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INTRODUCCION

1.~ ALBUMINA

La albimina es la mds abundante y la mds estudiada de las proteinas de
la circulacién. Su nombre deriva del nombre primitivo para proteinas, afbu-
men, que deriva de la palabra latina albusa, que significa blanco; en este

caso lo blanco del huevo {1,2).

£s la proteina que el higado sintetiza en mayor cantidad (3), abarcan-
do el 50% de su esfuerzo productivo en cualquier momento. ka albimina se
sintetiza exclusivamente en el higado (4), el cual sintetiza Ta mayoria de

las proteinas plasmiticas, con excepcién de las gamaglobulinas.

La concentracin de albdmina en el plasma ha sido usada como un indica-
dor de salud y enfermedad. E1 nivel de albdmina sérica es el resultado de su
sintesis, degradacién y distribucién. Las propiedades fundamentales de 1la
albimina se identificaron por primera vez en 1837, por Ancell (5}, aquien
notd que 1a "albumen" se necesitaba para funciones de transporte, para man-

tener la fluidez de] sistema vascular y para la prevencidn del edema.

a) Distribucidn.

Sélo el 30 a 40% de Ta reserva total intercambiable de albimina en el

cuerpo humano se localiza en el comportamiento intravascular (6); el resto



es extravascular y se encuentra dentro del espacio intersticial. La mayoria
de 1a albimina intersticial en el hombre se encuentra en los misculos y en
la piel. E1 higado, pulmones, corazén, rifiones, y bazo sdlo contienen peque-
flas cantidades. Aunque constituye sdélo el 6% del peso total del cuerpo, la
piel contiene 30 a 40% de la albdmina extravascular (7). La 1infa contiene
s6lo 2 a 3% del total de albdmina intersticial, y su concentracidon en dife-
rentes sitios es muy variable (8,9). La albimina se encuentra en pequefias
cantidades en varios 17quidos corporales, tales como sudor, 1dgrimas, Jjugo

gistrico y bilis (10).

Una rata normal contiene 500 a 690 miligramos (mg) de albiimina/100 gra-
mos (g) de peso. De esta cantidad, 20 a 25% estd en la circulacién, 20 a 25%
estd en la piel, 10% en el intestino, y 35 a 40% en el resto del cuerpo (prin-
cipalmente, pero no en forma exclusiva en el misculo). E1 midsculo contiene

3.5 mg/g de albdmina extravascular, la piel y el intestino 7-8 mg/g (11).

b} Funciones.

A la alblmina se le han atribuido dos funciones principales el manteni-
miento de la presidn coloidosmética (PCO) y el transporte de diferentes subs-
tancias, tales como dcidos grasos de cadena larga, bilirrubina, calcio, dro-
gas, vitaminas, etc.; aunque también se ha propuesto que podria servir de

fuente interna de aminodcidos para la sintesis de otras proteinas.

Aunque s610 el 50 a 60% de las proteinas plasmdticas es albdmina, &sta

contribuye con el 80% de la PCO debido a su pegquefio peso molecutar (12). La



alblmina juega un papel muy importante en la regulacién del tamafic del espa-
c¢io extravascular. La albimina en el fluido intersticial compite con la al-
biimina intravascular en la retencién del agua que ha sido filtrada al drea

extravascular.

La albimina tiene una gran afinidad por substancias de considerabie im-
portancia bioldgica para la homeostasis del individuo (2, 10, 13). Esta afi-
nidad es la base para 1levar a cabo su funcidén de transporte. De ias substan-
cias mds importantes que se unen a la albimina para ser transportadas estdn
la bilirrubina y los dcidos érasos de cadena larga. La albimina juega un pa-
pel importante en el metabolismo de las grasas, une 1os dcidos grasos 1ibe-
rados por el tejido adiposo y los transporta en forma soluble en el plasma
(14). La hiperlipemia en pacientes con hipoalbuminemia demuestra la impor-
tancia de esta funcidn, aunque nuestros datos indican que 1a funcién trans-
portadora no explica completamente el fenfmeno de la hiperiipemia. Las hor-
monas unidas a la albimina se encuentran en estado de equilibrio que permi-
te que pequefias cantidades de hormona 1ibre estén disponibles todo el tiempo
(10). Casi todo el estercl circulante se encuentra unide a la albimina séri-
ca {13). Los corticosteroides se unen principalmente a una globulina especi-
fica, pero cuando esta se satura, la albimina la transporta (15). Aproximada-

mente 10% de la tiroxina estd unida a ia albimina sérica (10,16).

c) Estructura,

La alblmina estd formada por una sola cadena polipeptidica; tiene una

k-] o
forma elipsoidal con un didmetro de 38 Angstrom {A) y una longitud de 150 A



4.

(10}. Las secuencias de la albamina humana y de rata se obtuvieron a partir
de la secuencia de bases del &cido desorribonucleico complementario {ADNc)
especifico, clonado de ambas especies en 1982 y 1981 respectivamente {17,18).
La secuencia de aminodcidos (aa) de la albimina bovina reportada no ha sido

confirmada por medio de la secuencia de bases de su ADNc.

La secuencia de la albimina humana ya habia sido reportada en 1975 por
Behrens et al. (19) y por Meloun et ab. (20). Hay discrepancias entre los
dos reportes, con frecuencia involucrando secuencias alrededor de los resi-
duos de cisteina (Cis). Quizds la mds seria en términos de la estructura de
1a albimina es 1a secuencia alrededor de 1os residuos de Cis 17 y 18, debi-
do a la presencia (19) o ausencia (20) de otros aa entre las dos Cis que
afectan las asas de polipéptidos generados por los puentes disulfuro de las
dos Cis. Los resultados de la secuencia de Ta albimina deducida a partir del
ADNc clonado reportado por Dugaiczyk et ak.(17) concuerda mds con la secuen-
cia reportada por Meloun et al (20). Los residuos de cisteinas 17 y 18, son
los residuos 278 y 2793 por 1o tanto, como consecuencia de tal arreglo se es-
tablece una homologia casi perfecta en la estructura de triple dominio de la
molécula de albdmina. La secuencia reportada por Dugaiczyk et al. en 1982

{17) ain tiene discrepancias con la reportada por Meloun ¢t af. en 1975 (20)

La composicidn de aa de Tas albiminas de rata (18), bovina (21-24) y
hymana {17) se muestra en la tabla I. Los pesos moleculares (PM) calculados
a partir de la composicidn de aa anotados en la tabla I, y Tos aa en los ex-

tremos amino y carboxilo de las tres especies se muestran en la tabla II.



TABLA 1

COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LAS ALBUMINAS: HUMANA, BOVINA Y DE RATA

Humana (17) Bovina (24) Rata (18)
Ala 62 46 61
Arg 24 23 23
Asp 36 41 32
Asn 17 13 21
Cis 35 35 35
Fen 31 27 26
G1i 13 15 16
Glu 61 59 58
Gln 20 20 25
His 16 17 15
Ie 8 14 12
Leu 61 61 57
Lis 59 59 53
Met 6 4 6
Pro 24 28 29
Ser 24 28 24
Tre 28 34 34
Tir 18 19 21
Trp 1 2 1
Val 41 36 35

TOTAL 585 581 584



TABLA 1I
CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS ALBUMINAS: HUMANA, BOVINA Y DE RATA

Humana (17) Bovina (24) Rata (18)

Peso molecular (d) 66,288 66,213 65,863
Extremo amino Aspartico Aspdrtico Glutdmico
Extremo carboxilo Leucina Alanina Alanina

La composicion de aa de las tres albiminas es muy similar. Son ricas
en Alanina (Ala), Acido glutdmico (Glu), Leucina (Leu), Lisina (Lis) y Cis.
Las tres albiminas tienen 35 residuos de 34 de los cuales forman 17 puentes

disulfuro y uno queda libre.

La secuencia de aa (1-24) del extremo amino de las albGminas de rata,
humana, bovina {25,26), y de perro (27,28) se habian reportado con anteric-
ridad. Estas secuencias se muestran en la Figura 1. También se ha reporta-
do la composicién de aa de 1a allimina de Xenopus Zaevis {29) que da un PM
de 71,500 daltones {d) y de 1a albdmina de ratén Mus musculus (30) que da
un PM de 67,000 d.

La albimina se sintetiza en forma de un precursor conocido como pre-
proalbimina. La longitud de este segmento prepro- es de 24 aa en el caso

de las tres albdminas mencionadas, y se localiza en el extremo amino de



BOVINA:

RATA:

HUMANA
PERRO:

5 10 15 20

ASP—TRE‘HIS—LIS-SER-GLU:ILE-ALA-HIS-ARG~FEN-LIS-ASP-LEU~GLI-GLUTGLU-HIS FEN-LIS‘GL[ LEU-VAL-LEU
GLU-ALAHIS~LTS~SER~GLUY ILE}ALA-HIS-ARG-FEN~LIS-ASP-LEU-GLI~GLUGLN-HIS}FEN-LIS}GLIFLEU-VAL-LED|
ASP-ALATHIS-LIS-SER-GLUJVAL}ALA-HIS-ARG-FEN-LIS-ASP-LEU-GLT-GLU+GLU-ASNLFEN-LISTALAFLEU-VAL-LEU
GLU-ALA-TIR LIS-SER-GLU-ILE-ALA-HIS-ARG{TIR-ASNLASP-LEU-GLI-GLU GLU-HISLFEN{ARG 6L THLEU-VAL-LEU]

Figura 1. Comparacidn de la secuencia de aa de Tos péptidos (1-24) del extremo amino de las albiminas de

rata, humana, bovina (25, 26), y de perro (28). Las secuencias de aa comunes a las albiminas de
Tas cuatro especies se enmarcan.



la proteina. 18 de estos residuos corresponden al fragmento pre- el cual se
conoce como péptido sefial, y 6 al fragmento pro-. E1 fragmento pre- le sir-
ve, de acuerdo a 1a hipitesis del péptido sefial (31,32), para atravesar Tla
membrana del reticulo endopldsmico y entrar a &l. Tan pronto como la protei-
na haya entrado al reticulo endopldsmico o adn antes de gue termine de sin-
tetizarse, el fragmento pre- es cortado por una enzima especifica y la pro-
teina queda como proalbimina. En experimentos de marcaje con un pulso radiac-
tivo se ha encontrado que 1a cadena polipeptidica de la albimina se ensambla
en 2 min, pero la serie total de eventos intracelulares hasta que es secre-
tada, toma aproximadamente 20 min (33). La proteina recientemente sintetiza-
da sigue 1a ruta convencional a partir de los ribosomas unidos al retfculo
endopldsmico, de aqui al interior del reticulo endoplismico 1iso y de aqui
al aparato de Golgi y a las vesiculas de secrecidn. E1 fragmento pro- es cor-
tado en un sitio no determinado adin con exactitud. Estudios .in vivo de va-
rios laboratorios indican que la conversi6n se 1leva a cabo en el reticulo
endopldsmico 1iso (34) y/o en el complejo de Golgi (35, 36). Estudios mds
recientes usando el iondforoe carboxilico monensina, que tiene su blanco en
el complejo de Golgi proximal, han demostrado que la conversidn tiene lugar
en el complejo de Golgi distal, incluyendo a las vesiculas secretorias (37).
Se desconoce el papel fisiolégico de “a proalbimina (38, 39); sin embargo,
se ha sugerido que el fragawento pro- puede estar involucrado en: la inicia-
cién de la sintesis de albimina, la unidn de los polisomas, que sintetizan
proteinas de exportacién al reticulo endopldsmico, el enmascaramiento de si-
tios de unidn de la albimina, y en la velocidad de sintesis o degradacifn de
1a albimina (40). Tampoco se sabe con exactitud 1a enzima encargada de 1le-

var a cabo la conversidn de proalbimina a albimina. Recientemente Quinn y



Judah han sugerido que la catepsina B puede ser la enzima convertidora (41).

Se piensa que la formacidn de 1os puentes disulfuro se 1leva a cabo in-
mediatamente despuds de su sintesis, pues se ha encontrado albimina - usando
un anticuerpo que reconoce s6lo la cadena nativa - desde el reticulo endo-
plasmico rugoso. También es posible que los puentes disulfuro se forman des-
pués de que se haya sintetizado cada dominio, puesto que fragmentos de albii-
mina correspondientes a dominios individuales se pueden reoxidar para rege-
nerar la estructura nativa después de la reduccidn in vitro. Por otra par-
te, se sabe que el fragmente pro- no es esencial para la formacidn de puen-
tes disulfuro, ya que la albimina reducida se reoxidard nuevamente .in v.itxo

(33).

En 1a actualidad se conoce la secuencia de los fragmentos prepro- de
las tres albiminas mencionadas y el fragmento pro- de la albimina de polle.
La secuencia del fragmento prepro- de la alblmina bovina y de rata se ha he-
cho a partir del producto sintetizado <n vitrno en un sistema acelular de sin-
tesis de proteinas (42-49). La secuencia obtenida de esta manera, en el caso
de la rata, ha sido confirmada por la secuencia de basesdel ADNc especifico
clonado (18). La secuencia de este fragmento en el caso de la albdmina hu-
mana s6lo se ha hecho a partir del ADNc especifico clonado (17), mientras
que en el caso de 1a albimina de pollo se ha hecho a partir de la albimina
microsomal (50). Las secuencias de los fragmentos prepro- de las albiminas
de rata, humana y bovina y la secqencia del fragmento pro- de la albimina

de pollo se muestran en la Figura 2
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
HUMANA  MET-LIS-TRP-VAL-TRE-FEN-ILE-SER-LEU-LEU-FEN-LEU-FEN-SER-SER-ALA-TIR-SER

BOVINA MET-LIS-TRP-VAL-TRE-FEN-ILE-SER-LEU-LEU-LEU-LEU-FEN-SER-SER-ALA-TIR-SER
RATA MET-LIS-TRP~VAL-TRE-FEN-LEU-LEU-LEU-LEU-FEN-LEU-SER-GLT-SER-ALA-SER-FEN

FRAGMENTO  PRE-

) 19 20 21 22 23 24 1 2 3 4 5 6 7 8
HUMANA  ARG-GLI-VAL-FEN-ARG-ARG POLLO  ARG-ASN-LEU-GLN-ARG-MET-ALA-ARG

BOVINA  ARG-GLI-VAL-FEN-ARG-ARG
RATA  ARG-GL1-VAL-FEN-ARG-ARG

FRAGMENTO  PRO-

25 26 27 28 29 30 31 32 9 10 11 12
HUMANA  ASP-ALA-HIS-LIS-GLU-VAL-ALA-HIS POLLO  ASP-ALA-GLU-HIS
BOVINA ASP-TRE-HIS-LIS-SER-GLU~ILE-ALA 1 2 3 4

RATA  GLU-ALA-HIS-LIS-SER-GLU-ILE-ALA
1 2 3 4 5 6 7 8

EXTREMO AMING DE LA ALBUMINA

Figura 2. Extremo amino de las preproalbiminas de rata (42-47), bovina (48, 49),
humana (17) y de la proalbdmina de pollo (50).



11.

El fragmento prepro- de la albimina de pollo tiene un PM aproximado
de 4,000 d, el cual corresponderia a aproximadamente 35 aa. Este dato pro-
viene del PM calculado de 1a preproalbimina de pollo sintetizada {n vitwo

(51).

Todos 1o0s segmentos prepro- inician con metionina (Met) como debia es-
perarse ya que el producto completo de la traduccién debe empezar con un
coddn AUG. Las posiciones 3 a 12 revelan una secuencia altamente hidrofdbi-
ca. En los fragmentos pre- de las albiminas humana y bovina, esta secuencia
estd interrumpida por una Serina (Ser) en la posicidn 8. La secuencia hi-
drotfbica intermedia también se ha descrito en la porcidn media de muchos
otros segmentos pre- . El enlace peptidico que debe hidrolizarse durante
el procesamiento (n vivg de preproalbimina a proalbimina es Ser-Arg en el

caso de la humana y bovina, y Fen-Arg en el caso de la de 1a rata.

E1 fragmento pro- en las albiminas de rata, bovina y humana es un hexa=
péptido idéntico que en su extremo carboxilo termina con la secuencia Arg-
Arg. E1 fragmento pro- de la albiimina de pollo es muy diferente a los ante-
riores, estd formado por 8 residucs de aa , en su extremo carboxilo solo

1leva una Arg.

La albdmina, normalmente, sale a la circulacidn ya procesada {sin el
fragmento prepro-). Se ha descrito una variante de albimina circulante en
una familia, en el hospital Christchurch de Nueva Zelanda (52, 53). Esta
variante de la albimina humana tiene en su extremo amino un hexapéptide

que difiere del fragmento pro- normal en un aa, en lugar de la Arg en el
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extremo: carboxilo de este fragmento tiene Glutamina (Gin) (Figura 2, Gin
por-Arg en la posicidn 24). Este cambio puede ser explicado por una muta-
cién puntiforme. Este cambio impide también que la enzima encargada de

madurar la proalbimina a albimina reconozca el enlace Gin-Arg y la albii-
mina salga a la circulacidn con este hexapé&ptido, o sea, como proalbdimina

circulante,

Los PM de las formas prepro- de las albiminas de rata, bovina y huma-
na, y de los segmentos prepro-, pre-, y pro- calculadas a partir de la se-

cuencia de aa de los mismos se encuentran en la tabla III.

Agregando membranas de células de tumor de ascitis al sistema de sin-
tesis acelular (lisado de reticulocitos de conejo) que sintetiza preproal-

bimina de rata, ésta se procesa enzimdticamente a proalbimina (46).

Brown propuso una estructura covalente para la molécula de albimina
en base a los puentes disulfuro. Estos puentes disulfuro generan un patrén
de asas que se repite tres veces y que definen los tres dominios estructu-
rales de la albimina sérica (21). Estos dominios exhiben una homologia
de aa significativa. En base a ésto Brown ha sugerido (22-24, 54) que la
albimina evoluciond por triplicacifn génica de una proteina mds pequefia
correspondiente a un dominio, la cual pudo a su vez haber evolucionado de
una secuencia mucho mds pequefia por una serie de duplicaciones parciales y

deleciones anteriores.
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TABLA III

PESOS MOLECULARES DE LOS DIFERENTES SEGMENTOS PRECURSORES DE LAS ALBUMINAS

Preproalbimina Prepro- Pre- Pro-
HUMANA (17) 69,215 2,909 2,138 789
BOVINA (24,48,49) 69,070 2,875 2,104 789
RATA (18,42,47) 68,674 2,829 2,058 789

Las albiminas de rata {18) y humana (17) tiene 35 residuos de Cis en
la misma posicién a lo largo de la cadena, por lo tanto su patrdn de asas
es idéntico. De Tos 584 aa de la albimina de rata, 426 estén colocados en
la misma posicidn en la albimina humana, por o cual hay un 72.9% de homo-
logia de secuencia en ambas moléculas. Los puentes disutfuro en las albi-
minas humana y de rata estdn formados por los siguientes pares de residuos
de Cis : 53-62, 75-91, 90-101, 124-169, 168-177, 200-246, 245-253, 265-279,
278-289, 316-361, 360-369, 392-438, 437-448, 461-477, 476-487, 514-559,
558-567; el residuo de Cis libre se encuentra en ambas proteinas en la posi-
cidn 34. Ambas moiédculas tienen un sélo residuo de triptofino (trp), vy
en ambas se encuentra en la posiciGn 214, De los 6 residuos de Met que tie-
nen ambas moléculas, sGlo comparten 2 en la misma poesicidn: en la 123 y en
la 548. Las restantes 4 en la humana estdn colocadas en las posiciones 87,

298, 329, y 446 y en l1a de rata en las posiciones 198, 203, 219, y 264,
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En ambas moléculas sdlo se repite un aa tres veces en forma consecutiva;

es la Leucina (Leu) en las posiciones 345, 346, y 347.

Un esquema del patrdn de asas generado por los 17 puentes disulfuro en

Ta albimina de rata se muestra en la figura 3.

La albiimina estd presente en niveles relativamente bajos en el plasma
fetal, pero su sintesis se incrementa después del nacimiento, hasta 1legar
a 1os niveles normales en el adulto. La proteina predominante en el suero
del feto es la «-fetoproteina (AFP) (que es una globulina - a ), la cual
se sintetiza en el higado embrionario y en el saco vitelino (51). Después
del nacimiento Ta concentracidn en el suero de AFP disminuye drdsticamente
hasta alcanzar los niveles plasmiticos en el adulto normal de 20 nanogramos
(ng)/mililitro (ml). La caida en el suero de los niveles de AFP es el re-
suitado de la disminucidn gradual de su sintesis por el higado, y en el ca-
so de los roedores por 1a pérdida del saco vitelino. Sin embargo la sintesis
de AFP se reinicia en el higado adulto durante la regeneracidn hepdtica, y
en tumores especificos tales como hepatomas y teratocarcinomas {56). Hay
varias similitudes funcionales y estructurales sorprendentes entre la AFP y
1a albdmina (57, 58), en los dcidos ribonucl&ices mensajerod ARNm) que codi-
fican para ellas (59) y en sus genes (58, 60), lo cual ha conducido a 1la
sugerencia de que la AFP sirve como albimina fetal y que ambos genes surgie-
ron en la evolucidn como consecuencia de un gen ancestral, seguido por la di-
vergencia (57, 60). La alta concentracién de AFP y de albimina en el plasma
ayuda a controlar l1a PCO del fluido intravascular. La albimina estd involu-
crada en la unién y transporte de metabolitos y de efectores metabdlicos y

tal funcidn también ha sido propuesta para 1a AFP. Ademds la AFP ha sido im-
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Figura 3. Esquema de asas de 1a albimina sérica de rata, mostrando los puentes disulfuro y los tres

dominfos, segdn Brown (22).
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plicada en 1a supresion de la respuesta inmune de la madre y 1a protec-

cidn del feto de los roedores de 1os estrégenos maternos. Las dos protei-
nas son muy similares en tamafio y son codificadas por un ARNm con un coe-
ficiente de sedimentacidn de 18 unidades Svedberg {S). Los anticuerpos

producidos contra la cadena polipeptidica de AFP nativa, pura no reaccio-
nan con 1a albimina, sin embargo los anticuerpos producidos contra la ca-
dena polipeptidica desdoblada de albimina o de AFP, cruzan fuertemente con

albimina 6 AFP desnaturalizada (60).

La existencia de una albimina fetal con propiedades diferentes a la
albimina del adulto ha sido descartada, pues se ha encontrado que son indis-
tinguibles por criterios inmunolégicos, fisicoquimicos (62) y por las pro-

piedades de unidn a diferentes substancias (63).

La albdmina, adn cuande es una proteina de exportacidén, no se gluco-
sila en el proceso de maduracidn, sin embargo, se ha encontrado que se glu-
cosila no enzimiticamente (64) y en los pacientes diabé&ticos hay niveles

aumentados de glucosil-albimina (65).

Cuando una muestra de albimina de rata pura se somete a isoelectroen-
foque en un rango de pH de 4-6 se separa en 6 bandas (66). Para comprobar
que todas las bandas eran albdmina, se combind é&sta técnica con 1a inmunodi-
fusidn (66) usando antisuero total de rata; el resultado fue que se formé
una séla banda de precipitacidn, corrobordndose 1a microheterogeneidad de
la albimina de rata . E1 punto isoeléctrico (pl) de la albimina de rata es

de 4.6 (67) .
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En la albimina bovina también se ha encontrade microheterogeneidad
(68). Al ser sometida a electroenfoque se evidenciarion 5 bandas entre 5.71
y 6.04 unidades de pH, Spencer y King (68) propusieron que dicha heteroge-
neidad se pudiera deber a que se efectiien una de las siguientes reacciones:
a) Intercambio intramolecular de puentes disulfuro.
b) Formacidn de isémeros conformacionales estables,
c) Isdmeros formados por la acetilacién del grupo e-amino de la lisina,
d) Isémeros formados por 1a desamidacidn de asparagina {Asn) o Gln, o

por la amidacion de dcido aspértico {Asp) o Glu.

Otra causa por la que pueden encontrarse diferentes bandas de albilimina
en isoelectroenfoque es por la presencia de dcidos grasos fijados y que por
la naturaleza anifnica de eilos, hagan variar el PI de la albimina. Estos da-
tos han sido reportados por Geller et al. (69) quienes incubaron la albimina
con dcido estedrico y encontraron dos fracciones iguales al someter 1a mues-

tra a isoelectroenfoque, una a pH 4.7 y otra a 5.7.

También se ha reportado 1a microheterogeneidad del precursor inmediato

de 1a albimina, 1a proalbimina (37), cuyo pl es 6.0 (69).

d) Regulacidn de la sintesis.

Las células hepdticas que sintetizan albdmina son los hepatacitos, el

resto de las cdlulas hepiticas, incluyendo las céiulas de Kupffer, que for-

man el 40% del total de células no la sintetizan (70-72). Munro et al. de-
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mostraron (73) usando un anticuerpo antialbimina fluorescente, que esta
protefna es sintetizada por todos los hepatocitos, en higados de animales
alimentados normalmente. Otros autores {74, 75) también han reportado usan-
do la técnica del inmunofluorescencia que en estado normal, s6lo una peque-
fa fraccidn de los hepatocitos (10 a 15%) sintetizan albimina. Es posible
que estas discrepancias se deban a diferencias en la realizacién de la
técnica empleada (76}. Se ha demostrado en experimentos {n v.itro, que to-
dos los hepatocitos sintetizan albimina de acuerdo a su grado de ploidia
(77). Se sabe que el grado de ploidia estd relacionado con su tamafio celu-

lar, a mayor grado de ploidia, mayor didmetro (78),

Actualmente sabemos que el sitio de sintesis de albdmina, son los po-
lisomas unidos a la membrana del reticulo endoplasmico (79-83). En el caso
del hepatoma de Morris 6123, Uenoyama et af. (84) demostraron que la sin-
tesis de alblmina, que en este caso no era exportada, se efectuaba en los
poiisomas 1ibres. Schreiber et af. también reportaron que el hepatoma
Reuber H 35 C y los hepatomas de Morris 5123 TC y 9121 no excretan protei-
nas séricas (85). Estos resultados fueron revisados nuevamente por Redman
et al. (86) y encontraron que los hepatomas de Morris 5123C y 7800 fueron
capaces de sintetizar y exportar proteinas al medio de incubacidn, aunque
en cantidades menores que las rebanadas de higado de las ratas normales
(86). También se hizo el andlisis de 1a albimina naciente, dentro de los
tejidos de los hepatomas y de las rebanadas de higado normal y fue posible
identificar en ambos casos a la proalblimina. La alblmina excretada al medio
fue simiiar a 1a alblmina sérica (86). También se obtuve el ARNm de 1ns he-

patomas, se tradujo {n vitro, y se obtuvo un precursor de la albimina, més
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grande, con Leu en Tas posiciones 7, 8, 9, y 10 al igual que la preproal-
bimina, como ya habia sido reportado por Strauss et al. (87). Estos repor-
tes indican que aiin cuando Tos hepatomas de Morris 5123C y 7800 sintetizan
cantidades mds pequefias de albiimina que Ta normal, son capaces de procesar
el precursor de albimina sérica (preproalbimina) en albimina sérica y secre-

tarla al medio de incubacidn (86).

Los primeros estudios de l1a regulacidon de ta sintesis de albdmina hu-
mena se dedicaron simplemente a medir los niveles de albdmina sérica en in-
dividuos normales y en pacientes con varias enfermedades. Subsecuentemente
se desarrollaron una variedad de procedimientos de marcaje radiactivo que
permitieron 1a determinacidn de la vida media en el suero de esta proteina.
Esto involucrd la inyeccidn intravenosa de dosis pequefias de albtimina mar-
cada radiactivamente en pacientes con hipoalbuminemia y la determinacién de
las curvas de decaimiento del material inyectado. A continuacién, McFarlane
et al. (88) desarrollaron un método para medir la velocidad de sintesis de
albimina, en animales enteros. Estos autores reconocieron que habia una co-
rrelacidén directa entre la incorporacién de Arg en Ta albimina y la sintesis
de urea, y las mediciones de arginina marcada en la albimina después de la
inyeccion de 140 carbonato vensus la produccidn de urea pudo ser usado para
calcular Ta sintesis de albimina. Después se desarrollaron técnicas que per-~
mitieron el estudio de ta sintesis de albdmina en el higado aislado y perfun-
dido, y el desafrol]o de sistemas acelulares de sintesis de proteinas, homg-

logos y heterélogos.

La sintesis de albimina se altera bajo una serie de condiciones experi-

mentales y fisjolégicas, tales como la hepatectomia (89-91), ingestidn de
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etanol y otras hepatotoxinas (92-96), desnutricién (97-103), hormonas (6,
10, 104-109), medio ambiente (110-113), tensidn de varios tipes (114-118),
enfermedades (119-121), y PCO {lo cual se discutird mds ampliamente en el

siguiente punto).

En afios mds recientes se han usado enfoques moleculares para el estu-
dio de la regulacion de la sintesis de albiimina. La técnica usada es la hi-
bridizacién. Esta técnica permite determinar y cuantificar secuencias del
ARNm especifico directamente en las fracciones subcelulares (122-124). Para
esto se usa ADN complementario tritiado (ADNc—aH) especifico para el ARNm
de albimina. De esta manera se na calculado que el 97% del ARNm de albimina
en el higado de una rata normal, se encuentra en polisomas unidos a membra-
na, 2% en los polisomas libres, y 1% en el sobrenadante postribosomal (125,

126).

Usando esta técnica de hibridizacidn molecular se ha estudiado la distri-
bucién del ARNm de albimina en ratas sometidas a un ayuno de 24 horas (h}.
Se ha encontrado que el 31.4% del ARNm de albimina estd asociado con los po-
lisomas fijos, 8.6% con los polisomas libres y 60% en el sobrenadante post-
ribosomal. Cuando se extrae dcido ribonucléico (ARN) del sobrenadante post-
ribosomal de las ratas en ayuno se encuentra, por medio de andlisis en gra-
diente de sacarosa, que el ARNm de albimina tiene un coeficiente de sedimen-
tacidn de 17 S que es muy similar al normal (127, 128). Pero cuando el sobre-
nadante postribosomal se somete a andlisis en gradiente de sacarosa se en-
cuentra que las secuencias del ARNm de albimina estdn distribuidas entre 30

y 50 S, To cual sugiere que el ARNm de albimina 1liberado de los polisomas
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fijos durante el ayuno puede estar presente en el citoplasma como parti-

- cula ribonucleoproteinica mensajero {PRNm) (125, 129).

En las ratas con insuficiencia renal crénica, se ha demostrado que la
sintesis de proteinas en un sistema acelular estd reducida 30-40% en los
polisomas hepdticos unidos a membrana (129, 130), sin embargo, la actividad
de sintesis en los polisomas libres permanece sin cambio. La sintesis de al-
bimina por lo polisomas fijos estd disminuida adn mds que la reduccidn en
la sintesis de proteinas totales (50% de reduccifn). Estos cambios estdn
asociados con un incremento en el nivel intracelular de albimina {fraccién
microsomal) y un aumento del 59% en la cantidad de ARNm de albimina en los
polisomas unidos en relacién con los normales. La acumulacién del ARNm de
albimina en los polisomas fijos, asociado con una disminucidn generalizada
en la sintesis de a1?ﬁm1na, sugiere que hay un bloqueo en 1a sintesis de
proteinas a nivel traduccional. Aunque el mecanismo exacto para el bloqueo
en la traduccién en uremia, no estd claro, el aumento de albimina intrave-

sicular puede reflejar una disfuncidn en la secrecién de albimina.

La distribucidn del ARNm de alblmina en ratas hechas cirréticas por
medio de CC]4 es la misma que en ratas normales. E1 contenido total de ARNm
de albdmina por higado es escencialmente el mismo en los dos grupos. De es-
tos estudios se puede concluir que aunque existe dafio celular hepdtico en
la cirrosis experimental, el contenido de ARNm de albimina es normal en el

higado (129).
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2, PRESION COLOIDOSMOTICA

Al descenso de la presién de vapor del solvente, descenso del punto de
congelacidn, aumento del punto de ebullicidn, y la presifn osmitica se Tes
denomina propiedades coligativas (del iatin colligatus, reunido junto) de
las soluciones. Dependen dnicamente del nimero de particulas en solucién y

de ninguna manera de 1a naturaleza de las mismas (131).

Cuando una solucion de soluto se separa de un solvente puro mediante
una membrana semipermeabie, es decir, que permite el paso del solvente pero
no del soluto, se observa que aquél tiene a pasar a través de la membrana a
la solucidn, y de ahf a dilufrlo. E1 fendmeno 11amado dsmosis (del griego
que significa empujar o impulsar), fue observado por primera vez por Abbé
Nollet en 1748. Para solutos acuosos de bajo PM, la mejor membrana semiper-
meable conocida es una pelicula de ferrocianuro de cobre, CuzFe(CN)s, pre-
parada por contacto de una solucidn de sal cidprica con una de ferrocianuro
de potasio. Con solutos de elevado PM en solventes acuososy orgdnicos las
membranas mis usuales son peliculas finas de celulosa o nitrato de celulosa

(131).

La presidn osmitica s 1a presién mecdnica que debe ejercerse sobre
la solucidn para impedir el paso del solvente hacia la solucidn a través

de una membrana semipermeable.
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La incapacidad de ciertas substancias para difundir a través de membra-
nas, tales como el pergamino, condujo a Thomas Graham en 1861 a 1lamar a ta-
Tes substancias coloidales (del griego koiia , que significa pegamento, de-
bido a que con frecuencia eran pegajosas y gelatinosas como hidratos}, para
distinguirlas de las especies disueltas mds pequefias, a las cuales 1lamd
cristaloides, La aplicacion de las membranas semipermeabies por Pfeffer a
Ta medicion de la presidn osmética, mostrd que la presidn osmtica de las
sales y otros cristaloides es enormemente superior a la de aquellas substan-
cias como la albimina {coloides), por To tanto se supuso que la presién os-
mbtica de Tos prétidos era tan insignificante que no deberia jugar ningiin

papel fisioldgico.

Los primeros estudios de las presiones osméticas de soluciones de pro-
teinas fueron hechos por Starling en 1899, seguido por Reid en 1904 y 1905.
Starling separd las brotefnas del suerc sanguineo por filtraci6n a través
de una membrana gelatinosa, y entonces midié 1a presidn osmitica que se ne-
cesité aplicar hidrostdticamente al suero no filtrado para lograr el equi-
librio y que no hubjera flujo neto de agua cuando se separd del suero fil-
trado por una membrana de peritoneo de ternera montada sobre una gasa de
plata cubierta con gelatina. Estas mediciones fueron de significado funda-
mental en fisiologia ya que la presion osmotica medida resultd ser de un
orden de magnitud {aproximadamente 30 milimetros (mm) de Hg} que es inter-
media entre 1a presidn sanguinea en las arterias y las venas, asi que en
las primeras el agua y las sales deberian de fluir hacia afuera de la san-

gre y en las d1timas hacia adentro.

e et i e
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La frase "presidn osmética de una solucién" es algo indeterminada y
mal definida. En realidad se refiere a la presidn que debe ser aplicada
a la solucion, que contiene una macromolécula, para lograr el equilibrio
con respecto al movimiento del solvente cuando es Separado por una membra-
na semipermeable del solvente (y otras especies difusibles). No es una pre-

si6n producida por la solucidn, estrictamente hablando.

El término presidn oncdtica es sindnimo de presién coloidosmética. La
funcidn de las moléculas oncéticamente activas es retener agua en la san-
gre, en el lecho capilar a pesar de la presion hidrostdtica que la estd
tratando de forzar a salir. E] agua es retenida debido a la disminucidn en

el potencial quimico del agua que contiens la proteina disuelta.

Como ya se explicé anteriormente, Ta albiimina contribuye con el 80%
de 1a PCO del plasma (132). La importancia de esta funcién se demuestra por
1a frecuencia con la cual el edema acompafia a la hipoalbuminemia. La presen-
cia de edema en pacientes con baja concentracidn de albimina representa el
resultado neto de la interaccion de varios mecanismos relacionados con dos
procesos fundamentales: alteraciones a nivel del tejido local (fuerzas de
Starling) y alteraciones en la excrecidn renal de sales y agua (133). Las
fuerzas de Starling determinan la distribucion del fluido entre los espa-
cios intravascular e intersticial. Bajo condiciones normales, la presién
hidrostatica intracapilar y la presién osmética intersticial la cual tiene
una tendencia & mover fluido hacia afuera del compartimiento intravascular,
estan balanceadas por la presidn del fluido intersticial y 1a presidn osmd-

tica de la sangre. Con 1a disminucidn de la concentracién de la albimina sé-
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rica, éstas fuerzas se desequilibran. E1 efecto neto es la pérdida del flui~

do del espacio intravascular y el aumento excesivo en el liquido intersticial.

La pérdida del volimen intravascular activa a los receptores del siste-
ma del control del volumen del cuerpo, del cual es una parte integral el

sistema de regulacidn del balance del sodio.

Cuando la formacidn del edema en condiciones hipoalbuminémicas involu-
cra un desequilibrio en las fuerzas de Starling a nivel del tejido, la expan-
sidn del compartimiento extracelular depende 1timamente de 1a retercién de
agua y sodio por los rifiones. Este mecanismo sirve para tratar de preservar
el volumen del compartimiento intravascular, sin embargo, la disminucidn de
la presién osmitica dentro de los capilares como una consecuencia de la dis-
minucion del contenido de albimina plasmdtica resulta en la translocacidn
constante de fluido del compartimiento intravascular al intersticio. Como
una consecuencia, el compartimiento no se expande y el estimulo para la re-
tencidn de agua y sales continiia, Los factores renales responsables de esta
retencién incluyen una disminucidn en la velocidad de filtracidn glomerular,
aumento en la produccién de aldosterona y una disminucidn del factor natri-~

urético o tercer factor (134).

Se han hecho una serie de experimentos {n vitro ein vivo con el fin de

estudiar 1a relacién entre 1a PCO y 1a sintesis de albimina.

En 1946, Magnus Bifirneboe observé en pacientes con hepatitis (135), y

con PCO normal, que habia una relacidn reciproca entre el nivel de albiimina
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Y globulinas séricas. La disminucién de la alblimina sérica en presencia de
hipergamaglobulinemia no era debida a ninguna disfuncidn hepiatica o pérdi-
da excesiva de alblmina, y sugirié, por primera vez, que era consecuencia

de un sistema regulatorio de la PCO.

