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INTRODUCCION

Se han hecho una serie de estudios dirigidos al entendi-
miento de mecanismos regulatorios durante la diferenciacidn y
crecimiento cerebral, v se ha observado gue en el desarrollo pos
natal de mamiferos hay una serie de cambimslhistolégicos signifi
cativos gue igcluyen divisibn y movimiento celular de neuronas y
c&lulas gliales asi como eventos bioguimicos (Waelsch y Lajtha.,

1961).

Uno de los cambios bioquimiéos gue se llevan a cabo duran
te el desarrollo posnatal de la corteza cerebral, cerebelo y de-~
mAs Areas basales, es la disminucién en la velocidad de sintesis
de proteinas totales pudi&ndose medir ésta en varios niveles de
complejidad: in vivo, en rebanadas de tejido, en suspensiones ce-
lulares vy en sistemas libres de cé&lulas {(para revisifin, vefse a
Johnson, 1976). Otro de los cambios ohservados en macromoldculas
eg la disminucibn de la sintesis de RNA (Adams, 1966, Johnson,
1967; Barra et al., 1972; Gilbert, 1978). Aungue actualmente ia
evidencia indicé que la disminucidn de la sintesis de protefnas -
es principalmente el resultado de cambios en los mecanismos intra
celulares, la naturaleza de dichas modificaciones no ha sido re-

suelta .

En estudios dirigidos a determinar el o los factores inve

lucrados en la disminucidn de sintesis proteica terebral, se ha



lucrados en la disminucidn de sintesis proteica cerebral, se ha
probado si los diférentes componentes del sistema de sintesis -
de proteinas in vitro esten involucrados en la disminucidn. Se

ha demostrado que la actividad general de las fracciones pH 5.0
gue contienen principalmente tRNA v aminoacil-tRNA gintetasas -
no se modifica (Murthy v Rappoport, 1%65:; Johnson y Beltyschko,
1989; Gilbert, 1878); con excepcidn de variaciones en algunos -
RNAs de transferencia (tRNA) (Barra et al., 1972). La disminu-

cidn en la sintesis de proteinas es también independiente del -
RNA mensajerc (mRNA) presente en la cé&lula (Johnson y Beltysch-
ko, 1969} va gue este decremento persite en un sistema de incor
proracidn de aminodcidos cuando se utilizan como mensajerc sinté
tico dcido poliuridilico (Poli-U), asi tamhién si se agrega ami
noacil-tRNA (aa-tRNA) exbgenc. Estos estudios sugieren la exis-
tencia de un proceso de regulacidn de la sintesis de protefnas

a nivel de la traduccidn en un punto diferente a los ya proba-

dos.

En consecuencia, la atencidn se ha enfocadc sobre la ac
tividad de ribosomas vy de otrds factores enzimiaticos de la ma-
quinaria ribosomal de sintesis de proteinas. Aungue existen al-
gunos datos sobre el proceéo de iniciacidn en cerebro (Gilbert,
1974; Dwyer y Wasterlain, 1980), el papel de los factores de -

iniciacidn en este cambio dependiente de la edad@ no ha sido es-



En general cuando se chservan los datos acumulados en
ratén y rata estos son semejantes, pero larvelocidad de digminu
cifn de la actividad de sintesis protefca cerebral difiere en -
dos puntos: (i) en el ratdn, el cambio aparece desde el periodo
prenatal v contin@a (excepto por una pequefla meseta intermedia
que se presenta antes del nacimiente}, siguiendo una aparente -
curva exponencial gque comienza a estabilizafse hacia el final =
del 15 dia posnatal (Lerner y Johnson, 1970; Gilbert vy Johnson,
1974); v (ii) en la rata posnatal empieza a alcanzar el nivel -
del adulto cerca del dia 40 después de nacido (Yahagami et al.,

19&6) .

