml. se haee con la siguiente férmula:

Concentracidn en mg/ml.= D.0. 260 am.x0,09

En la cual se tomd como base el coeficiente de extimeildn -
%
[

de los ribosomas E; s 112 reportaeda por Cox para reticulocito de conejo,

IGLOR :
PURIFICACICN DE LOS RIBOSOMAS

Esta purificecidn consiste primere sa trater leos ribosomas

con KC1 (15%),

El sistema de incubeacibn consiste en:

1 mg., de riboaomas suspendide en THg (e)

5 % 10" "%, de KC1 (£)

en un volumen final de 1 ml,

Este sistema me efectfin sdieionande al finnl el XKCL (£).

la mezcla resultante {1 ml. final) se imcuba una y media -
norae a 25%C, con agitacibn lenta. A1 finsl de este lvcubacién se coloca-
esta mezcla a QOCB para sedimentsar posteriormeante en un gradieante discon-
tinuo de Bacarosa.

Se preparan tubos estratificados com 1% ml, de sacarocsa

1.0 ¥, 7 15 nl. de samaross C.% M. (gl

%

ET 2 & oy py T €] P L R . 2
1 allillitre lasubads se eoloos en la
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con el gradients discentinue de sacaresa,

Ios gradlentes se centrifugan & 44,149 Yz, durente 20 horas a
koc., ugando el frenc de ia contrifuga.

Al cabo de esta centrifugacidn Be decanta el sobrensdante ¥ =
los ribosemas purificadeoaz de esta menera quedan en el fonde come um PrEGie
pltade,

Este precipitado que contiene a los ribosomes se homorenizs -
menualmente con 1 ml. de THz (e) & 4°C, De eéta suspeneibn homogenizada se
toma una pequefla alicuota que se utiliza para determiner su espectrv en UV

¥ @l resto se dlaligs,

DIALISIS DE LOS RIBOSOMAS PURIFICADOS POR KC1.GRADENTE DE SA-

CAROSA
Lag bolsas de diflisis (Wo. 446542, Arthur H. Thomes Company

Philadelphia, USA) y el hile se hiervem 10 minutem em EDTA, SDS (h), Y pog
teriormente Be lavan laz bolsas con ague desionizade tanto por demtro como
por fuers. De esta manera las bolgas de didlisis quedan listas.

los ribogomas purificades con KCle-gradiente de ssceross em la
bolea prevismente preverads y se lleva a cabo la diélisis conira un 1jtro-
de TMp (e) durante 8 horas, hacléndosele & camblos de dicha solucidn duren
te el transcurge del tilempo.

Posteriormente lo suspeneidn de rivosomas dializada en ls For
me desevrita se lleva 2 um volumen ewxacto v se guarda congelads,

DETERMINACION DET. SSPECTRO ULTRAVIOLETA

Una pequefia alicuota de los vibosomss purificados por HCl-grs
dlente de eacarcma v suspendidos en TMg (e) com uns coneentrscibs generale
mente de 2 mr/ml para gallinas 7 1 mg/ml para embriones, se le determina =
cu sbsorbencia desade 220 nm, haesta 32% pm., v se determinen sus {ndicee de-
wureza 260nm,/2%0nm, v 260nm,/2%0nm. en un Eepectrofotbmetro Carl Zeilss --

o

Gerreny.
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Bl contenido de Proteins de les rivoscurs purifiesdes vpor KC1
eradiente de sacarosa se ofectud por el métode de Lowry et 8l (4§),

Bsne del Método.- Reduceidn del resctivo de Folin por le pro-
teina tratade con cobre.

Reactivos:

Resctive A, Solucién de Cerbonato de Sedio 2 % en NaOH 0.9 W,

Resctivo B. Mezcla en partes igusles gue @e hmce un mowento =
antes de usarse, de las socluciones de Sulfate de Cebre &l 1 % vy de Tertra-
te de Sodle y Potasic al 2 %.

Reactive Folin., El reactivo Folin-Ciocalteu (Harlego) se usa-
en dilueidn 132,

Sensibilidad del Métodes S5-40 mierosramos éerprotein@. Veries
de una proteina a otre dependiendo de la centided de ¢riptofano cue conten
g8e

Sistema: A 1.2 ml, de muestra se agregee 8 ml, de 1s mescle -
de 10 pertes del resctive A vy ume parie del reactivo B, Se esperan 10 minu
tos a temperatura ambiente, se sfiaden 0.5 ml, del resctive de Folin (1:2)-
v se agite. Se permite desarrollar el color dursate 30 minutes, Se mide la
ebgoreldn a 750 am. en un colorimeiro Raush & Lomb, Spectroniec 20.

Para la curva estandard me usd alblgine bovima (Sigme).

DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE CONTENIDO DE ACIDO RIBO-

El métedo que se utilizd fue el de Spirin 4.8, (17)que detec~

ta el contenido total de fdeido mueléice,

.

Bage del Método.- Fidrdlisis del &cido nucléice con écido Per

elbrico y determinacidn de la abeoreidn del hidrolizede er nltrevioleia.

Téenica.~ 4 le muestre del nucléico se leo screms une cantidad
de sgua egificiente pare 1 ml, final. Desvués se spreze 1 wl. de HCiO, 2 W,

v @e coloca en bafio s ebullicide durente 20 minutos, 51 ls muesire eparece
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turbia se centrifuge a 3,000 rpm. durante 10 minutos vy el sobrenadante

se lee a 260 nm,,270 n@. y 260 am. en un Bepedtrofotémetro Carl Zeiss-
Germany.