En 1967, Rothschild ef af. {136) observaron que los conejos hechos
hiperinmunes con vacuna polivalente de neumococos tenian una baja concentra-
cién de albimina sérica posterior a la elevacion de gamaglobulinas. La baja
cencentracién de 1a albdmina sérica fue el resultado de una disminucidn en
su sintesis, ya que la degradacion de 7a albGmina también habja disminuido.
La PCO permanecid esencialmente constante en virtud de un cambic reciproco
en la concentracidn de albimina y globulinas. Aunque un mecanismo por medio
de 1a PCO era probable, también era posible que la demanda de aminodcidos por
el aumento en Ta sintesis de gamaglobulinas pudiera producir una deficiencia

de aminodcidos para 1a sintesis de alblmina.

Otros estudios de Rothschild y Oratz {(137) donde se infundieron gamaglo-
bulinas, asi como dextrdn de alto PM (138) demostraron que el agotamiento de

aminodcidos, no fue la causa de la disminucidn en la sintesis de albdmina.

Para circunscribir el efecto de la PCO 1legé a ser necesario estudiar
este efecto en un higado aislado y perfundido. En este sistema muchas de las
otras variables que afectan la sintesis de albimina, tales como nutricidn,

hormonas, temperatura pudieron ser mantenidas constantes variando solo l1a PCO.
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Rothschild et al. (139) y Oratz (140) perfundieren higados de conejo,
variando en el liquido de perfusién la PCO, alterando el contenido de albi-
mina de! mismo, Cuando la concentraci6n de albimina en el liquido de per-
fusidn fue de 2.7%, la sintesis de albimina fue de 13.3 mg/100 g de peso
himedo/h. Cuando la PCO del 1iquido de perfusidén se aumentd, variando la
concentracidn de alblmina a 7.1%, 1a sintesis de aibdmina disminuys a 9 mg/100
g de peso himedo/h, cuando la PCO en el 1iquido de perfusidn disminuyd al va-
riar la concentracidn de albimina a 0.5%, la sintesis de albimina se incremen-

t6 a 20 mg/100 g de peso himedo/h.

Dich et af. (141) estudiaron el efecto de diferentes fracciones de pro-
teinas séricas para alterar la PCO en el Tiquido de perfusion. Cuando se va-
rid la concentracién de albdmina, pero se mantuve constante la PCO, la sin-
tesis de albimina no se alterd, pero cuando Sse mantuvo la concentracidn de
albumina constante y se aumentd la PCO variando el contenido de gamaglobuli-

nas, disminuyd la sintesis de albdmina.

La albdmina se sintetiza en el hepatocito (91), pero éste no estd en
contacto inmediato con el fluido intravascular (fluido intersticial). Se
piensa que el control osmdtico de la sintesis de albimina se 1leva a cabo por
el fluido extravascular. En el hipotiroidismo hay un pase acelerado de albi-
mina del plasma a los sitios extravasculares y la sintesis de alblmina dismi-
nuye. Después de la plasmaféresis, el contenido de ailbimina plasmitica se
mantiene a expensas de la reserva de albimina extravascular y Ta produccidn

de albdmina se incrementa (142).
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E1 dextran de PM de 188,000 d administrado a conejos a una concentra-
cidn final de 1-2: resulté en una disminucidn del 36% en la albimina séri-
‘ca, pero ain asi la sintesis no se estimuld. La concentracidén de albiimina
hepdtica intersticial aumentd 93% como un resultado del desplazamiento de
albimina intravascular a los sitios extravasculares. Cuando la cortisona y
el dextrdn se administraron simultdneamente la albimina sérica disminuyd
s6lo 18%. No habia cambio en la reserva intercambiable de albdmina, a pesar
del 35% de aumento en la degradacidn, indicando una estimulacidn de la sin-
tesis de albimina. Este incremento en Ta sintesis coincidié con una dismi-
nucién en 1a albdmina intersticial de 60% de los controles, resultando en

una disminucién en la presidn oncética intersticial (143).

Huberman (144) demostrd que en presencia de Macrodex (dextrdn de PM
de 70,000 d) en un medio de incubacién que contiene rebanadas de higado,
disminuyé la incorporacidn de radiactividad en la albimina. Cuando se pro-
bd un sistema acelular para obtener el efecto de la PCO aumentada, no se
observé disminucidn en la biosintesis de albimina, con lo cual se demostrd
que la integridad celular es necesaria para que la PCO afecte la biosinte-
sis de albimina (144). Oratz et af. (145) han demostrado que siguiendo a
1as infusiones de dextrdn hay una disminucidn en el nimerc de polisomas

fijos.
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3, MODELO BIQLOGICO DE TRABAJO

Para estudiar 1a influencia de 1a PCO sobre Ta biosintesis de la al-
bimina se pueden usar dos modelos: aumento o disminucién de la PCO. Ya se
menciond que al aumentar la PCO la sintesis de albdmina disminuye (146),
pero al disminuir 1a PCO la sintesis de albimina aumenta (146). La dismi-
nucion de la PCO estd asociada a varios estados patolégicos, por lo cual
tiene mucha importancia a nivel clinico (147-155). E} aumento de la PCO
es mucho mis raroc y sGlo se presenta en deshidratacién. Hay disminucidn
de 1a PCO en cirrosis, sindrome nefrético, edema pulmonar, etc. Por las
razones mencionadas, en este trabajo se escogid el de la disminucidn de la

pPCO.

Para producir una disminucién de Ta PCO 4in vivo se escogid en este
trabajo, el sindrome nefrético. Los animales de experimentacidn escogidos
fueron las ratas. Otra manera de producir este efecto in vivo, es por me-
dios de plasmaféresis, que consiste en la extraccion de upa fraccidn del
plasma del animal; esto se logra extrayendo sangre total y devolviendo el

paquete celular suspendido en una solucidn salina.

E1 sindrome nefrético se caracteriza por albuminuria, hipoalbumine-
mia, ascitis, edema generalizado, hiperlipemia, hipertrofia hepdtica con
aumento de ARN y dcido desoxirribonucleico (ADN) (156-158), incremento en
la sintesis de proteinas plasmdticas (158) y de la velocidad de marcaje de
1a albimina en el suero (159). E1 aumento de sintesis de albimina se ha de-

mostrado .n vivo (160), en higado aislado de rata (158, 161), en rebanadas
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de higado (162), en preparaciones acg1u1ares que contiene microsomas y so-
brenadante postribosomal (sistema acelular homélogo) {163, 164). La sinte-
sis de proteinas hepiticas totales no cambia o aumenta ligeramente (164).
Peters y Peters (165), no encontraron aumento en la sintesis de albimina en
ratas hechas nefrdticas por medio del aminonucledsido de 1a puromicina

(ANP).

El sindrome nefrético se puede producir experimentalmente en ratas
por la administraci6n del suero nefrotdxico (157, 158) o del ANP (166}.
En este trabajo el sindrome nefrdtico se indujo con el ANP. E1 mecanismo
exacto por medio del cual este firmaco produce el sindrome se desconoce.
Se han hecho varios estudios (167), con diferentes enfoques experimentales,
y se ha propuesto que es debido a una lesién epitelial glomerular, que con-

duce a cambios focales funcionales en 1a barrera de filtracién (167).

Se ha propuesto también, en el sindrome nefrdtico, como causa de los
bajos niveles de albiimina, ademds de ia pérdida en 1a orina, el aumento
de la degradacidn de ésta por los rifiones. En Tlos sujetos sanos, se ha
demostrado que Tos rifones tienen un papel insignificante en la degrada-
¢ién de albtmina, pero cuando hay dafio renmal presenta, la pérdida de al-
bimina en 1a orina puede conducir a un incremento en la degradacidn re-
nal. Normalmente sélo una pequeiia cantidad de albimina es filtrada por el
glomérulo, y los tdbulos intactos la catabolizan efectivamente y retornan

los aa a la circuVacidn (168, 169).



Se ha propuesto que 1a hiperlipemia presente en el suero de estos
animales es debido a una movilizacidn interna de 1ipidos (170), aunque
también se e ha atribuido a un aumento en la sintesis de las lipoprotei-
nas (158). Se ha demostrado que el higado de las ratas nefrdticas contiene

menos glucégeno que el higado de las ratas normales (169).

Zéhringer et af. (131) han estudiado el mecanismo de aumento de sin-
tesis de albdmina en el sindrome nefrdtico. Extrajeron ARNm poliadenilado
de l1a fraccién microsomal del higado y 1o tradujeron en un sistema acelu-
lar de germen de trign. También aislaron polisomas de Tas ratas nefrdticas
y los incubaron con las enzimas pH 5.0. En ambos casos encontraron un au-
manto de ARNm de albimina en relacién con las ratas normales. Concluyeron
que Tos polisomas de las ratas nefrdticas contienen 50% mis ARNm de albi-
mina, pero no investigaron la procedencia de este ARNm, ni demostraron que

fuera sintetizado de novo.

En Tos animales nefréticos, el edema y la ascitis se deben a la dismi-
nucién de la PCO provocada por la pérdida de proteinas plasmdticas, prin-
cipalmente albdmina. Por Tas caracterfisticas de este sindrome y los ante-
cedentes mencionados se escogid este modelo para estudiar la influencia de

la PCO sobre la sintesis de albimina 4t v.ivo.

4. REGULACION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS EN ORGANISMOS EUCARIOTES.

Un genoma eucariote tipico contiene alrededor de 10,000 genes estruc-

turales, Aunque se considera que hay sélo una copia de cada uno de elios,
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muchos de estos genes, posiblemente todos, estdn organizados en familias
de secuencias relacionadas por homologia y algunas veces también por fun-
cion. Estas familias de genes, posiblemente han surgido por un large pro-
ceso de duplicacion de secuencias y divergencia mutacional de un nimero
relativamente pequefio de precursores ancestrales. Cuando las fronteras de
un evento de duplicacidn caen fuera de las sefiales de iniciacién y termi-
nacign de la transcripcidn {duplicacién intergénica), el resultado es la
creacidn de un nuevo gen. Cuando las fronteras de la duplicacién caen
dentro de la unidad transcripcional, ha sucedido una duplicacién intragé-
nica, y un gen sencillo se ha expandido en uno mayor e internamente redun-

dante {172).

En relacidn con los procariotes, los eucariotes poseen mucho mds in«
formacidn genética. Por ejemplo, una c&€lula humana tiene mil veces mas
ADN que una célula de E. cof{. E1 ADN de formas superiores también se
encuentran asociado con proteinas bdsicas, 1lamadas histonas, y con protei-
nas dcidas o neutras. Los cromosomas eucariotes, a diferencia de los pro-
cariotes, se encuentra limitado por una membrana nuclear. Una consecuencia
importante es que la transcripcidn y la traduccién estdn separadas en tiem-
po y espacio en los ecuariotes, mientras que en 1os procariotes estdn aco-
pladas. £sto hace que la expresifn genética sea mas rica y mds compleja en

eucariotes que en procariotes.

Por otra parte, en las céluias procariotes, la regulacidn de la sinte-
sis de proteinas se 1leva a cabo principalmente a nivel transcripcional de-

bjdo a que sus ARNm son de vida media muy corta. En las células eucariotes,
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en las cuales el ARNm tiene una vida media mis larga, la expresidn genética
puede ser controlada no sélo a nivel transcripcional, sino también a nivel

traduccional {174).

Podemos dividir los sitios de regulacidn de la sintesis de proteinas en

tres niveles diferentes:

a) Transcripcional.
b) Postranscripcional.

c) Traduccional.’

E1 control transcripcional se 1leva a cabo en el nicleo celular y mds
concretamente a nivel del ADN, Es dependiente de sintesis de ARNm de novo
Yy la estimulacion de sintesis de proteinas no se manifiesta en la presencia
de inhibidores de la transcripcidn, como por ejemplo la actinomicina D. Las
hormonas estercides tales como el estradiol, la progesterona y la cortisona
regulan la sintesis de proteinas a nivel transcripcional. Estas hormonas pe-
netran en la cé&lula y se unen en el citoplasma con su receptor especifico.
La afinidad por el receptor es muy alta. ET complejo hormona-receptor migra
al nicleo celular en donde interaccionard con la cromatina para promover la
transcripcién de genes especifico (175). La unidn de la hormona esteroide
con su receptor incrementa su afinidad por el ADN. La actinomicina D inhibe
la accign de las hormonas esteroides, To cual implica que se requiere la

sintesis de ARN para su accidn.

La accién de la hormona esteroide de Tos insectos, la ecdisona, es otro

ejemplo de la regulacidn de la sintesis de proteinas a nivel transcripcional
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(176). El cromosoma politénico gigante de 1a gldndula salival de Drosopiila
contiene mds de mil moléculas de ADN que ain no se han segregado. Los cromo-
somas politénicos se desarrollan en muchas clases de células diferenciadas
por medio de un proceso en el cual los cromosomas se replican repetidamente,
pero no se separan, Cada cromosoma politénico tiene una serie caracteristica
de bandas (cromdmeras) que pueden ser vistas bajo el microscopio de luz. En
el desarrollo de una larva en crisdlida, ciertas bandas llegan a estar tran-
sitoriamente ensanchadas debido a que el ADN en esta reqidn se ha converti-
do de una forma condensada a una dispersa. Los ensanchamientos corresponden
a regiones transcripcionalmente activas. Un hallazgo sorprendente es que es-
tos ensanchamientos pueden ser producidos in vitro en gldndulas salivales
aisladas, por la hormona esteroide ecdisona. Evidencias que apoyan la con-
clusidn de que los ensanchamientos de 1os ¢romosomas son regiones de sinte-
sis intensa de ARN provienen de estudios autorradiogrdficos. E1 ARN se mar-
ca por medio de 1a incorporaci6n de un precursor radiactivo (uridina). Las
manchas se concentran en el ensanchamiento, indicando de esta manera que
estd sintetizado activamente ARN. Pero cuando el cromosoma se trata con ac-
tinomicina D antes de recibir la hormona ecdisona, no ocurre el ensancha--

miento y la sTntesis de ARN se ha detenido (176).

En los niveles postranscripcional y traduccional, 1a estimulacién de
sintesis de protefnas se 1leva a cabo adn en la presencia de inhibidores
de la transcripcin, por lo cual no podemos distinguir entre ambos mecanis-

mos por este criterio.

E1 control postranscripcional se puede efectuar en el intervalo com-

prendido entre 1a sintesis del ARNm (transcripcién) y el principio de 1a
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sintesis de proteinas {iniciacidn). Es posible que se 1leve a cabo este
contro) a nivel nuclear y citopldsmico. Sabemos que el producto primario
de Ya transcripcidn no es usado directamente como ARNm, sino que se pro-
cesa extensamente antes de que salga del nlGcleo al citoplasma. Casi todos
os genes que codifican para proteinas en los eucariotes estdn divididos,
0 sea que tienen secuencias intermedias a la secuencia de bases en el ARNm
madure (177-179). A las secuencias intermedias se les denomina intrones, y
a las secuencias que se expresan en el ARNm maduro, exones. E1 pre-ARNm
contiene intrones y exones, o sea que el gen dividido se transcribe inte-
gramente y la escision de los intrones y el empalme de los exones se lleva
a cabo a nivel nuclear. Se ha reportado la cantidad de intrones en los ge-
nes de diversas proteinas; 7 en el de ovoalbimina, 6 en el de ovomucoide,
17 en el de conalbdmina, 2 en el de globina- « , 2 en el de giobina-p ,

2 en el de globina-5 , 2 en el de 1a cadena 1igera de la inmunoglobulina,

4 en el de la cadena pesada de inmunoglobulina, 14 en el de AFP {173) y

14 en el de albimina de rata (172). En la mayoria de ellos el nimero de pa-
res de bases en los intrones es mucho mayor que el de laos exones, por ejem-
plo el gen de la albimina de rata tiene una Yongitud de 14,900 nucledtidos,
de Tos cuales 12,900 son intrones (172). Tambidn se han descrito intrones
en algunos genes para el dcido ribonucleico de transferencia {ARNt). En los
genes que codifican para las histonas no se han descrito secuencias inter=

medias.

Otra modificacidn que sufre el ARNm de los organismos eucariotes es la
adicion del capuchdn en su extremo 5' y la adicidn de un segmento poliade-

nilado en su extremo 3'. E1 capuchdn es la 7-metilguanosina, unida al ARNm
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por un enlace no comin: pirofosfato 5'-5'. E1 capuchén contribuye a la es-
tabilidad del ARNm protegiendo su extremo 5' de nucleasas y fosfatasas. La
longitud del segmento poliadenilado varia de 150 a 200 nucledtidos. Estudios
de ARNm inyectado en huevos de Xenopus han demostrado que el segmento poli-
adenilado incrementa la estabilidad del ARNm, pero no es requerido para su
traduccion. La ausencia del segmento poliadenilado en los ARNm de histonas

demuestra que no es escencial para el transporte del nicleo al citosol.

Hay evidencias que indican que el ARNm no sale del nicleo hasta que
haya madurado. Hay una cepa de ratas analbuminémicas que no tienen ARNm de
alblimina en el citoplasma, pero tienen niveles normales del precursor del
mismo en el nicleo (180-182). E1 problema de estos animales probablemente
sea una mutacidn puntiforme en una secuencia intermedia que impide el pro-
cesamiento y maduracién del ARNm, tal como se ha descrito en un caso de ta-

lasemia - g (183).

La regulacion postranscripcional también puede ocurrir en el citoplas-
ma, como es el caso de la ferritina. E1 ARNm de la ferritina se almacena en
forma de PRNm, que se liberan y traducen cuando el animal recibe un esti-
mulo de hierro. Este aumento en la sintesis de ferritina es insensible a
la actinomicina D (184, 185). Las PRNm de ferritina no se traducen in vitno
antes de la desproteinizacion (186). En huevos no fertilizados, el ARNm es-
td en forma de PRNm, durante 1a oogénesis. Estos 1legan a ser activos en la
sintesis de proteinas durante la embriogénesis. En el caso del erizo de mar,
esta activacion ocurre en los 20 min siguientes a la fertilizacidn, y ademds

también sucede en los huevos anucleados (187). Estos dos hechos descartan la
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posibilidad de que se esté sintetizando ARNm.

Aunque es factible que la regulacidn de sintesis de proteinas a nivel
traduccional ocurra en cualquiera de sus tres etapas: iniciacidn, elongacidn,
y terminacion; el control a nivel de iniciacién parece ser mis factible, ya
que de hecho 1a sintesis de protefnas se bloguearia totalmente o favoreceria

Ta traduccidn de un ARNm especifico.

El mecanismo de iniciacidn en las células de los mamiferos es un proce-
so complejo, que involucra al menos siete factores de iniciacidn (174). El
mismo conjunto de factores de iniciacidn es requerido para la iniciacidn de
todos los ARNm, de tal forma que cualquier modificacidn de 1a actividad de
uno de estos factores debe alterar 1a velocidad de iniciacidn de todas las

especies de ARNm.

Debido a que ciertos ARNm tienen una afinidad superior por algunos fac-
tores de iniciacifn, la magnitud del cambio no es necesariamente el mismo
para todas las especies de ARNm. Si Ta velocidad de iniciacidn estd dismi-
nuida, la competencia entre los ARNm por los sitios de iniciacién se incre-
menta, y se favorece la iniciacién del ARNm de mayor afinidad. Este es el
caso de 1a globina, donde el ARNm de Ia giobina-f tiene una velocidad de
iniciacidn superior que el ARNm de la globina—co, de tal forma que 1a inhi-
bicidn de 1a iniciacidn conduce a una mayor inhibicién de la sintesis de

globina-e que de globina-8 (187).

Aungue diferentes mensajes no son igualmente afectados, las modifica-

ciones de la actividad de los factores de iniciacidn no puede causar una
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situacidn donde l1a velocidad de iniciacidn de una especie de ARNm cambie
drdsticamente, al mismo tiempo que la velocidad de muchos otros perwanez-

ca totalmente no afectada.

Se ha descrito el mecanismo de regulacion de sintesis de proteinas a
nivel de iniciacidn, por hemina en el lisado de reticulocitos de conejo
(174, 188-196). En la ausencia de hemina, la sintesis de proteinas se de-
tiene debido a la formacion abrupta de un inhibidor enzimitico de la sinte-~
sis de proteinas. De hecho, este inhibidor es una cinasa de proteinas. El
blanco de esta cinasa es el factor de iniciacidn 2 {elf-2), y mds especi-
ficamente 1a subunidad pequeiia (38,000 d) de las tres de que consta el fac-
tor. E1 21F-2 forma un complejo ternario con trifasfato de guanosina {GTP)
y el ARNt iniciador y este complejo se une a la subunidad ribosomal 40 S
dando el complejo de iniciaciGn 40 5. La inhibicidn de 1a traduccifn es una
consecuencia de la fosforilacidn de la subunidad mds pequefia del factor de
iniciacidn 2, impidiendo de esta manera 1a formacidn del complejo ternario.
La cinasa del elF-2 que modifica al factor mismo, existe en dos formas, en
un estado desfosforilado inactivo y en un estado fosforilade activo. La fos-
forilacidn de Ta cinasa del factor de iniciacién 2 es catalizada por una ci-
nasa dependiente de mMonofosfato de adenosina ciclico (AMPc) la cual contie-
ne dos subunidades regulatorias {R) y dos subunidades cataliticas (C}. E1
compleio REC2 es disociado por AMPc en dos subunidades C cataliticamente ac-
tivas y dos subunidades R. E1 AMPc se une a la subunidad R y de esta manera
libera a C. La hemina bloguea esta disociacién uniéndose a 1a subunidad R
de 1a cinasa de proteinas dependiente de AMPc. La hemina se une a un sitio
de 1a subunidad R gue es aparentemente diferente del sitio al cual se une

el AMPc, y bloguea la unifn de AMPc a esta subunidad en forma alostérica.
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La fosforilacién del elF-2 y de 1a cinasa del elf-2 son revertidas proba-
blemente por fosfatasas especificas, como en el caso de ia fosforilasa y
de la fosforilasa cinasa del glucdgeno. £} mecanismo descritoc se muestra

esquemdticamente en la figura 4.

Hay otros mecanismos de regulacion traduccional en reticulocitos y
en otras células que no estdn sujetas al control por hemina. La adicidn
de pequefias cantidades de ARN de doble hélice o de glutatidn oxidado a 1i-
sado de reticulocitos que contiene hemina, activa un inhibidor de inicia-
cidn de cadena, como el controlado por hemina, que estd asociado con una
cinasa de proteinas independiente de AMPc gque fosforila la subunidad de
38,000 d del elF-2. La incubacidn del lisado de reticulocitos que contiene
hentina, con ARN de doble hélice y trifosfato de adenosina (ATP) también
produce 1a formacién de un potente inhibidor traduccional, el oligonucled-
tido pppA2'p5'A2'pbA que inhibe la sintesis de proteinas a concentraciones
muy bajas de 1-10 nanomolar {nM) activando endonucieasas que degradan tanto

Tos ARN virales como los celulares (174).

E1 tratamiento de células animales (e.g. c&lulas L de ratdn, células
de tumor de ascitis) con el agente antiviral interferdn induce enzimas que,
en presencia de bajos niveles de ARN de doble hé)ice, activa un inhibidor
traduccional parecido al controlado por hemina y produce la sintesis de
pppAZ'pS'AZ'pS'A a partir de ATP. Estas son las mismas enzimas que estén
presentes de manera constitutiva en el reticulocito de conejo. Las enzimas
principales inducidas por interferdn parecen ser una cinasa de proteinas

que probablemente activa un inhibidor traduccional parecido al controlado



RZCZ + 2 AMPc

Bloqueado {Cinasa de proteinas
por hemina dependiente de AMPc)
2 RAMPc + 2c

ATP ADP

ADP eIF-2 (P) 0
\ (0

Cinasa(d§ elF-2  Cinasa EP% de elF-2 (Fosfatasa de
) 1 A

proteinas 1I)

N

Pi Ha0 ATP elF-2 Pi
(A)

(Fosfatasa de proteinas I)

Figura 4, Un modelo para la regulacién de la actividad de elF-2 en reticulocites. Tomado de (174}).
A = Activo, I = Inactivo.
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por hemina y una enzima que sintetiza pppA2'p5'A2'p5'A. E1 interferdn es

_ inducide por los virus en las célutas animales. En presencia de interferén,
el ARN de doble hélice producido durante la repTicacidn viral probablemente
activa las cinasas inducidas por interferdn y dispara 1os eventos que con-
ducen a 1a produccidn de inhibidores traduccionales, inhibiendo de esta ma-

nera el crecimiento de los virus y de las células infectadas por virus (197).

La elongacidn de proteinas parece ocurrir siempre a la misma velocidad,
por lo que es improbable que el punto principal de control se 1leve a cabo
en este nivel. Una excepcidn seria el caso donde las protefnas tengan una
composicifn de aa muy rara, lo cual puede hacer que Ta disponibilidad de cier-

tas especies de ARNt sea un factor limitante.

§, CUANTIFICACION DE ARNm ESPECIFICO

Existen en Ta actualidad dos maneras diferentes de medir niveles de

ARNm especifico:

a) Hibdridizando el ARNm por medio de su ADNc radiactiva.
b} Cuantificando las proteinas sintetizadas en un sistema
acelular de sintesis de proteinas en respuesta al ARNm

afiadiendo al sistema.

a) Hibridizande por medic de su ADNc radiactivo. Cuando el ADN y el

ARN estén presentes en Ya misma solucidn, las secvencias complementarias



42,

tienden a reconocerse y a asociarse una con otra siguiendo la regla del
apareamiento de bases Watson-Crick. Bajo condiciones apropiadas de tempe-
ratura y fuerza ignica, largas moléculas de polinucledtidos se alinean
una con otra en forma precisa para formar hibridos de doble hélice. E1 ma-
terial no hibridizado puede ser degradado por incubacién con nucleasas Sl’
la cual es especifica para la digestién de ARN y ADN de una séla cadena, y

Tos hibridos restantes pueden ser recuperados e identificados (122, 123).

E1 uso de 1a hibridizacidn molecular para el estudic del metabolismo
de ARNm especifico en células anfmales fue posible gracias a un importante
descubrimiento, hecho por Temin y Baltimore, a principios de 1970 {198,199).
Estos investigadores reportaron el aislamiento y caracterizacion de una
enzima capaz de sintetizar ADN <{n vitro a partir de un modelo de ARN (poli-
merasa de ADN, dependiente de ARN}. La enzima 1lamada "transcriptasa rever-
sa", requiere ademds del molde de ARN, una regién iniciadora de doble hé-
lice. En las células eucariotes, 1a mayoria de los ARNm y sus precursores
(pero no otros Lipos de ARN) contienen una secuencia poliadenilada en su
extremo 3'. adicionando oligo (dT) sintético a 1a mezcla de reaccidn, se
forma una regién de doble hélice en el extremo 3' del ARNm dejando el resto
de la secuencia como un molde adecuado para la "transcriptasa reversa' . La
reaccidn también requiere cationes divalentes (Mg+2), y tados los cuatro
desoxirribonuciedsidos trifosfatados; se adiciona también actinomicina D
para impadir que el ADN recientemente sintetizado se copie a si mismo. De-
bido al apareamiento de bases Watson-Crick, el ADN sintetizado a partir del
ARNm es complementario en secuencia de bases (ADNc), y después de la sinte-

sis, estd enlazado el ARNm por puentes de hidrégeno. £1 ARNm puede ser dige-
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rido de 1os hibridos por adicion de alcali, y el ADNc puede ser colectado
por precipitacifn con etanol y/o centrifugacién en gradiente de sacarosa.
Usando substratos de una actividad especifica alta, el ADNc puede ser mar-
cado con una actividad especifica alta{ 106-107 cuentas por minuto (cpm)/
microgramo (pg)) , Bajo condiciones apropiadas, este material puede ser
usado como una prueba exacta y altamente sensible para Tocalizar secuen--

cias de ARN para las cuales el ADNc es complementario de manera especifica.

b) Cuantificacidn de proteinas sintetizadas .in vitro. Se han desarro-
11ado muchos sistemas para la traduccién de ARNm exdgeno. E1 uso de un sis-
tema de traduccién heterdlogo con identificacidn especifica del producto
es .esencial para demostrar la actividad de mensajero exdgeno. A continua-
cién se enumeran los principales sistemas de traduccion heterdlogos usados,

anotando sus ventajas y desventajas (200).

1) Sistema de Escherichia cofd preincubado.

Uno de Tos primeros sistemas mds ampliamente usados para la traduc-
cidn de ARNm exdgeno fue el reportado originalmente por Niremberg y Mat-'
thaei, Este sistema es obtenido de E. coli.; una cepa mutante en una o mds
ribonucleasas puede ser adecuado (e.g., MRE600, Q13). Las células son lisa-
das, mo1iéndola§ con aldimina o pasdndolas a través de una prensa French,
Los restos grandes son separados por centrifugacion, y el ADN es degradado
por incubacidn en frio con desoxiribonucieasa altamente purificada. Este

- tratamiento reduce grandemente la viscosidad de la solucidn y el material
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resuitante se centrifuga a 30,000 veces 1a fuerza de la gravedad (x g)
durante 30 minutos {min), colectando la capa sobrenadante. Esta fraccidon
contiene los ribosomas y otros factores requeridos para la sintesis de
proteinas y se denomina fraccidn “S 30" de E. cofi. Esta fraccidn es in-
cubada a 37 grados centigrados (°C) durante 30-60 min (80 min en el proce-
dimiento original) en presencia de la mezcla completa para la sintesis de
proteinas, incluyendo los 20 aa requeridos (no radiactivos) para la sinte-
sis de proteinas. Durante este periodo, la sintesis de proteinas se 1leva
a cabo, hasta completar las cadenas polipéptidicas preexistentes. La cade~
na polipeptidica completa y el ARNm son 1iberados de los ribosomas, y el
ARNm es degradado. E1 sistema es ahora dependiente de ARNm exdgeno para la
sintesis de proteinas y se le conoce como sistemas S 30 preincubado. Esta
fraccidn es dializada (o pasada por una columna de Sephadex G-25) para
eliminar los aa no usados y otros componentes de bajo peso molecular. El
sistema S 30 preincubado se puede almacenar en nitrégeno 1iquido, conser-
vando su actividad bioldgica por largos periodos y se ha usado para nume-
rosos estudios sobre la traduccidn acelular de ARNm virales. Los sistemas
bacterianos se nan usado para la traduccidn de virus animales y otros men-
sajeros eucariotes. Sin embargo, bajo estas circunstancias, la eficiencia
de traduccidn es considerablemente menor para el ARN de bacteriéfagos, ge-
nerdndose polipéptidos incompletos. Estos pueden ser debido, al menos en
parte a la ruptura nucleolitica del ARNm exégeno adicionando al sistema
bacteriano. Se ha encontrado la concentracidn adecuada de cationes diva-
Tentes para la traduccion éptima de ARNm eucariote en sistemas procario-

tes.
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2) Sistema de reticulocitos de conejo.

También se han usado sistemas eucariotes acelulares para la traduc-
cidn de ARNm exdgeno. Un sistema ampliamente usado es el lisado de reti-
culocitos de conejo. Este sistema es obtenido induciendo reticulocitos en
conejos, obteniendo las céiulas rojas inmaduras, lavando estas células de
contaminantes séricos, y lisando los reticulocitos suspendiendolos en agua
0 en amortiguador de baja fuerza idnica. Los restos de las membranas se
aliminan por centrifugacién a 10,000 x g durante 10 min. Esto produce el
"1isado de reticulocitos", un equivalente eucariote a la fraccion S 30 de
E. coli. Una vez que se ha desarroilado Ta pericia necesaria para prepa-
rar este sistema, es altamente reproducible. E1 Tisado de reticulocitos
parece tener la eficiencia traduccional mds alta de todos los sistemas eu-
cariotes desarrollados. Aungue el nivel de actividad es alta, aproximada-
mente 90 % del produéto representa cadenas ay B de globina. Estos polipép-
tidos son identificados rdpidamente y se pueden separar ficilmente de las
otras proteinas. Por lo tanto, pequefas cantidades de productos heterélo-
gos bajo la direccién del ARNm exdgeno pueden ser identificados (tan ba-
Jos como el 0.1% del total de 1a sintesis de protefnas). E1 ARNm exdgeno
no estimula la incorporacidn de aa por arriba del fondo en un sistema de
lisado de reticulocitos de conejo, y la presencia de un ARNm, en una pre-
paracion dada de ARN exdgeno, no se puede medir directamente. E1 ARNm exd-
geno compite con el ARN enddgeno por los polisomas para la traduccidn, Al
aumentar 1a cantidad de ARNm exdégeno, la actividad de sintesis total de

proteinas disminuye. E1 mecanismo de este efecto no ha sido determinado.
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Ya que el lisado de reticulocitos de conejo en su forma cruda tiene
una utilidad Timitada para cuantificar ARNm exdgeno y contestar preguntas
acerca del mecanismo de 1a traduccign de ARNm, se han desarrollado siste-
mas fraccionados, que tienen la finalidad de quitar la actividad endégena
de traduccion de este sistema. E1 primer intento que se hizo fue el de la
preincubacién. La sintesis de proteinas disminuy0 notablemente después de
la preincubacidn, por lo que no es muy adecuado. Los sistemas de fraccio-
namiento estdn basados en la separacidn de los factores de iniciacion de
Tos polisomas por tratamiento con concentraciones elevadas de KC1 { usual-
mente 0.5 molar (M)} . Despuds de este procedimiento Tos ribosomas son
reaislados y el sistema es dependiente en forma separada de los ribosomas
y proteinas del lavado ribosomal (factores de iniciacidn crudos). Sin em-
barga, una cantidad considerable de actividad de ARMm permanece con los
ribosomas . Estos ribosomas pueden ser estimulados de 3 a 5 veces por 1a
adicion de ARNm exdgeno, aunque el nivel final al cual estos ribosomas

pueden ser estimulados es mucho menor que la actividad del lisado crudo.

En otra modificacién de este sistema, la dependencia del ARNm se pro-
duce tratando 1a fraccién polisomal con bajas concentraciones de ribonu~
cleasa pancredtica. Los ribosomas asi tratados se separan centrifugandolos
a través de un colchén de sacarosa 1 M con KC1 0.5 M para quitar 1a ribo-
nucleasa residual. En la actuaiidad se ha desarrollado un sistema dependien-
te de ARNm exdgeno, confiable y reproducible que redne las caracteristicas
deseables para cuantificar ARNm exdgeno. Este sistema es el lisado de reti-
culocitos digerido con nucleasas de micrococos. En este sistema se han tra-

ducido una gran variedad de ARNm eucariotes. Bajo condiciones optimas el
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sistema es completamente estable y 1a sintesis de protefnas es lineal por
30-60 min. Este sistema tiene altos niveles de factores de iniciacidn, y
la reiniciacién del ARNm exdgeno es bastante buena. La hemina es indispen-

sable para mantener altos niveles de iniciacion en este sistema.

Se han preparado sistemas acelulares similares al de reticulocitos a

partir de higado, cerebro, misculo, y c&lulas en cultivo de tejido.

3) Sistema acelular de tumor de ascitis.

Sistemas acelulares dependientes de ARNm exdgeno, se han obtenido tam-
bién de células de tumor de ascitis Krebs Il y de Ehrlich que crecen en la
cavidad peritoneal del rat6n. Estos sistemas no estén fraccionados y se pa-
recen al sistema S 36 preincubados de E. cofi. Después de que el 1iquido
de ascitis es removido y las células se lavan, Se rompen por hemogenizaciGn
y se prepara una fraccién sobrenadante postmitocondrial. Este material es
incubade a 37°C durante 30 a 45 min en presencia del sistema de sintesis de
proteinas completo que contiene los 20 aa no marcados. La dependencia del
ARNm exdgeno es producido y el material es pasado por una columna de Sepha-
dex G-25 para quitar los aminodcidos no usados. Este material se almacena
congelado a bajas temperaturas. E1 sistema de tumor de ascitis demuestra
buena dependencia de ARNm exdgeno (fondo bajo) y puede ser usado para me-
dir actividad de ARNm directamente por incorporacidn de aa. Se requiere muy
poca cantidad de ARNm para lograr estimulacidén de la incorporacion de amino-

dcidos. Este sistema tiene una eficiencia traduccional muy baja comparada
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con el lisado de reticulocitos. Es estimulado por la adicion de factores
de iniciacién crudos de reticulocitos, pero la adicidn de estos factores
puede aumentar la complejidad en el andlisis de cierto tipo de resultados.
Urna dificultad importante es que los fragmentos polipeptidicos incomple-
tos se producen frecuentemente en el sistema, ya sea por terminacidn pre-
matura o por actividad de nucleasa. En muchos casos ha sido dificil obte-
ner polipéptidos auténticos gréndes con este sistema, sin embarge la sin-

tesis de tales polipéptidos ya ha sido reportada.

4} Sistema de germen de trigo

La preparacidn del sistema de germen de trigo es muy senciila, pero
tiene la desventaja de que la variacion de lote a Tote en la actividad
traduccional es muy grande. Tiene la ventaja de que tiene una actividad
traduccional muy baja y puede ser directamente dependiente de ARNm exd-
geno, Este sistema traduce una gran variedad de ARNm virales y de euca-
riotes. Tiene una eficiencia traduccional al menos tan buena como la de
los sistemas acelulares de tumor de ascitis. La traduccin ocurre con bue-
na fidelidad, sin grandes cantidades de fragmentos parciales, y se han iden-
tificado polipéptidos de alto PM. Otro punto que debe sefialarse en este
sistema, es la variacidon de cationes mono y divalentes requeridos para la

traduccidn de ARNm exGgenos diferentes.
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5) Oocitos de Xenopus intactos

Se ha logrado 1a traduccién de ARNm de varias fuentes en el sistema
de células intactas de oocitos de Xenopus. E1 ARN es inyectado por micro-
puncién y después de un tiempo de retraso de aproximadamente de 30 min, se
puede demostrar la sintesis de proteinas heterdlogas. Este sistema descri-
to originalmente por Gurdon et af. para la traduccién de ARNm de globina,
es totalmente estable. La sintesis de protefnas heterdlogos puede continuar
por arriba de dos semanas. Este sistema también ha sido Gtil para la traduc-
ci6n de precursores nucleares de ARNm, mientras que los sistemas acelulares,
no han tenido éxito para traducir &stos precursores. De todos los sistemas
usados para la traduccién de ARMm exdgeno, los oocitos de Xenopus son los
mds sensibles. En este sistema, se requieren de 0.1 - 10 ng de ARNm puro de
globina para obtener una curva de saturacidn. Esta sensibilidad es cercana
a la técnica de hibridizacién de ARNm-ADNc. En este sistema no hay requeri~
mientos de factores especificos y hay poca competencia entre el ARNm exdge-
no y el ARNm enddgeno, a menos de que se adicione mucho ARNm exdgeno. Apa-
rentemente este sistema tiene ribosomas en exceso, no aseciades con los ARNm
enddgenos. Estos ribosomas son usados para la traduccin de ARNm exdgeno.
Con ta gran estabilidad del ARNm exégeno inyectado en el occito de rana,

este sistema tiene gran potencial para el estudio del metabolismo del ARNm.
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1
OBJETIVOS

Los objetivos centrales de esta tesis son:

a) Medir niveles de ARNm de albdmina en el higado de ratas cuya

PCO estd disminuida y compararlas con los niveles normales.

b) Estudiar el efecto de la actinomicina D en nuestro modelo ex=

perimental de disminucidn de 1a PCO.