Este fendmeno de la disminucitn de la velocidad de siﬁm
tesis de protefnas no parece deberse a la modulacidn traduccio-
nal de alguna proteina en particular, o de un grupo reducido de
proteinas, pero sI al total de la sintesis de proteinas. Por -
tanto, decidi estudiar las actividades de factores inespecifi-
cos a los diferentes mRMAs. Los factores de elongacifn de euca
riotes 1 y 2 (eEF-1 y eEF-2} no distinguen entre los mRNAs, no
regonocen €l aa~tRNA iniciador, vy se les éncuentra unidos a -
los ribosomas y principalmente en la fraccidn sobrenadante - -
PH 5. Tales caracteristicas sugieren una posible iIntervencidn -

de estos factores en la disminucidn de sintesis de proteinas --

R T ERSNILN



tudiado y el campo permanece abierto. En los experimentos efeg
tuados con ribosomas de cerebrc de ratdn joven y adulto purifi
cados con desoxicolate, Tritdn X-100 & 1.0M Kf, a2 los gue se -
agregaron poli-U y fracciones pH 5 homSlogas para incorpeorar -
fenilalanina, las actividades de los riboscmas de ambas edades
faeron muy semeifantes {Gilbert, 1978 vy 1980). La actividad de
ia unifn de poli-U a ribosomas de cerebro de ratdn joven y adul
to, realizada como en el experimento anﬁeriormente mencionado,

a 10 mM Mgz+, también fue muy similar (Lerner y Johnson, 19871).

La respuesta que dieron los ribosomas de cerebro de ra=-
t6n joven y adulto a factores posmitocondriales de éerebro de ra
tén joven {Chou et al., 1971), medida como la estimulacidn de la
unitn de fenilalanil-tRNA (phe«tRNA), no demostrd una diferencia
significativa entre ambos tipos de ribosomas. Ademds, no se han
encontrado divergencias en las propiedades fisico-quimicas de ri
bosomas aislados del tejido cerebral de ratones recién nacidos -
v adultos (Johnson, 1973} . Estos hechos parecen indicar que los
ribosomas de cerebro de ratdn joven y adulto son eguivalentes -
con respecto a su velocidad de sintesis de pfoﬁeinas. No obstan-
te, cada vez gue se usa la fraccidén sobrenadante posmitocondrial
homéloga se observa el decremento dependiente de la edad antes -
mencionada (Lerner y Johnson, 1870); Gilbert y Johnson, 1874;

Gilbert, 1978 y 1980}.



gue dependen de la edad objetiﬁo del presente.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran los-
experimentos realizados durante el desarrolle posnatal de cere
bro de ratdén y rata, sobre la actividad de eEF-1, que a través
de la formacidn del complejo ternario aa—-tRNA. eEF1-GTP, cata-
liza la reaccidn de la unidn del aa-~tRNA al sitio aceptor del

complejo ribosomal (Weissbach et al., 1973).
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MATERIAL ¥ METODOS

Material

GTP§3

HI {10 Ci/mmola) v F@nilal&nilutRNA (393 Ci/mol) fue
ron adguirideos de New England Nuclear Corp., Boston, Massacjuset-
ts. Piruvato cinasa (EBC. 2.7,;,40), fosfoenalpiruvato, dcido po-
liuridilico, Nwetilmaliwrida, puromicina, GTP y. ATP, se cobtuvie-

ron de Sigma Chemical Co.; St. Louis Missouri. Las Sepharosa 4-B

y Sephadex G-200, de Pharmacia Fine Chemicals, México.
Metodos:
Preparacidn del Factor de Elongacidn 1 de Cerebro.

El factor des elongacidn 1 de cerebro (bEF-1) fu€ aislado
del cerebro de ratones albinos Swiss y de ratas Wistar de dife-
rentes edades. Para cada edad se utilizaron entre 50'y 100 anima
les; &stos fueron decapitados y sus cerebros se colocaron a 4°c
en una solucidn amortiguadora formada de: Tris-HC1 0.05M (pH 7.4}
KCl 30mM acetatc de magnesio, 3mM y sacarosa 1% (P/u). Los teji-
dos de diferentes edades fueron procesados en paralelo para expe
rimentos comparatives. Los cerebros fueron homogen;zados en un -

tubo tipo Potter-Elvehiem y centrifugados a 15,000 x g por 45 min



a 4°C. El sobrenadante posmitocondrial (Sl) fue centrifugado a
100,000 x g por 120 min a 4°C; Después d¢ ajustar a pH 6.5 con
acido acético 1M? las 3/4 partes superiores del sobrenadante -
(8,) fueron fraccionadas con sulfato de amonio entre 40 y 70%.
La fraccidn obtenida se filtrd por una columna (1.5 x 30 cm) de
Sephadéx G-ZOQ vy 4-B como describen McKeehan y Hardesty (1969).
La columna fue elufda con una velocidad de 0.8 ml/min colectan=-
do fracciones de 1.5 ml las cuales fueron ensayadas para deter-
minaciéﬁ'de préteinas (Lowfy et al., 1951) y actividad de bEF-1,
come se describe en el siguiente parxafo; Duplicados de las mis
mas columnas fueron utilizadas para experimentos comparatives.
Las fraccion@é de sulfato de amonio y los picos de aétividad de
la columna, previc tratamiento con N-etilmalemida 0.010M, para
inactivar el factor de elongacidn 2 (bEF-2) (McXeehan y Hardes-
ty, 1889; Gilbert y Johnson, 15%72), fueron utilizados como fuen