%1 eéleule de la concentrscidn en mz. de RNA se hece con -
la siruiente féraula:

ug nueléico P = D,0, 270 nm, - D,0C, 290nm,
0,19

ug nucléico = 10,5 » ug nucléico P

10.5 es el factor de conversidm para RNA v

10,1 es el eorrespondiente pars DNA.

Control & 260 am., Debe hacarse esta lecturs v debe dar p=-
proximadamente igual & la lecturs a 270 nm. (: 15 %), S1 hay ums dife~
rencis mayor del 15% se debe a contaminantea (no nucléicosm) y debe la-
vargse la muestra prevismente comn C.2 N, HCth frioe, O puede hacerse la
hidrélieis com 0,5 ¥, EC10, & 70°C. durante 10 minutos,

DISGREGACICN TOTAL DE LOS RIBOSCMAS CCN LiCl-Ures

Método de Spitnik-Elson et al. (18)
A une muestra de ribosomas purificados con RKC1l graodiente =

discontinuo de sacarosa y dislizado como se indica anteriormente se le

8

agrega un volumen igual de LM, LiCl-Urea M. y se deja reaccionsndo o
o .
por espacio de 2% hores a 2 C, con agitscidn continua,
41 cabo de este tiempo las proteinas riboscmales guedan 11

bres y listas para determinarles Bu contenido de hemoglobina,

ESTIMACICN DE HEMOGLOBINA

La hemoglobine se determind com el méiodo de Crosby ¥ =

Furth's modificado de Bing y Baker (19). Para nuesivos fines fue nece-
sario adaptar este méitodo para iancremeniar su speusibilidad. Las condi-

ciones que se expresan mas adelante son las cendiciones modlficadas en

el labvoratoric.
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Principio en que ge basa.~ La aceidn catalitica de protei-

nas que conrtlene hemo produce la oxidecidn de la bemeidims vor el 3202
para dar um color verde gue cambis & szul y finslmente a violeta roji-
20, L2 intensidad del color puede ser comparada en un colorimetro con
los producidos por soluciones de contenido de hemoglobina eonceido. Se
gide junto metahemalbimina y hemoglobina. El tnico requisito para lle-
var a cabo ests prueba es limniar perfectamente el material con el ==
cuel Be va a trabajer.

Reactivos:

Bencidina. 1g. de bencidina pure se disuelve en 90 ml. de
dcido acético glacial v se llevas a 100 ml. con H20o Esta solucidn se -
guarda en frasco ambar a k°c,

H,O,. Un volumen de H_O, al 3% se disuelve con dos volime-

272 272
nes de H20 antes de usarse,
CHBCOOH. 100 g/1 de CHBCOOH

Es conveniente usar una solucidn estandard de cisnowetahe-
moglobina como fuente de hemorlobina,

Método.- A 0,02 ml. de muestra ee le afiade 1 ml, del resc-
tivo de bvencidina. Aeetz mezcla me le agrege 1 ml, del reactivo de -=-
H202 ¥ se mezcls bién. Se permite desarrollsr el celor durente 20 minu
tog ¥ se sgresan 10 ml, de solucidn de CH.SCOOH9 se mezclan nuevamente-
v se deja en reposo 10 minutes masg.

Los colores desarrclladoz se comparan & 515 nm; en un colo

rimetro adecusdo,

Sensibilidad: 1=10 ug,



RESULTADCS
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Ia técnica de ultramcentrifugacibm proporciona un canie
no seneillo para separar les componentes celulaves, Por medio de
esta téenica, le cual se encuentra en detalle en el capftulo de -
Materiales y Métodos, obiuvimos los ribogomas de las célulss eri-
troides tanto maduras como inmaduras,

Los rivosomas asi ebienidos cuyas relsciones de absore
bencie en U.V. eran: 260 nm./230 am.=0.% y 260 am./2%0 am.=1.1 in
dicabsn velores muy bajos en comparacibdn con ribosowss purifica=e
dos de oiras fuentes (20 y 21), lo gue implica la presencia de ==
contaminentes del sobrensdantercelular ¥ sobre todo hemoglobina,
Eeto nos indied que los ribosomas estaban impuros, y los denoming
mos por esta causa "rlbosomas crudos',

Deeidimos limpiarles tretfndolos con concentraciones =
altss de eales. Primeramente los incubamoe con 0,5M, KCl ¥y dese=
pués los sedimentemos a travée de ua gradiente discontinue de sa-
carosa 0,54, y 1.0H. (ver soluciones pera el gradiente disconti--=
nuo Y.

Bl resumen de esta téenica de purificacibn de rivoso==
mas con XC1 se 1lustra en el cuadre No,1.

Loz volumenes del gradiente discontinuo eran de § ml,
de cada concentracidn de sacarosa y en la parte superlor de estas
l2 muestra prevismente %tratada con 0.5M, RCl. Finslmenie centrifu
shbamos este gradiente y obiuvimos asi ribosomae mers limpios cu-
vas relacionesz de absorbencis en U.V, eran: 250 nm,/230 nm.= 0,58

vy 260 nm. /280 nm.= 1.5,valores que nos indicaben une meyor pureza
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CUADRO Heo.9

PURIFICACION DE RIBOSOMAS CON KC1

Ceda sistema de purificacidn se llevd o eabo de~
ia sigulente manera:

a) Teniendo uma concentraeidn de apreximsdaments
1 mr./ml. de ribopomse, B¢ suepende esta alicuete en 0,25 ml
de golucidn de KC1 2M. a tener una concgntpacién fingl de 0.5
M.KC1, b) A la mezecle anterior se le acgrepa solucidn de
g (e) necesaris para obtener um volumen final de ml,