Estos son los primeros pasos en el estudio de la influencia de la

PCO sobre 1a sintesis de albidmina, .{n vivo.

Las herramientas de trabajo, que vienen a ser los objetivos inter-
medios, que nos van a permitir Tlegar a los objetivos deseados, son los

siguientes:

a) Preparacion de un sistema acelular de sintesis de proteinas de-

pendiendo del ARNm exdgeno.

b) Desarrollo de un método de extraccién de ARN total de higado de

rata, confiable y reproducible que nos permita obtener ARNm integro.

¢) Obtener un anticuerpo anti-albimina de rata, que nos permita se-
parar 1a albdmina sintetizada {n vdvo del resto de las proteinas. Para

esto es necesario tener albimina pura de rata.
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d) Separacidn e identificacién de los productos sintetizados 4n withe

por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida y de fluorografia.
e) Cuantificacién de 1a albiimina sintetizada .in vitho.

f) Desarrollo de un modelo experimental de disminucidn de la PCO in

vivo,
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I

MATERIALES Y. METODOS
MATERIALES
1. Reactivos.

Los siguientes reactivos fueron de Sigma Chemical Company (St. Louis,
Mo.): difenitamina (base libre); 1-acetil-2-fenithidracina (cristalina);
creatina fosfocinasa {tipo I, de mdsculo de conejo, 100-150 unidades/mg
E.C. 2.7.3.2); PPO {cristalino); ADN (sal sddica, altamente polimerizado,
de timo de ternera); hemina bovina (tipo I, cristalina); nucleasa micro-
cbecica (Grado VI, de Staphylococcus aureus, cepa Foggi, 100-200 unidades
molar (pM)/mg de proteina, E.C. 3.1.4.7); nuevo azul de metileno {azul
bdsico 24, sal doble cloruro de zinc, C.1. 52030); £EGTA {dcido Vibre), L~
aminodcidos, ditiotreitol (reactivo de Cleland}; bis-MSB; tris {TRIZMA
base); sulfato de amonio (grado I); dodeci) suifato de sodio (DSS); azul
de Coomasie G-250 (azul brillante G, C.I. 42655); dimetil sulféxido; ANP
(cristalino); proteina A Sefarosa CL-4B; desoxicolato de sodio {DOC-Na);
Tritén X-100; ATP {sal disédica, de misculo equino); GTP {sal disédica,
de miisculo equino); fosfocreatina (sal disddica, grado Sigma); tricloruro
de espermidina {cristalino); cloruro de guanidina {grade I, cristalino);

azida de sodio (cristalino); HEPFS {dcido libre)s; oligo-dT-celulosa.

El cosmege#‘ (Dactinomicina MSD, Actinomicina D) fue de Merck, Sharp

& Dohme {West Point, Pa.}. Cada frasco contiene 0.5 mg de Actinomicina D y
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20 mg de manitol. En la forma seca el compuesto es un polvo amarilio amorfo.
La solucidn es clara y color oro. La actinomicina D es el compuesto princi-

pal de la mezcla de actinomicinas producida por Streplomyces parvullus.

Los warcadores radiactivos proteinicos {mezcla de proteinas marcadas
con 14C) en amortiguador de fosfato de sodic 0.01 M, pH 7.2 que contiene
DSS al 1%, B-mercaptoetanol al 1%, EDTA 1 mM; la L-Leu-3H de 1 Ci/mmol y
de 40-85Ci/mmol en etanol al 2% fueron de Radiochemicals {Amersham, Buckin-

ghamshire).

E1 reactive de Bradford {Bio-Rad Protein assay) para la determinacidn
de protefmas fue de Bjo-Rad Laboratorjes (Richmond, Cal.). E! reactivo de
fenol folin Ciocalteu fue de Sigma de MBxico. E1 Anestesal fue de Smith
Kline (Norden de México). La heparina, 10,000 unidades/ml en alcohol benci-
1ico 9 mg/ml fue de Laboratorios Abbot de México. La acrilamida, la bisa-
crilamida, y el TEMED fueron de fastman Kodak Co. {Rochester, N.Y.). Lz sa-
carosa libre de ribonucleasas fue de Schwarz/Mann Inc. (Spring Valley, N.Y.).
EV adyuvante completo de Freud fue de Miles Research Laboratories (Elkhart,
Ind.). E1 agar Noble fue de Difco (Detroit, Mich.). £1 azul de Dextrdn y el
Sephadex G-150 fueron de Pharmacia Fine Chemicals {Uppsala, Suecia). El eta-
nol absoluto y el eter etilico fueron de Productos Quimicos Gadir (México).
La acetona fue de Harleco (Divisidn de AHS/Méxice S.A. de €.V.). La albimi-
na sérica bovina al 22%, pH 7.5 con azida de sodioc al 0.1% fue de Ortho
Diagnostics (Raritan, N.J.)}. El azul de bromofenol fue de Mathesen, Coleman
& Bell {Cincinati, Ohio). La riboflavina fue de Roche {Nutley, N.J.). E}

merthiolate fue de Elanco Products Co. {Indiandpolis, Ind). E1 timol fue de



54.

May & Baker (Dagenham, Inglaterra)}. El AguasilTM {1iquido soluble en agua
para siliconizar, densidad 0.88 g/ml) fue de Pierce Chemical Co, (Rockford,

).

Los siguientes reactivos se compraron en Merck de México: negro de
amido 10B, dcido dietilbarbitirico, dietilbarbiturato de sodio, fenol, hi-

dréxido de sodio, hidréxido de potasio y cloruro de magnesio.

De J.T. Baker de México fueron los siguientes reactivos: cloruro de
sodio, perdxido de hidrdgeno al 30%, dcido tricloroacético, sal disddica
del EDTA, cloruro de 1itio, dcido clorhidrico, tolueno, cloroformo, alcohel
isoamilico, cloruro de potasio, n-butanol, acetato de potasio, acetato de
sodio, persulfato de amonio, etilenglicol, glicerel, dcido acético, dcido
fosfdrico, metanol, naftaleng, 1-4 dioxano, cloruro de calcio, oxalato de

potasio, tartrato de potasio, carbonato de sodio.

E1 nitrégeno liquido se comprd en el Centro de Investigacién de Ma-

teriales de la U.N.AM.

2. Equipo.

A 1o largo del trabajo se usaron las siguientes centrifugas: centri-
fuga MSE de haja velocidad; centrifuga Sorvall RC-5B refrigerada, de alta
velocidad (Du Pont Co. Newtown,Conn.), a esta centrifuga pertenecen los

cabezales GSA y SS-34 a los que nos referimos a lo largo del trabajo; ultra-



85.

centrifuga modelo L2-658 de Beckman Instruments (Palo Alto, Catl.); micro-
centrifuga tipo B, serie 2664 de Beckman Instruments. Para la electrofore-
sis en gel de poliacrilamida se usé el equipo en placa vertical SE 500, el
destefiidor de difusién de geles en placa SE 530, el secador compacto de ge-
les en placa SE 540 que fueron de Hoeffer Scientific Instruments (San Fran-
cisco, Cal.). E1 lisado de reticulocitos de conejo se almacené en nitrGgeno
1iquido en una recipiente de Minessota Valley Engineering (MVE), modelo A
360, serie 1729 B, de New Prague, Minn. E1 nitrégeno 1iquido se transporté
en un recipiente UC-17 serie 20DH-235 de Union Carbide Corp. E1 equipo y

Tas soluciones que asi lo requirieron se esterilizaron en el siquiente equi-
po: esterilizador portdtil AMSCO, modelo 8816 M; olla Prestoc modelo 2 {In-
dustrias Steele de México); o el esterilizador de precisidn A1l American de
Wisconsin Aluminum Foundry Co. Inc. (Manitowoc, Wis.). En el electroforesis
en gel de poliacrilamida se usé la fuente de poder de corriente constante o
voltaje constante, modelo RD, serie 7717, catdlogo 320800 de Beckman Instru-
ments Inc. Spinco Division. En la electroforesis preparativa en gel de po-
liacrilamida se usé el equipe SAE 2782, la fuente de poder de corriente cons-
tante o voltaje constante VOKAM SAE 2761, la ldmpara de luz fluorescente
Photopol’ SAE 2753 que fueron de Shandon Scientific Company Limited (Londres,
Inglaterra); y el enfriador de inmersién Colora tipo TK 64 {Colora Messtech-
nik GMBH, Lorch/WlUrtt, R.F.A.}). En la inmuncelectroforesis se usd el equi-
po de LKB modelo 6800A (Bromma, Suecia). Para la electroforesis de protei-
nas en acetato de celulosa se usd el equipo de Helena Laboratories {Beaumont,
Tex.). Para contar los reticulocitos se usé el microscopic modelo Standard
GFL 655-632 No. 4289638 de Carl Zeiss (Oberkochen, R.F.A.). Para homogenei-

zar los higados de rata se usé la licuadora Osterizer modelo 403-A. El es-
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pectrofotémetro usado fue Carl Zeiss modelo PMQ II. E1 Tiofilizador usado
fue de Virtis {Gardiner, N.Y.). La radiactividad se cuantificé en el espec-
trofotdmetro de centelleo 1iquido Tri Carb, modelo 3330 de Packard Instru-
ment Company, Inc. (Downners Grove, 111.). En la preparacién de los gradien-
tes lineales se usé el formador y fraccionador de gradientes Densi-Flow II,
serie # 63409 de Buchler Instruments {Fort Lee, N.J.). El colector de frac-
ciones tipo 7000, el espectrofotémetro de flujo UVICORD § 2138, y UVICORD
4700 usados, fueron de LKB. La bomba persitdltica usada en la electroforesis
preparativa en gel de poliacrilamida fue de Buchler Instruments. En la ex-
traccidn del ARN total se usd el agitador de Eberbach Corporation {(Ann Ar-
bor, Mich.). Para unir los complejos antigeno-anticuerpo a la proteina A
Sefarosa se usd la plataforma rotatoria No. 3623 de Arthur H. Thomas (Phi-
Tadelphia, Pa.). La Pelicula usada para las fluorografias fue una pelicula
para Rayos X, X-Omat RP {XRP-5) de Eastman Kodak Co. Se usé el cassette
Kodak Min-R de 18x24 cm. Cat. No. 1284397 para la exposicidn de la peticu-
Ta a los geles radiactivos. La determinacidn de los iones en el Tisado en-
dégeno, y en las diferentes soluciones se hizo en el Departamento de Nefro-
logia y Metabolismo Mineral del mismo Instituto, usando el siguiente equipo:
para la determinacidn de sodio y potasio, el fotémetro de flama 343 de Ins-
tumentation Laboratories Inc.; para la determinacién de cloruro, el anali-
zador de Cloro y CO2 Cat. No. 6616 de Beckman Instruments; para la determi-
nacidn de magnesio, el espectrofotdmetro de absorcidn atémica Pye Unicam

SP90A, serie 2 {Cambridge, Inglaterra).
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3. Soluciones

En la preparacidn de las soluciones se usd siempre agua bidestilada
y desionizada a Ta que nos referimos a Jo largo del trabajo simplemente
como agua. Las soluciones usadas para Ta extraccion del ARN, purificacidn
del ARNm poliadenilado y preparacidn del lisado de reticulocitos se este-

rilizaron antes de usarlas.

4, Preparacién del material

Todo el material usado en.1a extraccién del ARN, preparacidn del 1i-
sado de reticulocitos, purificacion del ARNm y ensayos de traduccién se es-
terilizé. Cuando el material asi lo requirid se siliconizé con el producto
comercial AquaSi]TM a una concentracitn del 1%, el material se secé a 100°C
por varios min. El material de vidrieria se lavd con mezcla crémica que se
prepard de la siguiente manera: se disolvieron 120 g de dicropato de sodio
(NaZCr207) en agua destilada hasta un volumen final de 1000 m1, enseguida

se afladieron 1600 m1 de dcido sulfirico concentrado.
5, Material radiactivo
Los desechos radiactivos s61idos se almacenaron en frascos etiquetados

especialmente destinados para ello. Los desechos 1iquidos de baja actividad

se diluyeron con agua y se vertieron directamente al caiio de la tuberia, en
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donde se dejé correr abundante agua. Los desechos 1iquidos de alta activi-
dad se almacenaron en frascos de pldstico. Estos desechos 1iquidos junto

con el material sélido se almacenaron en el Departamento de Medicina Nuclear
del mismo Instituto, de donde son recogidos posteriormente por el Instituto
Nacional de Investigaciones Nucieares. La cristaleria contaminada con el
material radiactivo se enjuagd exhaustivamente con agua y se lavd por sepa-

rado del resto del material.

6. Jaulas metabglicas.

Con el objeto de poder recoger la orina de las ratas libre de heces y
de alimento, para cuantificar las protetnas excretadas, se usaron jaulas
metabGlicas. Las jaulas metabdlicas usadas en este trabajo se disefaron y
se construyeron en el propio laboratorio. Las jaulas constan fundamentalmen-
te de dos partes: la parte inferior o cono colector y Ta parte superior o
cuerpo de la jaula en donde se encuentra el bebedero y el comedero. La par-
te inferior es un embudo que tiene en su parte superior una malla muy fina
de nylon que impide el paso de las heces, pero que permite el paso de la
orina; en la parte inferior del embudo se le adpata una probeta para reco-
Tectar Ta orina. La parte superior descansa sobre el cono colector y posee
en su parte inferior una malla metdlica que permite el paso de orina y de
heces; la parte superior se cierra para impedir el paso de la rata. E1 co-
medero y el bebedero estdn colocados en sitios opuestos de lajaula; 1a co-
mida se colocé en polvo con el fin de que la rata no la arrastre al inte-

rior de la jaula, de igual manera para que el animal beba tiene que sacar
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1a lengua fuera del cuerpo de 1a jaula, a través de un orificio, para que

alcance la botella del agua y no introduzca agua al interior de la jaula.

La orina colectada sobre un cristal de timol se recogi6 cada 24 h, se
midié su volumen, se dializd contra solucidn salina, se cuantificé Ta al-
blimina y proteinas totales y se sometid a electroforesis en acetato de ce-

Tulosa.

7. Animales de experimentacion

Ratas: A lo largo de todo el trabajo se usaron ratas macho, albinas,
de la cepa Wistar, que se criaron y mantuvieron en el bioterio del Insti-
tuto Nacional de la Nutricidn hasta el principio de Tos experimentos. Se
usaron ratas alimentadas ad £&{b<{tum, de 90-110 g de peso. Se trabajaron
con los siguientes grupos de ratas:

Grupo I : Controles
Grupo II : Controles + actinomicina D
Grupo IIT : Nefréticas

Grupo IV : Nefréticas + actinomicina D

Conejos: Para la preparacién del lisado de reticulocitos se usaron
conejos machos de raza Nueva Zelanda de 1.5 a 2.5 Kilogramos (Kg) de peso,
alimentados ad £i{b.itum con un concentrado comercial (Conejina). Durante
todo el periodo de inyecciones se mantuviercn en el bioterio del Instituto

Nacional de Nutricién.
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Cabra: La cabra usada en la preparacion del anticuerpo antialbimina
de rata fue de raza Nubia, de un peso de 27 kg, alimentada ad £{b{tum con
un concentrado comercial y mantenida durante todo el experimento en el bio-

terio del propio Instituto.

METODOS

1. PREPARACION DEL SISTEMA ACELULAR DE SINTESIS DE PROTEINAS: LISADO DE RE-
TICULOCITOS DE CONEJQ.

a) Induccidn de reticulocitosis

Los reticulocitos se produjeron en conejos por inyecciones subcutdneas
diarias de l-acetil-2-fenilhidracina (AFH) (201). La AFH se prepard en so~
Tucién salina de Lingrel y Borsok {202} que estd compuesta de NaCl 130 mili-
molar {mM), MgClz.GHZO 7.4 mM, y KC1 5 mM, a una concepntracidn de 15 mg/m)

y se almacend a -20°C protegida de la luz.

Al sexto dia (después de 6 inyecciones) se sangrd al conejo por la ve-
na marginal de 1a oreja para contar el porcentaje de reticulocitos. §i no
alcanzaron el 90%, se continuaron las inyecciones y se conté el porcentaje
de reticulocitos diariamente. E1 dia que aicanaron 90% o mds, se suspendie-

ron las inyecciones y se procedid a sangrar al conejo al dia siguiente.
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b} Preparacién del lisado

El conejo se sangré en blanco por puncién cardiaca, siendo previamen-
te anesteziado con 1 ml de Anestesal (pentobarbital sddice, 63 mg/ml1) mez-
clado con 5,000 unidades de heparina como anticoagulante. La sangre se co-
lectd en frascos de centrifuga de 250 m1 colocados en hielo, se centrifugd
inmediatamente a 2,000 revoluciones por minuto (rpm) a 4°C durante 10 min
usando el cabezal GSA (657 % g); se elimind el sobrenadante junto con la
capa de gl6bulos blancos (la cual queda sobre el pquete de reticulocitos) y
se hicieron tres lavados con solucidn salina de Lingrel y Borsok. Los lava-
dos se hicieron en tubos de 50 ml a 1,800 rpm durante 10 min y a 4°C en el
cabezal $5-34 {394 x g). Después del Gltimo lavado se midis el voldmen del
paquete celular y se afiadié un volumen igual de agua destilada fria y esté-
ril, se mezcld rdpida y perfectamente y se dejé reposar 10 min a 4°C para

que Ta hemdlisis fuera completa.

Se centrifugé el hemolizado a 12,000 rpm por 15 min a 4°C en el cabe-
zal SS-34 (17,548 x g), para sedimentar los estromas celulares y seguir tra-
bajando con el sobrepadante, que constituye el 1lisado. E1 lisado asi obte-
nido se guardd directamente en nitrégeno 1iquido en alicuotas de diferente
volumen { de 100 a 400 microlitros (1) } o bien se suplements con hemina
y creatinina fosfocinasa (CFC) y se digirié con nucleasa de micrococos an-

tes de almacenario en nitrdgeno 1iquido.
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2. CUANTIFICACION DE RETICULOCITOS

La prueba se realizé mezclando en un tubo de ensayo partes iguales de
sangre heparinizada y del colorante nuevo azul de metileno al 0.5% en oxa-
lato de potasio al 1.6%. E1 tubo se incubd a 37°C durante 30 min. Se colo-
c6 una gota de la mezcla sobre un portaobjetos desengrasado y se prepard
una extension {frotis) con ayuda de otro portaobjetos, se secé al aire y se
observd al microscopic con el cbjetivo de inmersion. Los reticulocitos se
distinguieron perfectamente de 1os eritrocitos maduros por los agregados ya
mencionados; se contd un minimo de 200 células y la cantidad de reticuloci-

tos encontrados se expresG como un porcentaje del total de células.

3. OPTIMIZACION DE SINTESIS DE PROTEINAS EN EL LISADO DE RETICULOCITOS DE
CONEJO.

Antes de trabajar con un sistema acelular de proteinas, es necesario
optimizar las concentraciones de los factores esenciales en la traduccidn,
tales como iones, aa, fuente de energia, y cofactores particulares del sis-
tema usado, con el objeto de asegurarse de cue no se estd 1imitando la sin-

tesis de proteinas.

El pardmetro que nos va a indicar que el sistema de sintesis no estd
limitado por ninglin factor es la linearidad de sintesis de proteinas versus
tiempo. La manera de medir 1a sintesis de proteinas es la incerporacidn de

un aa radiactivo al material precipitable con dcide tricloroacético (ATA).
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De esta manera nuestro sistema serd dependiente sélo de la cantidad de aa
radiactivo afiadido al medio y de la cantidad de ARN afadido al sistema

en el lisado dependiente de ARNm exdgeno.

Aprovechando la capacidad de sintesis enddgena del~Tisado, se proce-
di6 a optimizar las condiciones de traduccién usando el ARNm endégeno. Se
prepararon las siguientes soluciones cencentradas para 1levar a cabo la
optimizacién y de algunas para probar su influencia en la sintesis de pro-

tefnas en el 1isado:

a) Mezcla de 20 L-aa (-) L-leu, 10 mM de cada uno, pH 7.0 Para hacer
esta mezcla se prepard cada aa por separado a uma concentracién de 200 mM
en HC1 1 M , con excepcidn del Trp que se disolvid en KOH 1 M. Se hizo
la mezcla de los 19 aa y se ajustd el pH a 7.0 con KOH concentrado. A la
mezcla final se le afiadié ditiotreitol (DTT) a una concentracidn final de
10 mM para protegerios de Ta oxidacidn.

b) Fosfato de creatina (FC) 1 M, pH 7.0. E1 pH se ajusté con HC} 1 M.

c) ATP 40 mM, pH 7.0. £1 pH se ajusté con KOH concentrado.

d) GTP 20 mM, pH 7.0. E1 pH se ajustd con KOH 1 M.

e) Espermidina 1 M, pH 7.0. E1 pH se ajustd con KOH 0.1 M.

f) Acetato de potasio 4 M.

g) Acetato de magnesio 1 M.

h) Hemina 1 mM.

i} Creatina fosfocinasa (CFC) 5 mg/ml1 en glicerol al 50% volumen a

volumen ‘v/v).
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En 1a preparacidn de cada reactivo se usd agua estéril y se guardaron
en alicuotas @ -20°C. Se determinaron las concentraciones de los jones en
el lisado enddgeno con el fin de saber la concentracidn real y final de ca-
da ion en el ensayo. El sodio y el potasio se determinaron por flamometria,

el cloruro por conductimetria y el magnesio por absorcidn atdmica.

4. ENSAYO DE TRADUCCION

a) Se suplementaron 0.8 voldmenes de 1isado con hemina, CFC, FC, Mg+2,
& , 19 L-aa y otro(s) factor{es) ensayado(s). Cvando se estaba optimizando
se varid 1a concentracion de cada una de elles y se mantuvo constante la
concentracién de los demds reactivos. Se 1levé a 1 volumen con agua. Se agi-
té perfecta y suavemente. Los ensayos de traduccién se hicieron en tubos
Eppendorf de 0.5 6 1.5 ml.

b} En un ensayo tipico de un volumen final de 30 microlitros ( K1), se
adicioné a cada tubo 20 F1 de 1isado suplementado, se adicioné el aa radiac-
tivo, y se ajustd su volumen final con agua estéril. Cuando se tradujo ARNm
exbgeno, se adicion6 en este punto.

c) La incubacidn se hizo a 30°C por el tiempo indicado, generalmente
1 h.

d} Al final del periodo de incubacidn se tomd una alicuota de 5 g1, se
depositd en 1 ml de agua, se adicionaron 0.5 ml de solucién decolorante (NaOH
L M, H0, 0.5 My 1 mg/ml de L-Teu) y 100 pl de H,0, al 30%. Se incubd a 37°C
durante 15 min para decolorar la muestra y desacilar el ARNt.

e} Se adiciond 1 ml de ATA al 25% (final 10%), se mezcld y se dejd re-

posar por 15 min en hielo para que la precipitacidn de proteinas fuera com~
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pleta.

f) E1 precipitado se filtrd sobre filtros Whatman de fibra de vidrio
de 2.4 cm de didmetro en un soporte miitiple para 6 filtros.

g) Los precipitados se lavaron con 20 ml de ATA al 8%.

h) Se secaron los filtros con lampara de luz infraroja (IR), hasta
evaporar todo el dcido.

i) Se colocaron los filtros en frascos de conteo de radiactividad, a
los que se les adiciond 2.5 ml de liquido de centelleo a base de tolueno
2,5 difeniloxasol (PP0) 5 g, p-bis-(0-metil-estiril)-benceno (bis-MSB)

0.5 g, tolueno hasta completar 1000 ml
J) Se cuantificé la radiactividad en un espectrémetro de centelleo
1iquido Packard que tiene una eficiencia de conteo para tritio (3H) en

forma liquida de 50% y en filtro de 30%.

E1 1isado original quedd dilufdo 1:1.875 (1:1.25 x 1:1.5). Las con-
centraciones de los reactivos estin calculadas para el volumen final de

30 ul.

5. DIGESTION DEL LISADO DE RETICULOCITOS DE CONEJO CON NUCLEASA MICROCOCAL.

E1 Tisado de reticulocitos tiene capacidad de sintetizar proteinas en-
dégenas (sintetiza globina activamente en forma predominante) si se suple-
menta con las concentraciones Gptimas de iones, fuente de energia, aa vy

hemina .,
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Si queremos traducir otros mensajes diferentes (exdgenos) sin que se
traduzcan los del lisado, tenemos que destruir los ARNm internos, y de es-
ta manera se puede medir la sintesis de proteinas simplemente por la ra-

diactividad incorporada a proteinas precipitables con ATA.

La digestién de 1os ARNm endégenos se hizo con la nucleasa de micro-
cocos E.C. 3.1.4.7 (fosfodiesterasa extracelular producida por Microcoecus
pyogenes y por Staphylococeus awrens). La usada aqui fue extraida de la
cepa Foggi de Staphylococeus awreus y es dependiente de calcio, de tal ma-
nera que si quelamos el calcio del medio, esta enzima se inactiva (203-
210). Esta enzima tiene la capacidad de hidrolizar los tres tipos de ARN
del reticulocito dcido ribonucléico ribusumal (ARNF),ARNm y ARNt , pero
el mds expuesto es el ARNm que estd formando los polisomas, por lo cual es
de suma importancia que la cantidad de nucleasa y las condiciones de reac-
cidn estén perfectamente controladas para que la nucleasa sglo digiera el
ARNm (211). Se optimizé la cantidad de nucleasa, agregando cantidades cre-
cientes de 1a enzima e incubando en condiciones idénticas de tiempo y tempe-
ratura, la digestién se detuvo agregando dcido etilenglicol-bis {beta-amino
etiléter)- N,N' tetraacético (EGTA), que quela selectivamente el calcio
(212). E1 lisado se suplementd para la sintesis de proteinas, se incubd y
se midi6 1a radiactividad incorporada al material precipitable con ATA, se
escogi6 1a cantidad minima de nucleasa que fue capaz de reducir Ta sintesis

de proteinas endSgenas al 1% de Ta sintesis en el lisado no digerido.

La digestidn del Tisado se hizo antes de almacenarlo en nitrggeno 17-
quido. Con las condiciones descritas a continuacidn se digirieron 40 m1 del

lisado.



67.

E1 Tisado se suplementd con CFC a una concentracion de 60 pg/ml, y con
hemina a una concentraci6n de 18,75 pM. La hemina se prepard de la siguien-
te manéra (213): para preparar 10 ml de hemina 1 mM se pesaron 6.25 mg de
hemina y se disolvieron en 0.5 ml de NaOH 1 M, se adicionaron 0.5 ml de
Tris-HC1 1 M, pH 7.5 y 9 ml de etilenglicol y su pH se ajustéd a 8.2 con HCl
1 M midiendo en un potencifmetro, se agitd rdpidamente la solucidn y el &ci-
do se agregd lentamente debido a que el potencidmetro responde muy lentamen-
te por la viscosidad del etilenglicol, y si se adiciona mds dcido del nece-

sario 1a hemina precipitard.

Para la digestién se siguid bdsicamente el método de Pelham y Jackson
(214). Se adiciond CaCl2 a una concentracidn final de 1 mM (a partir de una
solucidn 50 wM) y nucleasa micrococal a una concentracién final de 187.5 U
A260/m1 ( a partir de una solucidn concentrada de 17,000 unidades de absor-
bencia a 260 nanometros (nm) (U/AZGO) /ml. Una U A260 es equivalente a
un incremento en A260 de 1.0 en 30 min a pH 8.8 a 37°C, en un volumen de
reaccidn de 3.55 ml en una celdilla con un paso de luz de 1 cm; 85 U AZGO
equivalen aproximadamente a una unidad uM. Una unidad 1 producird 1.0
micromo ( pm) de polinucledtidos dcidos solubles de ADN/min a pH 8.8 a
37°C, basado sobre un coeficiente de extincion molar a 260 nm (Egso) s
10,000 para la mezcla de nucledtidos. La temperatura de digestidn fue de
20°C. A esta temperatura se estabilizdé previamente el 1isado con la hemina,
CFC y Ca612; entonces se adiciond la enzima, se agitd perfectamente y se in-
cubd durante 20 min, agitando suavemente cada 5 min, Al final de este perio-
do se agregd EGTA a una concentracién final de 2 mM (a partir de uma solu-

cion de EGTA 200 mM cuyo pH se ajusté a 7.5 con KOH concentrado); se agité
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suavemente para uniformizar la concentracion de EGTA y se repartid en ali-
cuotas de 200, 300 y 400 M1 en tubos Eppendorf de 0.5 6 1.5 m1. Se conge-

Taron y se almacenaron directamente en nitrigenc 1iquido.

6. PERFIL DE POLISOMAS DEL LISADO DE RETICULOCITOS DE CONEJO

Para investigar el efecto de Ta nucleasa sobre el perfil de poliso-
mas se analizé éste antes y después de la digestidn (213). Los polisomas
se separaron en un gradiente lineal de sacarosa de 15-45%, £1 lisado se
diluyd 1:3 con amortiguador de dcido N-2-hidroxietilpiperacina-N-2-etano
sul fénico (HEPES) 10 mM, pH 7.6 que contiene K(C1 125 mM, MgC12.6H20 1 mM,
NaCl 10 mM, DTT 0,5 mM y espermidina 0.5 mM. Se adiciond 0.5 ml de 1isado
diluido a 4.4 m) del gradiente. £1 gradiente se centrifugd en el cabezal
SW 50.1 {Beckman) durante 2 h a 299,000 x g radic miximo (50,000 vpm).
El gradiente de sacarosa se formd usando un formador y fraccionador de
gradientes Densi-Flow IIC y al final de la centrifugacidon se usé esta mis-
ma bomba para fraccionar el gradiente desde la parte superior del mismo.
El perfil de polisomas se analizé a 254 nm usando un espectrofotémetro

UVICORD S 2138.

7. EXTRACCION DE ARN POLISOMAL DE RETICULOCITOS DE CONEJO

En el método de extracci6n descrito a continuacién se usé fenol (215)

para desnaturalizar las protefnas, incluyendo ia ribonucleasa. Se adiciond
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DSS para disolver los complejos de nucleoprotefnas (216) y asi facilitar
la desnaturalizacidn de las proteinas. La extraccidn se hizo en presen-
cia de cloroformo (217) y usando un pH alcalino para que el ARN se recu-
pere en 1a fase acuosa, pues se ha observado que cuando la extraccién se
1leva a cabo a un pH neutro se queda en la interfase de proteinas desna~
turalizadas (218), uniéndose a ellas a través de su extremo 3' poliadeni-
lado (219). Se sabe que esta interaccién es promovida por cationes mono-
valentes (218). Al medio de extraccién se le afiadi6 alcohol isoamilico co-
mo antiespumante (220) y un agente quelante como el dcido etilendiamino

tetraacético (EDTA) para desestabilizar la unién protefna-ARN (221,222).

Esta preparacidn de ARN se hizo a partir de polisomas de reticuloci-
tos de conejo preparados por el método de Evans y Lingrel (223), con el
objeto de tener un ARN patrdn para probar la capacidad de sintesis de pro-
teinas del 1isado digerido con nucleasa micrococal. En la extraccidn del
ARN se siguid el métode de Aviv y Leder (224) usando fenol redestilado y

saturado en el amortiguader de extraccidn.

Los reticulocitos se prepararon de la manera descrita; al paquete de
células lavadas se les adicioné 4 voldmenes de MgC]2.6H20 5 mM para lisar-
las, después de 30 segundos (s) se afiadiG un voldmen de sacarosa 1.5 M que
contiene KC1 0.15 M. E) hemolizado se centrifugd a 12,000 x g por 10 min
(8,545 rpm en e1 cabezal GSA) y el sobrenadante se estratificd sobre 7 ml
de sacarosa al 36% (p/p) que contiene tris-hidroximetil amino metano-HC1

(Tris-HC1), 100 mM, pH 7.4, KC1 15 mM y Mg (OAc)2 5 m4, se centrifugf a
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78,000 x g (25,405 rpm en el cabezal 50.2 de titanio) por 3 h. El paquete
polisomal se recuperd en el fondo del tubo y se disoivié en amortiguador

de Tris-HC! 0.1 M, pH 9.0, que contiene NaCl 0.1 M y Na2 EDTA 1 mM a una
concentracion de 1 mg de ARN/ml1, se afiadié DSS a una concentracién final

de 1%, y un volumen igual de la mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamili-
co, 50:50:1 (v/v). La mezcla se agitd vigorosamente por 10 min a tempera-
tura ambiente, las fases se separaron por centrifugacién a 8,545 rpm por 10
min en el cabezal GSA a temperatura ambiente. La fase acuosa {superior) se
separd de la interfase de proteinas desnaturalizadas y del fenol (capa in-
ferior) y se volvid a extraer hasta que no quedd ;nterfase de proteinas des-

naturalizadas.

Se ajusté la concentracidn de acetato de potasio pH 5.5 al 2% y se adi-
cionaron 2 vollmenes de etanol absoluto, se almacend toda la noche a -20°C.
Al dia siguiente el ARN se colectd por centrifugacién a 10,000 rpm a -10°C
por 10 min en tubos Corex y en el cabezal $S-34. Se Tavd dos veces con NaCi
0.067 M en etanol al 66%. £1 paquete final se disolvid en el minino de agua
estéril y se determing la concentracidn midiendo su densidad Gptica (D.0.)

a 260 nm, sabiendo que 20 \ A260 =1 mg de ARN/m1,

8. EXTRACCION DE ARN TOTAL DE HIGADO DE RATA.

E1 cloruro de guanidina a una concentracién de 4 M { o mis) disocia
los complejos de proteina-acido nucléico e inhibe la accidn de la ribonu-

cleasa (225, 226}, por 1o cual es de gran utilidad en la extraccién de ARNm
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integro. En esta extraccion se usd también DTT (que se afadié a las solu-
ciones después de esterilizarlas) cuya finalidad es proteger al inhibidor
natural de 1a ribonucleasa del higado de rata (227) que es una proteina
que contiene grupos SH necesarios para su actividad (216). Para separar
el ADN del ARN se precipitd con LiC1 2 M, quedando en solucion ADN, glucé-

geno, heparina, ARNr y ARNt,

Se siguid fundamentalmente el método de Deeley et al. (228). Después
de extraer el higado se congel$ directamente en nitrdgeno liquido, se si-
guid trabajando inmediatamente con &1, o bien se almacend a -70°C para su
procesamiento posterior. Se homogeneizé en una licuadora que tiene una ca-
misa de hielv seco, a velocidad mixima, en un amortiguador de acetato de
sodio 20 mM, pH 5.0, que contiene cloruro de guanidina 6 M y DTT 1 mM
(20 ml/g de higado) por espacioc de 3 min. Los restos celulares se separaron
por centrifugacidn a 11,000 x g (8,200 rpm en el cabezal GSA) por 10 min a
-10°C. E1 sobrenadante se filtré a través de gasas estériles para eliminar
Tos 1ipidos, y enseguida se agregaron 0.75 volimenes de etanol absoluto pre-
enfriado a -20°C, se dejd reposar a -20°C durante 15 min. Los dcidos nuclei-
cos precipitados (ADN y ARN) se coiectaron por centrifugacién a baja veloci-
dad (3,200 rpm en el cabezal GSA) a -10°C por 15 min; se decant el sobrena-
dante y los dcidos nucleicos se disolvieron rdpidamente en amortiguador de
acetato de sodio 20 nM, pH 7.0 que contiene cloruro de guanidina 6 M, DTT
1mMy NaZEDTA, y se adicionaron 0.75 volimenes de etanol absoluto (-20°C)
y se almacené 15 min a -20°C. Este paso de precipitacién y redisolucion se

repitid tres veces mds con el objeto de purificar mds los dcidos nucleicos.
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La sal de guanidina de Tos dcidos nucleicos se intercambid por la sal
sGdica, disolviendo el dltimo precipitado en NaZEDTA 20 mM, pH 7.0 y extra-
yendo con un volumen igual de cloroformn - n-butanol, 4:1 {v/v)., por 15
min a temperatura ambiente usando un agitador mecidnico. Se centrifugé a ba-
ja velocidad para separar ambas fases, y la orgdnica (inferior), se reextra-
jo nuevamente con un volumen igual de NaZEDTA 20 mM, pH 7.0. Ambas fases
acuosas se combinaron y se les adicionaron 0.25 volumenes de LiCl1 10 M (con-
centracign final 2 M), se dejaron reposar 1 h a 4°C y el ARN precipitado se
colecté por centrifugacidn a baja velocidad a 4°C. E1 precipitado se lavé
dos veces con LiC) 2 M. €1 paquete final se disolvid en agua estéril y se
adiciond 1/10 de volumen de acetatc de potasio a1 20% peso a volumen (p/v)
pH 5.5 y 2 volumenes de etanol absoluto (-20°C), se dejé reposando toda la
noche a -20°C. Al dia siguiente se recuperd el ARN precipitado por centri-
fugacién a 10,000 rpm por 10 min a -10°C en tubos Corex, en el cabezal SS-
34, E1 precipitado se Javd 2 veces con NaCl 0.067 M en etanol al 66% y se

disolvid en el minimo de agua estéril.