tes de bEF-1.
Ensayo Enzimftico d@l Enlace de AA-tRNA.

La actividad'de bEF~1 fue medida por medio de dos méto-
dos: la formacifn del complejo. ternario sa-tRNA.eEF-1-GTIP, vy la
unidn del aa~tRNA a ribogomas. Las actividades especificas rela
tivas obtenidas por ambos ensayos fueron comparables, ¥y los re-
sultados se expresan en cualesguiera de las dos férmas.

P



A) La formacién del complejo ternario consta de dos pa-
g0s: la formacidn del complejo eEF-1-GTP, seguido por el ensam-
ble del complejo aa-tRNA-eEF-1-GI'P. Este Gltimo compleio, a di-
ferencia del primero, no es‘retenido en el filtro dé nitrocelu-
iosa IMoon y Wéissbacb, 1972). Las mezclas de reaccidn, con un
volumen final de 0.2 ml v conteniendo Tris;HCl 50mM {pH 7.4);
NHqcl, 50mm, acetato de magnesio 10mM, fosfoenol-pirivice 3mM;
pirﬁvaﬁo cinasa 10 ug;.GTPQESHJ (0.5 uc) 0.003mM y cantidades
variables de la preparacidn de bEF~1, fueron incubados por-S -
min & 37°C. La reagcién fué.deﬁenida con la adicién de 3 ml de
una solucidn amortiguadqra»de lavédo conteniendo Tris-HCL 10mM

{pH 7.4); NH,ClL 10mM y acetato de magnesio 10mM; la mezcla fue

4
filtrada a través de un fiitro de nitroceluiosa (25 mm de dig-
metro y 0.45 u del tamafic del poro; Millipore, Bedford, Massa-
chusetts). La radicactividad del filtro, indica la cantidad de
GTP~- 3H gue se ha unido a bEF-1 y a otras proteinas fue conta-
da en un aparato de centelleo 1fguido (Marck Ily Nuclear Chicego)
con una eficienaia de 40%. Para medir la formacifn del complejo
terﬁario;lse prepard una segunda mezcla de reaccidn como la an-
teriormente descrita. Despuds de la incubacifn a 37°C, los tu-
bos fueron colocados en hielo y se agregaron 150 pmolas de = -~
aa~tRNA y se incubaron durante 2 min a 0°C. La mezcla de reac-

cidn fue lavada, y filtrada y los filtros fueron contados como

se describid arriba. La radioactividad retenida en el segundo -



filtro es restada de la primera; la diferencia, después de una
correccién del control al tiempd cero, represénta la cantidad
. de GIP—|3§| unido al compleio ternario. La actividad especifica

ha sido expresada en cpm/mg de proteina.

B) Unién del aa-tRNA a Ribosoma. La estimulacién de la
unisén del aa-tRNA a ribosomas por bEF-1 fue estimada mediante -
ei procéso descrito poi‘Weissbach et ai, (1973). Las. mezclas de

reaccidn, en un volumen final de 0.05 ml conteniendo Tris-HCL =
LomM {pH 7.4); N§4Cl 60mM, acetato de magnesi§ S5m#; GTER 0.2mM;
0.05 uy poliFU, 15 pmolas de phe—tRNA—ll4C$; ribosomas 1.0 uﬁif
dad A260 y cantiéadeé‘variables de las preparaciones de DbEF-1,
fueron incubados a 37°C durante 1 min; La reaccidn fue detenida
por la adicién de 2 ml de la solucidn aﬁortiguadora de lavado. La
radiactividad fue contada con uhé eficacia de 9%26%. La actividad -~
especifica es expresada en pmolas de phethNA—[lécl unidos a ri-

bomas/mg proteina.
Ensayo de Polimerizacidn.