¢) Este mililitro de muestra se incubs a ZROCadg
rante una y media hora.

d) ¥ finelmente me centrifuge sobre um gradiente
diacontinuc de 0.5M. y 1,0M. de sacerosa (g) & b4 140 Xg, du

rante 20 horas =& ZGCO

N

Neta,- Pars mevor informaeidn de esta téerica ==
ver en el eapitule de meteriales y métodos bajo el tema de -

"Purificacibn de ribosomas con KC1M,
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CUADRO No,.2
260nm/230n8n 260/280nm

Crudos 0.k 1.1

Rivosomas Gradiente
==t discontinuo chico 0.8 1.5

Eritrocito

Gradiente

discontinuo grandel.k 1.8

=

Ribogomas de cerebro de ratds (+) @ 1,6-1.7
Ribogomas de higado de rata {(++) 1,3=1.5 1e7=1.8

+ Referencia 20

++ Referencia 21




resultadog., .25
gue la de les ribosomas srudes, PETO que atia no estaban en la PU=
reza deseable, esto basado en relacidn & los datos revortedos 23
ra ribogomes de otras fuentes como mencionamos anteriermente.

Por Gliimo decidimes auvmentar el volumen del gradien
te discontinuoc de sacarosa hasta 15 ml., de sacarosa O,5¥, v 15
ml. de sacarosa 1,0M, ¥ por fin obtuvimos lss siguientes relacio
nes de absorbencia en U.V. tomados vor nosotres come indices de
pureza: 260nm/230nm=1.% y 260am/2%0nm=1,8 valores gue indicsn --
que la pureza de los ribosomas es mejor que las santeriores v se-
me jante o otras reportadae como en hirasdo y cerebro (ver cusdre
No,2).

Los indices de pureza de %todas las muestras usadas -
fueron tratadss estadisticemente, encontrédndose los siguientes -

resultados:

CUADRO No,3

CELULAS IN¥MADURAS CELULAS MADURAS

260nm,/230nm 260am,/28%0nn 2€0nm/230nm 26Cnm/280nm

2 12 12 12 12
X 1,36 1,77 0,75 1,2k
v 0,08 0.06 0,01 0.62
D.E, £ 0,08 0.07 0,02 0.02
E.S. 0,02 0,02 0.0 0,0

Valores que indican las homogenidades de las pobla=--
ciones ¥ las no imbricaciones entre una y otra,

Después de haber realizado los experimentos anterio~
res se llegd asf a las condiciones establecidas en ls metodolo=-

’
21id o

]
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ESPECTRO RIBOSCMAL

Se realizb todo un espectro de U.V, del ribosoma, to-
mando valores de 5 en 5 nanometros desde 220 nm., hasta 325 nm,
inclusive. El esvectro encontrado es similar a los reportiados P2
re ribosomas de reticﬁlocito de conejo (1k),

De esta manera obitiuvimos el esveciro del ribosoms de
células inmedurae (gpéfice Wo.1), en el eual odbeervemos un maxi-
mo a 260 nm. y encontramos un minimo em 230 nm. Otro punto de ob
servecibén es que despuée de 260 nm, vy hasta 325 nm. la sbsorben-
cia va en descenso_hasta un valor muy Cercseno & cero.

las relaeiones 260nm/230nm y 260nm/280mm, son loe va-
lores tomados como indices de pureza, de manera gue estos valo--
res y la gréfica mueetran la pureza de nuestros ribosomas,

BEsta misma téenice 1la efectusmos para los ribosomss -
de c¢élulas maduras, obteanlende la gréfieca No.2, la cual nos nues
tra también un m8ximo a 260 nm, y un minime & 230 nm. Y apreciss
mnos qué ahora también le sbsorbencia va descendiendo apartir &e
260 nm, hestm 325 nm., sin embargo los valores de absorbencia-
son sensiblemente mayores que los obtenideos pars el espectire de
ribosomas de células ipmaduras ec esta parte del espectro, aunes
que la concentracibém de ambos ribosomae fué sprowimsdzmente la =
misma, lo que significa la presencla del fendmeno de disversibn-

de la luz (22) em los ribosomas de e¢élulss madurase,
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Despuée de haber obtenido los ribosomes wurcs en la Tor
fma antes descrita decidimos cuantificar los componentes ribosoma-
lez., Con este motive, & ribosomes purificados tento de embriébn co
mo de adulto (reticulocite v eritrocite) se les determingd su cone
tenido de proteina ¥y RNA,

4 continuacién se describem los resuliades obtenidos:

DETERMINACION DE LOS COMPCNENTES RIBOSCMALES EN (FLU-
LAS - INMADURAS (RETICULOCITO)

DEYERMINACION DE PROTEINA

Existen varlos métodos para determinsr vroteinss, co-
me son: Métodos turbidimétricos, por sbsorbencia es U.V,, por la-
rgaccibn de Biuret, ete., ¥ quizd el mas ussdo en Bloguimica sees -
el mitodo de Lowry., Wosotros decidimos utilizar este fltime méto-
do debide a lss siruientes ventajias:

1.~ Es tan sensible como con el reactive de Wessler,-
sunque no requiera direstida.

2o B8 10 6 20 veces mss sensible gue el método de ab
sorbencis en U.V, & 25 nm. y es mucho mes esvecifico y mucho me=
nog capaz de proveecar error por turbidez.