9. PURIFICACION DE ARNm POLIADENILADO

E1 ARNm de los organismos eucariotes posee en su extremo 3*, unido
covalentemente, un segmento poliadenilado de longitud heterogénea, varian-
do de 20 @ 250 bases de longitud {229). Esta caracteristica estructural pro-
porciona la base para su separacidn por cromatografia de afinidad, del ARNr
y del ARNt ya que estos (ltimos carecen de este segmento. E1 segmento poli-

adenilado del ARNm puede formar eniaces con las cadenas de dcido politimidi-
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lico unidas covalentemente a un soporte de celulosa a una fuerza idnica al-
ta {KC170.5 M). La longitud de las cadenas de dcido politimidilico es varia-
ble, con un minime de 18 nucledtidos de longitud. Esta unién es reversible

a una fuerza idnica baja.

Se siguié fundamentalmente el método de Aviv y Leder (224). La columna
usada se esterilizd junto con la fibra de vidrio que se colocé en su base y
la extension de hule en su parte terminal. Laoligo{dT)-celulosa que se usd,
tenia una capacidad de unir dcido poiiadenilico de 32 U AZGO/g' La columna
se monté con 0.5 g de oligo-(dT)~celulosa equilibrdndose con el amortiguador
de aplicacion (Tris-HC1 10 nd, pH 7.5 y KC1 0.5 M). Rutinariamente la colum-
na se equilibrd con 50 m1 de este amortiguador. La muestra de ARN total que
se va a colocar en la columna también se disolvig en el amortiguador de apli-

cacion.

La muestra de ARN total se colocd cuidadosamente en la parte superior
de Ta columna ya equilibrada, se dejé que penetrara toda la muestra y la
elucion se hizo con el amortiguador de aplicacién. Se recogieron fracciones
a las que se les determing su D.0. a 260 n, hasta que la B.0. de las frac-
ciones regresé a cero. En este punto se eluyeron el ARNr y el ARNt y se que-
dé pegado a la columna el ARNm poliadenilado. Para despegario de la columna

se inicid 1a elucidon con un amortiguador de baja fuerza iGnica {Tris-HCl

—

0, pH 7.5), se recogieron nuevamente fracciones a las que se les midid
su D.0. a 260 mm, hasta que la 0.0, regresd a cerc, Para medir la D.0. a
260 nn se usaron ceidilla Tavadas con DSS al 10% para evitar la contamina-

cién con nucleasas. Las fracciones que dieron lectura a 260 nm se juntaron
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y se Tes adiciond 1710 del volumen de acetato de potasio al 20% (p/v),
pH 5.5 y 2 volumenes de etanol absoluto y se almacend a -20°C toda la no-

che. De igual manera se procedid con el ARN que no se pegé a la columna.

La columna se regenerd con KGH 0.1 M (224), después se lavo con agua

estéril y se guardd en refrigeracién con azida de sodio al 0.01% (p/v).

Al dia siguiente el ARN se colectd por centrifugacién en tubos Corex
a 10,000 rpm a -310°C por 10 min en el cabezal 55-34, se hicieron dos lava-
dos usando una solucidn de NaCl G.Q67 M en etanol a) 60%. La pastilla del
segundo lavado se disolvid en agua estéril y se calculé su concentracidn

sabiendo que 20 U A260 = 1 mg de ARN/m?l.

10. ELECTROFORESIS ANALITICA EN GEL DE POLTACRILAMIDA-DSS.

Esta técnica {230-232) se usd para analizar los productos sintetiza-
dos por el lisado de reticulocitos de conejo programado con ARNm de higa-
do de rata, los inmunoprecipitados de albimina de rata sintetizada {in vitro,
las proteinas del suero de rata, las proteinas del lisado de reticulocitos,
ete. Se usd el método de Laemm)i {233), pero usando 1a composicidn del gel

de Anderson ¢t af. {234).

La acrilamida y la bisacrilamida se recristalizaron por el método de

Loening {235).
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(a) Acrilamida. Se disolvieron 70 g de acrilamida en un litro de clo-
roformo a 50°C. La solucién se filtrd en caliente, sin succign, usando pa-
pel Whatman No. 1 (el embudo debe mantenerse caliente en una parrilla para
evitar que 1a acrilamida se cristalice al filtrarse). E1 filtrado se alma-
cend toda la noche a -20°C para que la formacidn de cristales sea total.
Los cristales se colectaron en un embudo Buchner sobre un matraz Kitasato

conectado al vacio, se lavaron con cloroformo frio y se secaron al vacio.

(b) Bisacrilamida. Se disolvieron 10 g de bisacrilamida en un litro de
acetona a una temperatura de 40-50°C. La solucién se filtrd en caliente sin
succion, con papel filtro Whatman No. 1. E1 filtrado se almacend a -20°C
toda la noche. Los cristales se colectaron por filtracidn, se lavaron con

acetona fria y se secaron al vacio.

Se prepararon las siguientes soluciones (213):

GEL. CONCENTRADOR

Para hacer el gel concentrador se prepararon por separado dos solucio-
nes, A y B que se mezclaron en las proporciones indicadas con DSS al 10% y
persulfato de amonio (PSA) 10%.

Solucidn A Solucion B

Acrilamida al 30% (p/v) 16.67 m1  Tris-HC1 1 M, pH 6.8 12.50 ml
Bisacrilamida al 1% (p/v) 13.33 mt 0SS al 10% (p/v) 1.00 ml
Agua 20,00 ;1 Agua 36,50 ml
TOTAL 50.00 m1  TOTAL 50.00 m



Para hacer el gel concentrador se mezclaron proporciones iguales de
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A y-B, se adiciond 1/100 de volumen de PSA al 10% (p/v} y 1/1000 de volu-

men de N,N,N*,N' tetrametilen diamina (TEMED).

AMORTIGUADOR PARA LAS MUESTRAS

Este amotiguador se almacené congelado a -20°C, hasta su uso.

Tris-HC1 1 M, pH

6.8

Azul de bromofenol 0.2% (p/v)

DIT
DSS

Agua para completar

foresis o bien se almacend a -20°C.

GEL RESOLVEDOR

Porcentaje de acrilamida
Acrilamida al 30% (p/v}, ml
Bisacrilamida al 1% (p/v), m
Tris-HC1 1.5 M, pH 8.8; ml
Agua, ml

DSS al 10% (p/v), mi

PSA al 10% (p/v), m

TEMED, p1
Volumen total 20 mi.

7.5
5.00
2.86
5.00
6.84
0.20
0.10
10.00

4,00 m

0.30 ml

0.77 g

1.00 g

50.00 ml

10.0 12.5
6.67 8.33
2,60 2.07
5.00 5.00
5.43 4.30
0.20 0.20
0.10 0.10

10.00 10.00

15.0  17.5

10.00 11.67
1.73  1.47
5.00 5.00
2.97 1.56
0.20 0.20
0.10 0.10

Por cada 5 pl1 de muestra se afadieron 20 ul de este amortiguador, se

colocd en agua hirviente durante 3 min y se colocd directamente a electro-

20.0

13.33
1.37
5.00
0.00
0.20
0.10

10.00 10.00 10.00
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AMORTIGUADOR PARA LOS ELECTRODOS

Se prepard concentrado 5 veces, asi se almacend a temperatura ambien-

te. Al usarlo se diluy6 con agua.

Glicina, base libre 144 g
Tris base 30¢g
DSS al 10z (p/v) 50 m
Agua, para completar 1000 ml

PROCEDIMIENTO

Se monté el aparato de electroforesis de .cuerd: con las instrucciones
originales {237), rutinariame .e se montarin dos placas, para lo cual se pre-
pararon 20 m! del gel rescolvesor al porcentaje deseado segin la tabla anexa

{normalmente se hicieron geles al 15% de acrilamida).

La separacifn se hizo a una corriente constante de 25 miliamperios (mA)/
placa. Cuando el frente (azul de bromofenol) ha llegado al final de las pla-
cas (1.5 h aproximadamente), se apagé la fuente depoder, se quitaron las
placas del aparato y los geles de las placas, se separd el gel concentrador
y se siguid trabajando con el gel resolvedor, el cual se tifié con azul de
Coomasie G-250 al 0.2% en una mezcla metanol-agua, 1:1 (v/v) a la cual se

afiadieron 7 ml de dcido acético por cada 100 m1 de mezcla antes de usarse,
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La tincién se hizo durante 1 h a 37°C. E1 gel se decolord en una solucidn
de dcido acético al 7% (v/v) en metanol al 30% {v/v) durante 12 h. Una vez
decotorado el gel se puede secar por calor y vacio o bien prepararse para

fluorografia.

En Tos geles en donde se separaron productos sintetizados in vitio se
usaron marcadores radiactivos (mezcla de protefnas meti]adas-lqc). Se colo-
caron 15 p1 de una dilucién 1:10 con el amortiguador de las muestras, por

canal. Los marcadores fueron los siguientes:

Proteina Peso molecular en d
(aproximado)
Miosina 200,000
Fosforilasa b 92,000
Albdmina bovina 69,000
Ovoalabdmina 46,000
Anhidrasa carbénica 30,000
Lisozima 14,000

11, ELECTROFORESTS DE PROTEINAS EN ACETATO DE CELULOSA.

Sobre acetato de celulosa, la carga neta de las proteinas es la res-
ponsable, casi exclusivamente, de la separacién de las proteinas. La alfa-
2 macroglobulina con un PM de casi 1,000 000 de d y un pH de 5.9 se mueve
mds aprisa que la haptoglobina con un PM de 100,000 y un pl de 6.1 en un
amor tiguador alcalino. E1 PM y la forma de las proteinas tienen menor im-

portancia (238).
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PROCEDIMIENTO

Se depositaron 50 m1 del amortiguader de Veronal, pH 8.6, fuerza i6-
nica 0.075 {2.76 g de dcido dietilbarbitirico y 15.4 g de dietilbarbitura-
to de sodio, en un litro de agua) en cada uno de los compartimientos exter-
nos de la cémara de electroforesis. Se humedecieron tiras de papel en amor-
tiguador para cubrir los extremos del soporte asegurdndose de que estuvieran
haciendo contacto con el amortiguador. La cdmara se guarddé cubierta hasta su

uso.

Se humedecieron el nimero de membranas de acetato de celulosa TITAN III
requeridas, bajando lenta y uniformemente la canastilla que las contiene. Se
humedec jeron las membranas aproximadamente 15 min antes de usarlas. Las mem-
branas se marcaron con 1dpiz antes de humedecerlas. La marca se hizo en una

esquind para que ayude a distinguir las miltiples muestras.

Se depositaron 5 1 de cada una de las muestras en los pozos que es-
tdn en la piaca de muestra. Se taparon las muestras para evitar la evapora-
cidn. E1 aplicador se cargd bajando los dientes en la placa de las muestras
por 3 6 4 veces. La primera carga se secd con una toalla de mano, esto pro-
porciond una primera mano al aplicador, la segunda carga ya fue mucho mds

uniforme. Una vez cargado se usd antes de 15 s.

Las membranas TITAN III se sacaron del amortiguador y se secaron entre
dos papeles filtro una vez. Se colocaron rdpidamente en la base alineadora,

un axtremo de la tira se alined con la 1inea de fondo, de tal manera que la
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aplicacidn fue central. La marca con 14piz graso qued6 en el lado izquierdo.
De tal manera que 1a muestra 1 siempre estuvo en el mismo Tado de la marca,

y la auestra nimero 8 en el lado opuesto.

Se transfirid el aplicador con las muestras a la base alineadora de la
membrana de acetato de celulosa. Se presiond el botdén suavemente y se dejé

asi durante 5 s,

Se colocé rdpidamente 1a membrana de acetato de celulosa volteada (con
las muestras hacia abajo) en la cdmara. Se colocé un peso {moneda, portach-
jetos, etc.) sobre la tira y se cubrié la cdmara. Se marcd el tiempo desea-
do para la separacidn electrofordtica (el suerc humano se separd en 15 min,
para el suero de rata se requirieron 35 min) a un voltaje de 200 voltios (V).
Se tiié por 4 min en Ponceau S al 0.5% en dcido sulfosalicilico al 10% {p/v).

AN

Las membranas se destifieron con tres lavados sucesivos de dcido acético
al 5% (v/v) por 2 min, o hasta que el fondo quedd blanco. En este punto las
membranas se pueden secar y almacenar. Para obtener un fondo transparente se

procedié con los siguientes pasos.

Las membranas se secaron y se deshidrataron en metanol absoluto por 2

min.

Se drenaron las membranas por 1 min y se humedecieron en solucidn acla-
radora de metanol-dcido acético, 4:1 {v/v) por 5 min. Esta solucidn se pre-

pard diariamente.
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Las membranas se secaron al aire por 2 min.

Se hizo el trazo densitométrico de las bandas, colocdndolas en un den-

sitometro a 525 nm.

12. PURIFICACION DE ALBUMINA DE RATA.

Con el fin de cbtener un anticuerpo dirigido exclusivamente contra la
albdmina de rata, es necesario purificar esta proteina del resto de las pro-

tefnas séricas de la rata con el fin de usarla como antigeno.

La purificacidn de albimina de rata no es facil, pues no es posible
aislarla en un sélo paso, por lo cual se requiere la combinacién de varias
1

técnicas.

Se siquid la técnica descrita por Rodriguez (66) que consiste de tres
pasos:

a) Extraccién por solubilizacién quimica con etanol-dcido.

b) Cromatografia de filtracidén molecular en Sephadex G-150.

¢) Electroforesis preparativa en gel de poliacrilamida.

a) Extraccidn por solubilizacidn quimica.

Se hasa en el hecho de que la albimina se solubiliza en una mezcla de



82.

etanol-cido a partir de un precipitado de proteinas totales del suero de
proteinas totales del suero de rata con ATA (1as globulinas se desnaturali-
2an). Se siguié el método de Korner y Debro (239) modificado por Rothschild

et at. (240).

Se obtuvo sangre de ratas por puncién cardiaca, la cual se depositd en
tubos de centrifuga previamente siliconizados para evitar que la sangre se
adhiriera a las paredes y se produjera hemdlisis (los eritrocitos de rata
son muy frigiles y se adhieren fuertemente a las paredes de los tubos no
siliconizados). Se dejé coagular & temperatura ambiente por 1 h y después
a 4°C con la finalidad de que se retrajera totalmente el codgulo. Se cen-

trifugo a 800 x g a 4°C durante 15 min para separar el suero.

Al suero obtenido se le adiciond lentamente y agitando continuamente
a temperatura ambiente, el volumen necesario de ATA al 50% para que quede
a una concentracion final de 10% (1/4 del volumen del suero). Después se
centrifugd a 800 x g a 4°C durante 15 min. E1 precipitado de proteinas to-

tales se lavd dos veces con ATA al 5%.

La albdmina se extrajo del precipitado de proteinas totales con una
solucidn de ATA al 1% en etanol al 95%. Se dejd a temperatura ambiente,
agitando suavemente cada 10 min con una varilla de vidrio por espacio de

60 min.

Se centrifugd a 800 x g a 4°C durante 15 min, se descartd el preci-

pitado (globulinas) y al sobrenadante se le adicionaron 3 vollmenes de
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éter etilico, se centrifugd nuevamente, se eliming el sobrenadante y el
precipitado se disoivid en Tris-HC1 1.0 M, pH 7.8 y se dializé contra este
amortiguador diluido 100 veces, haciendo 5 cambios del amortiguador fresco.
E1 dializado se liofiliz8 y se disolvi6 a uma concentracidn de 100 mg/ml.
Se volvid a dializar haciendo tres cambios del amortiguador en un lapso de

2 h, se centrifugé y se determind 1a concentracidn de proteinas.

b) Cromatografia de filtracidn moiecular en Sephadex G-150.

E1 Sephadex G-150 se hidraté a 100°C durante 5 h {231) en el amorti-
guador de elucién {(Tris-HCT 10 mM, pH 7.8). La columna de 2.5 por 100 cm
se mont6 y se equilibré a la temperatura de trabajo {4°C) con el amortigua-
dor de elucidn. E1 volumen vacio se determind usando azul de dextrdn 2000

diluido al 2% (p/v) en el amortiguador de elucién.

En esta columna se aplicaron 100 mg de albumina semipurificada por
solubilizacidn quimica y disuelta en Tris-HC1 1.0 M, pH 7.8. La separacidn
se hizo a un flujo de 10 mi/h, se colectaron fracciones de 2 ml. E1 patrdn

de elucidn se registré en un espectrofotémetro de flujo de 254 nm,

c} Electroforesis preparativa en gel de poliacrilamida.

Se usé acrilamida y bisacrilamida recristalizadas. Se siguié el méto-

do descrito por Davis (241). Las proporciones de los reactivos usados (242)



fueron los sigujentes:

a) Para los electrodos

b) De solucidn

PROPORCION (VOL)
2

AMORTIGUADORES

Tris base 6.0y
Glicina, base libre 28.8 g
Agua para completar 1000 ml

Tris base 32.0 g
Acido acético 14,0 m

Agua para completar 1000.0 ml

GEL RESOLVEDOR

COMPOSICION/100 mi
Acrilamida 30.00 g
Bisacrilamida 0.80 g

Ferricianuro de potasio 15.00 mg

Acido clorhidrico 10 N 4,80 m

Tris base 36.30 g
TEMED 0.46 mi
Persylfato de amonio 0.25¢g

Agua

84,

pH a 25°C

8.1

7.8

pH a 25°C

9.5



85,

GEL CONCENTRADOR

2 . Acrilamida 10.0 ¢
Bisacrilamida 2.5¢

1 Acido ortofosforico 25.6 m} 8.6
Tris base 5.7 g

1 Riboflavina 4.0 mg

4 Agua

El aparato usado fue el de Shandon Scientific Co. Ltd., catdlogo No.
SAE 2782. Se siguieron las instrucciones originales (242) para el ensam-
blaje de ia columna y sus conecciones. E1 electrodo inferior es el énodo

(polo positivo) y el electrodo superior es el cdtodo (polo negativo).

La temperatura' de separacion electroforética se mantuvo constante por
medio de una mezcla frigorifica que contiene 10% de glicerina y 0.1% de
azida de sodio en agua (243). Esta mezcla es bombeada desde un bafio a 4°C

hacia la camisa de refrigeracion de 1a columna.

Antes de iniciar 1a separacidn electroforética, la columna se somete
a una pre-electroforesis a una corriente constante de 20 mA por 3 h. Esto
tiene por objeto eliminar restos de reactivos no polimerizados y sobre to-

do al persulfato de amonio que puede dafiar a las proteinas nativas.

En la columna se colocaron, después de l1a pre-electroforesis, 60 mg

de alblmina (después de pasarlas por Sephadex G-150) en 2 ml de sacarosa
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al 3% en amortiguador de electrodos.

La separacién electroforética se realiz a 30 mA durante 1 h y des-
pués se aumentd a 70 mA durante 12-16 h. E1 amortiguador de elucién se

ajusté a un flujo de 12 mi/h. E1 patrdn de elucidn se registrd a 254 nm.

13. PREPARACION DE ANTICUERPO ANTIALBUMINA DE RATA.

a) Inmunizacion de la cabra.

Se usé como antigeno la albimina de rata purificada en Ta forma des-
crita. Los anticuerpos se produjeron en una cabra de 27 Kg. Se esccgid a

este animal debido al gran voliimen de suero que puede ser obtenido.

Se usd el esquema de induccidn descrito por Taylor y Schimke (244).
7 mg de albimina se disolvieran en 1 m1 de NaCl al 0.9% y se prepard una
emulsidén 1:1 {v/v) con adyuvante completo de Freund (25 mg de Mycobacte-
dum suspendidos en una mezcla de 7.5 ml de Arlacel A y 42.5 ml de aceite

de parafina).

Se administrd una dosis de antigeno en miltiples sitios por via in-
tramuscular. Se administraron dos dosis adicionalesa intervalos de dos
semanas cada una a partir de la primera dosis. Dos semanas después de ha-
ber administrado la tercera dosis se sangré a la cabra de la vena yugular

para hacer una titulacién de los anticuerpos en capilar. En esta titulacién
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se usd albimina al 1% en NaCl al 0.9%. Se hicieron las siguientes dilucio-
nes del suero de cabra con NaCl al 0.9%: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64,
1:128, y 1:256. Se usaron capilares de 50 P], se 1lenaron hasta la mitad
con 1a dilucidn correspondiente del suero de cabra y después con la solu--
cién de antigeno. Se colecaron en una base de plastilina, se incubaron a
37°C durante 1 h y posteriormente a 4°C toda la noche. Se observd el preci-
pitado en los capilares, el titulo del anticuerpo es la dilucidn mis alta

del antisuero que aln muestra precipitado.

Si el titulo no fue satisfactorio se administré una dosis mas dei an-
tigeno y se titularon los anticuerpos una semana después si =1 titule fue

satisfactorio se procedié a sangrar a la cabra en blanco,

b) Extraccién de gamaglobulinas del suero de cabra.

Se siguid el método descrito por Kendall {245). La cabra se anestesié
con Anestesal a una dosis de 1 m1/2.5 Kg por via intraverosa y se sangréd
en blanco. La sangre se colectd en tubos de centrifuga siliconizados, se
dejo coagular a temperatura ambiente por 1 h y se aimacené a 4°C durante

toda 1a noche para que se retrajera totalmente el codgulo.

El1 suero se separd por centrifugacifn a 800 x g a 4°C durante 15 min.
Se obtuvieron 600 mi de suero a Tos cuales se les adicioparon 300 m} de
sulfato de amonio saturado (se preparé agregando a 1000 ml de agua 767 g

de sulfato de amonio sélido) lentamente y con agitacidn constante a tempe-
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ratura ambiente. E1 objeto es que el precipitado que se estd formando no
atrape inespecificamente a otras proteinas, y que 1a gamaglobulina no se

desnaturalice.

Para separar el precipitado se centrifugd a 800 x g a 4°C durante 15
min, se descartd el sobrenadante y el precipitado se disolvié en 300 ml
de agua {la mitad del volumen original del suero). Este paso de precipita-
cidén y redisoluci6n en agua se repitid 5 veces mds, pero ahora usando 150
ml de sulfato de amonio saturado. Después de disolver por Gitima vez en
agua se centrifugd a 10,000 rpm en el cabezal GSA durante 15 min a 4°C y
el sobrenadante (300 mi) se dializé contra NaCl al 0.85% hasta eliminar los
iones sulfato. Estos se verificl agregando a unos ml del dializade, cloruro
de bario al 10%. Si el dialfzado tenia iones sulfato se formd un precipi-

tado bianco de sulfato de bario.

Cuando se hubo eliminado los iones sulfato, se diaiiz§ contra agua
para eliminar los iones cloruro y precipitar la euglobulina insoluble. Los
iones cloruro se midieron con una solucidn de nitrato de plata que con los

iones cloruro formd un precipitado de cloruro de plata.

Cuando el dializado di6 prueba negativa de cloruros, el contenido de
1as bolsas de didlisis se centrifugd a 800 x g a 4°C durante 15 min y el

sobrenadante se liofilizd.
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14. INMUNOELECTROFORESIS.

En el presente trabajo se usé esta técnica para investigar la pureza
de'la albimina usada como antfgeno (usando como antisuero uno preparado
contra suero total de rata) y comprobar la monoespecificidad del anticuer-

po preparado (usando como antigeno suero total de rata).

Se siguieron las instrucciones originales para el ensamblaje del equi-

po {246}.

Se prepararon las siguientes soluciones:

AMORTIGUADOR DE VERONAL

Dietilbarbiturato de sodio 0.05 M
Acido dietilbarbitirico 0.01 M
Acetato de sodio 0.05M

pH final 8.9, fuerza idnica 0.1. Se adiciond Merthiolate 1:10,000

SOLUCION COLORANTE

Negro de amido 10 B 69
Solucidn de lavado 1000 ml
SOLUCION DE AGAR AMORTIGUADORA
Agar Noble lg
25 ml

Amortiguador de veronal

Agua 75 m

SOLUCION DE LAVADO
Alcohol metilico 450 m
Acido acético 100 m!
Agua 450 m!

SOLUCION DE AGAR ADHESIVA

Agar Noble 1,009
Glicerina 0.05¢g
Agua 100 m
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Para lograr la disolucidn total se calentaron a 90°C. Si las soluciones
no estdn totalmente claras, se filtraron en caliente, se les adiciond
Merthiolate 1:10,000 y se guardaron en tubos a 4°C. La solucidn colorante
se filtrd antes de usarse. Los portacbjetos usados se lavaron con mezcla

crémica y se guardaron en etanol hasta su uso.

A los portaobjetos colocados en los bastidores, se les adiciond una
capa de agar adhesivo, después de 15 min, se colocd la capa de agar amor-
tiguada en forma honogénea. Se practicaron las perforaciones correspondien-
tes al antigeno y se hicieron las marcas para los canales del anticuerpo.
Las muestras de antigeno se colocaron con una micropipeta. En los recipien-
tes de 1os electrodos se adiciond a cada uno 700 ml de amortiguador de ve-
ronal. La separacidn electroforética se realizé a 250 V durante 90 min. Al
final de este perfodo se aspird el gel del canal y se depositaron IOO/H
del anticuerpo, Los bastidores con las placas se colocaron en la cémara hi-
meda por 24 a 48 h para que el antigeno y el anticuerpo difundan completa-
mente. E1 bastidor se pasé a un recipiente con NaCl al 1% (p/v} por 6 h pa-
ra lavar las proteinas no precipitadas, enseguida se pasé a un segundo en-
Jjuague en esta misma solucidn poé 16 h, por G1timo se enjuagd con agua des-
tilada durante 1 h. Se secaron las placas con ayuda de una secador de pe~
10 o de una }dmpara de luz IR. Se colocaron las placas en solucidn coloran-
te por 5 min y se realizaron 4 lavados con solucidn decolorante, Al final
se dejé que la solucidon decolorante se evaporara, se marcaron las placas
con cinta adhesiva y se guardaron. La cantidad de antigeno colocada (suero
de rata, albimina) fue de 140 Mg y de antisuero se colocaron 100 pl1 de una

solucién al 2% (p/v) en NaCl al 0.85% {p/v).
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15, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LOS PRODUCTOS SINTETIZADOS IN VITRO.

Para identificar los productos sintetizados .n vitro, se sometid a
electroforesis analitica en gel de poliacrilamida una alicuota del ensayo
de traduccidn. Como en el sistema de sintesis hay muchas protefnas propias
del mismo, se hizo una fluorografia para que revele las bandas radiactivas

debidas a Tas protefnas sintetizadas .4n vitno.

Para poder cuantificar la albimina sintetizada {n vitro, se inmunopre-
cipité selectivamente de todos los productos sintetizados, se separd por

electroforesis y se cuantificd la radiactividad en esa banda.

a) Fluorografia

Es un método sencillo para analizar la distribucién de la radiactividad

14. 35

3, Mc

H, S)s también se Te conoce como autografia de centelleo. EV gel es
impregnado con PPO que al interaccionar con las particulas B emite Tuz, la
cual causard el ennegrecimiento local de la pelicula de rayos X, cuando am~
bos se ponen en contacto. En la autorradiografia el ennegrecimiento es cau-
sado sG6lo por las particulas & , por lo que queda restringida para isdtopos
cuyas particulas 8 tengan una energia muy alta. También puede ser ﬁtf] para
isdtopos de energia intermedia sdlo que aumentando mucho el tiempo de expo-

sicién.
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La exposicidn del gel a la pelicula se hizo en el cuarto obscuro, se
pegaron con cinta adhesiva y se hicieron una marca en el gel y en la placa
para saber exactamente la posicidn en el gel de las bandas radiactivas. Se
envolvieron en papel estafio, se colocaron entre dos vidrios que se sujeta-
ron con 1igas (o también se usé un cassette de Kodak, el cual ademds de pro-
tegerlo de la Tuz cierra perfectamente y de esta manera se logra un buen
contacto entre el gel y 1a placa); todo se envolvidé con papel amarillo y se

colocé en una caja de plefculas de Rayos X, la cual se cerrd perfectamente.

En Ya preparacidn del gel para 1a fluorografia se siguid la técnica
descrita por Bonner y Laskey (247). Ya que el PPO es insoluble en el agua,

e} gel se tiene que deshidratar primero con dimetil suiféxido (DMSO)

a) Se puede usar un gel inmediatamente después de la electroforesis,
o bien uno que ha sido tefiido y sometido a decoloracién. En cualquier caso,
el gel se sumergid en 20 veces su volumen de DMSO por 30 min seguido por

una segunda inmersidn en DMSO fresco.

b) £1 gel se sumergié en 4 veces su volumen de PPD al 22.2% (p/v) en

DMSO por 3 h.

¢) Posteriormente el gel se sumergid en 20 voldmenes de agua por 1 h,

se enjuagd exhaustivamente para quitar Tos restos de PPO precipitados.

d) £1 gel se secd con calor y vacic, usando como soporte papel filtro.
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e) E1 gel seco y se puso en contacto con Ta placa de Rayos X en la
forma descrita y se guardé a -70°C. Se expuso a esta temperatura debido a
que aumenta la sensibilidad del método. En cuanto al 3H, la aumenta 12 ve-

ces mds que a -20°C y 62 veces mds que a 22°C.

f) La placa se reveld al final del tiempo de exposicién {3 a 5 dias
dependiendo de 1a cantidad de radiactividad colocada). Las placas se des-
cubrieron en el cuarto obscuro, se sumergieron en soluci6n reveladora por
15 2 20 s, se enjuagaron con agua y posteriormente se sumergieron en soiu-
cign fijadora por 5 min, se enjuagaron nuevamente en agua y Se Secaron con

una pistola de aire caliente.
b) Inmunoprecipitacién de la albimina sintetizada in vitno.

Para la inmunoprecipitacién de 1a albimina sintetizadas in vitwo se
usé el anticuerpo preparado en cabra. Para separar el complejo antigeno-
anticuerpo del medio de reaccion se usé la proteina A Sefarosa CL-4B (186).
Esta protefna forma parte de la pared celular del Staphyfococcus aureus, y
es una séla cadena polipeptidica que tiene un PM de 40,000 d y contiene si-
tios de unidn que muestran alta afinidad por la porcidn Fc de 1a IgG de mu-
chas especies (248). Cada molécula de proteina A es capaz de unir dos mo-
léculas de IgG. Cuando la proteina A se une a la IgG, la fraccidn Fab no
se afecta, En el caso del anticuerpo 196G, la capacidad del anticuerpo para

interaccionar con el antigeno no es afectada por la unién con la proteina A.

Se siguié la técnica descrita por Ruiz (186). Al final del periodo de

incubacién se dituyeron 25 u1 del ensayo con 75 ul de NET {NaCl 0.1 M, Na,
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EDTA 1 mM, Tris-HC1 10 mM, pH 7.5) que contiene detergentes (Tritén X-100
al 1% (v/v) y DOC-Na al 1% (p/v) ). Se agregaron 20 M1 del anticuerpo
(fraccion gamaglobulina) al 0.5% en NaCl al 0.85%, se mezclaron perfecta-
mente y se incubaron a 37°C durante 1 h y a 4°C por 1 h mds. Las incubacio-
nes se hicieron en tubos Eppendorf de 1.5 ml. Después de los dos perfiodos
de incubacidn, 1a mezcla de reaccidn se transfirié a tubos de 13 X 100 mm,
se adicionaron 20 p1 de proteina A Sefarosa {1 g de proteina A Sefarosa se
suspendid en 10 ml de NET con azida de sodio al 0.1%) y se agitd mecdnica-
mente durante 40 min para unir el complejo antigeno-anticuerpo a la protei-

na A Sefarosa.

La mezcla se transfirié nuevamente a tubos Eppendorf de 1.5 ml, enjua-
gando perfectamente los tubos de 13 x 100 mm, se centrifugaron en microcen-
trifuga durante 3 min, se descartd el sobrenadante y se hicieron 3 lavados
con 1 m) de NET mis detergentes. Se hizo un cuarto lavado con NET y se trans-
firié a otros tubos Eppendorf. Finalmente, para disocciar el antfgeno y el
anticuerpo de la Sefarosa, el paquete se suspendié en 50 F1 de amortiguador
de muestras de electroforesis, el cual contiene DSS, se puso en agua hirvien-
te por 3 min, se volvié a centrifugar ¥ se separé el sobrenadante que contie-

ne las proteinas desnaturalizadas.

E1 sobrenadante se sometié a electroforesis analitica en gel de poliacri-

lamida-DSS, y después se prepararon los geles para fluorografia.
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¢) Cuantificacién de la radiactividad.

La banda de albdmina, identificada por fluorograffa, se corté {in-
cluyendo el papel filtro que se usé como soporte del gei), y se hidratd
en 0.5 m] de agua durante 30 min y después se adiciond 0.5 mi de perdxi-
do de hidrdgeno al 30% y se digiri6 por 24 h a 60°C, todo esto en un fras-

co de conteo de radiactividad, con el fin de no perder material.

Después de Ta digestion se adicionS a cada frasco 10 m1 de 1fquido

de centelleo de Bray (249) cuya composicidn es la siguiente:

Naftaleno 60.0 g
PrO 4.04
bis~MSB 0.2 ¢
Metanol 100.0 m
Etilenglicol 20,0 m

1,4-Dioxano, para completar 1000.0 ml

La radiactividad contada se expresd en desintegraciones por minuto
(dpm). E1 porcentaje de eficiencia se calculd afiadiendo un patrén radiac-

tivo a la mezcla de conteo.

d) Recuperacidn del exceso de PPQ de las soluciones de DMSO.

E1 exceso de PPO se puede recuperar de la solucidn de DMSO por pre-

cipitacidn con agua (250). La precipitacion se acelera si se adiciona eta-
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nol al 10% (v/v) en agua, debido a que se forman cristales mds grandes

que permiten un lavado mis rdpido.

Se adiciond 1 volumen de PPO en DMSO a 3 volimenes de etanol al 10%,
después de 10 min se filtré y se lavé el precipitado con 20 volimenes de

agua, y se secd.

16. MODELO BIOLOGICO DE TRABAJO.

E1 modeio de disminucion de la PCO £n vivo usado en este trabajo fue
el sindrome nefrético. Como se menciond en Materiales (p. 59 ) se trabajé
con 4 grupcs de ratas, an las que se midieron Tos niveles de ARNm de albd-
mina., Las ratas de los grupos IIl y IV estuvieron en jaulas metabdlicas du-
rante todo el proceso de induccidén de nefrosis. Las ratas de los 4 grupos
se pesaron diariamente durante todo el experimento. La orina de las ratas
de tos grupos III y IV se recogieron cada 24 h hasta el final del experi-
mento. A las ratas de los grupos I y Il se les inyectd el mismo volumen de
NaCl1 0.85% (p/v), que del ANP. inyectado a las ratas III y IV. Las ratas
de los 4 grupos se sacrificaron al final del periodo de induccidn de la ne-
frosis de la siguiente manera: se anestesiaron con Anestesal, se les extra-
jo la sangre por puncidn cardiaca, se extrajo el higado el cual se congeld
inmediatamente en nitrdgeno 1iquido, y se recuperd el 1iquido de ascitis de

las ratas de los grupos IIT y IV.

Como ya se menciond anteriormente, el sindrome nefrdtico se indujo por
la inyeccién del ANP, To cual fue demostrado por primera vez por Frenk et al.

(166).
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En este trabajo se usaron fundamentaimente dos esquemas de induccidn:

1: Este esquema fue el reportado por Fiegelson et af. (251). Consis-
t16 en inyecciones subcutdneas diarias del ANP a una dosis de 1.5 mg/100 g
de peso. La solucidn del ANP se hizo a una concentracién de 0,5% en solu-
cion salina 0.85%. La solucidn preparada asf, se almacend en alicuotas a
~20°C. En el esquema la las inyecciones se continuaron hasta e]wdia en que
sacrificé al animal. £n el esquema Ib las inyecciones se suspendieron el

dia en que principié 1a proteinuria.

I1: E1 segundo esquema probado fue el de Ryan y Karnovsky {167) y con-
sisti6 en una inyeccidn Gnica del ANP a una dosis de 15 mg/100 g de peso por

via subcutdnea. La solucidn del ANP se hizo en solucion salina al 0.85%.

A las ratas de 1os grupos II y 1V se les inyect6 actinomicina D por
via intraperitoneal a una dosis de 70 ug/100 g de peso, 36 h antes del fin
del experimento. La vida media de la actinomicina D (CosmegenR) {nyectado

es de 36 h (252).

Se selecciond la dosis de 70 ug/100 g de peso porque se ha demostra-
do que 2 esta dosis y también a 150 ug/100 g de peso suprime la sintesis
de ARN ¥ la induccidn de enzimas hepaticas sin reducir significativamente
la sintesis de proteinas hepdticas en general (184). Cuando se han usado -
dosis muy grandes de actinomicina D (1,800 ug/100 g de peso) se ha observa-
do un efecto téxico general, de tal manera, que 'a sintesis de proteinas
totales disminuy0 considerablemente. La dosis usada en este trabajo es fun-

damental para las conclusiones del mismo.
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17. DETERMINACION DE ALBUMINA DE RATA.

a) En suero de rata.

Para cuantificar la albimina de rata se siguié el método de Debro et
al. {253). E1 fundamento de la técnica es el aislamiento de la albimina por
solubilizacién quimica (en etanol-dcido) después de precipitar las protei-
nas totales con ATA. A continuacidn se describieron dos métodos.

1) Macrométodo. Se diluyd 0.5 ml de suero de rata a 10 m1 con ATA al

% en etanol al 95%, se mezcl6 por inversidn, se centrifugd a 800 x g duran-
te 10 min para sedimentar las globulinas desnaturalizadas. Las proteinas se
cuantificaron en 10 pul del sobrenadante, ccmo se describird mds adelante.

2) Micrométodo. Se depositaron 10 p] de suero en 100 p1 de agua; las
protefnas Se precipitaron por la adicién de 200 p1 de ATA al 15% (p/v). Se
adiciond 700 pl de etanol al 95% y se mezcld por inversign, Las proteinas
precipitadas se separaron por centrifugacién a 800 x g durante 10 min. Las

proteinas se cuantificaron en 100 pi del sobrenadante.

b} En orina de rata.

Para cuantificar la alblmina en 1a orina, se extrajo de la manera des-
crita para el suero. La orina usada para la determinacidn se dializg pre-
viamente contra NaCl al 0.85% para eliminar substancias que interfieran con
la determinacién de proteinas. Rutinariamente en 1a extraccifn de alblmina
se usd el micrométodo por requerirse menor cantidad de muestra. Las dilucio-
nes de Tas muestras de orina se hicieron por ensayo y error. La albimina
obtenida asi no es inmunolégicamente pura, pero cuantitativamente tiene po-

cos contaminantes. Para corroborar lo anterior, la albimina se dializd con-
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tra NaCl 0.85%, se 1iofilizd y se sometid a electroforesis en acetato de

celulosa.