La sintesis polipeptidica fue medida por la incorporacién
del aminodcido del aa-tRWA, como material insoluble en dcido trxi~- -~
cloreoacético (TCA) caliente, utilizande la fraccién scbrenadante

de pH 5 preparada {(como se describe en el siguiente pérrafo) co-



10.

mo fuente de bEF~1 y bEF-2. Las mezclas de reaccifn, con un vo

lfimen total de 0.1 ml y conteniendo Tris-HCL 50mM (pH 7.4),-

4
vico 10mM; piruvato cinasa 15 ug: poli~-U 108 ug; phe-{RNA (140)

NH ,Cl 80mM; acetato de mégnesio 5mM; GTP 0.2mM; fosfoenol pirg

200 pmolas; ribosomas 1.0 unidad As;go y cantidades variables de
la fraceldn sobrenadante pH 5, fueﬁoh incubadas a 37°C durante
30 min. Lé.reaccién fue detenida agregando 0.2 ml de TCA 10%
(p/v) frio. Después de 30 min a 0°C, se agregan 3 ml de TCA.S%
y'los tubos se incubaron a 90°C durante 15 min., Después de en-
friarse las scluciones fueron filtradas come se menciond antes,
utilizando TCA al b% como solucidn de lavade. Se hicieron las -
cgorreciones con los controles 'y las actividades fueron expresa-

das como picomolas de phe-tRWA incorporados a p&ptidos.
Fraceibn Sobrenadante pH 5.0.

El sobrenadante 82, obtenido como previamenﬁe se descril
bid, fue ajustade a pH 5.2 con dcido acBtico IN. La suspensidn
fue centrifugada a 20,000 x g durante 20 min a 4°C y el sobrena
dante obtenido se_lievé a pH 7.4 con KOH 0.3M. Se agregd glice-
rol a una concentracidn final de 20% (V/V) y la fraccién‘pﬁ 5 ~

fue guardada a ~70°C.

Preparacidn de Ribosomas.



i1,

Los ribosomas de cerebro fueron purificadeos por centri-
fugacidn diferencial y tiatamiento con desoxicalato de sodio -
0.5% {p/v), sacarosa 1.9, puromicina y KCl 0.5M como describe
Weissbach et al. (1973). Las preparaciones ribosomales moétram
ron muy pequefia actividad en la unién de phe-tRNA y la polimeri
zacidn de fenilalanina, eh ausencia de polin o de los factores
de elongacidn. Después de la purificacidn, los ribosomas jove-
nes y viejos mostraron actividades semejantes en los ensayos de
unidn y polimerizacidn. En todos los experimentos abajo descri~

tos, se utiligaron ribosomas de animales adultos.
Preparacidn de AA~tRNA.
El1 tRNA de higado de rata fue preparado y amincaciladeo -

con una mezcela de aminodcidos, utilizando un aminofcido marcado

como guia, siguiendo el procesoc descritc por Moldave (19$63).
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12.

RESULTADCS

La actividad de bEF-1 fue medida en el sobrenadante cru-~
do Sz, en la fraccidn de sulfato de amonio y en las fracciones
de la columna de Sephadex G-200-Sepharosa 4B. Los valoreé obte
nidos con el uso de SZ variaron considerablemente, pero los ob-
tenidos con las dos‘ﬁltimas fraceiones. mostraron. buena reprodu-
. cibilidad. Los resultados obtenidos con la fraccidn de sulfato
de amopio mostraron gue la actividad especifica de bFEF-1 dismi-
" nuye con resp@cto.a ia edad en ambos sigtemas, ratdn y rata = -
{Fig. 1). Resultados similares se encoentraron cuando la activi
dad fue expresdda por gramo de tejida hiimedo o por cerebro. La
actividad decayd de manera exponencial, 1legando al valor de la
asintota alrededor de los 20 y 60 dias de nacimiento en ratdn y
rata, respectivamente. El modelo de exponencial de primer orden
se ajusté bien a los datos. El fltimo valor de cada grupo fue ~
excluido para poder obtenex él mejor ajuste por medio de minimos
cuadrados {Fig. 1, inserto). La vida media de la actividad fue -
también calculada y se obtuvieron valores de 6.6 y 30 dias en ra .

tén y rata, respectivamente.
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UMION AL®6TP, cpm. x 105/ mg de PROT