3,- Be mpe sensible gue la reaecidn con ninhidrine ve
es mucho mes simple v mucho mes Tacil de edapiay pava andlisis en
vequefla escala,

4, Bg 100 veces mas Bensible gue lu resecibn de Biue
ret,

Este wétodo de lowry Be encuentra explicado con deta-

1le en el eapitulo de Materiales » Métedos, bajo el mismo tems.
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Para la cuentificecidn proteinica primevamente Bree

varanos una curva estandard usando alblwine bovine, en la cuel-

nos bassmog para cuantificar las proieinas obtenides. Esta cur-

va estandard se observa ea la grificas Wo.3 en lg que se cbserva

gue la curva asi obtenida sigpue la ley de Lambert v Bezer. Cada-

uno de loes puntos indicados en la gréfica representeéyn vromedio~
obtenido en varios eagos,

- Previa @ la determinacibén de proiteinas ribosomales-
en las fracciones del gradiente se comprobd 1o interferencis --
que pudiera ocasionar el tris en que se encontraban dichos ribe
somas. Se encontrd que la presencia de tris 0,004, v tris 0,01
M, no influye grandemente en la a2bsorbencia obtenida vor este -
método, Se decidid por 1o tanto determinar less proteinss en ewe-
nuestros ribozomag gue estuviesen en este rango de concentrpe-
cidn de tris,

También hicimos otro control para determinar la 1in-
fluencia del RNA en lz determinacibén de proteina por este méio-
do v encontramog que el RNA no interfiere en las determinacio=-

nes,
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DETERMINACION DE LOS CCMPONENTES RIBOSCMALES EN CELULAS

INMADURAS (RETICULOCITO)

DETERMINACTION DE PROTEINA

Los resultados obtenidos en la determinseidn de las vrotei
nag ribopomales de células inmadurss se encuentren enm el cuadro No, &
en el cuel @e han seleccionsdo uns serle de valores obtenidos en 10 ex
perimentos como representativos de es%aAdete?minéciéﬂa

Los resultados asi obtenidos verien enm um raunrgo de 90 has-
ta 145 uer. de proteins/ml. de ribosoma, lo cual indiea le veriscldn en
1s concentracidm del ribozoma en cads experimento., Como puede observsr
se también en el cuadro, ls concentracibn de mg. de protefms/me. de ri
bosoma tiene un rango que fluctha de 0.513 a 0,553, valores gue indie-
can la veriebilidad de la extraccidm en cada experimento., Sin embargo-
cuando se calcula el porcentaje gque representa le proteina tomesndo en
cuenta el ribosecma total (proteima y RNA) estos valores no verfian sipg-
nificativemente,

DETERMINACION DE RNA

Después de haber determinedo lac proteinss ribosomsies en
los ribosomes purificsdos en la forme menclonads snteriormente inicis-
mos la determinecidn del deido ribonucléieo,

El método mas usual de determinecidsm de fecidos auneléicos -
es el basado en le espectirofotomeitria de ulitrevioleta, que se distines
fue pPor su excepcionsl simpleza, revidez v segurided y es ol mismo-
tiemvo mas sensidle que oiros. Ademdés posee la grén veniaia de que de-
termina &cido ribomucléico en presencia de proteina. Este méiodo es el
de A.S, Spirin, el cual se eacuentra con detalle en el cavitulo de Va-
teriales v Métodos,

Eete método determina tamto RNA cowmo DNA a vartir de sUE -
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DETERMINACION DE PROTEINA POR EL METODO DE LOWRY

EN RIBOSCMAS DE CELULAS INMADURAS

0,2 ml, de unes suspensidn de rivosomas limpios con uns

concentracidén aproximadamenie irzual de ribosomas se hacen resccio-

nar con 8 ml, del resciivo A. Se dejen reaccioner 10 minutos y se

afiaden 0,8 ml. del resctivo de Folin. Después de 30 minutos se lee

su absorbencia a 750 mm, Los resuliados gon los sigulentes:

EXP DO750an

1

2

10

0,043
0,065
0,061
c,042
0,057
0,048
0,057
©,087
0,042

0,057

ug.prot/alic

19
29
27
18
25
20
25
25
18

25

uz,prot/ml.rid mg,prot/mg.ridb

95
145
13%

90
12%
100
125
125

90

125

0,543
00553
0,515

0,548
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hidrolisados utilizando su factor de conversibn reaspeciivo.

En nuestro casoc so0lo nosg interesaba el determinar el RNA
y el fundamento de este método conmisie em la hidrdlisis del RNA com
écido perclérico ¥ determiner posteriormente sus sbsorbenciss & 27G
am, v 290 nm., ¥ el eontroel & 260 nm.

Log resultados de esta determinacibnm se encuentren en el
cuadro No. 5 el cual nos degcribe una serie de exverimentos represen
tativos de esta determinacidn.

Como puede observarse en este cuadro los valores obteni-
dos de D.O. 2 260 mm. no varian - 10% de loe valores obtenidos de
D.0. a 270 nm., lo ensl era lo esperado para muestras que no contenw
gen erendes contaminaciones de meterisl no nucléice. Tos valorez fi-
nsles fluethan eantre 69 y 114 ug de RNA/ml, de ribosomas, lo cual in
dica la variacidn en la comcentracidn del ribosoma en cade exverimen
to, Y como puede obgservarse en el mismo cusdro la concentracldn de -
mg, de RNA/meg, de ribosomes tiene um rango gue fluctfia entre 0,402 §
C.u88, valgres que indicen ls variabilidad de ls extraceidn en cada-
experimento. Sim embargo cuando se calcula el vorcentaje aue reprée-
sents este RNA tomando en cuenta el ribomome totael (proteins y RNA)-

estos valores no varisn significetivamente.
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CUADRO Yo.5