18. DETERMINACION DE PROTEINAS.

Se cuantificaron las protefnas totales del suero de las ratas y de la
orina dializada. Las diTuciones se hicieron con NaCl al 0.85%. La proteina

que se usS como patrdn fue albiimina sérica bovina al 22%.

Se probaron dos métodos colorimétricos. E1 primer método probado fue
el de Lowry et af. (254) modificado por Hartree (255). £} color se desarro-
11a en dos pasos:

a) Reaccidon de 1a protefna con cobre en condiciones alcalinas.

b) Reduccién del reactivo fosfomolidbdico-fosfotingstico por 1a pro-

teina tratada con cobre.

La proteina se cuantifica por la cantidad de tirosina y triptéfano
presentes en ella comparada con la cantidad de estos aminodcidos en la pro-

tefna usada como patrén. El color desarrollado se lee a 650 nm, (Fig. 5)

E1 segundo método colorimétrico probado fue el descrito originalmente
por Bradford (256). Este método tiene una sensibilidad igual al anterior,
pero es mucho mds rdpido (2 min) y consiste en la adicién de un solo reac-

tivo.
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Figura 5. Curva patrén para la determinacién de proteinas por el método
de Lowry et af. (254) modificado por Hartree (255). Se usé
una solucidn de aibimina sérica bovina al 22%, pH 7.5 {Ortho
Diagnostics) como patrén. Cada punto es el promedio de dos de-
terminaciones.
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E1 fundamento de esta técnica consiste en el desplazamiento del md-
Ximo de absorbencia del azul de Coomasie G-250 cuando se une a proteinas,
de 465 a 595 nm. La absorbencia a 595 nm as 1ineal en el rango de concen-
tracion usada (1 a 25 pg). En este trabajo se usd el microensayo descrito
en el manual de instrucciones (257) que acompafia al reactivo comercial

usado (Bio-Rad) {Fig. 6).

A las muestras se les cuantificd pfoteinas totales y albimina por

ambos métodos colorimétricos.

A una cantidad menor de muestras se les determind también la concen-
tracién de protefnas totales por dos métodos adicionales: por refractome-
tria, y por Kjeldahl. La determinacién por refractometria se hizo en el
Departamento de Nefrologia y Metabolismo Mineral del propio Instituto usan-
do el refractometro Goldberg R (Medidor de sdé1idos totales y concentrime-
tro) de American Optical Corporation {Buffalo, N.Y.). La determinacidn por
Kjeldahl se hizo en 1a Divisién de Nutricidn del propio Instituto y se usd
el factor de correccidn de 6.25 para convertir % de nitrdgeno a concentra-

cidn de proteinas.

19. DETERMINACION DE ADN.

Con el objeto de determinar la presencia de ADN en las preparaciones
de ARN total de higado de rata, y comprobar la pureza de nuestras prepara-

ciones se usé la técnica de la difenilamina.
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Curva patrdn para 1a determinacién de proteinas por el método
de Bradford (256) de acuerdo con el microensayo descrito por
Bio-Rad Laboratories (257), Cada punto es el promedio de dos
determinaciones. Como patrén se usd albiimina sérica bovina al
22%, pH 7.5 (Ortho Diagnostics).
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E1 ADN se hidroliza en medio dcido produciendo dcido fosférico, pu-
rinas, nucledsidos de pirimidina y 2-desoxi-D-ribosa {azdcar unido a pu-
rinas, pero de cadena abierta). Este d1timo se deshidrata para producir
el aldehido w -hidroxi-levulinico el cual se condensa con la difenilami-
na para formar una variedad de compuestos coloreados, los que juntos tie-

nen un color caracterfstico con unaimax de 595 nm.

Como ADN patrdn para trazar T1a curva de calibracién se usé ADN de
timo de ternera (Fig. 7). E1 método usado fue el descrito por Burton

(258, 259).

20. DETERMINACION DE LA PRESION COLOIDOSMOTICA.

Existen dos maneras diferentes de medir la PCO en una muestra bio-
1dgica:

1) Por medio de un coloidosmémetro.

2) Aplicando una férmula que relacione la concentracidn de protefnas

totales y/o albimina con la PCO.

La primera manera mencionada es la manera exacta de conacer la PCO
de una muestra y requiere del uso de un coloidosmémetro, el cual no siem-
pre estd disponible; 1a segunda forma es aproximada e indirecta y solo re-
quiere de un método para determinacién de proteinas, por 1o tantc la PCO
obtenida depende de la concentracién de proteinas obtenida por el método

usado,
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Curva patrén para la determinacidn de ADN por el método de la
difenilamina descrito por Burton {258, 259). Cada punto es el
promedioc de dos determinaciones. Como patrdn se usé ADN (sal
sGdica) de timo de ternera altamente polimerizado de Sigma
Chemical Co. (St. Louis, Mo.).
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E1 uso del coloidosmémetro, ademds de su exactitud tiene la ventaja
de que la determinacidn es muy rdpida ya que en 30 s se alcanza el equi-
Tibrio. Otra ventaja del coloidosmémetro es que se puede medir la PCO a
otras soluciones de macromoléculas de origen no proteinico, como por ejem-
plo de dextrdn o de mezclas dextrdn-proteina, sin necesidad de desarrollar
un método para la determinacién de dextrdn y el desarrollo de una ecuacién

que relacione la PCO con 1a concentracién de dextrén.

Un coloidosmémetro consta de un compartimiento con dos cdmaras sepa-
radas por una membrana semipermeabie (e.g. Amicon P-30). Esta membrana per-
mite el paso de pequeiios solutos, e impide el paso de proteinas. En la cd-
mara superior se coloca la solucidn de la muestra a medir. En la cémara in-
ferior (o de referencia) se coloca una solucidn salina normal, que se usa
en vez de agua para balancear, cualquier efecto osmético pequeiio que puede
resultar de la fraccidn cristaloide del suero. Un transductor de presidn
se coloca en 1a porcidn inferior de 1a cémara de referencia. La sefial del
transductor de presidn se amplifica y la presidon se lee digitaimente en
mm de Hg. Para usar el aparato, primero se ajusta a cero colocando solucién
salina en 1a cdmara de la muestra, enseguida se coloca una solucidn de pro-
teinas patrdn (albdmina patrdn) para calibrar el aparato, y por Gltimo se
coloca la muestra del suero a medir. Las moléculas de agua difunden a tra-
vés de la membrana, de la cdmara de referencia a 1a cdmara de 1a muestra
hasta que 1a presién diferencial es igual a 1a PCO de 1a solucién. Esta se-
fial es captada por el transductor de presion el cual proporciona una sefal

eléctrica proporcional a la presiGn {260).
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La sequnda forma de calcular la PCO es por medio de una férmula. Estas
formulas se han obtenido experimentalmente, midiendo 1a PCO de soluciones
de'proteinas de concentracién conocida {albimina, globulinas, o proteinas
totales séricas). Losowsky et af. (152} reportaron las siguientes farmulas:

P =55.7A + 114
P =67.44 + 15,70 + 25.5
En donde P es Ta PCO en mm de agua, A es la concentracién de albimina en g/

100 m1, G es la concentracidn de globulinas en g/100 ml,

Losowsky et al. encontraron que la PCO en el plasma heparinizado de
66 individuos normales fue de 387 + 63 mm de agua (28.45 + 4.63 mm de Hg).
E1 promedio de la PCO en suero o plasma en trabajos previos al de Losowsky
et al. (Tabla I de la referencia 152) fue de 25.3 mm de Hg, con un rango de
21.7 a 28.7 nm de Hg.

Landis y Pappenheimer (261) han reportadd un valor para la PCO del plas-
ma humano de 24-26 mm de Hg, equivalentes a una concentracidn de protefnas
totales de 7%. Ellos encontraron las siguientes ecuaciones empiricas que

se ajustan a los datos experimentales:

PCO plasma =2.1c+0.16c2 +0.009 ¢ Ecuacion 1
PCO albdmina = 2.8 ¢ + 0.18 cZ + 0.009 ¢ "o
PCO globulinas = 1.6 ¢ + 0.15 2 + 0.006 ¢ "3

La PCO estd expresada en mm de Hg y la concentracion de proteinas en

g/100 m1. En la figura 8 se observan las curvas que se ajustan a las ecua-
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PCO,m m de Hg

PROTEINA, g /100 ml

Figura 8. Curvas de PCO-concentracidn para plasma total, albimina y gama-
globulinas. Las mediciones estdn hechas a pH 7.4, 37°C y NaCl
0.15 M. De acuerdo con Landis y Pappenheimer (261).
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ciones 1,2 y 3.

En este trabajo se usé la férmula de Landis y Pappenheimer (Ecuacidn 1)

tomando en cuenta la concentracion de proteinas totales.

Por otra parte, en 1973, Jos daneses Worning y Stevens (262) reportaron
una férmula para calcular la PCO a partir de la concentracidn de proteinas
totales en el suero de Ja rata. Ellos Tlegaron a ta expresidon final de la

férmula de la siguiente manera:

—
Primero calcularon para cada muestra la funcidn \j g

I es 1a PCO de 1a muestra en cm de agua, y ¢ es la concentracidn de protei-

, en donde

nas totales en g/100 m1. E1 valor de esta funcidn encontrado se graficd ver-
sus la concentracién de proteinas correspondientes en un rango de 0 a 14 g/
100 m1 y se obtuvo una Tinea recta. Por regresidn tineal se obtuvo Ta si-

guiente ecuacidn:

= ac +b Ecuacién 4

E1 coeficiente de correlacién (r) encontrado puede ser 0.98, el coe-

ficiente de regresidn {a) fue de 0.0957 y (b} = 1.571 .,

Despejando de ia ecuacidn 4 obtenemos ia siguiente expresidn:

I a ¢ + B ¢ + & 53

n

En donde o= bz, 8

n
o
o
o

"

o
n
o
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Sustituyendo los valores de a y b dados en 1a expresién anterior tenemos:

N 2.47c + 0.301c2+ 0.009 ¢

Ecuacidn 5

Worning y Stevens encontraron para las ratas normales un valor prome-
dio para la concentracién de protefna total en suero (determinado por -
Kjeldahl) de 704 + 0.16 (D.T.) g/100 ml que equivale a una PCO de 34.6 +
1.0 cm de agua (25.4 + 0.73 mm de Hg). 1 mm de Hg = 13.6 mm de agua (263).
La ecuacidn 5 que relaciona 1a presifén osmftica con la concentracion de
proteinas totales en suero de rata, concuerda con la ccuacién 1 de Landis

y Pappenheimer derivada de las mediciones del plasma humano.
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1V

RESULTADOS

1. PREPARACION DEL LISADO DE RETICULOCITOS DE CONEJO.

La preparacidn del sistema acelular de sintesis de proteinas consti-
tuyd el primer paso para la realizacidn del presente trabajo. E1 lisado
de reticulocitos fue la herramienta fundamental que nos permitid alcanzar

Tos objetivos de este trabajo.

Para la induccién de 18 reticulocitosis en los conejos (p.60), se bus~
c6 siempre obtener el mayor porcentaje de reticulocitos. Normalmente se lo-
graron obtener porcentajes mayores al 95% y con frecuencia hasta un 99%.

En 1a figura 9 se observa una preparacidn tefiida con nuevo azul de metile-
no vista al microscopio con el objetivo de inmersién. Los reticulocitos se

distinguen perfectamente por las fibras reticulares en su interior.

E1 peso midximo de los conejos usados fue de 2.5 Kg ya que se observd
que al usar conejos de mayor peso, estos morian antes de alcanzar el por-
centaje de reticulocitos deseado. Un factor muy importante en la prepara-
ci6n del 1isado, para que tenga una alta capacidad traduccional, es la ra-
pidez y la temperatura a Ta que se haga a partir de la extraccion de 1la
sangre del animal; a mayor rapidez mayor actividad traduccional. También
fue muy prédctico heparinizar al conejo, para que la sangre no se coagulara

durante la puncidn cardiaca. Para controlar mejor la dosis del anestésico
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Figura 9. Frotis de reticulocitos vistos a? microscopio. La sangre hepari-
nizada del conejo se mezc16 con un volumen igual del colorante
nuevo azul de metileno al 0.5% en oxalato de potasio al 1.6%, se
incubé por 30 min a 37°C, y se hizo una extensi6n en un portaob-
jeto, se secd al aire y se observé al microscopio con el objeti-
vo de fnmersién {1000 X).

—~— LE T et s e . . S

Figura 10. Electroforesis en gel de peliacrilamida-DSS del lisado de reti-
culocitos de conejo (1), y de suero de rata (2). Se colocaron
30 41 de una dilucion 1:100 del lisado de reticulocitos de co-
nejo, y 5 ul de una dilucidn 1:6 del suero de rata. La electro-
foresis se realizd a corriente constante {25 mA/placa), al 15%
de acrilamida, usando el método de Laemmli (233), pero ¢on la
composicion del gel de Anderson et al. (234). :
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se prefirid usar pentobarbital sédico (Anestesal) por via intravenosa, en
lugar del éter etilico inhalado. Se tuvo cuidado de no incluir en el lisa-
do ningln resto de Tos estromas sedimentados, ya que hay muchos inhibidores
de la traduccidn en esta fraccidn. E1 lisado se almacend en nitrdgeno 17qui-
do ya que mantiene su actividad por largo tiempo. A -20°C su actividad se
pierde rdpidamente. En la figura 10 se muestra una electroforesis en gel de

poliacrilamida-DSS del lisado de reticulocitos.

El sistema asi preparado no es dependiente de ARNm exdgeno, pues tiene
una alta capacidad para sintetizar proteinas propias (endégenas). En estas
condiciones el sistema no nos sirve para cuantificar ARNm de albiimina de
rata, por lo cual es necesario hacerio dependienie de ARNm exégeno, y opti-

mizar l1as condiciones de traduccidn.

Antes de optimizar el sistema de sintesis, se analizé primero la capa-
cidad de traduccidén del Tisado de reticulocitos de conejo, después de i1a di-
gestién con nucleasa microcdccica a dos concentraciones (60 y 90 U Azso/m1)
en respuesta al ARN total preparado de polisomas de reticulocitos de conejo,
¥y se compard con la capacidad de sintesis del lisado‘sin digerir. Con la nu-
cleasa se pretende reducir el nivel de incorporacién endégena (aproximadamen-
te al 1% de la incorporacién inicial), con el menor dafic al sistema. Se pro-
baron 4 concentraciones de ARN polisomal de reticulocitos de conejo: 2, 6,
10, y 14 pg/30 pl de ensayo. Los resultados se presentan en la tabla IV y

en la figura 11. Los resultados son el promedio de dos determinaciones,
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TABLA IV
CAPACIDAD DE TRADUCCION DEL LISADO DE RETICULOCITOS DE CONEJO DIGERIDO CON
NUCLEASA DE MICROCOCOS

Incorporacion enddgena 9,816 cpm/5 pl

6 U A260 de nucleasa/mi

ARN, g cpm/5 pl # de veces sobre % de sintesis
total el fondo recuperada

- 144.0 - 1.45

2 1,637.5 11.4 16.70

6 3,623.0 25.0 37.00

10 .6,999.0 48.6 71.30

14 7,689.0 53.0 78.30

9 U A260 de nucteasa/ml

- 95.0 - .96
2 1,839.0 18.0 18.73
6 4,002.5 42.0 40.77
10 5,465.5 57.5 55.67
14 6,392.0 67.0 65.00

El nimero de veces sobre fondo se obtiene dividiendo la incorporacidn
en respuesta al ARN agregado por la incorporacidn obtenida sin agregar ARN
{fondo), por kjemplo: con 60 U A260 de nucleasa/ml se obtuve un fondo‘de
144 y una incorporacidn de 1,637.5 cpm/5 pl, entonces la relacién 1,637.5/

144 nos da el nimero de veces sobre fondo (11.4). E1 % de sintesis recupe-
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rada se obtiene dividiendo la incorporacidn obtenida en el lisado diferi-
do entre Ja incorporacidn obtenida en el lisado sin digerir {incorporacidn
endGgena) y multiplicando por 100. Usando el ejemplo anterior con 2 ug de

ARN, (1,637.5/9,816) x 100 = 16.70.

En la tabla 1V se observa que la sintesis endfgena estd reducida a
aproximadamente 1%, €1 100% estd representado por la incorporacidn en el
lisado sin digerir. Al agregarle ARN polisomal de reticulocitos de conejo
es capaz de recuperar hasta 78% de su capacidad de sintesis endGgena con

Tos 14 ug de ARN usados.

En 1a figura 11 se observen los datos de la tabla IV anterior grafi-
cando }a incorporacidn de tadiactividad a proteina versus cantidad de ARN

agregada.

Es necesario aclarar que el sistema descrito es una sistema homélogo,
esto es que el lisado de reticulocitos digerido se le estd agregando ARN
del mismo sistema (ARN polisomal de reticulocitos de conejo), pero extrai-
do en forma separada. Cuando al lisado de reticutocitos se le aiada ARN de

higado de rata el sistema se denomina heterdlogo.

Para este experimento la digestifn se hizo en voldmenes pequefios
(200 p1), y se usaron las mezclas para suplementar el lisado reportadas por

Pelham y Jackson (213).

Este experimento sirvié para demostrar que el Tisado digerido (en las

condiciones anctadas en Métodos,(p. 65 ) es capaz de sintetizar proteinas en



115,

< 8r
b
& 5
c P
A N
o2
gx
E
52 a 4f
© °
=
2"
> "
5@ 2
<7
D—J
<
w 4 ) 1 |
o0 4 8 12 16

[ARN TOTAL], po 730 pl

Figura 11. Capacidad de traducci6én del lisado de reticulocitos de conejo
digerido con 60 (e e )y 90 (x x) U Aggg de nuclea-
sa de micrococos. Se adiciond ARN polisomal de reticulocitos-de
conejo en las cantidades indicadas. La temperatura de incuba-
cién fue de 30°C, el volumen final de 30 pl y el tiempo de incu-
bacion de 60 min. Cada punto es el promedio de dos determinacio-
nes. A cada punto se le resté el fondo obtenido sin adicionar
ARN y el fondo del aparato que a lo largo de todo el trabajo fue
de 20-30 cpm. La radiactividad se cuantificé en el material pre-
¢ipitado con ATA en un filtro de fibra de vidrio y con una efi-
ciencia de 30%. Las concentraciones finales fueron las siguien-
tes: KC1 66.67 wM, MgClz 0.33 mi, 19 aa no radiactivos 66 67 uM
c/u, FC 6.66 mM, CFC 26.6 mg/ml, hemina 66.67 uM, L-Leu- 34 20 M.
La actividad espec1f1ca del aa radiactivo fue de 5 Ci/mmol, con-
centracién radiactiva 1 uCi/pl, se adicionaron 5 p1 (1000 pmoles)/
30 p1 de ensayo. En las figuras 12-32, 39-41, 44, 49 y 54 cada
punto graficado es el promedio de 2 determinaciones; a cada punto
se le resté el fondo del aparato y segin el caso, la incorpora-
cifn sin la adicion de ARN exdgeno 6 la incorporacion al tiempo
cero, En las figuras 12-32 y 39-41 la radiactividad se cuantifi-
c6 en el material precipitado con ATA en un filtro de fibra de
vidrio con una eficiencia del 30%.
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respuesta al ARN exGgeno aiiadido. Dicho en otra forma, esto quiere decir
que el sistema se puede hacer dependiente del ARN exdgeno. Con estos re-
sultados se decidié optimizar las condiciones de sintesis de proteinas y

la cantidad minima de nucleasa que nos dé 1% de la incorporacién original.

2. OPTIMIZACION DE SINTESIS DE PROTEINAS EN EL LISADO DE RETICULOCITOS NO
DIGERIDO.

Antes de empezar a traducir el ARNm de higado de rata, se procedid a
optimizar el sistema de traduccion empleando el ARNm enddgeno. Se empezd a
trabajar con las concentraciones de reactivos calculados a partir del tra-
bajo de Pelham y Jackson {214) y que son: KCi 66.67 mM, MgCl2 0.33 mM, 19
aa no radiactivos 66.67 pM c/u, FC 6,66 m4, CFC 26.6 mg/ml, hemina 66,67 uM.

a) Cantidad de aa radiactivo afadido

Lo primero que se investigd fue 1a concentracidn de L-Leu-3H necesaria
para la sintesis de proteinas. Se us6 L—Leu-aH de alta actividad especifica
(72 Ci/mmo1) y de una concentracién de 13.8 pM. Las concentraciones proba-
das en el ensayo final fueron 1.38 pM, 2.76 pi, 4.14 pM. Como se puede apre-
ciar en la figura 12 la sintesis de proteinas es funcidn lineal de la can-

tidad de L-Leu—3H agregada.
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Figura 12. Sintesis de proteinas endGgenas del lisado de reticulocitos de
conejo, con cantidades crecientes de L-Leu-3H. La incubacidn fue
a 30°C, durante 60 min, y en un volumen final de 30 pl. Las con-"
centraciones finates de los reactivos fueron iguales a los de la
figura 11, a excepcién de la L-Leu-3H. La actividad especifica
del aa radiactivo fue de 72 Ci/mmol; y su concentracidn original
fue de 1 pCi/pl; de 34-Leu, las concentraciones finales de este
ensayo fueron: 1,38 uM {41.4 pmoles/30 ul), 2.76 pi (82.8 pumoles/
30 1), y 4.14 pM (124.2 pmoles/30 pi), que equivalen a 3, 6, y
9 p1 adicionados/30 u1 de ensayo. Se incorporaron 3.5, 6.25 y
10 pmoles de aa radiactivo/5 ul de ensayo.
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Figura 13, Sintesis de proteinas enddyenas del lisado de reticulocitos de

conejo a diferentes tiempos. La incubacién fue a 30°C en un vo-
Tumen de 60 ul. Se tomaron alicuotas de 5 ul por dup]icade a los
30, 60 y 90 min para contar radjactividad. La L-Leu-3H fue de
una actividad especifica de 72 Ci/mmoi; una concentracidn de
13.8 uM (13.8 pmoles/p1), 1 pCi/ul. Se adicionaron 9 w1 del aa
radiactivo/30 ul de ensayo, que equivalen a 124.2 pmoles 6 & uCi.
La concentracidn final del aa radiactivo fue de 4.14 uM. Las
pmoles del aa radiactivo incorporadas fueron: 8.33 {30 min),

9.4 (60 min), y 9.4 (90 min) en 5 ul. La concentracién del resto
de Tos reactivos fue similar a los de la figura 11.
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Figura 14, Sintesis de proteinas endgenas en el lisado de reticulocitos
de conejo a diferentes tiempos. La incubacidn fue a 30°C en un
volumen de 60 ul. Se tomaron alicuotas por duplicado a los 15,
30, 45, y 60 min de 5 p1 para contar radiactividad. La concen-
tracién final de l1a L-Leu-3H fue de 100 AN {300 pmoles/30 ul}.
Se adicionaron 3 y} (3 uCi) por cada 30 pl de ensayo. La acti-
vidad especifica fue de 1 Ci/mmol y una concentracidn de 1 mM,
1 pCi/ur. A los 60 min se incorporaron 16.5 pmoles de L-LeusH/
§ ul de ensayo. La concentracidn del resto de los reactivos es
similar a los de la figura 11.
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Usando 1a concentracién de L-Leu-3H de 4.14 pM, se hizo un experi-
mento de {incorporacién de radiactividad en funcién del tiempo. Pero como
se observa en la figura 13 la sintesis de proteinas se detiene mds alld
de los 30 min, To cual implica que el sistema tiene una o varias limitan-

tes.

Como la concentracidn de aa no radiactivos usada es 16 veces mayor
que la concentracién de aa radiactivo, se decidié aumentar la concentra-
cidn de aa radiactivo para estar sequros de este que no era un factor 1i-
mitante, La concentracifn de los aa radiactivos estd en relacidn inversa
con su actividad especifica, por lo cual para poder usar mayor concentra-
cidn se tiene que disminuir la actividad especifica. En el siguiente ex-
perimento se usé L-Leu-3H de 1 Ci/mmol (1 mM), la concentracidn final en
el ensayo fue de 100 yM. Se hizo un experimento de incorporacién contra
tiempo, como se observa en 1a figura 14. La sintesis de proteinas se de-
tuvo més al1d de Tos 15 min. Con este experimento se concluyd que el aa
radjactivo no estaba siendo 1imitante en nuestro sistema, por 1o que se

decidié explorar otros pardmetros.

b) Cantidad de hemina adicionada

En Ta Introduccién se hablé de 1a importancia de la hemina en la sin-
tesis de protefnas en el lisado de reticulocitos, también se sabe que 1la
hemina inhibe la sintesis de proteinas por arriba y por abajo de su dpti-

mo, por lo que se decidi6 encontrar el Sptimo de hemina.
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Primero se probaron 3 concentraciones de hemina: 60, 40, y 20 uM.

E1 experimento se hizo contra tiempo (20, 40, y 60 min,}. Los datos apa-
recen en la figura 15 donde se observa que a ninguna de las tres concen-
traciones probadas 1a incorporacién fue lineal contra tiempo. También ob-
servamos que a mayor concentracién de hemina Ta incorporacién es menor y
1a sintesis de broteinas se detiene mis drdsticamente. A continuacién se
probaron concentraciones menores de hemina (10, 15, y nuevamente 20 pM).
Los resultados estén en 1a figura 16 donde se observa en las tres concen-
traciones probadas que Ta sintesis de proteinas se detiene después de los
60 min. A ninguna de 1as tres concentraciones de hemina probadas la sinte-
sis de proteinas fue Tineal contra tiempo, pero mostré mds tendencia hacia
la Tinearidad que en el experimento anterior, al menos hasta los 60 min.
Se siguieron probando concentraciones menores de hemina (9, 6, y 3 uM).
Este experimento nuevamente se realizé contra tiempo. Como se observa en
1a figura 17 la incorporacién es mayor usando hemina 9 uM. Con las tres
concentraciones probadas, la sintesis se detuvo practicamente después de
Tos 60 min, como en los experimentos anteriores. Con una concentracidn de
hemina de 9 u4M la sintesis fue 1ineal hasta los 60 min, con hemina 3 A

la sintesis de proteinas es casi nula y se detuvo después de Tos 30 min.

Con los datos anteriores, se procedid a graficar la incorporacién de
aa radiactivo contra concentracidn de hemina, a un tiempo de 60 min. como
se aprecia en la figura 18 la sintesis de proteinas aumenta al aumentar
la concentracion de hemina hasta 10 uM, después de esta concentracion Ta
sintesis de proteinas disminuyG. De los datos anteriores se concluyd que
Ta concentracion Gptima de hemina necesaria para la sintesis de proteinas

es de 10 pM.
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Figura 15. Sintesis de proteinas enddgenas en el Tisado de veticulocitos

de conejo a concentraciones crecientes de hemina, a diferentes
tiempos. Las concentraciones finales de hemina fueron: O uM
(x- - = %), 20 uM (o »), 40 M (x x), ¥y 60 pM (o --=-w),
La incubacién fue a 30°C en un volumen final de 60 wl. Se to-
maron alicuotas de 5 ul por duplicade a los 20, 40, y 60 min
gara contar radiactividad. La concentracion final de la L-Leu-
H fue de 100 pM, la actividad especifica de 1a misma fue de

1 Ci/mmol; se adicionaron 3000 pmoles/30 pl de ensayo. El resto
de las concentragiones fue similar a 1os de la figura 11, Las
pmoles de L-Leu-*H incorporadas a los 60 min fueron: 22 a O uM
de hemina, 105 a 20 M de hemina, 52 a 40 pM de hemina, y 30 en
60 uM de hemina; en 5 p1 de incubacidn.
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Figura 16. Sintesis de proteinas endégenas en el 1isado de reticulocitos de
conejo a concentraciones crecientes de hemina, a diferentes tiem-
pos. Las concentraciones finales de hemina fueron: 10 uM (e o,
15 M (0- - -0), y 20 pM {x---- X}, La incubacidn fue a 30°C en
un volumen de 60 ul. Se tomaron alicuotas de 5 pl por duplicado a
Tos 30, 60, y 90 min pgra contar radiactividad. Se adicionaron
3 ul (? pC1) de L-Leu-*H de una actividad especifica de 1 Ci/mmol.
El resto de la concentracion de los reactivos fue igual a los de
la figura 11.
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Figura 17. Sintesis de proteinas enddgenas en el 1isado de reticulocitos de
conejo a concentraciones crecientes de hemina, a diferentes tiem-
pos. Las concentraciones finales de hemina fueron: 3 aM (.-.-.-),
6 uM (vm--. ), ¥y 9 M ( *). La incubacién fue a 30°C en
un voiumen de 60 u1. Se tomaron alicuotas de 5 w1 por duplicado
a los 30, 60, y 90 min para contar radiactividad, Se adicionaron
por cada 30 ul de ensayo, 3 ul (3 HCi) de L-Leu-3H de una acti-
vidad especifica de 1 Ci/mmol. E1 resto de las concentraciones
fue similar a los de 1a figura 11.
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Figura 18. Sintesis de proteinas enddgenas en el lisado de reticulocitos de
conejo a diferentes concentraciones de hemina. La temperatura de
incubacién fue de 30°C, el tiempo de 60 min en un volumen de 60
1. Las concentraciones de hemina probadas fueron: 3, 6, 9, 10,
15, y 20 uM. Cada punto es el promedio de 2 determinaciones._Se
adicionaron por cada 30 u1 de ensayo, 3 pl (3 pCi) de L-Leu-3H
de una actividad especifica de 1 Ci/mmol. A la concentracién de
hemina 10 pM se incorporaron 128 pmoles de L-Leu-3H en una ali-
cuota de 5 pl. E1 resto de 1a concentracidon de los reactivos fue
similar a los de la figura 11.
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Pero adn cuando se optimizéd para hemina, la sintesis de proteinas
estaba siendo Timitada pues sélo incorporaba linealmente durante 60 min.
En ese momento se plantearon dos posibilidades: que faltara materia pri-
ma (aa, entre ellos el radiactivo) o que faltara energia para continuar

1a sintesis. Se decidid explorar en primer término la primera posibilidad.

¢) Segunds optimizacién de aa radiactivo.

.Para investigar si el aa radiactivo estaba siendo limitante se hicie-
ron dos experimentos. E1 primer experimento consisti6é en hacer dos incuba-
ciones independientes; en una de ellas se adiciond desde el principio de
la incubacién L-Leu-H a una concentracién de 100 MM, ¥ en la otra a una
concentracin 200 pM, se tomaron alicuotas enm tres intervalos de tiempo,
para contar radiactividad incorporada a proteina total. Como se observa
en la figura 19 la sintesis de proteinas se detuvo prdcticamente a los 60
min en ambos casos. E1 segundo experimento (Figura 20) consistié en adicio-
nar a los 50 min de incubacidn, a tubos con una concentraci6n de L-Leu-3H
de 100 uM, L-Leu-3H 100 uM mds para dar una concentracion final de 200 uM;
a otro tubo se adiciond el mismo volumen adicionada, pero de agua. En este
experimento la sintesis de proteinas se detuvo también después de los 60
min, Con estos experimentos quedd claro que el aa radiactivo no era la cau-

sa de que Ja sintesis de proteinas se detuviera después de Tos 60 min.
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Figura 19. Efecto de la concentracién de L-Leu—3H sobre Ta sintesis de pro-

teinas enddgenas del lisado de reticulocitos de conejo. La incu-
bacion fue a 30°C, el velumen final de 30 pl, y a los tiempos in-
dicados en el eje de las abcisas. Se adicionaron por cada 30 )11
de ensayo, 3 p1 (3 pCi) (x—x ) 0 6({11 (6}1(21‘) (o2, ) de
L.-Leu-3H de una actividad especifica de 1 Ci/mmol y de una concen-
tracidn de 1 mM (1 nmol/ul), quedando a una concentracién final

de 100 pM (3000 pmoles/30 p1) {x —- x) y 200 uM (6000 pmoles/30
JIRe ¢). La concentracién de hemina fue de 10 uM, de los 19
aa no radiactivos 166.67 uM c/u. La concentracidn de los reacti-
vos restantes son similares a los de la figura 11.
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Figura 20. Efecto de la concentracidn de L-Leu—3H sobre 1a sintesijs de pro-
tefnas end6genas en el Tisado de reticulocitos de conejo. E1 vo-
Tumen final de incubacidn fue de 33 u1. Al principio de la incu-
bacidn se adicionaron a cada tubo 31 (3 uCi) de L-Leu-"H de una
actividad especifica de 1 Ci/mmol y de una concentracién de 1 mM

(1 nmo1/u1), quedando a una concentracién de 100 pM (3000 pmoles/
30 u1). A_los 50 min de incubacién (¢ ) se adicionaron 3 pl mds
de L-Leu-°H al tubo 2 (x—=x )} quedando a una concentracion final
de 182 pM, y 3 ») de_agua al tubo 1 (*——1*) en el cual la con-
centracion de L-Leu-°H quedd en 91 pM. Se tomaron alicuotas a los
30, 60, y 90 min para contar radiactividad. La concentracidn de
Tos 19 aa no radijactivos fue de 166.67 uM c/u, y de hemina 10 uM.
Las concentraciones de los reactivos restantes se describieron en
la figura 11,
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d) Adfcién de ATP y GTP al sistema de sintesis.

Entonces se decidid investigar si la sintesis de proteinas se podia
mantener después de los 60 min adicjonando fuentes de energia. Como el sis-
tema de sintesis no 1leva ATP ni GTP, se decidid probar primero si adicio-
nindolos al sistema la sintesis continuaba después de los 60 min. Se adi-
cionaron a concentraciones usadas en los sistemas acelulares: ATP 1 mM,

GTP 0.2 mM. Como se observa en la figura 21 la sintesis de proteinas se
detuvo a los 60 min tanto en el tubo control, como en el que se le adicio-

no ATP y GTP.

E1 Visado también puede regenerar ATP si se le adiciona FC y la enzi-
ma CFC, 1a cual cataliza la siguiente reaccidn:

Mg™2

FC + ADP  creatina + ATP

De esta manera hay un aporte continuo de ATP al sistema. Se decidid

probar si era necesario adicionar mds CFC y FC al sistema.
e) Adicidn de mds CFC y FC al sistema.
El sistema se diseiid de la siguiente manera: se hizo en tres tubos

por separado, 1as concentraciones de FC y de CFC en cada tubo se indican

a contipuacién:
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Figura 21. Influencia de 1a adicion de ATP y GTP sobre la sintesis de protei-
nas enddgenas en el lisado de reticulocitos de conejo. La concen-
tracién final de ATP y de GTP fueron 1 md y 0.2 mM respectivamente
en el tubo 1 (X---x ), mientras que en el tubo 2 {s—1) no se
adicionaron. La temperatura de incubacifn fue a 30°C, el volumen
fue de 30 pl. Se tomaron alicuotas de 5 pl a los 30, 60, y 90 mig
para contar radfactividad. Se adicionaron 3 pl1 {3 pCi) de L-Leu-°H
de una actividad especifica de 1 Ci/mmol (1 nmoi/p1), quedando a
una concentracion final de 100 uM (3000 pmoles/30 u1). La concen-
tracién de Tos 19 aa no radiactivos fue de 166.67 uM c/u, y de he-
mina 10 pM. Las concentraciones de los reactivos restantes estdn
descritos en la figura 11
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FC (mM) CFC (mg/ml)
Tubo 1 6.67 26.6
Tubo 2 6.67 53.8
Tubo 3 13,30 26.6

Los resultados de este experimento contra tiempo se indican en la
figura 22, Como se puede observar en la figura 22 Ta incorporacion versus
tiempo en los tubos 1 y 2 fue muy similar, después de los 60 min, la sin-
tesis se detuvo prdcticamente, pero en el tubo 3 la sintesis de protefnas
fue Tineal hasta los 90 min. De este experimento se concluyé que el siste-

ma se estaba Timitando por falta de fuente de energia.

f) Optimizacién de FC.

Para encontrar la cantidad dptima de FC se afiadieron concentraciones
crecientes al sistema (10, 20, 30, 40, y 50 mM). Como se observa en la fi-
gura 23 l1a incorporacidn mdxima se alcanza a una concentracion de FC de 40

m,

g) Optimizacidn de k* y de Mg+2.

Otro factor muy importante en Ta sintesis de proteinas es la concen-

2

‘e \ + + e
tracidn de los iones K y Mg = presentes en el ensayo de traduccidn . Para

poder saber con exactitud la concentracién final de los iones, es necesario
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Figura 22. Influencia de la concentracidn de FC y de CFC sobre la sintesis
de proteinas enddgenas en el lisado de reticulocitos de conejo.
Las Tncubaciones se hicieron en tres tubos independientes. En el
primer tubo (x-.-.-x) la concentraci6n de FC fue de 6.6 mM y de
CFC 26.6 mg/ml, en el segundo {A---28) la concentracién de FC
fue de 6.6 mM y de CFC 53.8 mg/ml, en el tercero (s*——*) 1a con-
centracién de FC fue de 13.3 mM y de CFC 26.6 mg/mi. Se tomaron
alicuotas de 5 pl1 a los 30, 60, y 90 min para contar radiactivi-
dad. E1 volumen de incubacion fue de 30 pl, a una temperatura de
30°C. Se adicionaron 3 gl (3 uCi) de L-Leu-2H de una actividad
especifica de 1 Ci/mmol (1 nmol/ul). La concentracidn de los 19
aa no radiactives fue de 166.67 uM c/u, de hemina 10 pM. Las con-
centraciones de los demds reactivos estdn descritos en la figura
11,
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Figura 23. Influencia de 1a concentracidn de FC sobre la sintesis de pro-

teinas enddgenas en el lisado de reticulocitos de conejo. Las
concentraciones probadas de FC fueron: 0, 10, 20, 30, 40, y 50
mM. La temperatura de incubacion fue de 30°C, el tiempo de 1 h,
y el volumen final del ensayo de 30 ul. Se adicionaron por cada
30 p1 de ensayo, 3 p1 (3 pCi) de L-Leu-3H de una actividad espe-
cifica de 1 Ci/mmol’, y de una concentracidn de 1 mM (1 nmol/ul).
La concentracidn de los 19 aa no radiactivos fue de 166.67 uM
c/u, de hemina 10 M. Las concentraciones del resto de los reac-
tivos se encuentrar en la figura 11,
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conocer 1a concentracién final de Tos jones, es necesario conocer la con-

centracion de 1os mismos presentes en el lisado para sumirsela a la can-
tidad afadida., Se midieron las concentraciones de sodio, potasio, magne-

sio, y cloruro. Los resultados fueron los siguientes:

Potasio 40.0 mM
Magnesio 2.5 mM
Cloruro 52.0 mM
Sodio 21.0 mM

Como en el ensayo de traduccidn el 1isado queda diluido 1:1.875, las

concentraciones finales de estos iones quedan asi:

Potasio 21,33 mM
Magnesio 1.33 mM
Cloruro 27.73 mM
Sodio 11.20 mM

Estas son las concentraciones de los iones que aporta el 1isado al en-
sayo de traduccidn y que se deben tomar en cuenta en las optimizaciones si-

guientes.