DETERMINACION DE RNA POR EL METODO DE SPIRIN

EN RIBOSCMAS DE CELULAS INMADURAS

A 0.2 ml, de une suspensidn de ribosomes limpios con una
concentracibn aproximadamente igusl de ribosomas se egrega 1 ml, de
HCth. Se lleva a ebullicién por 20 minutos vy se lee & 260 mm,, 270

nn. y 280 nm, Loz resultsdos som los slguientes:
di11:2

Fxp DO260 DO270 DO290 DO270-D0290 ugRNA ugzRNA  usRNA mgRNA
0,19 allic. ml.ali =mlrid mgrid

1 0,34C 0,362 0,210 . 0.%0 8. 16,8 34 0,488
2 0.bbs 0.47L 0,275 1,0h 10,92 21.8 109 0,416
3 0.k60 0,500 6,292 1,09 1.6 22,8 114 0,435
L 0,375 0.394 0,262 0.69 6.9 13,8 69 0,423
5 0,432 0.450 0,266 0,9k 9.87 19.7 98 0,10
6 0.335C 0.365 0,222 0.75 7,87 1%.7 79 0,405
7 0,397 0,417 0,207 0.89 9,34 18,6 93 0,404
8 0,432 0.450 0,266 0,94 9.87 19,7 o8 0,402
9 0.355 0,380 0,255 0.65 6.82 13.6 68  0.417

10 0.425 0.k27 0,235 §.01 10.6 21,2 106 0. 4k8
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El cuadro No.6 nos concentre los resultados obtenidos en

la determinecidm de proteinsa ribosomal v RNA para los ribosomas de -
célnlar inmadures (reticulocitc), asi como el vorciento de ls centi-
dad total de proteina v de RNA resbectivamente,
CUADRO No.5h
CONCENTRACION DE LAS DETERMINACIONES DE PROTEINA T RMA

EN RIBOSCMAS DE CELULAS INMADURAS

¢

Experimentc mg.proteina/mg.ridb. mg,RNA/meg.rib. %prot %RNA
1 0,543 0,488 52,66 47,93
2 0,553 0. 416 57,06 L2,93
3 0.515 0,435 8h,21 45,78
b 0,543 0,k23 51,16 48,83
5 0,513 0,410 55,57 bLb L2
6 0,518 0.k0% 56,12 L3,897
7 0,563 c.kob 57.33 b2,66
8 0,513 0.402 56,06 L2,93
9 0,548 0,417 51,41 48,58

10 0,530 0,8 53,10 4k6.%9

L1 tratamiento estadistico del total de loas experimenies
reslizados en la determinscidn de los componentes de los ribosomas -
de celulas inmaduras se encuentra en el cuadro No.7

CUADRC WNo,7
TRATAMIENTO ESTADISTICO DEL CONTENIDO DE RNA Y PROTEINA

EN RIBOSCMYAS DE CELULAS INMADURAS

ESTADISTICA PROTEINA RHA
n 11 11

b4 sh,2b L5, 29

2,19 2,24

D.E, & 2,30 2,35
E.S. 0,69 0,71
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DETERMINACION DE LOS CQMPONENTES RIBOSOMALES EN CELU
LAS MADURAS (ERITROCITO)

Comrperativamente a los éxperimentos snteriormente ==
descritos se prepararon muestras de ribosomes de eritrocito, las
cuales se purificaeron de une maners similar a los ribosomas de -
reticulocito v la determinacidn de su contenido de proteina y =
RNA se resllizd de la misma manera,

Log resultedos obtenldos se muestren en los siguien-
tes cuadros.

DETERMINACION DE PROTEINA

Los resultados de la determinscidn de proteina por -
el método de Lowry se encuentran en el cuadro No.8, en el cusl -
se seleccionaron 10 expe;imentoe como representativos de esta de
terminacidn. Bn este cuadro se obmervs que los ug de proteine/ml
de ribosoma varian de 105 a 155 , lo cuel indice la variacidn
de la concentracibn del ribosoma en cada experimento. Y como pue
de observarse tambiér la coneenirsclidn de me, de vroteina/mg. de

"ribosoma tlene un rango gue fluctha de 0.705 & 0,831 , velores =
qie indlcan la variabilidad de la extreccidn en cada experimento
Sin embargo, cuando se calcula el porcemtsje aue representa este
RNA tomando en cuenta el ribosoms total (proteina y RNA) estos -
velores no varisn slgnificativsmente.

DETERMINACION DE RNA
Bl contenido de RNA en eritrocito también se deter
wind por el método de Spirin en igusl forms que la determinacidn

para reticulocito, Log resultados se muesitran en el cuadro No. @
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DETER{INACION DE PROTEINA POR EL METODO DE LOWRY

LN RIBOSCHMAS DE CELULAS MADURAS

0.2 nl., de uma suspensidn de riboscmas limplos con wna -
conecentracida aproximadamente igual de ribosowmas se hacen reage=
cionar con 5 ml, dol resetive A, Se dejsn reaccionay 10 minuvtoa-
vy se afiden 0.8 ml, del reactive de Tolim. Después de 30 minutoa-
se lee su absorbencia a 750 am, Los resultados son los sigulene=
tes:

Exp D.0,750nm. wgz.prot/alic ug.prot/ml.rid mg.prot/mg.ridb

1 0,055 2k 120 0,740
2 0,070 31 155 0,831
3 0.067 29 145 0,745
L 0,048 20 100 0.76%
5 0,045 20 100 6,735
6 0,09 22 110 0,755
7 0,048 24 105 0,771
8 0,060 27 432 0,.82%
9 0,05 2k 120 0,753
10 0,059 22 110 6.705
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CUADRO To. S

DETERMINACION DE RNA POR EL METODO DE SPIRIN

EN RIBOSQMAS DE CELULAS HADURAS

A 0.2 Bl, de una suspensidn de giboscmas lipies con una
concentracidén aproximadamente igual de riboscmas se agrega 1 ml. -
de NC10,. Se lleva a ebullicibn por 20 minuntes v g8 lee & 260 mm,

270 nm, ¥ 29C nm, Los resuliedos son loz sigsuientes:

Izp DO260 D0O270 D0290 D0270-DO29C ugRiA usRWA usRWA mgRNA
6,19 alic. mleli mlridb mgrid

a4i1:2
9 0,308 0,290 0,212 0,440 k,10 8,2 41 0,2%3

2 0,347 0,338 0,230 0,568 5,65 11,36 87 ©,30%
0.31% 0,308 0:,217 . 0,478 L,78 9,56 48 0,246
0.252 0,229 0.166 0,330 3,30  6.60 33 0,253
0.235 0,206 0,142 0.330 3,30 6.6 33 Q.2b2
0.26% 0.235% 0,170 0,340 3,80 7,20 36 0,257
0.225 0,234 0,196 6,200 2,00 4,00 20 0,279
0,280 0,250 0.165 0,440 Lho 8,80 L& 0,271

0,305 0,280 0,206 0,450 L, %0 9,00 &5 6,282

[© Y B« - RN [*A TN Fow

0,246 0,225 0,162 0,330 3,30 6.60 33 0,211

-
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En este cuadro nuevamente volvamos & observar que el eontrol de lee

tura de densidad &ptica a 250 nm, no varia o 10 % de 1z demsidad by
tics a 270 am., debido & que no hey una grén conteminacidn de mate-~
risl no nucléico. Los valores de ug. de RNA/ml, de ridosoma flueti-
sn entre 20 y 57 ¥ esto indica la varimcidm en 18 concentracidsm del
ribosoma en cade experimento., ¥ como puede observerse tombliéan Ja -~
concentracidén de mg. de RNA/mg., de ribosoms %tiene um renge que flug
the de 0,211 & 0,305, valores que indican la veriabilided en cada ~
extraéciéna De le misma forma que pars los casgos anteriores cusndo-
se calcula el porcentsjeo que reoresenta este RVA tomando en cuentse
el ribosoma total (proteina ¥ RNA) estos valores no varisn signifi-
catlivamente,

Bl cuadro No.10 nos ilustra los velores cbtenidos en la
determinacidn de los componentes ribosomales de eritrocito, ¥y nuevs
mente los datoes que se encuentran en lag (ltimees columnae indican -
el voreiento de protefns ¥ RWA, 4 estas columnss se les realisd tem
bién un tratamiento estadistico encontréndose les valores que se er
cuentran en el cuadre Ho,11

CUADRO WNeo.10
CONCENTRACION DE LAS DETERMINACIONES DE PROTEINA ¥ RRA
EN RIBOSCMAS DE CELULAS MADURAS

Experimentc mg.proteine/mg.rid mE.RNA/Bg.ridb %orot. %RVA

1 0,740 0,253 Th,B52 25,47
2 0,831 0,308 73,15 26,54
3 Co 745 C.246 75,77 2b.%
4 0,769 0,253 71,99 2%,08
5 0.735 0,242 75,23 2L, 76
6 C.785 0,257 75.33  2bL,8EG
7 0,771 0.279 73, b2 26,587
] 0.825 c,271 75,27 2h,72
9 C,753 0,292 TELE 27,24
10 0,703 0,241 FELAN 23,00
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CUADRO No,.11

TRATAMIENTG ESTADISTICC DEL CONTENIDO DE RNA ¥ PROTEINA
EN RIBOSCMAS DE CELULAS MADURAS
ESTADISTICA PROTEINA RNA

B 11 11

¥ oh 22 25,77

v 1,543 1.43

D.E, % 1,50 1,50

E.S, 0,L5 0,45

Finalmente, el promedioc encontrade de los constituyentes
ribesomalee proteine ¥ RNA de ribomomas de eelulag inmsdures y de -
célules meduras se¢ encuentrs en ¢l siguiente cuadro gue es el No,12

CUADRO No,12

CUADRO DE CONCENTRACICON TOTAL DE LOS CONSTITUYENTES DE LOS

RIBCSCMAS DE CELULAS EN DCS ESTADIOS DE DIFERENCIACION

RETICULOCITO ERITRCCITO
PROTETHA (%) REA (%) PROTEINA (%) RNA (%)
Tim.Sup, 56, 54 L8 .16 75,72 27,27
medla 5L, 2% 45,81 74,22 25,77
L5, Taf, 51,94 L3, b6 72,72 ob, 27

Cuadre que nos ilustra le varismeibs de ls composiciba ri
bogomsl en la diferenciecidn., Ademés nos muecirs que comperando tan
to los wedins como los pardmetros de las dog poblaciones vemos que

aon homogencas y completamente diferentes uwana de otra, le cunl ob=-

sevvamos sobre todo en sus 1imites tsnto superior como inferior, ¥
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vemos asi que no hay ninguns posibilidad de imbricecibn entre las -

poblaciones, lo gue demuestra que por consiruiente la composicidn -

de proteina y RNA en ribosomas de células madurss es diferente & --

los de ecélulae inmadurss, ¥ similer o lee composiciones reportsdas-

para otras fuentes(Cuzdro No.13)