Por utra parte los 19 aa que se prepararon en HCl, se neutralizaron a
pH 7.0 con KOH, por 1o cuai también aportan potasio al ensayo de sintesis.
E1 EGTA que se ajustd a un pH de 7.5 con KOH también aporta potasioc al en-
sayo de sintesis. Estas dos soluciones aportan una concentracién final de
 de 30 mM, que sumados con los 21.33 mM de Tisado enddgeno dan un total
de 51.33 mM. O sea, que el sistema aiin sin haberle agregado potasio como

tal ya tiene una concentracion de 51.33mM de este ion. Y las optimizaciones



135.

hechas toman en cuenta esta concentracidon asi como 1.33 nM de magnesio y
la concentracidn que aparece en el eje de las abscisas es la suma de 1a
cantidad agregada, mds la concentracién presente. Las concentraciones fi-
nales se midieron en tubos paralelos a los ensayos de traduccidn, pero
sin la adicidn del aminodcido radiactivo, de &sta manera se asegurd que

Ta concentracidn del idn probado era real.

La alta concentracién de iones cloruro es inhibitoria de la sintesis
de proteinas (264), y como en el medio ya tenemos presentes 27.73 mM de
cloruro, la adicion de 50 mM de KC1 implica aumentar la concentracifn de

este ign a 77.73 M, por 1o cual se probd también el acetato de potasio.

Se probaron 5 concentraciones de potasio, como sal de cloruro y como
sal de acetato: 60, 70, 80, 90, y 100 mM. Cuando se usé la sal de cloruro
se obtuvo un maximo de sintesis de proteinas en 80 mM; concentraciones su-
periores fueron inhibitorias. Cuando se usé 1a sal de acetato, se obtuvo
un maximo de sintesis de proteinas en 90 mM; con 100 mM disminuyé ligera=-
mente. Estos datos aparecen en la figura 24 donde es notorio el efecto in-
hibitorio de los iones cloruro., En Jos experimentos subsiguientes se traba-

j6 con acetato de potasio.

Usando 90 mM de potasio se optimizd la concentracin de magnesio. Tam-
bién se usd la sal de acetato, ya que el cloruro de magnesio ademds del
efecto inhibitorio ya mencionado, es muy higroscdpica por lo cual es difi-
cil preparar soluciones de concentracidn exacta. Se probaron 6 concentra-
ciones: 1.33 mM (concentracién de magnesio endégeno), 1.83, 2.33, 3.33,

3.83, y 4.33 mM. Al aumentar 1a concentracidn de magnesio 1a sintesis de
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Figura 24. Influencia de la concentracifn de jones potasic en la sintesis de
proteinas enddgenas en el Tisado de reticulocitos de conejo. Se
probaron el cloruro de potasio (s—-») y el acetato de potasio
( x——x, a las concentraciones de 60, 70, 80, 90 y 100 mM. La
incubacién fue a 30°C durante 60 min, en un volumen final de 30

1. La concentracidn de FC fue de 40 mM, de los 19 aa no radiac-
tivos 166.67duM c/u, de hemina 10 uM. Se adicionaron 3 y1 (3 pCi)
de L-Leu-3K de una actividad especifica de 1 Ci/mmol, y de una
concentracion de 1 mM (1 nmoi/ul). Las corcentraciones de los de-
mds reactivos se describen en la figura 11. En las concentracio-
nes de XK' anotadas en el eje de las abcisas ya se han tomado en
cuenta las concentraciones de K' aportadas por el lisado y algu-
nas soluciones.
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proteinas aumentd pronunciadamente hasta alcanzar un Gptimo en 2.33 mM,
después de 1a cual la sintesis de proteinas disminuyé bruscamente (Figu-

ra 25).

Usando esta concentracion Gptima de magnesio (2.33 mM) se volvié a
hacer una curva de optimizacion de petasio, esta vez probando cocentra-
ciones superiores a las ya analizadas: 80, 90, 100, 110, 120, 130, y 140
mM, Como se observa en Ta figura 26 el dptimo en la sintesis de proteinas
se alcanzb a una concentracidn de 120 mM, La forma de la curva de optimi-
zacion de potasio fue muy diferente a la de magnesio. En la primera adn
cuando se varid la concentracidn de potasio de 80 a 120 mM la sintesis de
proteinas solo aumentd un 15%, y al aumentar la concentracidn hasta 140 mM
s0lo disminuyd la sintesis de proteinas un 15%; con la segunda las varia-
ciones son mds drdsticas, al aumentar la concentracién de magnesio de 1.33
mHd a 2.33 mM la sintesis de proteinas aumenté 73%, y al aumentar la concen-

tracidn hasta 4.33 1a sintesis de proteinas disminuyd 41%.

Para cerciorarse que la concentracifn dptima de magnesio no varig al
usar una concentracion mas alta de potasio, se hizo otra curva de optimi-
zacion de magnesio, usando 140 nM de potasio. Las concentraciones proba-
das fueron: las mismas 1.33, 2.33, 3.33, 4.33, 5.33, y 6.33 mM. Como se
observa en la figura 27, la concentracidn Gptima de magnesio no varig,

sino que se mantuvo en 2.33 mM.
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Figura 25. Influencia de 1a concentracidn de acetato de magnesio sobre la
sintesis de proteinas endigenas del lisado de reticulocitos de
conejo. La temperatura de incubacidn fue de 30°C, el tiempo de
1 h, y el volumen final del ensayo 30 ;1. La concentracién de
acetato de potasio fue de 90 mM (incluyendo el K* aportado por
el lisado y las soluciones), de hemina 10 pM, de 19 aa no radiac-
tivos 166.67 yM c/u. Se adicionaron 3 pl (3 pCi) de L-Leu-3H de
una actividad especifica de 1 Ci/mmol, y de una concentracidn de
1 mM (1 nmol/p1), quedando & una concentracidn final de 100 HM
(3000 pmoles/30 p1). 1 pmol de L-Leu-3H equivale a 1 nCi (2.22
x 103 dpm). A) ensayo se adicionaron 0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 2.5y
3.0 mM de acetato de magnesio.
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Figura 26. Influencia de 1a concentracidn de acetato de potasio sobre la
sintesis de proteinas endGgenas en el lisado de reticulocitos
de conejo. E1 volumen final del ensayo fue de 30 pl, la tempe-
ratura fue de 30°C y el tiempo de 1 h. Al sistema se adiciona~
ron 30, 40, 50, 60, 70, 80, y 90 nM de acetato de potasio que
sumadas a la concentraci6n de potasio aportadas por el 1isado
y algunas soluciones nos dan las concentraciones indicadas en
el eje de las abcisas. La concentracidn de acetato de magnesio
fue de 2.33 mM, de hemina 10 pM, de FC 40 mM, de CFC 26.6 mg/
ml, de 19 aa no radiactivos 166.67 #M. E1 potasic se dgterminé
por flamometria. Se adicionaron 3 pi {3 pCi) de L-Leu-3H de
una actividad especifica de 1 Ci/mmol, de una concentracidn de
1 mM (1 nmol/pl).
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Figura 27. Influencia de la concentracién de acetato de magnesio sobre la

sintesis de proteinas endfgenas en el Tisado de reticulocitos

de conejo. La temperatura de incubacién fue de 30°C, el tiempo
de 1 hy el volumen final de 30 pl. La concentraciGn de acetato
de magnesio fue de 140 mM, Las concentraciones de acetato de mag-
nesio finales en el ensayo (la aportada por el lisado y las so-
luciones adicionadas) fueron 1.33, 2.33, 3.33, 4.33, y 5.33 mM.
Las concentraciones de los demds reactivos fueron similares a

1as degcritas en la figura 26. Se adicionaron 3 ul (3 uCi) de
L-Leu-?H de una actividad especifica de 1 €i/mmol, de una con-
centracion de 1 mM (1 nmol/ul).

140,



41,
h) Optimizacién de la concentracidn de los 19 aa no radiactivos.

En esta optimizacidn se probaron las siguientes concentraciones de
los 19 aa no radiactivos: 0, 50, 100, 150, 200, y 250 yM. La concentra-
cidn de la L-Leu-3H usada fue de 100 PM' Los resultados de esta optimi-
2acidn estén en la figura 28, donde se observa que alin cuando nc se agre-
garon aa no radiactivos, hay un 17% de incorporacién de) total alcanzado
con la concentracidon dptima. Esto es debido a la concentraciGn de aa en-
ddgenos del 1isado. E1 mdximo de incorporacidn se alcanzé a una concen-
tracion de 100 uM, con 150 pM la incorporacidn disminuyd ligeramente y

con 200 pM 1a incorporacidn disminuyé un 8% (Figura 28).

i) Lineraridad de sintesis de proteinas en funcién de tiempo.

Con las concentraciones Gptimas encontradas anteriormente se proce-
dié a probar la sintesis de proteinas en funcidn del tiampo, ya que es el
pardmetro que indicard que el sistema de sintesis no estd siendo limitado
por ningdn factor. Como se aprecia en 1a figura 29 la sintesis de protei~
nas es lineal al menos por 2 h. Con las optimizaciones realizadas se 1o~
grd que el sistema pasara a sintetizar proteinas linealmente al menos du-
rante 2 h {Figura 29) cuando antes (Figura 14) la sintesis se detenia des-

pués de los 15 min.
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Figura 28. Influencia de la concentracidn de 19 aa no radiactivos sobre la
sintesis de proteinas enddgenas del 1isado de reticulocitos de
conejo. La temperatura de incubacion fue de 30°C, el tiempo de
1 h, el yolumen final de 30 ul. La concentracidn de los iones
K+ y Mat? en el ensayo fue de 120 y 2.33 mM respectivamente.
Las concentraciones de los demds reactivos se describieron en
la figura 26. La mezcia de los 19 aa no radiactivos se preparé
como se describid en Materiales y Métodos {p. 63). Se adiciona-
ron diferentes cantidades de los 1% aa no radjactives 10 mM c/u
hasta una concentracién de 0, 50, 100, 150, 200, y 250 uM en el
ensayo final. Se adicionaron 3 pi (3 pCi) de L-Leu-3R de una ac-

tividad especifica de 1 Ci/mmol, de una concentracién de 1 mM
(1 nmo¥/ul).
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Figura 29. Sintesis de proteinas endGgenas en el 1isado de reticulocitos de
conejo en funcién del tiempo. E1 volumen final del ensayo fue de
30 pl, a una temperatura de 30°C. Se tomd una alicuota de 5 pl
por duplicado para contar radiactividad. La concentracidn de los
iones potasio y magnesio fue de 120 y 2.33 mM respectivamente, de
FC 40 mM, de CFC 26.6 mg/ml, de 19 aa no radiactivos pH 7.0, 100
uM c/u. Se adicionaron 3 ul (3 uCi) de L-Leu-3H de una actividad
especifica de 1 Ci/mmol, y de una concentracién de 1 mM (1 nmol/p1)
quedando a una concentracién final de 100 uM {3000 pmoles/30 ul1).
Se incorporaron al material precipitado con ATA, 150 pmoles de
L-Leu-3H (1 h) y 300 pmoles de L-Leu-3H (2 h). Esta incorporacién
representa un aumento de 9 veces (150/16.5) . La cantidad de
L-Leu-3H a los 60 min, en relacién con la Figura 14 antes de la
optimizacidn.
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J) Adici6n de espermidina,

Con el sistema funcionando linealmente versus tiempo, se probd el
efecto de una poliamina (espermidina) que se ha probado que estimula la
sintesis de proteinas en sistemas eucariotes. La sintesis de proteinas
en el lisado de reticulocitos que se ha preparado por filtracidn en gel
estd muy disminuida, y s6lo se restaura a su nivel normal cuando se adi-
cionan poliaminas (265). En el caso del sistema acelular de germen de
trigo que se prepara por filtraci6n en gel, es de esperarse gue esté de-
ficiente en poliaminas, por lo cual es necesario adicionarlas a este sis-
tema (266 y 267). Hay discrepancias en cuanto al mecanismo de accidn de
las poliaminas. Algunos reportes afirman que actda a nivel de elongacidn
(268), mientras otros sostienen que es a nivel de iniciacién (269). En
este experimento se probaron varias concentraciones de espermidina, simi-
lares a las reportadas que estimulan la sintesis de proteinas: 0.6, 0.7,
0.8, 0.9, y 1.0 mM (265), y no se encontrd efecto estimulatorio. Por el

contrario, a estas concentraciones inhibié la sintesis de protefnas.

Como se observa en la figura 30, el experimento se llevé a cabo en
presencia de dos concentraciones de magnesio: 1.33 y 2.33 mM. Esto se hizo
asi, porque se ha publicado (265) que para que se pueda ver un efecto esti-
mulatorio de la espermidina se debe disminuir la concentracidn de magnesio
en el madio, de tal manera que haya una relacidén Gptima magnesio/espermi-~
dina que estimula la sintesis de proteinas. En el experimento descrito la

adicién de espermidina inhibid Ya sintesis de proteinas a la dos concentra-
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Figura 30, Influencia de la adicion de espermidina sobre la sintesis de pro-
teinas del 1isadg de reticulocitos de conejo a dos concentracio-
nes de iones Mg*tZ : 1,33 mM (s )y 2.33mM (4 —A). 1
tiempo de incubacién fue de 1 h, la temperatura de 30°C, el volu-
men de incubacion de 30 u1. A Tas dos concentraciones de iones
magnesio usadas se adicionaron diferentes cantidades de espermi-
dina 6 mM, pH 7.0 para dar una concentracidn final en el ensayo
de 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, v 1.0 mM. Las concentraciones de los demds
reactivos usados estdn_descritos en la Figura 29. Se adicionaron
3 (3 pCi) de L-Leu-3H de una actividad especifica de 1 Ci/mmo)
y de una concentracién de 1 oM (1 nmol/ul).
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ciones de magnesio usadas, por lo cual se decidié no incluirla en el sis-

tema de sintesis de protefinas.

k) Adicién de EGTA.

Las optimizaciones descritas anteriormente se hicieron en presencia
de un exceso de EGTA, el cual va a estar presente en el ensayo de traduc-
cion del lisado digerido, Por 1o cual se hizo una curva de incorporacion
contra‘tiempo en presencia y ausencia de EGTA (8 mM) para ver si habfa di-
ferencias en la incorporacidn. Como se observa en la figura 31, la incor-

poracifn contra tiempo fue lineal en ambos casos y de magnitud similar,

1} Adicién de mas aa radiactivo.

Antes de optimizar la cantidad de nucleasa necesaria para destruir
el mensaje endbgeno, se probd la capacidad de traduccion del lisado al
adicionarie mis L—Leu3H. Como se observa en la figura 32 1a sintesis de
proteinas no cayd tan rapidamente cuando se usd una concentracién de L-Leu-
3H 200 uM, que cuando se usd una concentracion de 100 uM. El experimento
anterior quiere decir que el lisado de reticulocitos tiene mayor capaci-
dad de sintesis de proteinas dependiente de la adicidn de mds aa radiacti-

vo.
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Figura 31. Influencia de Ta adicidn de EGTA 8 mM sobre la sintesis de protei-
nas enddgenas del 1isado de reticulocitos de conejo, en funcién
del tiempo. Se usaron las condiciones dptimas de traduccidn des-
critas en la Figura 29. La incubacidn se hizo a 30°C en un volu-
men final de 30 u1. En el tubo 1 { x—x)} se adiciond EGTA 8 mM

neutralizado con KOH a pH 7.5, en el tubo 2 no sg adiciond EGTA

. o). Se adicionaron 3 pl (3 pCi) de L-Leu-"H de una activi-
dad especifica de 1 Ci/mmol y de una concentracidn de 1 mM (1 nmol/

.
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Figura 32. Infiuencia de Ta concentracién de L-Leu-3H sobre l1a sintesis de
proteinas enddgenas del lisado de reticulocitos de conejo, en
funcidén del tiempo. La incubacién se hizo.en presencia de 100 uM
. ) o de 200 g {x—=x ) de L-Leu-3H. Se tomaren alicuo-
tas de 5 pl para contar radjactividad a los 60, 120, y 180 min.
La actividad especifica de Ta L-Leu-3H fue 1 Ci/mmol, de una con-
centracién de 1 md (1 nmol/p1) y 1 pCi/p)). Se adicionaron 3000
C ») y 6000 ( x—x ) pmoles del aa radiactivo. La concentra-
cién de los 19 aa no radiactivos fue de 166.67 uM c/u. La incuba-
ci6n se hize a una temperatura de 30°C en un volumen final de 30
A1, la concentracidn de los demds reactivos estd descrito en la
figura 29.
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m) Concentraciones dptimas para la traduccién del ARNm enddgeno del Tisa-

do de reticulocitos.

En la tabla V se anotan las concentraciones Gptimas de traduccién de
encontradas y bajo las cuales se traducird el ARNm de higado de rata. Es-
tas concentraciones son para incubaciones de 60 min, y a 30°C, en un volu-
men de ensayo de 30 M1, pero el lisado es capaz de incorporar aa radiacti-
vo hasta 2 h en forma Tineal. Las concentraciones anotadas se refieren al
ensayo final de traduccidn, y se han calculado de acuerdo a las diluciones
que se hicieron en el transcurso del ensayo y tomando en cuenta los iones

enddgenos aportados por el sistema de traduccidn,

TABLA V
CONDICIONES OPTIMAS DE TRADUCCION DEL ARNm ENDOGENO DEL LISADO DE RETICU-
LOCITOS DE CONEJO

ACETATO DE POTASIO 120.00 mM

ACETATO DE MAGNESIO 2.33 mM

FOSFATO DE CREATINA 40.00 mM

CREATINA FOSFOCINASA 26.60 mg/m}

HEMINA 10.00 uM

19 L-AMINOACIDOS NO 100.00 uM c/u
MARCADOS

L-LEU-2H 100.00
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3. OPTIMIZACION DE LA CANTIDAD MINIMA DE NUCLEASA A USAR EN LA DIGESTION

A continuacidn se procedid a hacer nuestro sistema acelular dependien-
te de ARNm exdgeno, de la forma en que se describié en Materiales y M&todos
(p. 65} . Para determinar la cantidad minima de nucleasa a usar se hizo una
curva de incorporacidn versus U A260 de nucleasa adicionadas, Como se obser-
va en la figura 33, con 187.5 unidades de nucleasa la sintesis disminuyd has-
ta el 1% de la incorporacidn original (sin Ta adicidn de nucleasa = 100%),

por o cual se eligid esta concentracién para hacer la digestidn.

También se observé el efecto que tenia la nucleasa sobre el perfil de
polisomas del lisado. Se analizd el perfil de polisomas en el Tisado dige-
rido y en el no digerido. Los perfiles estdn en la figura 34, en el Tisado
digerido se encontrd pricticamente un solo pico de absorbencia a 254 nm,
atribuible a monosomas; en el lisado no digerido se encontraron 6 picos de
absorbencia atribuible a polisomas de diferente longitud. Esto es una con-
firmacién de que efectivamente se estd destruyendo todo el ARNm enddgeno,

pues es el que mantiene el perfil de polisomas.

4, MODELO BIOLOGICO DE DISMINUCION DE LA PRESION COLOIDOSMOTICA.

a) Esquema Ia de induccidn de nefrosis. A 1a orina dializada se Ye mi-
di6 su volumen y se cuantificé la albimina y las proteinas totales excreta-
das, ademds se sometié a electroforesisde proteinas en acetato de celulosa.

La protefna dializada quedé totalmente transparente cuando no tenia protei-
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Figura 33. Influencia de la cantidad de nucleasa de micrococos (E.C. 3.1.4.7)

sobre 1a sintesis de proteinas enddgenas del lisado de reticuloci-
tos de conejo. Se usaron las condiciones 6ptimas de traduccidn ya
descritas en la figura 29. La digestidn con la nucleasa se hizo en
tubos independientes y en volimenes pequedos (50 ul) durante 10
min a 20°C. Antes de la digestion se adiciond CaCl, 1 mM, y al fi-
nal de la misma EGTA Z mM, pH 7.5. Se adicionaron aiferentes voli-
menes de nucleaca microcdcecica 8.5 U Apgp/ul para dar las concen-
traciones especificadas en el eje de las abcisas. E1 volumen de
incubacidn fue de 30 pl, durante 60 min y a 30°C.

151.
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LISADO NO DIGERIDO LISADO DIGERIDO

B )

MONOSOMAS

254 nm

MONOSOMAS

D.O.

Figura 34. Perfil de polisomas del 1isado de reticulocitos de conejo antes y
después de la digestidn con nucleasa de micrococos. La digestidn
se hizo como se describié en Materiales y M&todos (p. 68). Una
dilucidn 1:3 del lisado de reticulocitos de conejo se separd en
un gradiente 1ineal de sacarosa de 15 a 45% {p. 152). A 4.4 ml
del gradiente se adicionaron 0.5 m} de 1isada diluido. La centri=-
fugacién se 1levd a cabo a 50,000 rpm (299,000 x g} usando el ca-
bezal SW 50.1 de Beckman, durante 2 h. El gradiente se fraccion
usando el formador y fraccionador de gradientes Densi-Flow C,
empezando por 1a parte superior del tubo (izquierda del dibujo).
La D.0. se registrd en un espectrofotémetro de flujo UVICORD de LKB.
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nas a diferencia de la orina que tenfa proteinas que tomd el aspecto del
suero de la rata dependiendo de la cantidad de proteinas presentes. En
Ta tabla VI se muestra la variacidn de peso de la rata durante el esquema
de induccidn, asi como 1a cantidad de proteinas totales y de albimina ex-
cretadas. En este esquema sélo se usé una rata. Las inyecciones del ANP

empezaron el dia cero.

TABLA VI

CARACTERISTICAS DE LA RATA HECHA NEFROTICA USANDO EL ESQUEMA DE INDUCCION Ia

Dia Peso (g) Proteina total Albimina

mg/24 h mg/24 h
0 100 - -
1 105 - -
2 110 - -
3 110 - . -
4 ‘ 110 . - -
5 114 - -
6 121 -o- -
7 122 36 30
8 115 82 60
9 108 168 80
10 100 248 92

11 Murid 168 60
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En Ta tabla VI se puede observar que la proteinuria empezd el séptimo
dfa y que Ta rata subid de peso hasta ése mismo dia a partir del cual per-
did paso. E1 total.de proteinas excretadas fue de 702 mg y de albimina de
320 mg en los cinco dias de proteinuria, Al morir la rata tenia edema gene-

ralizada y ascitis.

De acuerdo a 1os datos reportados por Katz (p. 2) una rata tiene apro-
ximadamente 100 mg de albimina circulante/100 ¢ de peso (3proximadamente
200 mg de proteina total civculante}. Tomandoe en cuenta 10s datos anterio-
res la rata excretd .tres veces la cantidad de proteina total y de albimina

circulante.

En el esquema anterior la rata recibid 1l inyecciones del ANP a uma
dasis de 1.5 mg/100 g de peso, o sea un total de 18.2 mg. Los trazos densi-
tométricos de las electroforesis en acetato de celulosa (p. 78) de las ori-
nas del séptimo, octava, noveno, décimo y décimo primer dia se muestran en
la figura 35, Se observa que la albdmina es la proteina predominante al

principio de la proteinuria, excretdnduse al final proteinas de otros tipus.

Con el esquena anterior se comprobl que efectivamente se pudo iaducir
la nefrosis con el ANP, aunque tiene la desventaja de que el ANP es wmuy
costase. Con este esquemd de inyecciores diarias el dafio fue irreversible,
ademds tiene la desventaja de 1z excesiva wanipulacion del animal, y tam-
bién que puede haber pequeiias variaciones en el volumen del fdrmacaco in-

yectado, pues se usaron voldmenes muy pequeiios {300 upl).
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Figura 35.

Trazos densitométricos de las
electroforesis de proteinas
del séptimo (A), octave (B},
noveno {C), décimo (D), y dé-
cimo primer (E) dia del aesque-
ma de induccién la de nefro-
sis. La electroforesis se 1te-
v6 a cabo a un pH de 8.6 en un
amortiguador de veronal 0.1 M
fuerza idnica 0.075 durante
35 min, Las proteinas se ti-
fieron con Ponceau 5, el tra-
70 densitométrico se hizo a
una longitud de onda de 525 nm,



156.

b) Esquema Ib de induccidn de nefrosis. Fste esquema difirié del an-
terior en que Tas inyecciones del ANP se suspendieron al principio de la
proteinuria. Un grupo de ratas fue usado para investigar la reversibilidad
del dafio causado por el ANP y que se registrd como proteinuria. En este gru-
po de ratas la proteinuria empezé el noveno dfa y termind el vigésimo ter-
cer dia, asi se comprobdé que el dafio causado por este esquema fue reversi-

ble.

Otro grupo de ratas con este esquema de induccidn fueron sacrificadas
el décimc segundo dia. El principio de la proteinuria, asi como la varia-
cidn de peso de las ratas durante el esquema se muestran en la figura 36.
Las cantidades de protefna total y de albimina excretadas se muestran en

la tabla VII.

E] trazo densitométrico de las electroforesis de proteinas de las ori-
nas del noveno al décimo segundo dia aparecen en Ta figura 37, La aparien-
cia del suero de las ratas nefréticas fue lechoso, a diferencia del suero
de las ratas normales cuyo aspecto fue totalmente claro y de color amarillo.
£E1 volumen del liquido de ascitis en el décimo segundo dia varié de 2 a 6
ml/rata. La concentracién de proteinas toteales y de albimina, medidas por
los métodos colorimétricos de Bradford y de Lowry modificado por Hartree
(pp.99-101), en el suero de las ratas en el décimo segundo dia aparecen en

la tabla VIII.
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Figura 36. Variacidn del peso corporal de las ratas hechas nefréticas
usando el esquema de induccidn 1b ( p. 97 ), y la cantidad
de proteina total (s ---1) y de albimina (X----- X ) excreta-
das desde el principic de 1a proteinuria. La albimina se ex-
trajo por medio de etanol-dcido (p.98 ). Las determinaciones
de proteinas totales y de alblmina se hicieron por el método
de Lowry modijficade por Hartee y por el método de Bradford
(pp.99-101). La orina se colectd sobre un cristal de timol
y se dializé contra NaCl 0.85% por 24 h con varios cambios
antes de la determinacidn de proteinas.
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C D

Figura 37. Trazo densitométrico de las electroforesis de proteinas en
acetato de celulosa de las orinas del noveno (A), décimo (B),
décimo primer {C), y décimo segundo dia (D) del esquema de
induccién de nefrosis Ib, La proteina de mayor movil idad and-
dica y de mayor proporcién es 13 albimina.



TABLA VIL

PROTEINURIA EN RATAS HECHAS NEFROTICAS. USANDO EL ESQUEMA Ib

Dia Proteina total Albimina
mg/24 h mg/24 h

9 34 28

10 69 47
ut ag* 35"
Sz . 184 112.5
“TOTAL 335 ' 222.5

189,

+ ) .
Los valores encontrados en este dia fueron menores que los esperados

ya que se perdid parte de la muestra.

TABLA VIII

CONCENTRACION DE PROTEINAS SERICAS EN RATAS NORMALES Y NEFROTICAS

Proteinas totales Albimina
g9/100 m1 g/100 ml
NORMALES 4,50 3.65

NEFROTICAS 2.61 0.98
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La concentracidn de proteinas totales disminuyd a la mitad y la con-
cantracidn de albimina a una tercera parte en el grupo de las ratas nefrd-
ticas. E1 trazo densitométrico de las electroforesis de los sueros de las
ratas se muestra en la figura 38. Se observan claramente las alteraciones
en el patrdn electroforético en el suero de las ratas nefrdticas, princi-
palmente la disminucion de albimina y la elevacion de globulina alfa-1. En
la electroforesis del suero de la rata nefrética (Figura 38 A) se separd
la prealbdmina, que migra mds rdpido que la albdmina. Esta proteina nunca
se separd en las ratas nomales, ni en los demds grupos de ratas nefrdticas.
Al décimo segundo dia las ratas mostraron edema generalizado y ascitis cau-
sadas por la disminucidn en la PCO debido a la disminucidn de proteinas to-

tales y en especial de a]bﬁhina.

Los higados extraidos tanto del grupo de ratas control, como del grupo
de ratas nefréticas se congelaron inmediatamente en nitrdgeno 1iquido, para
hacer la extraccidn de ARN total posteriormente (p.70 ). En el grupo de ra-
tas control la recuperacidn de ARN total por g de higado fue de 3.0 mg, y
en el arupo de ratas nefrdticas la recuperacidn fue de 5.4 mg de ARN total/
g de higado. [1 ARN total extraido se tradujo en el sistema acelular de sin-
tesis de proteinas ya descrito {pp.65-68 ), en las condiciones Gptimas en-
contradas {pp.149-150 ). E1 ARN total a varias concentraciones como se mues-
tra en el esquema de la figura 39. En esta figura se observa la sintesis de
proteinas en respuesta a }as diferentes concentraciones de ARN total, se ob-
serva que a mayor concentracién de ARN en el sistema hay mayor incorporacion

del aa radiactivo. También se puede observar que no hay diferencia significa-
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B

Figura 38. Trazo densitométrico de las electroforesis de proteinas en ace-
tato de celulosa de una mezcla de sueros de ratas normales (B),
y de un suerg de rata hecha nefrgtica (A), usando el esquema de
induccion de nefrosis Ib. La rata nefrdtica se sacrificé en el
décimo segundo dia del esquema de induccidn. La sangre se extra-
jo por puncidén cardfaca. La electroforesis se 171evd a cabo a un
pH de 8.6 en un amortiguador de veronal 0.1 M, Fuerza ionica
0.075 durante 35 min. Las proteinas se tifieron con Ponceau S, el
trazo densitométirico se hizo a una longitud de onda de 525 nm.
La proteina de mayor movilidad anddica es la albimina. En (A) se
separd la prealbdmina.
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Figura 39. Traduccion del ARN total de higado (p.70) de ratas normales

«) y de ratas nefréticas (x----- X} en el Tisado de re-
ticulocites de conejo dependiente de ARHm exdgeno (pp.65-68 ).

En la induccidn de nefrosis se usd el esquema Ib (pp. 96-97). La
incubacion se hizo a 30°C durasiie 60 min en un volumen de 60 pl.
Se adicionaron 8.4, 16.8, 25.2, 33.6, y 42 ug de ARN total/60 p1.
Se usaron las cond1c1ones del sistema 0pt1m1zado (pp. 149-150 ).

E1 fondo obtenido sin adicionar ARN exdgeno al lisado digerido
fue de 1,563 cpm/5 1 , Por cada 30 pl de ensayo se adicionaron
5p1 (5 pC\) de L-Leu-3H de una actividad especifica de 85 Ci/umol
y de una concentracién de 11.76 uM (11.76 pmoles/ul) quedando &
una concentracidn final de l 96 uM (58.8 pmo]es/BO ul). 1 pmol de
L-Leu-3H equivale a 85 nCi ﬂpx 105 dpm). Con 1a adicién de las
diferentes cantidades de ARN total 1a incorporacién del aa radiac-
tivo se estimuld 8, 13, 16, 19 y 24 veces en el caso de las ratas
normales y que equivale a una incorporacién de L-Leu-3H de 1.14,
1.84, 2.46, 3.0 y 3.84 pmoles/30 pl; y 9, 12, 15, 18 y 22 veces

en el caso de gas ratas nefréticas y que equivale a una incorpora-
cién de L-Leu-"H de 1.34, 1.8, 2.46, 3.0 y 3.84 pmoles/30 pl.
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tiva en la sintesis de proteinas usando el ARN total de ambos grupos de
ratas. Esto significa que la relacidn ARNm total/ARN total es similar en

ambos grupos.

Para investigar si habia diferencias en cuanto a 1a albimina sinteti-
zada en respuesta al ARN total de ambos grupos, se inmunoprecipitd selec~
tivamente la albimina sintetizada <n vitro (p. 93 ) con el anticuerpo cuya
preparacidn ya se describid (p, 86). En la induccién de este anticuerpo se
usd la albdmina pura de rata obtenida por la secuencia de purificacién ya
descrita (p. 81). La monoespecificidad de este anticuerpo se verificé por
medio de inmunoelectroforesis (p. 89) usando como antigeno suero total de
rata. Para cuantificar Ta radiactividad incorporada a albimina se contd una
alicuota del inmunoprecipitado colocado directamente sobre un filtro de fi-
bra de vidrio. La incorporacién a albimina cuantificada de la wanera descri-
ta se graficd versus la concentracidn de ARN total usado en ambos grupos. Se
puede observar en la figura 40 que el ARN total de las ratas nefrdticas di-
rige la sintesis de mayor cantidad de albimina, que el ARN total de las ra-
tas normales, a las tres concentraciones de ARN total probadas, lo cual im-
plica que 1a relacidn ARNm de albimina/ARN total es mayor en las ratas ne-
froticas que en las ratas normales, aunque también se puede observar que el
aumento en la albimina sintetizada no es igual en las tres concentraciones
probadas. Como a la concentracidn de ARN total de 700 Fg/m] (1a mayor pro-
bada), la sintesis de proteinas es mayor que con Tas concentraciones infe-

riores, se siguid trabajando a esta concentracidn en los ensayos siguientes.
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Figura 40. Sintesis de alblmina en respuesta al ARN total (p.70 ) de ratas
normales (e +) y de ratas nefréticas (x----x) en el lisado
de reticulocitos de conejo dependiente de ARNm exdgeno (pp 65-68 )
En la induccidn de la nefrosis se usé el esquema Ib. La incuba-
cidn se hizo a 30°C durante 60 min en un volumen de 60 ul. Se
adicionaroen 8.4, 25.2, y 42 pg de ARN total/60 ul. Se usaron las
condiciones de traduccién del sistema optimizadg (pp. 149-150 ).
Las inmunoprecipitaciones se hicieron en 25 y1 del ensayo, usan~
do el anticuerpo preparado en cabra (p.86 ) usando la albfimina de
rata purificada (p.81 ) y la proteina A Sefarosa como se describid
previamente {p.91 ). Se usaron las condiciones de traduccion opti-
mas ya mencionadas {pp.149-150 ). La radiactividad incorporada a
albimina se cuantificé en una alicuota de inmunoprecipitado colo-
cada sobre un filtro de fibra de vidrio. £1 fondo contado asi fue
de 78 cpm/5 pl (1/10 del inmunoprecipitado). La incorporacién a
albimina fue de 8, 22, y 36 veces el fondo en el caso de las ratas
nermales y 14.5, 31, y 49 veces en el caso de las ratas nefréticas.
El ndmero de pmoles de L-Leu=3H/25 1 incorporada a albimina en el
caso de las ratas normaies y nefréticas respectivamente fue: 0.098,
0.303, vy 0.50; y 0,18, 0.43, y 0.676. Los datos de la L-Leu-3H se
encuentran en la figura 39.
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Posteriormente se purificé el ARNm poliadenilado total, por cromato-
graffa de afinidad de la manera descrita (Materiales y Métodos, p.72 ) con
Ta finalidad de corroborar los datos que se hébian obtenido con ARN total.
Los datos de incorporacién a albimina usando tres concentraciones de ARNm
poliadenilado y cuantificado directamente en filtro se muestran en la fi-
gura 41. Aqui se observa nuevamente que el sistema acelular de sintesis
de proteinas sintetiza mds albimina en respuesta al ARNm poliadenilado de
las ratas nefréticas, que el ARNm poliadenilado delas ratas normales, aun-
que a concentraciones de 40 ug de ARNm poliadenilado/ml se inhibe Ta sin-
tesis de proteinas en ambos casos. Este dato corrobora el obtenido anterior-
mente y nos indica que la relacién ARNm de albimina/ARNm poliadenilado to-

tal es mayor en las ratas nefréticas.

Con el objeto de analizar las protefnas totales sintetizadas en respues-
ta al ARN total adicionado y comprobar que efectivamente estdbames inmuno-
precipitando alblmina, se separaron tanto los productos totales (Figura 42},
como los immunoprecipitados (Figura 43). Los que se muestra en las dos fi-
guras anteriores es la fluorografia practicada a ambos geles (pp. 91-95)
pues si se identifican diferencialmente los productos sintetizados {n v.itho,

de las proteinas preexistentes.