CUADRO No,173

PROPIEDADES FISICAS DE RIBOSCMAS

Los datos de esta tabla fueron tomados de la referencias-

Fo.b v Wo.18("),

Cte.sediment,
Peso molec.
Didmetro (4°%)
% RNA

% proteina

E.co0li

70

2,8x10

60
Lo

A.,vinelendil

86

250

Levadure

8o
L,1x10

340

L2

58

6

(")

guisante retic
planta cone i
R0 20
k.5x106 knxﬂoé
350 -
o L6
60 54
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Finalmente, begsdos en el hecko de oue le proteins c:e en

maver porcentaje es sintetizsda en 108 ribosomes de edlulss rojas -
e la heroclobina, decidimos determinsr ésts como uno de los facto-
res de contaminecidn en puestras determin»ciones de wrotelna,

Pars determinar la hemoxlobina usamos el método de Crose
by ¥ Furth's modificado de Bine y Baker,(19), adaptade s nuestras -
condicionea, el cual es baetante sensible per se,; sin embarco se op
ticizd el método disminuvendo el sistema finel de reaceidn con lo =
eual se losrd inerementar alin réds su sensibilidad,

Primeramente dicimes una curva estandard ussndo Ciancme-
tahemoglobina comoe fuente de hemoglobina (grafica No.k) 1a cusl si-
gue le ley de Lsmbert y Beer, La contaminaeidn de hemorlobina Ge =-
los ribosomas purificados y tratados previamente com 1iCl-Ursa (mé-
todo de Spitnik-Elson (19) que tiene por objeto el alterar completg
ﬁente la orgenizacida del ribosoma fué determinads por el método an
tes mencionado.

Los datos obtenidos en elte aspecto son solsmente preliimi
nares v encontramos una comtaminacibn de alrededor de 0,003 mg. de
hemoglobina/ mg, de ribosoma y 0,007 mg. de hemoglobina/mg. de rido
soma para ribosomas de reticulocito ¥ eritrocite respectivemente,

Eatos valores de hemogloblima representan sproximadamente
un 0,5% v un 1.0% de conteminacibn en ribosocmas de reticulocitos ¥y
erltrocitos resvectivamente, Wo obztante que los valores obtenidos-
sean preliminares son indicativos de una mayor coatsminacibén de he=

moglobina para ribomomas de eritrocito,
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El estudio de los componentes ribosomales de la eélula -

eritrolde de pollo em la diferenciacidn nos lleva & las siguientes-
conclusiones:

Los especiros que se observan en las gréficas 1 ¥y 2 nos
" muestran espectros similares a los reportados (14), En nuestre case
s8 observe eimilitud de jos espectros vara ambos piboscmse ¢on exew
cepcidn de 1ls abeorbencia observada en el cazo de 260 nm., a 325
nm, en donde como se menciond antes los ribosomss de célulss madu--
ras no bajan ol mismo nivel que los ribosomes de células inmsduras-
Mismo fendmeno reportade por Romén R y Sénchez. de J@3). Esto es debi
do al fendmeno de dispersidn de la luz (22), que pueden presentar =
clertas moléculas de acuerdo a su conformacidn., Nosotros concluimos
que los ribosomas de células maduras poseen diferencias eam au supexr
ficlie que les pesrmite que se agreguen en forme diferente a los ribeg
somas de células inmaduras produciende este efecto.

lLas relaciones obtenidas vpara ribosomas de célulasse in-
maduras fueren: 1,386 ¥ 1.77 a diferencia de las relaciones obienie=
das para los ribosomas de ¢élulas maduras: 0,75 y 1.2% pavra lss re-
laciones 260 nm,/230 nm, y 260 nm./280 nm. respectivamente. Sin eme
bergoe cuando estes relaciones gon caleculadas eliminando el efeets
tebrico y aproximado de dlspersidn de la luz que vressntan los ribvo
mee de células madurss las relaciones se hecesn sensiblemente igua-
les, Se comnsiders que el grado de pureza que se logré fud simllar a
los reportados para ribosomas de otras fuentes (20,21).

La concentracidnm de ribosomas la caleculamos por medio de
1a extincidén reportada para ribosomaz de reticulocito de conejo(14)

aunque sabemos de antemano que la exiineidn de un ribosoma puede \Z:
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riar dependiendo del grado de purificacidn del xribosoma y de la fuen

te del mismo. Sin embargo consideramos aceviable el tomayr este valor
para loa cdlcules en esta tesis debido 2 que el principal objeto era
comparar los datos obtenides en la composiciba de les ribosomas de -
retlculoeito v eritrocito. Ademés los poreientos determinados en es-
ta teslis fueron hechos en suspenslones igueles de una mlsme muestre-
de ribosomas, aunque la concentracidn absoluta de lom ribeosomas no -
fuese determinada eon completa ewaetitud,

los resultados de la composicidn de proteime ¥ RNA para -
los ribosomag de ecada estadic muestran not@biea diferencias (cuadro-
Ho.12). De acuerdo al tratamienito estadistice ¥y a la desviacibn es--
tandard es posible calcular pare cada caeso los limites superiores e
inferiores en cada delerminacidnm.