En el andlisis de los productos totales se observd inmediatamente que
la proteina sintetizada en mayor proporcién fue la albimina, y que la banda
radiactiva correspondiente a esta proteina estd mis fuertemente marcada en
las protefnas sintetizadas en respuesta al ARN total de las ratas nefrdticas

que en las sintetizadas en respuesta al ARN total de las ratas normales.
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Figura 41. Sintesis de alblmina en respuesta al ARNm poliadenilado de ratas

normales (s—— o) y ratas hechas nefrgticas (X----x ) usando el
esquema de induccidn Ib; en el lisado de reticulucitos de conejo
dependiente de ARNm exdgeno (pp. 5-68 ). E1 ARNm poliadenilado
se purificd por cromatografia de afinidad {p.72 ). Se inmunopre-
c1p1taron 25dp1 de ensayo usando el anticuerpo preparado en cabra
{p.86 ) usando 1a albimina de rata purificada (p. B1) y la protei-
na A Sefarosa comp se describié previamente (p. 91). La radiacti-
vidad incorporada a albimina se cuantificé en una alicuota del
inmunoprecipitado colocada sobre un filtro de fibra de vidrio, y
contada con una eficiencia de 30%. La incubaci6n se hizo a 30°C
durante 60 min en un volumen de 60 p1. Se adicionaron 0.6, 1.2
y 1.8 pg de ARNm poliadenilado/60 pl de ensayo. Se usaron las
condiciones dptimas de traduccidn ya descritas (pp.149-150}. Por
cada 30 pl de ensayo se adicionaron 5 p1 (5 pCi) de L-Leu-SH de
una actividad especifica de 85 Ci/miol y de una concentracién de
11.76 uM (11.76 pmo]es/p\
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Figura 42. Fluorografia de las proteinas totales sintetizadas en el lisado
de reticulocitos de conejo dependiente de ARNm exdgeno {pp.65-68),
separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida (pp. 74-77).
E1 sistema de traduccidn se programd con ARN total de ratas norma-
les {1 y 3) y de ratas hechas nefr6ticas usando el esquema de in-
duccién Ib (2) y II (4, 5, y 6). E1 ARN total se prepard por el
método de Ta guanidina {p. 70). La separacién electroforética se
1levd a cabo a 25 mA/placa hasta que el azul de bromofenol 1legé
al final del gel. E1 gel se prepard para la fluorografia como se
describid en Materiales y Métodos (pp. 91-95). La exposicién del
gel a la pelicula de rayos X se hizo a -70°C. E1 1isado se progra-
mé con 700 ug/m} de ARN total en todos los casos. La incubacidn se
hizo a 30°C durante 60 min en un volumen de incubacién de 60 ul.
Se colocaron a electroforesis 10 p1 del ensayo de traduccidn, el
resto se usd para realizar la inmunoprecipitacidn. Se usaron las
condiciones de traduccidn Gptimas ya mencionadas (pp.149-150).
Por cada 30 p1 de ensayo se adicionaron 5 ui (5 #Ci) de L-Leu-"H
de una actividad especifica de 68 Ci/mmol, y de una concentracion
de 14.70 M {14.70 pmoles/ul).
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Figura 43. Fluorografia de los inmunoprecipitados de las proteinas totales
separados por electroforesis en gel de poliacrilamida-DSS al 15%,
sintetizados en el 1isado de reticulocitos de conejo dependiente
de ARNm exdgeno (pp. 65-68 ). E1 sistema de traduccién se progra-
md con ARN total de higado de ratas normales (1,3) y de ratas he-
chas nefrticas con el esquema de induccién Ib (2) y II (4). Los
marcadores radiactivos que se corrieron en paralelo en el gel se
han descrito previamente (p. 78 ). Los PM de 1os mismos se expresan
en kilodaltones. E1 gel se prepard para la fluorografia de 1a ma-
nera descrita (pp.91-95 ). La inmunoprecipitacidn se hizo de la
manera descrita en Materiales y Metodos usando el anticuerpo pre-
parado en cabra (p. 86) cuya monoespecificidad se verificd por
inmuncelectroforesis (p.89 ). Las condiciones de traduccign estdn
anotadas en la figura 42, asi como los datos de la L-Leu-3H.
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Estas diferencias se hicieron notables también en ¥os inmunoprecipi-
tados en donde la banda de albimina en la fluorografia estd mds intensa

que en el grupo de las ratas normales.

En realidad, en el sistema acelular de sintesis de proteinas de reti-
culocitos de conejo se estd sintetizando el precursor de la albimina, la
preproalbimina, de cuya estructura ya se habl6 en 1a Introduccidn, y que
tiene un PM de 68,674 d. La albimina bovina tiene un PM de 66,213 d, aunque
los proveedores de la mezcla de patrones radiactivos dan un PM aproximado
de 69,000 d. La preproalbiimina de rata no madura en el lisado de reticulo-
citos debido a que este nc tiene el sistema enzimitico para realizar la ma-
duracidn, pero se ha reportado {46) que si a este sistema se agregan mem-
branas de pdncreas de perro se llevo a cabo la conversidn a proalbimina.
En este caso el producto de sintesis {n vitro migrd en la misma posicidn o
un poco més arriba que el marcador radiactivo de albidmina bovina. Cuando se
colocé albimina de rata en el gel y se compard su migracidn con la “albi-
mina" sintetizada {n vitno, esta siempre migrd menos (mayor PM) que la
alblmina madura de rata. De esta segunda evidencia podemos concluir que 1a
"albimina" sintetizada in vitro tiene un PH mayor que la albimina de rata
circulante. De tal manera que aunque a lo largo del trabajo se ha nombrado
al producto sintetizado in vitw e inmunoprecipitable con el anticuerpo
antialbdmina como albimina, en realidad se estd sintetizando al precursor

preproalbimina.

En los inmunoprecipitados también se observan otras bandas diferentes

a la albGmina, que aunque en menor proporcidn también constribuyen en la
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cuantificacion de la radiactividad al contar la alicuota del inmunoprecipi-
tado. En la mayoria de los casos estas bandas fueron proporcionales en in-

tensidad a 1a banda de albdmina.

Para poder cuantificar directamente 1a radiactividad incorporada a la
alblmina, se recortd del gel la banda correspondiente a albimina (identifi-
cada por fluorografia), y se cuantificd la radiactividad de la manera des-
crita en Materiales y Métodos (p. 95 ). Los resultados estdn graficados en
1a figura 44 en donde se observa que la radiactividad incorporada a albdmi-
na es mayor en las ratas nefréticas, que en las ratas normales; expresando
1a radiactividad incorporada a albimina como dpm[yg de ARN total. Se puede
afirmar que en las ratas nefrdticas, usando el esquema de induccidn Ib hay

un aumento del ARNm de albimina.

Se habfa mencionado como desventaja de este método la excesiva manipu-
lacién de la rata. Otra desventaja es que es muy tardado (12 dias}) y que
hay variacién en el dia en que principid la proteinuria {entre el séptimo
y el noveno dia), por lo cual seria de mucha ayuda encontrar un método mas
riapido, en el que el principio de la proteinuria fuera constante, y se ma-
nipulara menos al animal, por lo que se probé el siguiente esquema de in-

duccidn de nefrosis,

c) Esquema I1 de induccidn de nefrosis. En este esquema de induccion
la proteinuria aparecid el cuarto dia. La cantidadde proteina total y de

albimina excretadas usando este esquema se muestran en la tabla IX.
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Figura 44. Radiactividad incorporada a albimina en respuesta al ARN total

de higado de ratas normales (A) y de ratas hechas nefréticas

(B) usando el esquema de induccidn Ib, en el 1isado de reticu-
locitos de conejo dependiente de ARNm exdgeno (pp.65-68 ). La
inmunoprecipitacién se hize de la manera descrita en Materiales

y Métodos (p.91 ) usando el anticuerpo preparado en cabra (p.86)
con 1a albimina de rata previamente purificada (p.81) y cuya
monoespecificidad se verificd por medio de inmunoelectroforesis
(p.89 ). La incubacidn se hizo a 30°C durante 60 min en un volu-
men final de 60 p1. La concentracion de ARN total en cada caso
fue de 700 pg/ml. La inmunoprecipitacion se hizo en 40 M1 de en-
sayo. Por cada 30 ul de ensayo se adicionaron 5 M1 (5 1Ci) de
L-Leu-3H de una actividad especifica de 68 Ci/mmol, y de una con-
centracidn de 14.70 pM (14.70 pmoles/ul). Los inmunoprecipitados
se separaron por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida-
DSS al 15% (pp. 74-75), la banda de albimina se identificé por me-
dio de fluorografia (pp. 91.95), se recortd del gel y se digirié
(p. 95 ) para contar radiactividad. La eficiencia de conteo se de-
terminé adicionando un patrdn interno.
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TABLA IX

PROTEINURIA EN RATAS HECHAS NEFROTICAS USANDO EL ESQUEMA II

Dia Proteina total Albimina
mg/24 h mg/24 h

0 - -

1 - -

2 - -

3 - -

4 56 50

5. 141 85

6 208 165

TOTAL 405 300
TABLA X

CONCENTRACION DE PROTEINAS SERICAS EN RATAS NORMALES Y EN RATAS NEFROTICAS
(ESQUEMA 1I), Dia 6

Proteina total Albimina
g/100 ml g/100 mi
NORMALES 4.6 2.0

NEFROTICAS 2.3 0.9
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Las ratas excretaron aproximadamente 2 veces la cantidad de proteina
total circulante y tres veces la cantidad de albimina sérica. La variacidn
de peso durante el tiempo del experimento aparece en la figura 45. En esta
figura también se observa una disminucidn del peso del animal después de Ta
inyeccion del ANP (posiblemente a un efecto téxico del farmaco), y su pos-
terior recuperacion debido en gran parte a la acumulacion del liquido de

ascitis,

E1 trazo densitométrico de las electroforesis de proteinas de las ori-
nas del cuarto, quinto y sexto dia aparecen en la figura 46. E1 suero de Tos
animales hechos nefréticos con este nuevo esquema de induccién también pre-

sentaba un aspento lechoso.

E1 volumen del 1iquido de ascitis varié de 4 a 10 ml por rata. La con-
centracidn de proteinas en el suero de las ratas nefrdticas aparece en la

tabla X.

E1 trazo densitométrico del suero de las ratas normales y nefrdticas
aparece en forma comparativa en la figura 47. La concentracidn de protei-
nas totales y de albimina en el suero disminuyd un 50% en las ratas nefrd-
ticas. En el trazo densitométrico se observan claramente las alteraciones

en el patrdn electroforético.

Con los datos del esquema anterior (Ib) de excrecidn de proteinas to-
tales y de albimina, y concentracién de proteinas totales y albimina en el

suero de Tas ratas nefrdticas y compardndolos con los datos de este esquema,
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Figura 45. Variacién del peso corporal de las ratas hechas nefrdticas usando
el esquema de induccién 11 (p.g7). Se administrd en el dia cero
una dosis de 15 mg/100 g de peso del ANP, por via subcutdnea. Las
ratas estuvieron en jaulas metabélicas durante el transcurso del
experimento, su peso se registrd diariamente y su orina se colectd
sobre un ¢ristal de timol para dializarla posteriormente y cuanti-
ficar proteina total y aibumina. Las ratas se sacrificaron al sexto
dia del esquema de <induccidn.
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Figura 46. Trazo densitométrico de 1as electroforesis de proteinas en aceta-
to de celuiosa {p. 78) de las orinas del cuarto {A), quinto (8),
y sexto dfa del esquema de induccién de nefrosis I1 {(p. 97 ). La
proteina de mayor movilidad anddica y que se encuentra en mayor
proporcidn es la albimina. La electroforesis se 1levé a cabo a

200 V, en un amortiguador de veronal 0.1 M,
0.0075 y 35 min.

pH 8.6, fuerza idnica
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Figura 47. Trazo densitométrico de las electroforesis en acetato de celulosa
{p. 78) del suero de las ratas normales { —— } y de ratas hechas
nefréticas { --- ) usando el esquema de induccitn 11 (sexto dia
del esquema de induccidn). La electroforesis se 1levd a cabo a
200 ¥V, en un amortiguador de veronal 0.1 M pH 8.6 y de una fuerza
idnica de 0.075 durante 35 min. La proteina que tiene una movili-
dad anddica mayor es la albiimina. Las proteinas se tifieron con
Ponceau S, y el trazo densitométrico se hizo a una longitud de
onda de 525 nm,
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se concluyd que el efecto por este esquema {I1) es igual o adn mayor, en

1a mitad del tiempo necesario, que el esquema Ib. E1 principio de ta pro-
teinuria fue considerablemente constante {cuarto dia). Para la extraccién
del ARN total del higado se procedif de la manera descrita con anteriori-

dad. (p.70 ).

Se hicieron tres preparacicnes diferentes de ARN-total, de higados pro-
venientes de ratas hechas nefrdticas con el esquema II. Los productos tota-
les sintetizados .n vitho en respuesta al ARN total extraido se analizaron
en gel de poliacriltamida-DSS, y la fluovrografia correspondiente se muestra
en la figura 42. Los inmunoprecipitados también se analizaron de 1a misma
manera y las fluorografias corvespondientes se muestran en las figuras 43 y
48, En ambos casos la banda de albGmina estd mds intensa en Tos productos
sintetizados en respuesta al ARN total de higado de las ratas nefréticas.
Para cuantificar exactamente la cantidad de radiactividad en 1a banda de
albimina, se cortd el gel correspondiente a la banda de albdmina de los in-
muncprecipitados de ta manera descrita (p.%5 )} y se conté la radiactividad
en cada grupo. kos resultades aparecen en la figura 49. Cada barra es el

promedio de dos ensayos independientes, pero realizados en forma paralela.

En esta figura es muy notoric que 13s preparaciones de ARN total de
las ratas nefrdticas dirigen la sintesis de mds albiimina que el ARN total
de las ratas normales. También se observa gue el grado de estimulacidn es

variable de una preparacidn a otra.

Asi que, con el esquema de induccifn 11 de nefrosis, se puede indu-

cir un aumento en el ARNm de a1bﬁmina/yg de ARN total, con la ventaja de
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Figura 48. Fluorografia de los inmunoprecipitados de las proteinas totales
sintetizadas en el Tisado de reticulocitos de conejo dependiente
de ARNm exdgeno (pp. 65-68 ), separados por electroforesis en
gel de poliacrilamida-DSS al 15% (pp.74-77 ). E1 sistema de tra-
duccidn acelular se programd con ARN total extraido por el método
de la guanidina {p. 70 3 de higados de ratas normales (2) y de
ratas hechas nefréticas con el esquema de induccién 1I (3, 4, y 5)
(p. 97 ). Los marcadores radiactivos que se corrieron en paralele
en gel {1) ya han sido descritos previamente (p.78 }; los PM de
1os mismos se expresan en kilodaltones. La inmunoprecipitacibn se
realizé usando proteina A Sefarosa {p.91 ) con el anticuerpo pre-
parado en cabra (p. 86) con la albimina de rata previamente puri-
ficada (p.81 ) y cuya monoespecificidad se verificé por medio de
inmunoel ectroforesis (p.89 ). La incubacidn se hizo a 30°C duran-
te 60 min en un volumen final de 600p1. La concentracion de ARN
total en los cuatro casos fue de 700 pg/ml. La inmunoprecipitacién
se hizo en 40 pl d§1 ensayo. Por cada 30 j1 de ensayo se adiciona-
ron 5 pl de L-leu-7H de una actividad_especifica de 68 Ci/mmol, y
de una concentracion de 14.70 uM (14.70 pmoles/ul). E1 gel se pre-
pard para la fluorografia de 1a manera descrita (pp. 91-95).
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Figura 49. Radiactividad incerporada a albimina en respuesta al ARN total
{p.70 ) de higado de ratas normales (A) y de ratas hechas nefréti-
cas (B, C, y D) usando el esquema de induccidn II (p. 97 ). Se
usé ARN total a una concentracién de 700 pg/ml. Las condiciones
de traduccidn, de inmunoprecipitacidn, de electroforesis en gel
de poliacrilamida, de fluorografia, de digestion de la banda de
albimina en el gel estdn referidad en_ la figura 44. 1 pmol de
L-Leu=3H equivale a 68 nCi (1.51 x 105 dpm). La eficiencia de
conteo se determind usando un patrdn interno.
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que este esquema de induccign es mids corto.

El grado de estimulacién que se ha visto en el ARNm de albiimina va

de 1.5 a 2.2 veces.

Esquema de Induccidon Ib Esquema de Induccién 11
Radiactividad en albimina Radiactividad en albimina
dpm/Fg ARN total # de veces  dpm/ug ARN total # de veces
NORMALES 2,084 - 849 -
NEFROTICAS 3,145 1.5 1,366 1.6
1,514 1.8
1,874 2.2

En las dos tablas anteriores se puede observar que la actividad espe-
cifica de los dos ARN controles es muy diferente, El significado de esta
diferencia es obscuro. Adn cuando se estd siguiendo el mismo métodb de
extraccion es posible que 1legara a haber algunas variaciones de prepara-
ci6én & preparacion 1o cual hiciera a una preparacidn mds activa en sinte-
tizar albimina, Otra explicacidon menos probable es que estas diferencias
fueran reales y hubiera diferencias de un grupo de ratas normales a otro
en cuanto a ARNm de albimina. En todo caso las comparaciones se hicieron
con preparaciones de ARN que se hicieron al mismo tiempo {en paralelo)
para que las condiciones de extraccidn fueran exactamente las mismas para

todos Tos grupos de ARN.
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Con los datos anterices se puede esperar un aumento en la sintesis de

albimina de 1.5 a 2.2 veces debido al aumento en la cantidad de ARNm.

La induccidn del ARMNm de albimina se estaba viendo al tercer dia de
proteinuria (sexto dia del esquema de induccidn 11). Para investigar si la
induccidn se presentaba desde el quinto dia del esquema de induccidn, se hi-
20 und preparacidn de ARN total de un grupo de ratas nefrdticas en ese dia.
Este ARN extraido se tradujo y se compard su capacidad de sintetizar albi-
mina con un ARN control, pero no se encontraron diferencias. 0 sea que, en
el quinto dia todavia no hay induccitn del ARNm de albimina, a pesar de que
la concentracién de proteinas totales y de albimina en el suero en ese dia
habia disminuido a la mitad aproximadamente de las ratas controles. E1 19- -
quido de ascitis varié de 2 a 5 ml. Los datos obtenidos en este experimento
se deben considerar como preliminares a un estudio mds cuidadoso de la ci-
nética de la induccidn del ARNm de albimina en las ratas nefréticas. E1 tra-
20 densitométrico de 1as electroforesis de proteinas de las orinas del cuar-
to vy quinto dia se observan en la figura 50. {Las orimas normales no con-

tienen proteina detectable por este método).

Con el objeto de corroborar que el aumento en la concentracifn de ARNm
de albGimina en el higado de las ratas nefrdticas era debido a sintesis de
novo se administrd actinomicina D a un grupo de ratas en periodo de induc-
citn de nefrosis, a una dosis de 70 pg/100 g de peso. E1 producto comercial
Cosmegen se usa en forma terap8utica en Jos humanos y su vida media en 1a
sangre es de 36 h (252), Al grupo de ratas IV se les administrd la actino-

micina D el cuarto dia por la tarde (el dia que empezd la proteinuria) y se



Figura 50. Trazo densitométrico de las electroforesis en acetato de celulosa
de las orinas del cuarto (A), y quinto (B) dia del periodo de in-
duccién de nefrosis I (p.97 ), En el dia cero se les administrg
una dosis de ANP de 15 mg/100 g de peso, las ratas se sacrificaron
el quinto dia. La electroforesis se realizd como se describig en
Materiales y Métodos (p. 74) a 209 V durante 35 min en un amorti-
guador de veronal 0.1M, pH 8.6 y fuerza idnica 0.075. La protei-
na de mayor movilidad anédica y que se encuentra en mayor propor-
cibn es la albimina. Las proteinas se tifieron con Ponceau S, E1
trazo densitométrico se hizo a 525 nm.
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Tes sacrificé 36 h después, o sea el sexto dia por la mafiana. En este expe-
rimento se trabajé con Tos cuatro grupos de ratas ya descritos (Materiales,
p. 59). Al final del perfodo de induccidn se extrajo el higado el cual se
congeld inmediatamente en nitrégeno 1iquido, Ta sangre se extrajo por pun-
cion cardiaca, y a 1as ratas de los grupos II y IV se Tes midid el 1iquido
de ascitis. E1 suero de las ratas nefrdticas estaba lechoso, a diferencia
del suero de las ratas del grupo IV (nefrdticas + actinomicina D) que tenia
una apariencia normal. En la figura 51 se observa la variacidn de peso cor-
poral de las ratas de los grupos I, III, y IV durante el experimento. E1 ARN
total extraido de cada uno dg los grupos de ratas se tradujo en el sistema
acelular de sintesis de proteinas a una misma concentracién. Los productos
totales sintetizados se analizaron por medio de electroforesis en gel de
poliacrilamida-DSS, y las fluorografias correspondientes aparecen en la fi~
gura 52. Se observa en la figura anterior un aumento en la intensidad de
la banda de albimina sintetizada en respuesta al ARN del grupo III (nefré-
ticas) en relacion con la banda de albdmina sintetizada en respuesta a los
ARN de los otros tres grupos. La banda de albdmina migré a la par con el
marcador radiactivo de albdmina bovina, y en algunas ocasiones migrd un po-
co menos. Hay diferencias en la intensidad de algunas otras bandas en los
diferentes grupos, por ejemplo en el grupo I aparece una banda que estd si-
tuada entre los PM de 30,000 y 14,000 d, la cual no aparece en los productos
sintetizados en respuesta al ARN de los otros tres grupos. En el grupo III
parece estar disminuida la sintesis de todas las proteinas diferentes a la
albimina. En los productos sintetizados en respuesta al ARN del grupo II se
observan tres bandas, entre los PM de 46,000 y 69,000 d, mas intensas que

sus correspondientes en el grupo I.
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*), ratas
nefrgticas (.-.-.~.), ratas nefréticas + actinomicina D

{x----x ). La flecha (4 ) sehala el dia de 1a inyeccidn del
aminonucledsido de la puromicina a una dosis de 15 mg/100 g de
peso en las ratas de Tos grupos 11T y IV {p, 59). La flecha {4} )
sefiala el dia de la inyecci6n de 1a actinomicina D a una dosis de
70 pg/100 de peso. E1 esquema de induccidén de nefrosis usado
fue el 11 %p,97 ). Las ratas se sacrificaron el sexto dia.
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Figura 52. Fluorografia de las protefnas totales sintetizadas en el Tisado
de reticulocitos de conejo dependiente de ARNm exbgeno (pp. 65-68),
separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida-DSS al 15%
(pp. 74-77). Se usé el esquema de induccién de nefrosis II (p. 97 ).
E1 sistema acelular de traduccion se programd con 700 pg/ml de ARN
total de higado de ratas normales (2), ratas normales mds actinomi-
cina D (3), ratas nefrdticas (4), y ratas nefrdticas mds actinomi-
cina D {5). A las ratas de Tos grupos II y IV {p.5% ) se les admi-
nistrd actinomicina D a una dosis de 70 pg/100 g de peso por via
intraperitoneal 36 h antes del final del experimento. Las condicio~
nes dptimas de traduccion usadas ya han sido descritas, asi como
1a preparacifn del gel para la fluorografia (Figura 48). Los PM
de los marcadores radiactivos estdn expresados en kilodaltones.
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La albimina sintetizada 4n vitro en'respuesta al ARN de los cuatro
grupos de ratas, se inmunoprecipitd, y el inmunoprecipitado se sebard por
medio de electroforesis en gel de poliacrilamida-DSS; la fluorografia co-
rrespondiente se muestra en la figura 53. Nuevamente se observa que los
inmunoprecipitades no estdn totalmente 1impios, sino que aparecen otras
bandas de menor PM, y que la intensidad de la banda de albdmina, al igual
que en el andlisis de los productos totales, es mayor en proteina sinteti-
zada en respuesta al ARN de las ratas del grupo III, que en el de los otros

tres grupos restantes, que tienen una intensidad similar entre si.

Para cuantificar exactamente la radiactividad incorporada a albimina,
se cortd 1a banda del gel correspondiente a albémina y se contd la radiac-
tividad, de la manera descrita anteriormente. La radiactividad jncorporada
‘a la albimina, en respuesta al ARN de ratas nefréticas es mayor que en los
restantes tres grupos, cuya incorporacidn es similar, como se observa en
ta figura 54. Estos datos corroboran la observacidn hecha en cuanto a la
intensidad de las bandas en las fluorografias. Estos datos indican que la
induccién del ARNm de albiimina se estd inhibiendo en las ratas a las que
se Yes inyectd actinomicina D, la cuai bloquea la transcripcidn a la dosis
administrada. La induccifn del ARNm de albimina se estd blogueando a pesar
de que hay una disminucién de la PCO, ya que las ratas de este grupo ter-
minan con ascitis y edema generalizado, y su concentracién de proteinas to-

tales y de albdmina es similar a 1a del grupo III (ratas nefrdticas).

Se calculd el promedio de las concentraciones de proteinas totales y

de albimina en el suero de las ratas nefrdticas por medio de Tos tres es-
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Figura 53. Fluorografia de los inmunoprecipitados de las proteinas totales
sintetizadas en el lisado de reticulocitos de conejo dependiente
de ARNm exdgeno (pp. 65-68), separados por electroforesis en gel
de poliacrilamida-DSS al 15% (pp. 74-77 ). E1 sistema acelular de
sintesis de protefnas se programé con 700 gg/m] de ARN totales
extraido por el método de Tla guanidina (p.70:) de higados de ratas
normales (1), ratas normales mis actinomicina D (2), ratas nefro-
ticas (3), ratas nefréticas mds actinomicina D (4). En la induc~
cidén de la nefrosis se usd el esquema II (p.97 }, la actinomicina
D se administré por via intraperitoneal a una dosis de 70 pg/100 g
de peso 36 h antes del fin del experimento. Las condiciones de
traduccién del ARN total, de 1a inmunoprecipitacién de la albimi-
na sintetizada 4n vitro se encuentran referidas en la Figura 48.



188. .

4r
<
2 -
e
a2 3
]
¥
< g
< o
o
<
i
a ©
e~ 2
O %
O —
ZE

[=9

a v
< .,
ex
-m
£ 5
Cw I+
L9 .
=
< 2
i

0

Figura 54. Cuantificacion de la vadiactividad incorporada a albimina sin-
tetizada in vitro en el sistema acelular de sintesis de protei-
nas de lisade de reticulocitos de conejo dependiente de ARNm
exdgeno {pp. 65-68). E1 1isado se programé con ARN total (700
Jg/ml) extraido por el método de la guanidina {p.70 ) de los hi-
gados de las ratas normales (A}, ratas normales mis actinomicina
D (B), ratas nefrdticas (C), y ratas nefréticas mas actinomicina
D (D). Se usb el esquema de induccién de nefrosis II (p.97 ).
La traduccion del ARN total, 1a inmunoprecipitacién de la albd-
mina sintetizada <n vitro, la electroforesis en gel de poliacri-
Tamida-DSS al 15% y la cuantificacidon de la radjactividad en Ta
banda de albimina, estdn referidas en la Figura 44,
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quemas de induccidn empleados, y con los cuatro grupos de trabajo ya men-
cionados (p.59 ). Los resuitados aparecen en la figura 55. La concentracidn
de proteinas totales y de albdmina es muy similar en los grupos I y II, pe-
ro la concentracidén tanto de proteinas totales como de albdimina disminuyd
a la mitad aproximadamente en los dos grupos restantes (III y IV). En estos
dos G1timos grupos, la concentracién de proteinas totales y de albumina es

similar, aunque la concentracién aiin es menor en el grupo IV.

También se calculd el promedio de las recuperaciones de ARN total de
cada uno de los cuatro grupos de ratas y con los tres esquemas de induccidn
con que se trabajé. En cada esquema de induccidn, la recuperacin fue mayor
en el grupo de las ratas nefrdticas, como se aprecia en la figura 56. La re-
cuperacion en los restantes tres grupos fue similar. Este resultado es compa-
tible con los reportes anteriores (157) en relacidn a la hfpertrofia del hi-
gado en ratas nefrdticas. E1 que este aumento no se presente en el grupo IV
es compatible con el bloqueo de la transcripcién por la administracion de la

actinomicina D.

Se calculé la PCO de los sueros de estos cuatro grupos de ratas, en ba-
se a la concentracidn de proteinas totales, usando la formula de Landis y
Pappenheimer (261) descrita en Materiales y Mé&todos (p.106). Los resultados
obtenidos con esta férmula son muy similares a los calculados usando la fér-
mula desarrollada para suero de rata por Worning y Stevens {p.109). Los re-
sultados de este cdlculo aparecen en la tabla XI. En esta tabla se observa
que 1a PCO calculada de las ratas normales es de 13.26 mm de Hg, que es un

valor muy bajo en relacién al reportado para las ratas que es de 25.4 mm de
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Figura 55. Concentracién de proteinas totales ( {3 ) y de albimina ( W ),
en el suero de las ratas normales (A), ratas normales mas actino-
micina D {B), ratas nefréticas (C), ratas nefrdticas mis actino-
micina D (D). Las 1ineas verticales en la parte superior de las
barras indican la desviacidn tipo del promedio de las determina-
ciones. Los resultados expresados en A son el promedic de 23 de-
terminaciones, en B de 12 determinaciones, en C de 17 determina-
ciones, y en D de 10 determinaciones. La cuantificacién de protei-
nas totales y de albdmina se hizo por los métodos colorimétricos
de Bradford y de Lowry modificado por Hartee (pp.99-101). La al-
bimina se extrajo por solubilizacion quimica con etanol-dcido
{p.98 ). En las determinaciones del grupo € estdn incluidos sueros
de ratas hechas nefrdticas usando los esquemas de induccidn Ia,
Ib, y II (pp. 96-97 ). En el grupo D las ratas se hicieron nefré-
ticas usando el esquema de induccién IT (p. 97 )
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Figura 56. Recuperacién de ARN total extraido por el método de la guanidina
{(p.70 ) de higado de ratas normales (A), ratas normales + acti-
nomicina D (B), ratas hechas nefréticas por medio del ANP usando
los esquemas de induccién Ib y II (pp.96-97 } (C), ratas nefrbti-
cas mis actinomicina D, (D)} en este grupo se usd el esquema II
de induccién de nefrosis. Las lineas verticales en la parte supe-
rior de las barras indican la desviacién tipo del promedio de las
determinaciones. Los resultados expresados en A son el promedio
de 18 higados, en B de 8 higados, en C de 21 higados, en D de 5
higados. La cuantificacidn de ARN se hizo sabiendo que 20 U A, .o
1 mg de ARN.

El
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Hg (p.109). Como este valor (13.25 mm de Hg) se calculd a partir de la
concentracion de proteinas totales, las cuales se determinaron por los
métodos colorimétricos de Bradford y de Lowry modificado por Hartree
(pp. 99-101 ), la cual dié un valor bastante bajo (4.44 g/100 m1) en re-

lacién al normal reportado (7.06 g/100 m1) por Worning y Stevens.

TABLA X1

DETERMINACION DE LA PCO DE LOS SUEROS DE RATA EN BASE A LA CONCENTRACION
DE PROTEINAS TOTALES

Grupo Proteinas totales Albdmina PCO
g/100 mi 9/100 ml mn de Hg

Normales 4.44 + 0.40 2.33 + 0.50 13.26

Normales + actinomi- 4.07 + 0.56 1.86 + 0.19 11.80

cina D

Nefrdticas 2.30 + 0.33 0.83 + 0.17 5.78

Nefréticas + actino- 1,93 + 0.12 0.70 + 0.12 4.71

micina D

En vista de la discrepancia muy grande entre la PCO normal encontra-
da en este trabajo y la reportada en la literatura, se probaron dos métodos

" adicionales de determinacién de protefnas: por refractometria y calculando
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el porcentaje de nitrdgeno por medio de Kjeldhal y su conversidn a % de

proteinas multiplicando por el factor 6.25.

Las determinaciones por refractometria se hicieron en el Departamento
de Nefrologia y Metabolismo Mineral usando el refractémetro GOLDBERGR {Me-
didor de s61idos totales y concentrimetro) de American Optical Corporation
(Buffalo, N.Y.). No fue posible repetir todas las determinaciones hechas
anteriormente con estos dos métodos. En la tabla XII se encuentran los re-
sultados de las determinaciones individuales hechas por refractometria. No
fue posible determinar la concentracign de proteinas de los sueros de las
ratas nefréticas debido a la alta concentracidn de 1ipidos que hace que dé
un indice de refraccifn muy alto. No se determinaron proteinas a los sueros

de las ratas del grupo IV por no tener suficiente muestra.

Las determinaciones de nitrdgeno por Kjeldhal se hicieron en la Divi-

sién de Nutricidn. Los resultados obtenidos se muestran en Ta tabla XIII.

En Ta tabla XIV se muestra una comparacidn de la concentracidon de pro-

teinas determinada por ambos métodos.

En la tabla XV se muestran las PCO calculadas a partir de la concen-

tracidn de proteinas determinadas por ambos métodos.

Los resultados obtenidos por ambos métodos son similares y dan con-
centraciones de proteinas mds altos que los obtenidos con los métodos co-

lorimétricos de Bradford y de Lowry modificado por Hartree. Por To tanto
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la PCO de los sueros de las ratas normales calculados a partir de estos
i1timos valores estd mds cercano a los valores reportados en la Titera-
tura. La PCO de los sueros de las ratas nefréticas es aproximadamente la
mitad de 1a de los sueros de las ratas normales, 1o que concuerda con los

datos de la tabla XI.
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TABLA XII

DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES DE SUERQS DE RATAS POR REFRACTOMETRIA

a) Ratas Normales

# Indice de refraccion Proteinas (g/100 ml)
1 1.3454 5.5

2 1.3466 6.1

3 1.3462 5.9

4 1.3466 6.1

5 13464 6.0

6 1.3468 6.2

7 1.3462 5.9

8 1.3470 _6.3

Promedio + D.T.  5.95 + 0.37

b) Ratas normales + actinomicina D

1 1.3470 6.3
2 1.3466 5,1
3 1.3426 4.0
4 1.3472 6.4
5 1.3504 8.1
6 1.3456 5.6

Promedio + D.T. 5,91 + 1.38
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TABLA XIII

DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES EN SUEROS DE RATAS POR KJELDHAL

Ratas % de Nitrdgeno Proteinas {g4/100 m1).
1 Normal 0.9720 6.070
2 Normal 0.8774 5.515
3 Normal + act. D 0.7305 4,565
4 Nefrética 0.7013 4,375
5 Nefrética 0.5594 3.49
TABLA XIV

DETERMINACION DE PROTEINAS EN SUERO DE RATA POR REFRACTOMETRIA Y POR

KJELDAHL
Rata Concentracidon de protefnas, g/100 ml
Refractometria Kjeldahl
Normal 6.10 6.07
Normal 5.90 5.51
Normal + actinomicina D 4.00 4.56
Nefrdtica . - 4.37

Nefr6tica - 3.49



197.

TABLA XV

DETERMINACION DE LA PCO DE LOS SUEROS DE RATA EN BASE A LA CONCENTRACION
DE PROTEINAS TOTALES DETERMINADAS POR REFRACTOMETRIA Y POR KJELDAHL

Grupo # de Determinaciones Concentracidn de PCO
Proteinas, 9/100 ml mm de Hg
Normal es 8 5.95 + 0,37 (R) 20.049
2 5.79 + 0,39 (K) 19.260
Normales + actino- = 6 5.91 + 1.38 (R) 19.840
micina D
Nefrdticas 2 3.93 + 0.62 (K) 11.260

(R} = REFRACTOMETRIA {K) = KJELDAHL
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v
DISCUSION

La alblmina es Ja proteina plasmitica de mayor concentracidn, sin
embargo, se han reportado casos en donde los niveles plasmdticos son casi
cerg. La analbunimeia se report§ por primera vez en 1954 (Tabla XVI) por
Bennhold y Kalle (270) y hasta 1980 se habian reportado 20 casos (270-
304). En este afio se reportaron 3 casos en una misma familia {305). Sor-
prendentemente esta condicidn {analbuminemia) es casi asintomitica excep-
to por edema transitorio e hiperlipemia persistente, y en algunos casos
estd asociada con cansancio muy rdpido, anemia, diarrea ligera, pero el
paciente en términos generales estd bien. Todos Tos pacientes tenian la
velacidad de sedimentacidn de los eritrocitos muy aumentada. Se ha en-
contrado consanguinidad en 15 (1,2,3,8,10,11,12,13,14,15,16,17,21,22,23)
de Yos 23 casos, por Yo que se supone que es una enfermedad recesiva au-
tosémica. Todos los pacientes con analbuminemia tenian huellas de albimi-
na en su suero (por 1o cual e} término hipealbuminemia seria mds correcto),
variando de 1 a 100 mg/100 m!, Jo cual significa que tienen el gen es-
tructural para albimina presente, al igual que las ratas analbuminémicas
(180-182, 306, 307}. Los niveles de colesterol, fosfolipidos, y las con-
centraciones de gamaglobulinas, fibrindgeno y transferrina estaban eleva-
dos. Estos cambios reciprocas en los niveles de proteinas sdricas pueden
depender de 1a regulacidn osmGtica. Estos pacientes parecen haber suplido
{aunque no totalmente) las funciones de 1a albdmina {principalimente la PCQ)
elevando 1a concentracion del resto de las proteinas plasmaticas y dismi-

nuyendo SU presidn hidrostdtica. Aln no se ha encontrado un defecto meta-
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Edad al
diagnéstico
{anos)
31
22
29
27
61
49
23
55
21
29
37
15
13
10

1 Mes
12

6 Meses
39

36

30

TABLA XVI

RESUMEN DE LOS CASOS REPORTADOS DE ANALBUNIMEIA HASTA 1980

Sexo

M

2 m X

EmMZZITR2RET T2

n =

Raza y Pais

Caucdsica, RFA
Caucdsica, RFA
Caucdsica, Suiza
Blanca, EUA

Negra, EUA

Caucdsica, Irlanda
Caucdsica, Yugoeslayia
Caucdsica, Inglaterra
Japon

Caucdsica, Italia
Caucdsica, Italia
Argelia

Argelia

Argelia

Blanca, EUA

India, EUA

Argelia, Francia
Caucdsica, Itaiia
Blanca, £EUA
Caucdsica, Italia

Concentracion de proteinas g%
Totales

2 TS B L T S S I -
O A o g1 W W DO DD N H B WO

[= 2T T S L TS T OC R IS S LI RS s

Atbimina

0.10
0.10
0.14
0.50
0.10
0.26
0.10
0.80
0.10
0.30
0.10
0.10
6.10
0.10
0.10
0.10
0.64
0.27
0.89
0.27

Referencias

270-276
270-276
277-278
279-281
282
283
284
285-286
287-292
293
293
294-295
294-295
294-295
296-297
298
299-301
302
303
304

‘661



200.

bd1ico especifico en estos pacientes. La PCO de estas personas estd re-
ducido a la mitad de su valor normal y tienden a la hipotensién. (261,

308, 309).