Loz céleculoa de los porcentajes de RNA y proteina ge hie-
cieron tomsaude como bose: proteina + RNA = 100 ¥ v los resuliados —=-
promedios obtenldos se encuentren en el cuedro No,12. Puede observag
se que los valores para c¢élulas immeduras tienea uns relacibn de
1,29 veces msa proteins que RNA, s diferenciae de les velores pars --
las cflulss maduras que pomeen 2,57 veces mas proteins que RWA, Sin
embargo de acuerdo a la forma en que se caleula el porcentaje, eastos
valoreg indican que em el caéo de los ribosomas de ¢élulas maduraes -
la proteina represente mayor porcentaje debidc & que el RNA en el to
tal contribuye en menor proporcidn.Por consigulente podemos comcluir
que en el proceso de maduracidn de la célula eritroide de pollo el =
ribosoma ha perdido RNA, hecho cque demuestra las diferencias en com-
vosicidn ribosomal de loa dos estadiozs estudiados,

Uno de los posibles errores en nuestra counclusidmn podria-
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deverse a que la rvelscidn proteina/RNA encontrada por nesotros pae
ra ribosomas de c¢élulas inmedurasg Sh/LE y de 74/26 pera los de c¢é-
lulea meduras ne fuese este sino que el salto porcentaje de protei-
na encontrado ez este (liimo caso fuese debido e la contaminacidn-
de hemoglobina, que como mencionamos e6 mas slia en este tive de -
ribosonas., No obstante podemos calcular los porcentajes de vprotei-
na corrigiéndolos de acuerdo a la contribucién dada por la presen-
cia de hemoglobina, siendo en ua ceso alrededor de 0.5% v en el o-
tro de 1.0% para ribosomas de células inmadurse v célules madures-
respectivamente, Sin embargo los velores correzidos de esta forma-
no llegen e ignalarse y alin mas no alcanzan el rango limite de e==
rroy permi{idoc para cada caso.

Esto apoya el pensar que efectivamente las relseionss -

de proteina/R¥A encontradas son las enusnciadas ¥ que efectivsmente

los ribosocmas de células meduras poseen mayor proporcidm de prot
na que de RN4,

Ctre posibilidad de error em las determinaciones podria
ser el mRNA que estuviese en el ribosoma ¥ que incrementara por eg
ta razbdn las cuantificaciones de RNA.

No obstante podemos calcular los porcientos de RN 7 ¢

1o

2

rregirloe de acuerdo & la contribucidbn de este MRWA, el cual seghn
Evans v Lingrel (2L) estéd em una concentracibém de 10,7 ribosomas =
por RNA 98 ¥ encomtramos que en el ribosoma de célules immeduras -
esta correccidn aumentaria el porciento emcontrado hssta 5%,77% de
vroteina y 41.23% de RNA, valores que ain son diferentes de los en
contrados psre ribosomses de célulos meduras, en los cusles la con-
tribucidn vor mRNA podemos considerarla no significetiva debida e

gue el eritrecito ya no eintetiza mRNA (7),
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Ls pregunta que nos planteamos 2l prineivio de este traba

jo queda contestada, y» que la pérdida de RNA es pérdida de alguno -
de sus componentes del ribvogoma, Sin embargo guede la posibilided ~-
aue 2l mismo tiempo se hublese verdido slgo de proteins cue no influ
vese en estos datos significetivemente, Fsto podris conocerse medien
te el andlisle de las proteinas ribosomsles y su estudio comparative
en la diferenciseidn, Ia sezunds posibilided gue nos planteapos es -
que existlese un cambio en la conformecidn del ridvosona exclusibanen
te, lo cual impliceris que los resultsdos de las determinaciones hu-
viesen sido iguales para ambos ribosomas, indiecando que no hubiese -
pérdida o bidn que la pérdids hubiese sido en la misma proporcidn en
RNA v proteinha, 12 tercera posibilidad seris tanto pérdide de alguno
de los comporentes como el cambio en el arregle de estos en el ribo-
soma, Bste posibilided no podemos descartsrle ya que un cambio en --=
los constituyentes de los ribesomes en la Ppreporcidn en que los enee
contramos no es suficlente para peder altepa® ¢1 velor del coeficien
te de sedimentecibén de B82g & 628. Por otro lado se he striduido tzm-
bién ¢l cambio de los coeficientes de sedimenteeidn de 80s a 622 de
los ribosomes de eritrocito em sy diferenciascidn & un cembio en su
conformacidn (2%),

Se conoce que dursnte la diferenciseidn del eritrocito e-
xiste una disminucidn en la conceniracidn del Mg+2intracelular (11)
hecho que permite enteader que se favorezce un cambic en la conforms
¢idn y en el coefieiente de sedimentacidén(2%,1)Este cambic podria fa
vorecer el que el ribogoma en cierto estadio vresentase diferentes-
zonas de rRNA em su superficile (?6) mas accesibles a la Ridse presgen
te en esa célula (27), Por otro lado me sabe gue éi TRNA de los ritro

somas de €élulas medurat se eancuentrs vereislmente depradedo 271, -
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lo que nos hace pemsar que es muy factidle que parte del rRNA vrodug

to de la degradacibn hubiese quedsdo fuera del ribosome y que no com
tribuyese en las determinaciones hechae en este trabsio dando por --
consigpuiente el resultado obienido de uenor porcentaje de RNA en ri-
bosomas de célulss meduras.

Creemos de gran importancia la contribucidm de estas tésis
en el pancrama de la diferenciacidn celular del eriirocito ya que lsa
pérdida de rRNA de los ribosomas de células maduras suglere que a e
dida que la célula roja se diferencis parte del ribosomes empleza a -
degradarse observéndose un decrecimiento en el ccentenido ribosomal -
(12)y por consiguiente una disminucidn en la capac{dad funcionel de-
#intesis de proteinas de esta célula (2). Ademds se conoce aue exis-
ten diferencias en la capacidad de incorporar aminofcidos "in vivoM-
en células roias de estos mismos estadios de diferemciscién (29), --
fambién se ha encontrado que el ribosoma de células inmadurss es de-
'3 a b veces mds activo en sintesis de proteinas que el ribosoma de -
células maduras in vitro (23). Esto podris exvlicar ls forma em que

esta célula pierde su capscidad funcional.
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