Se ha sugerido que la albimina fue la molécula responsable de que
la vida evolucionara de formas marinas a formas terrestres {146). La vi-
da unicelular en el medio ambiente acudtico estaba 1ibre de problemas de
nutrientes y de presidn osmética. Cuando la vida 11egé a ser morfoldgica-
mente mds compleja en el medio ambiente terrestre, sucedié que el medio
ambiente externo (acuoso) vino a ser el medio ambiente interno. E1 mante-
nimiento del medio ambiente fue sencillo para los animales marinos ya que
la concentracién del medio ambiente interno y externo fueron escencialmen-
te las mismas. Los animales tales como los cangrejos, langostas y lombri-
ces pueden tolerar cambios apreciables en la presion osmitica de su sangre;
pero en los mamiferos pequefias variaciones en 1a presidn osmdtica del me-
dio ambiente interno pueden dafiar 1a eficiencia de las células, mientras
que grandes cambios pueden destruirla completamente. La transicifn de una
vida en el agua marina a una vida en agua dulce necesitd de un grado de
independencia osmdtica, (310). Esta independencia osmdtica es propia de
todos los vertebrados ya que todos los vertebrados son capaces de mantener
un gradiente osmético. Los elasmobrancuios cuyo contenido de sales es apro-
ximadamente el mismo que e de los teleosteos y otros vertebrados, pueden
mantener una alta presion osmdtica en su sangre por su alta concentracidn
de urea. En las especies marinas esta alta concentracién de urea es de
2-2.5% mientras que en el agua de mar diluida disminuye a aproximadamente

1.1% (311).

.
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Por @1timo, la transicién de un medio 1iquido a un medio ambiente
gaseoso, terrestre, ofrecié un suministro abundante de oxigeno, alimen-
to, abrigo y la posibilidad de movimiento rdpido. Colateraimente con el
incremento en la complejidad fisiolégica de los animales se desarrolld un
siétema vascular capaz de mantener la sangre a presiones altas. En Tla
sangre de estos animales tenian que estar presentes, evidentemente, facto-
res para mantener un equilibrio hidrostdtico, para que Ta presién de la
sangre no forzara al agua al salir del sistema vascular. Se ha observado
que a medida que los vertebrados aumentan en complejidad hay un aumento
progresive en la concentracjén de proteinas plasmdticas, presién arterial
y PCO (312-318), la albdmina es la mds adecuada para 1levar a cabo esta
funcidn osmdtica, pues tiene un PM relativamente bajo y uma carga neta ne-

gativa a pH fisiolégico (146).

E1 objetivo del presente trabajo fue el de medir niveles de ARNm fun-
cional de albimina en el higado de ratas cuya PCO estaba disminuida y es-
tudiar el efecto de la actinomicina D en el modelo experimental de dismi-
nucion de 1a PCO. Los objetivos mencionados constituyen el primer paso en
el estudio del mecanismo de la influencia de 1a PCO sobre 1a biosintesis
de albimina, por lo cual deben guedar muy claras las pretensiones del pre=
sente trabajo. Se espera que este trabajo haya establecido las herramientas
que permitan seguir estudiando el mecanismo ya mencionado a nivel molecular,
asi como de sentar las bases de futuros experimentos que profundicen y apo-
yen los obtenidos hasta el presente, y que se discutirdn brevemente en el

transcurso de este capitulo.
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Los resultados obtenidos hasta el presente indican que hay un aumen-
to en la cantidad de ARNm funcional de albimina en el higado entero de Vas
ratas cuya PCO estd disminuida, medido como albdmina sintetizada .in vitro
en el Visado de reticulocitos de conejo dependiente de ARNm exdgeno (Figu-
ras 40-44, 48, 49, 52-54), en respuesta al ARN total de higado de rata. Es-
te aumento en la cantidad de ARNm funcional de albdmina en el higado entero
de la rata puede ser explicado de dos maneras diferentes: a) Que la sinte-
sis de ARNm de albimina (transcripcidn) esté aumentada, b) que la degrada-
cidn de ARNm de albimina esté disminuida; o bien una combinacidn de ambas.
Lo anterior se puede afirmar debido a que las extracciones se estdn hacien-
do del higado entero y no de fracciones subcelulares tales como microsomas,
como sucedif en el trabajo de Zdhringer et af. (171) ya mencionado. Zdhrin-
ger et al. {171) encontraron niveles aumentados de ARNm de albGmina de ra-
ta en la fraccin microsomal en el higado de las ratas nefrdticas, pero de
este trabajo no se puede saber si habia un aumento del ARNm de albimina en
el higado entero, y tampoco la procedencia del ARNm de albimina aumentado
en los microsomas. En este dl1timo punto cabrian al menos dos posibilidades:
a) que proviniera de sintesis de novo, b) que proviniera del citoplasma en

donde podria estar almacenado en forma de PRNm.

En el higado de una rata normal cabe la posibilidad de que existan
dos pozas metabdlicas de ARNm de albimina: a) una activa o funcional (po-
lisomal), y b) otra inactiva o no funcional (en forwa de PRNm en el cito-
plasma); se desconoce si existe una poza metabdlica de ARNm no procesado
{maduro) a nivel nuclear en condicionesfisioldgicas normales. Cuando se ha-

ce 1a extraccién del ARN total por el método de la guanidina, y este ARNm
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se traduce en el lisado de reticulocitos de conejo, estas dos pozas son
indistinguibles, debido a que 1a poza jnactiva (PRNm} al desproteinizar-

se libara el ARNm y de esta manera 1o hace activo o funcional. E1 ARNm no
procesado o inmaduro no se puede medir por este sistema de traduccién ace-
Tular. Por 1o tanto, en Ta traduccidn {n vitro del ARNm total extraidoe del
higado se estd midiendo el ARNm de albdmina de ambas pozas metabdTica en
caso de que existieran. De tal manera, que si se comparan dos preparaciones
de ARN total de higado de rata y se encuentran diferencias en la cantidad
de ARNm funcional de alblmina, éstas no pueden atribuirse a una movilizacidn
del ARNm de alblmina de su forma inactiva (PRNm) a la forma activa (poliso-
mat). Por esta razén, sdic se incluyeron como explicaciones probables del
aumento de la cantidad de ARNm de albdmina en el higado de las ratas nefré-

ticas: que aumenta su sintesis o su estabilidad.

Para investigar 1a primera posibilidad (aumento en la transcripcién
del ARNm de albimina), se administrd actinomicina D (a una dosis de 70 pa/
100 g de peso, a la cual se bloquea selectivamente la transcripcidn) a un
grupo de ratas en periode de induccion de nefrosis. Al medir Tos niveles
de ARNm de albimina en el higado de este grupo de ratas se encontraron ni-
veles parecidos a los normales, en otras palabras se estaba bloqueando el
aumento en la cantidad de ARNm. Este grupo de ratas presentaba pardmetros
parecidos al grupe de ratas nefréticas, en cuanto a proteina total y a]bﬁ-.
mina séricas al final del experimento, edema y 1iquido de ascitis, PCO cal-
culada a partir de la concentracidn de proteinas séricas totales, patrdn
electroforético de las proteinas séricas y de las excretadas en la orina,

asi como la variacidn de peso durante el tiempo del esquema {Figuras 51,55;
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Tabla XI). En otras palabras, el grupo de ratas mds actinomicina D tenia

el mismo estimulo que el grupo de las ratas nefréticas, pero la induccifn
del ARNm estaba inhibida por la actinomicina D. Este experimento nos mues-
tra claramente el origen del aumento de ARNm de albimina en el higado de
las ratas nefrdticas, el cual se debe a sintesis de novo. Este experimento
también complementa y apoya totalmente 1a afirmacidn hecha en pdrrafos an-
teriores de que el aumento de los niveles de ARNm no pueden explicarse como
una movilizacidn del mismo de una poza metab6lica inactiva a una poza meta-

b6lica activa.

La posibilidad de gue en las ratas nefrdticas aumenta 1a estabilidad
de ARNm funcional de albdimina, 1o cual haga que aumente su cantidad en el
higade, es poco probable (al menos en el tiempo de duracidn de los experi-
mentos descritos) pues se sabe que Tos ARNm de los organismos eucariotes
son de vida media Targa (174) lo cual implica que su recambio no es muy
rdpido. Sin embargo, en este trabajo no se presentan evidencias que prue-
ben que la estabilidad del ARNm de albimina en las ratas nefrdticas se en-
cuentre aumentada. Lo que si se puede afirmar es que el aumento de estabi-
lidad del ARNm de albimina, si es que lo hay, no es el responsable del au-
mento del mismo en las ratas nefrdticas bajo las condiciones experimentales

de este trabajo.

Alin cuando en este trabajo no se ha demostrado que haya un aumento en
1a sintesis de albimina en las ratas nefrdticas esto ha sido demostrado am-
pliamente de muchas maneras y en diferentes sistemas experimentales, como
ya se describid en el capitulo de Introduccién (160-164). Los resultados

encontrados en el presente trabajo explican el aumento en la sintesis de
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alblimina por un aumento en la cantidad de ARNm funcional de albimina, el
cual proviene de sintesis de novo, sin embargo, no se hicieron experimen-
tos que permitan comprobar o descartar que haya otros mecanismos involu-
crados que estén actuando simultdneamente (junto con el aumento de ARNm
funcional) tales como aumento en la velocidad de traduccidn del ARNm de
alblimina. Se desconoce si la sintesis de proteinas en general, y del al-
blmina en particular, puede ser estimulada por un aumento en la velocidad
de maduracién del ARNm, o bien por un aumento en su velocidad de transpor-
te del niicleo al citoplasma. Por 1o tanto no se puede afirmar que bajo
nuestras condiciones experimentales el {nico nivel de regulacidn de la bio-~
sintesis de albimina sea el transcripcional. Para investigar la posibilidad
de una regulacidn a nivel traduccional se tiene planeado medir la sintesis

de albdmina in vive bajo diferentes condiciones experimentales.

Los experimentos mencionades anteriormente no descartan la posibilidad
de que en condiciones normales el ARNm de albdmina se almacene en forma de
PRNm como una etapa de paso en su viaje del nicleo hacia los polisomas, de
las cuales se libere para traducirse en estos Gltimos. Los experimentos so-
lamente nos permiten afirmar que el aumento en la cantidad de ARNm funcional
de albimina se puede explicar, como un aumento en la velocidad de transcrip-
cidn del mismo. Shafritz et af. {123-126) hicieron un estudic de la distri-
bucién del ARNm de alblimina en diferentes fracciones subcelulares, y encon-
traron que el 97% estaba en la fraccién de polisomas fijos, 2% en la frac-
cion de polisomas libres, y 1% en el sobrenadante postribosomal (p.20). Es-
te estudio se hizo por medio de hibridizacidén con ADNc—3H. Estos datos pa-
recen apoyar que en condiciones normales el ARNm de albiimina no se almacena

en cantidades significativas en forma de PRNm en el citoplasma, como ha si-
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do sugerido por los mismos autores {123) en ratas en ayuno. Sin embargo
para poder afirmar que existe ARNm de albimina almacenado en forma de
PRNm, se requiere hacer experimentos dirigides para deﬁostrar1o. como por
ejemplo que las PRNm sdlo sinteticen albimina después de desproteinizar-
las, como sucede en el caso de la ferritina (186). Este Gltimo experimen-

to hacho en un sistema acelular de sintesis de proteinas.

La distribucion del ARNm de albimina encontrada por Shafritz et af. (123)
apoya Tos experimentos que demuestran que la sintesis de alblimina se 1le-

va a cabo en Tos polisomas fijos. E1 2% encontradoc en los polisomas libres,
pueden ser polisomas en donde se acaba de iniciar la sintesis de albimina,
pero afin no se unen al reticulo endopldsmico por carecer del péptido sefial
compelto, y €l 1% encontrado en el sobrenadante postribosomal puede ser ARNm
que adn no 11ega a los ribosomas para ser traducido, o bien que esté alma-

cenado en forma de RNPm.

De los experimentos presentados exclusivamente en el presente trabajo
no se puede concluir que la disminucidn de 1a PCO sea el activador de la
induccién del ARNm de alblimina, adn cuando en lgs animales del modelo expe-
rimental usado (ratas nefrdticas) muestren una sensible disminucién de la
PCO. Para comprobar que efectivamenie 1a disminucion de la PCO es la cau-
sante del aumento’en 1a sintesis del ARNm de albdmina, se tiene que hacer
un experimento (el cual ya estd programade) en donde las ratas nefréticas
a pesar de estar excretando proteinas en la orina y su concentracién de
proteinas plasmaticas disminuya, su PCO no varie. Esto @Gltimo se puede
Jograr restituyendo la PCO con dextrdn de alto PM (para que no se filtre

por el rifidn) en las ratas experimentales, inyectando por via intravenosa
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desde el principio (0 un poco antes) de la proteinuria. De esta manera
1a PCO no variard en el transcurso de 1a nefrosis. Para poder estar se-
guros que 1a PCO no ha variado se tiene que medir 1a PCO de la mezcla
dextrdn-suero, para 1o cual es indispensable un coloidosmémetro con el

cual se podrd contar en el laboratorio en fecha prdxima.

La afirmacidn de que 1a PCO (y no la concentracién de albdmina séri~
ca en si) es la responsable de la induccién del ARNm de albimina en las
ratas nefr6ticas tiene silidas bases experimentales, Estas bases han sido
sentadas por medio del trabajo hecho en otros laboratorios (pp.135-145)
los cuales ya han sido mencionados; y por trabajos previos en el propio
laboratorio (319). En el laboratorio pensamos que la funcidn mds importan-
te de la albimina es 1a de contribuir a2 1a PCO del suero, y por lo tanto
esta funcidn regula su sintesis. Huberman (319) estudié el efecto de la
disminucién de 1a PCO {n v.ive. Su modelo fue el de plasmaféresis al 50%
del volumen sanguineo, con reinyeccitn del paquete celular resuspendido
en solucidn salina. A diversos tiempos después de la plasmaféresis, se
incubaron rebanadas de higado en presencia de un aa radiactivo. E1 obser-
vé que entre las 2 y las 4 h después de efectuada la plasmaféresis se pro-
dujo un aumento importante en la velocidad de incorporacién de la marca
radiactiva a la proteina soluble total (aproximadamente 2 veces) y que
&sta se normalizdé lentamente hasta regresar a su valor basal en aproximada-
mente 2 h. En un control al cual se le reinyectd el paquete globular re-
suspendido en salina mds dextrdn, l1a estimulacidn se anuld totalmente. A
estos animales se les restituyd la PCO perdida por 1a plasmaféresis, con el

dextrdn, Precipitando 1a alblmina con un anticuerpo especifico pudo verifi-
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carse que el aumento en la actjvidad especifica fue de 2,7 veces al cabo
de 4 h, Igualmente en el control reinyectado con salina mas dextrin, la
actividad especifica de 1a albimina fue igual a la del animal normal.

Aqui es importante sefialar que aunque la rata perdié la mitad de su albi-
mina circulante, la sintesis de albimina no se estimuld, pues su PCO no
disminuyé. FEsto demuestra que la sintesis de albimina no se regula por

la concentracion de albGmina en s7, sino mas bien por su funcion principal
que es 1a de contribuir a 1a PCO del suero. En un experimento paralelo,
Huberman (319) estudid la incorporacidn de uridina radiactiva al ARN total
del higado de una rata sometida a plasmaféresis 4 h antes. Se encontré que
la incorporacion de uridina fue 5 veces mayor que la del control. Estos a-
poyan los experimentos del presente trabajo en el sentido de que la dismi-
nucién de la PCO promueve la sintesis de ARN como se observd en la induc-
cifin del ARNm de albdmina y en la mayor recuperacion de ARN total en ratas
nefréticas a diferencia de las normales y de las ratas nefrdticas mds acti-
nomicina D cuyos valores fueron iguales a los de las ratas normales (Figu-
ra 56). Los datos de recuperacidn de ARN total apoyan el bloqueo de la
transcripcion por actinomicina D. Huberman también demostrd, incubando re-
bandas de higado y de rifidn, que el higado es mds sensible a cambios en

1a PCO.

La pregunta que afin no se ha contestado y que constituye el objetivo
final del tema de este trabajo es la siguiente: ¢COomo puede un estimulo
fisico (PCO) transmitirse en influir en la sintesis de una proteina?, o en
forma mds concreta: {Cdmo puede 12 PCO regular la expresidn genética {trans-
cripcién del ARNm de albGmina)? y éCémo puede el genoma de una célula "sen-
tir" cambios en la PCO?. Huberman demostré (144) que para poder ver un efec-

to de los cambios de 1a PCO sobre la sintesis de albimina es necesario la
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integridad celular, pues en un sistema microsomal no se observa el efecto,
mientras que en un sistema de rebanadas, si se observa. Entonces, si es ne-
cesaria la membrana celular, {Qué moléculas en contacto con, o situadas en
Ja membrana celular "11evan" 1a informacidn al genoma para afectar la trans-
cricibn? Con las consideraciones anteriores podemos decir que el hepatocite
funciona como un osmémetro, pues la albimina no penetra, con el compartimien-
to exterior representado por el fluido intersticial y la membrana celular
funcionando como 1a membrana semipermeable. Considerando que el volumen
efectivo para macromoléculas difusibles en el fluido intersticial es peque-
fio, se tiene un sistema que es sensible a pequefios cambios en el contenido
de coloides. Estos cambios resultan en 1a transferencia hacia y del hepato-
cito, y se ha sugerido que estos cambios a su vez producen cambios conforma-
cionales en el reticulo endopldsmico el cual puede ocultar o exponer sitios
de unidn de 1a subunidad ribosomal 60 S, y esto a su vez puede causar una
disminucidn o incremento en el nimero de orgdnulos sintetizando albimina

(polisomas fijos).

La otra cara del problema (que no se ha considerado en este trabajo)
es el aumento de la PCO sobre la sintesis de albidmina, el cual la disminu-
ye sensiblemente, y las preguntas serfan: iCudl es el mecanismo de este fe-
nomeno a nivel molecular, concretamente con el ARNm de albimina? éComo a-
fecta el aumento de la PCO al aparato sintetizador de proteinas?. En esta
pregunta cabria la explicacién acerca de los cambios conformacionales pro-
puestos en el parrafo anterior, (Qué pasa con el ARNm de albimina, se de-
grada rdpidamente o se almacena en el citoplasma en forma. de PRNm como se

ha sugerido en ratas en ayuno (123) en donde disminuye la sintesis de albii-
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mina? Estas preguntas se pueden contestar haciends uso de un modelo expe-
rimenta) de aumento de la PCO .1 vivo, por ejemplo con dextrdn, lo cual
también se tiene programado. Para investigar a nivel subcelular la influen-
cia de 1a PCO sobre 1a transcripcion £n vitro, y de esta manera escudrifiar
mds a fondo el sitio celular en donde ejerce su influencia 1a PCO, se tie-
ne planeado incubar nicleos de hepatocitos a diferentes PCO, bien sea con
dextrdn o con diferentes fracciones proteinicas, y medir la velocidad de

transcripcidn.

E1 mecanismo de la regulacién de Ta expresién genética en organismos
eucariotes estd siendo intensamente estudiado en la actualidad. En el capi-
tulo de Introduccién se mencionaron 1os diferentes niveles de regulacion y
el mecanismo de algunos de ellos. Se ha encontrado, en la actualidad, que
en los organismos eucarjotes (al igual que en los procariotes) gran parte
de 1os ARNm estdn regulados a nivel transcripcional (320-323). De 1a mayo~
ria de elos s6lo se conoce el nivel de regulacidn, pero ain se desconoce
e} mecanismo exacto del mismo, Por otra parte no se ha elycidade (en euca-
riotes) el mecanismo de regulacién transcripcional, aunque hay evidencias
que apoyan que la estructura de la cromatina juega un papel fundamental

(324).

En los organismos procariotes, con ARNm de vida media corta, la regu-
lacidn de la expresion genética ocurre principalmente a nivel transcripcio-
nal. En los organismos eucariotes, en los cuales los ARNm son de vida media
mas larga, la expresidn genética puede controlarse a otros niveles diferen-
tes al de la transcripcidn. Dos tipos de hallazgos apoyan la afirmacion

hecha en el parrafo anterior (325, 326).
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a) Diferencias estructurales entre las células procariotes y euca-
riotes con respecto al acoplamiento de los sistemas traduccional y trans-
cripcional.

b) Las reacciones moleculares involucradas en la formacicn del ARNm
funcional que estdn completa o casi completamente confinadas a los euca-

riotes.

En las cé&lulas bacterianas la transcripcidn y la traduccién estdn fi-
sica y fisioldgicamente acopladas. Esto significa que el ARNm que aiin no
se termina de transcribir, ya estd siendo traducido en los polisomas. Esto
es posible debido a que la direccidn de la transcripcién es la misma que '
la de traduccién: 5'-3'. Otra segunda evidencia entre el acoplamiento
transcripcional-traduccional en los procariotes proviene de los estudios
de atenuacion que es un fendmenos donde ocurre 1a temminacidn prematura
en la transcripcion de ciertos operones, si por ejemplo la concentracidn
de aa sintetizados por las enzimas codificadas por el operdn es alta. Por
otra parte en las células eucarjotes, la sintesis de proteinas estd estruc-
turaimente separada del sitio nuciear de formacion del ARNm por 1a barvera

fisica que representa la membrana nuclear.

La segunda 1inea de evidencias son los pasos enzimdticos en la madu-
racion y formacién de un ARNm funcional. Hay evidencias (325) que apoyan
que la secuencia de eventos en la maduracién del ARNm son los siguientes:

1) Adicion del capuchdn al extremo 5' del pre-ARNm.

2) Adicion del segmento poliadenilado al extremo 3' del pre-ARNm.

3) Metilacion en la posicién 6 de aproximadamente 1 de cada 100 re-
siduos de adenilato del pre-ARNm.

4) Escisién de los intrones y empalme de los exones para producir
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ARNm maduro y funcional el cual sale del nicleo al citoplasma para ser

traducido en Tos polisomas.

El objeto y significado fisiolégico y regulatorio de cada una de es-
tas modificaciones ha sido motivo de muchos estudios, algunos de ellos con-

tradictorios, sin embargo aiin sigue abierto a la discusidn.

En Materiales y Métodos (pp.103-109 ) se mencionaron dos maneras di-
ferentes de medir la PCO: una directa {por medio de un coloidosmémetro), y
la otra indirecta (por medio de una férmula que relaciona la PCO con la con-
centracion He proteinas totales). Por ne contar con un coloidosmdmetro, en
este trabajo se usé la segunda forma, la cual depende del método de determi-
nacign de proteinas. Se usd la férmula derivada por Landis y Pappenheimer
(p.106) para plasma humano, cuyos resultades concuerdan perfectamente con
los obtenidos usando la formula derivada por Worning y Stevens (p.109 ) pa-
ra e] suero de rata normal. En este trabajo se usaron los métodos colorimé-
tricos de Bradford y de Lowry et al. modificado por Hartree (pp.99-101),
asi como el método por refractometria y por Kjedahl. Con los métodos colo-
rimétricos cuyos resultados concuerdan entre si se midieron todas las mues-
tras, pero no asi con los dos {iltimos métodos cuyo niimero de muestras medi-
do fue menor. Los valores de proteinas totales obtenidos por los métodos
colorimétricos para los sueros de las ratas normales (4.4 g/100 m1) difie-
ren significativamente de los reportados por Worning y Stevens (7.0 g/100
ml) usando Kjeldahl, y por consiguiente la PCO calculada a partir de estos
valores (13.26 mm de Hg) es muy diferente al reportado por Landis y Pappen-

heimer y Worning y Stevans que es alrededor de 25 mm de Hg. Por otra parte
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Tos valores obtenidos por refractometria y por Kjedaht concuerdan entre
ellos y son mas parecidos a los reportados como normales, en consecuencia
1a PCO obtenida (20.0 mn de Hg) concuerda mis con los 25 mm de Hg reporta-
dos. E1 valor obtenido de 1a PCO para Tas ratas normales fue la mitad apro-
ximadamente del normal en todos los casos. En vista de las discrepancias
ya mencionadas lo mejor seria que se midiera la PCO directamente, y de esa
manera congcer la PCO normal exactamente. En todo caso es claro que la PCO
en las ratas nefriticas estd disminuida a la mitad aproximadamente, usando
los datos obtenidos por los diferentes métodos de cuantificacion de protei-
nas. A) medir directamente la PCO se podrd saber si Tos valores obtenidos
para las ratas usadas en las condicones de alimentacifn y mantenimiento ya

descritas {p.59 ) son mencres que los reportados en la literatura.

En cuanto al modelo bioldgico de trabajo (sindrome nefrético} se pue-
de considerar bastante efectivo, puesto que la disminucidn de la PCO era
evidente por el edema y el liquido de ascitis. La concentracién de protei-
nas plasmiticas disminuyd a 1a mitad y la de albimina a menos de 1a mitad
(Tablas VIII, X y XI y Figura 55), las alteraciones observadas en el patrén
electroforético de los sueros (Figuras 38 y 47), y de las orinas (Figuras
35, 37 y 46) asi como Tos datos de excrecién de proteinas totales y de al-
bdmina (Tablas VI, VII, y IX) apoyan 1a disminucidn notable de albimina

circulante.

La pérdida de protefnas en 1a orina puede ocurrir como un resultado

de un defecto glomerular renal o un defecto tubular renal o una combina-
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cidn de estas anormalidades. E1 mecanismo exacto del sindrome nefrético
sigue siendo aun obscuro, se sabe que hay un defecto en la membrana base
del glomérulo que aumenta su permeabilidad a proteinas séricas de PM in-
termedio (60,000-200,000 d). La albdimina es la proteina predominante en
la orina de estos pacientes, pero también hay cantidades importantes de
otras proteinas de tamafio intermedio tales como la transferrina y la IgG.
Los pacientes con este sindrome tienen un incremento marcado en la tasa
de albimina excretada y un incremento en la desaparicidn de la albimina
debido principalmente a la proteinuria jugando un papel menos importante

el catabolismo de las proteinas por el tdbulo renal (327-334).

Parece que la albimina no sufre modificaciones quimicas importantes
al filtrarse y pasar por la orina. Lang et af. (335} aislaron albGmina de
la orina de un paciente con proteinuria y 1a compararon con 1a albimina
sérica humana por varios criterios: composicién de aminodcidos, fragmentos
producidos por bromuro de ciandgeno, mapa peptidico, y la secuencia de 33
aa en su extremo amino. Se encontrd que ambas proteinas eran jdénticas.
Sin embargo se ha reportado albimina polimérica en Ta ¢rina de un paciente
con sindrome nefrdtico {336), la cual se ha atribuido a polimerizacidn de

la albimina después que ha pasado por el glomérulo.

En este trabajo se encontrd que el suero de las ratas nefrdticas es-
taba hiperlipémico, de aspecto lechoso. Esto concuerda con los reportes,
en la literatura referentes a 1a hiperlipemia en pacientes con sindrome
nefrético y en animales experimentales (132, 169-171). Por otra parte,

también se encontrd que en el grupo de ratas nefréticas a Tas cuales se
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les administrd actinomicina D el suero tenia una apariencia normal {(no es-
taba hiperlipémico). Dado que en este grupo de ratas se estd bloqueando se-
lectivamente la transcripcidn, una conclusién directa de estas observacio-
nes serfa que la hiperlipemia en las ratas nefrfticas depende de transcrip-
cidn. Este problema ha sido extensamente estudiado desde 1955 a la fecha
(158, 170, 337-341). En 1955 Marsh y Drabkin {170) prepusieron que la hiper-
lipemia se debia a una movilizacidn interna de 1ipidos. En 1960 los mismos
autores reportaron un aumento en la sintesis de lipoproteinas {158}. En
1979 Marsh y Sparks (338) midieron los niveles de liproproteinas y su com-
posicidn en ratas nefréticas y encontraron un aumento de 8, 4, 5y 6 veces
de 1ipoproteinas de muy baja, intermedia, baja y alta densidad respectiva-
mente. Seria muy interesante medir en las ratas en las que se ha inhibido
la hiperlipemia varios pardmetros tales como coiesterol, lipoproteinas, apo-
lipoproteinas, composicion de 1ipidos de las lipoproteinas, y compararlios
con Tos valores de las ratas normales y nefréticas, con el fin de medir si
ta inhibicidn es total o si se han afectado selectivamente alguncs pardme-
tros. Por otra parte, el hallazgo de que inhibiendo la transcripcién se
inhibe Ta hiperlipemia (por el aspecto del suero)} nos sugiere el papel muy
importante que juegan los ARNm de las apolipoproteinas en 1a hiperlipemia.
En todo caso este es un modelo experimental muy interesante gue puede arro-
jar mucha informacién acerca del mecanismo de la hiperlipemia en el sindro-

me nefrético.

En 1a Introduccién se mencionaren dos maneras de medir niveles de ARNm
especifico: hibridizacién y traduccién en un sistema acelular (pp. 41-49).
La primera mide niveles de ARNm especifico directamente aunque no es necesa-

rio que el ARNm sea funcional para que sea medido por este m&todo (puede me-
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dir precursores de ARNm, o sea ARNm no procesado), ademds puede medir exac-
tamente los niveles de ARNm especifico (ndmero de moléculas por c&lula). La
segunda manera mencionada es indirecta (porque mide la proteina sintetizada
en respuesta al ARNm adicionado), pero estd midiendo el ARNm funcional, aun-
que sdlo mide niveles relativos y no absolutos de ARNm. Por otra parte el
sistema acelular depende de muchos factores para que trabaje Optimamente.
Por eso es necesario optimizar el sistema para cada unc de los factores ne-
cesariés y de esa manera se convierta en una herramienta Gtil que nos per-

mita medir niveles de ARNm de diferentes preparaciones.

En este trabajo se escogid un sistema acelular de sintesis de protei-
nas para medir los niveles de ARNm {el 1isado de reticulocitos de conejo
dependiente de ARNm exdgeno). Iniciatmente se probé el sistema de germen
de trigo {p. 48) el cual no mostrd ser reproducible de lote a lote por lo
cual se probd el Tisado de reticulocitos de conejo y es el que se estd usan-
do en la actualidad. De entre los sistemas acelulares se escogid &ste por
las siguientes razones:

a) Facilidad de preparacidn

b) Los conejos son animales comines de laboratorio, y por lo tanto
faciles de conseguir y mantener.

c) Hay reproducibilidad de lote a lote.

d

Se puede obtener un gran volumen de lisado con una sola preparacidn.

e) Alta capacidad de sintesis de proteinas.

f

~—

Facilidad de hacerlo dependiente de ARNm exdgeno.

—

g) Es un sistema heterdlogo que en condiciones normales ne sintetiza
albimina de rata. Este es un factor muy importante, pues sélo sintetiza al-

bimina de rata en respuesta al ARNm de albimina de rata adicionado al siste-
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ma y en cantidades directamente proporcionaies a la cantidad del ARNm de

albimina adicionado.

Este sistema se optimizd para la traduccion del ARNm endGgeno, pero
no para la traduccion del ARNm de albimina. Todos los experimentos de tra-
duccién de ARN total de albdmina de rata se hicieron con estas condiciones.
Es necesario hacer una optimizacion especifica para el ARNm de albimina para
estar totalmente seguros que 1a sintesis de albimina se encuentra favoreci-
da. Se ha demostrado que diferentes ARNm tienen diferentes requerimienfos
para traducirse {n vitho especialmente en o que respecta a Tos iones K y

Mg+2.

Cuando no se estd trabajando en condiciones Gptimas de traduccidn de
estos iones, Taylor y Tse (342) han reportado que se sintetizan muchas cade-
nas incompletas en un sistema acelular de germen de trigo y usando ARNm de
albiimina de rata puro. Al optimizar potasic encontraron un dptimo de 90 mM
para albdmina y 75 mM para el ARNm total; a 45 y 60 mM pricticamente no se
sintetizaba albimina, a 75 mM ya se empezaba a sintetizar pero aln habia
muchas cadenas incompletas, a 105 mM no habia cadenas incompletas, pero la
sintesis habia disminuido. A1 optimizar magnesio encontraron un Gptimo de
3.0 mM para albdmina y 2.5 mM para el ARNm total; a concentraciones menores
se sintetizan muchas cadenas incompletas y a concentraciones mayores, aun-
que no se sintetizan cadenas mds pequefias, Ta sintesis de albimina disminu-
ye. Estos hallazgos no han podido ser reproducidos por Willijams et af. (106)
con ARNm de albdmina de gallos quienes no encontraron variaciones marcadas
en la sintesis de albimina al variar las concentraciones de potasic y mag-
nesio en rangos similares a los usados por Tse y Taylor (342}. En nuestro

caso, aln cuando no estdn totalmente limpios los inmunoprecipitados, (Figu-
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ras 43, 53) podemos afirmar que 1os contaminantes representan un porcen-
taje muy bajo del total de albimina sintetizada. Perc aiin asi, para tra-
bajos posteriores se hard una optimizacién cuidadosa para la sintesis de

albdmina.

En nuestras condiciones la optimizacién mejord la incorporacién de
L-Leu-3H 9 veces. Antes de la optimizacién (Figura 14} se incorporaban
16.5 pmoles de L-Leu-3H/5 p1 de ensayo en 60 min; después de la optimiza-~
cidn (Figura 29) se incorporaron 150 pmoles del aa radiactivo/5 1 a tos
60 min y 300 pmoles a los 120 min. Si tomamos en cuenta éste Gltimo dato
1a incorporacidn del aa radiactive aumentd 18 veces en relacidn con el

sistema sin optimizar.

Un paso clave en la preparacidn del 1isado de reticulocitos de cone-
jo, 1o constituye la digestidn con nucleasa, pues ésta debe hacerse a con-
diciones controladas. Las preparaciones de ARN total de higado de rata es-
timularon la sintesis de proteinas 15 a 30 veces por encima del fondo, o
sea cuando no se adiciond ARNm exégeno. Las preparaciones de ARN estaba

virtualmente 1ibres de ADN y tenian una relacidn A260/A280 de 1.7 a 2.0.

Los resul tados presentados aqui constituyen sélo el primer paso en
la elucidacién del mecanismo de la influencia de la PCO sobre la biosin-
tesis de albdmina. En realidad queda mucho por hacer para alcanzar la meta
deseada, por lo cual con la metodologia ya montada y en base a los resulta~

dos obtenidos se tiene planeado estudiar y hacer lo siguiente:
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a) E1 freno de la induccién del ARNm de albimina restituyendo la PCO
con dextrdn o gamaglobulinas en las ratas nefrdticas,

b) Montar un modelo experimental de aumento de la PCO in vive, ¥y es-
tudiar la distribucién del ARNm de albdmina. Estudiar la posibilidad de
formacion de PRNm de alblimina en este modelo experimentai.

c) En los puntos a) y b) medir 1a PCO directamente con un coloidosmé-
metro para poder hacer una correlacidn directa entre PCO e induccidn o re-
presién de 1a biosintesis de albimina.

d) Medir la sintesis de alb@imina <n vivo en los cuatro grupos de ratas
(p.59 ), para analizar la posibilidad de una regulacin a nivel traduccio-
nal en el aumento de la sintesis de albdmina, ademds del aumento del ARNm.

e) Estudiar el efecto de 1a PCO sobre la transcripcién en nicleos ais-
lados de hepatocitos.

f) Optimizacion especifica para la traduccién del ARNm de albiimina en
el lisado de reticulocitos de conejo dependiente de ARNm exdgeno.

g) Purificacion del ARNm de alblmina de rata para la sintesis de un
ADNc y poder montar la técnica de hibridizacién para cuantificacion de ARNm.

h) La microheterogeneidad de la preproalbimina sintetizada £n vitro,
por medio de isoelectroenfoque.

i} La causa de la lipemia en los sueros de ratas nefrdticas, asi como
1a inhibicidn de la induccion de la lipemia en las mismas ratas a las que

se les administrd actinomicina D.
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VI

CONCLUSIONES

1. Se mont6 un sistema acelular de sintesis de proteinas, lisado de reti-
culocitos de conejo dependiente de ARNm exdgeno. Este sistema se opti-
mizd para la traduccién de los ARNm enddgenos. Se hizo dependiente de

ARNm exdgeno y se usd para cuantificar ARNm de albimina de rata.

2. Se montd un sistema de extraccidn de ARN total de higado de rata (mé-
todo de 1a guanidina) confiable y reproducible, que nos permitis extraer

ARNm integro, y libre de ADN.

3. Se purificd albdmina de rata usando basicamente tres pasos:
a) Extraccion por solubilizacién quimica con etanol-dcido.
b) Cromatografia de filtracidn molecular en Sephadex G-150.

¢) Electroforesis preparativa en gel de poliacrilamida.

4, Se separ® un anticuerpo anti-alblmina de rata, usando como antigeno la
albiimina purificada, en cabra. Del antisuero se separd la fraccién gama-
globulina por precipitacion con sulfato de amonic. La monoespecificidad
del anticuerpo se probd por inmunoelectroforesis usando como antigeno

suero total de rata.

5. Se purifico ARNm poliadenitado por cromatografia de afinidad en una co-

Tumna de oligo-dT-celulosa.
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. Los productes sintetizados in vitro se identificaron y cuantificaron por

medio de:
a) Electroforesis analitica en placa en gel de poliacrilamida-DSS.
b) Fluorografia de éstos geles.

c) La albimina sintetizada {n vitro se inmunoprecipitd usando el

anticuerpo ya descrito y proteina A Sefarosa.

la

un

~

d) La radiactividad incorporada a alblmina se cuantificd recortando
banda del gel correspondiente a la misma, digiriéndola y contdndola en

aspectronetro de centelleo 1liquido.

Se montd un modele biolégico de trabajo de disminucifn de la PCO. Este
modelo consitid en el sindrome nefrftico el cual se produjo por medio
del ANP. Se probaron tres esquemas de induccidn, el esquema II se usd

en la mayor parte del trabajo.

. Se hizo la electroforesis de proteinas en acetato de celulosa a los sue-

ros de los cuatro grupos de ratas con que se trabajé (p. 59}, y también

a las orinas de las ratas nefrégticas.

. Las proteinas totales y la albimina sérica(se extrajo por solubilizacidn

quimica) se cuantificaron por los métedos colorimétricos de Bradford y
de Lowry modificado por Hartree, por refractometria y por Kjeldahl. Con
los dos {ltimos métodos se midid concentracién de proteinas totales so-
lamente y a un menor nimero de muestras que las medidas por los métodos

calorimétricos.
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10. La PCO se midid de una manera indirecta, en base a la concentracidn

11

de proteinas totales, usando 7a formula derivada por Landis y Pappen-

heimer.

Usando tas herramientas ya mencionadas se pudo medir que hay un aumento
en la cantidad de ARNm de albdmina en las ratas cuya PCO estd disminui-
da, y que esta induccidn se inhibe en presencia de actinomicina D. Se
concluye que el aumento en la cantidad de ARNm de albimina se debe a
sintesis de novo. E1 aumento en la cantidad de ARNm de albimina expli-
ca, aiin cuando no se han descartado otros mecanismos, el aumento de la

sintesis de albdmina en las ratas nefréticas.
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