ENAD POSNATAL dias

Fig., 1. Variacidn en la actividad de bEF-1l, dependiente de la
eddd posnatal, en fracciones de sulfato de amonic preparadas de
cerebros de ratdn (&) y de rata (). Los puntos representan la
media + E. 8. para 4-6 experimentos independientes, Curvas ted-
ricas: ¥ = 2,341 e-0.10458X, Y pata” 3.372 & 0.02312X Ipserto:
grafica semilogaritmica de la activmgad media en funcidn de la
eddad. La regresifn lineal fue cobtenida por el métode de cuadra-
dos minimos: = 3.405 - 0,0454% (r = 0.9907); v = 3,528 -

Y paron ,
0.01X (r = 0.9;@%?. El Gltimo punto en cada grupo deRSghos fue

exciluido de los c&lculos.



13.

Se ha observado que existen m@ltiples formas de eEF-1;

6 de

en cerebro de ternera5las hay entre 50,000 y‘més de 1 x 10
pesc molecular (Moon, et al, 1973). asf también se ha observado
gque durante el envejecimiento de un nemtode (Bolla y Brot, - -

1975) y el Qesarrollo de Artemiz salina (Slobin y Moller, 1875)

hay una dlsmlnucxon en la relacibn entre la forma pesada (eFF~

1A} v ligera {eEF—lL) de la enzima. Con gstos datos, se decldid
estudiar cambios seﬁejantés en el cerebro de roedores. Se toma-
ron las fracciones de sulfato de amonio, con cantidades eguiva-
lentes de proteina, de animales de diferenteé edades y se frac-
clonaron en el gel de Sephadex ¢-200 y Sepharosa 4-B. Los perfi
les de elucifn estdn representados en la Pig. 2 y ﬁuestran que

las preparaciones de cerebro de rata contiene miltiples fofmas

de bEF-1: bEFan, bEleL y variedades de formas intermedias ~ -
(bEF»lI). La forma pesada estuvo presente en el cerebro joven -
pero pricticamente ausente en el cerebro adulto. Ademis, 1bEE‘—-1L
que estf presente hasta el dia 15, no se le .encontrd en los dias
alrededoi del 30 {Fig. 2,Bj, mientras gue bEFwiH barece ser len~-
ta y seguencialmente tfansformada a formas mis peguelas interme-
dias, bEFulI,
bEF~-1L joven (Fig. 2,D}).

gque a los 90 aias fueron eluidas en la posicifin de

e A L AT S e o
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PROTEIN, mg/mi ——

UMION A BHIGTP. cpm. x107 /mg de PROTEINA oo

A
80}
60F
401 420
201 410
B
40F {20
20r {10
40} C bo
20¢ 1t0
a0k D bo
20p 410
o B

50 30 a0 50
FRAGCION NUMERO

Fig. 2. Variacifn de las formas de bEF-1 en relacidn a la edad.
Grfica de perfiles de elucién (N = 6) de la actividad de bEF-~1
(C) y de cantidad de proteina {—) en preparaciones dg sulfato de
amonio de rata {50 mg de protefna) obtenidas en los dia$ posna-
tales 15 (A), 30 (B), 60 (C} y 90 (D) (ver M&todos). Alficuotas
de cada fraccidn (20 ul) fueron tomadas para las determinaciocnes
de la actividad del factor enzimitico y para contenido de protei
na. bEF-ly eluyd en las fraccicnes 17-23; una variedad de formag
bEF-1y en las 24-41; y bEF-~1; en las 42-4S.



14.

En preparaciones de cerebro de ratfn (W = 5) los datos
fuercn semeijantes, aunque loé patrones enzimiticos estuvieron
corridos hacia edades m&s tempranas. El patrdn de la Fig. 2,B
aparecid hacia el dia 15. En ambos animales también la estabili-
dad del factor enzimdtico, medida por el rendimiento de las fil-
traciones en gel e Inactivacifn por temperatura de iguales frac-
ciones de la columna, no mostrd diferenci%é en las diferentes edg

des. Debido a. la semejanza de los resultados se. presentarin sola-

mente los obtenidos con rata.

Con el objeto de analizar si los cambics de la actividad
de bEF-1 con respecto a la edad podfan ser explicados por efécto—
res enzimfticos, se midid el nivel de actividad de preparaciones
mixtas. Tos resultados se muestxan en la Fig. 3 donde una serie
de experimentos en los gue la actividad de bEF-1 fue medida por
unidn de phe-tRNA 14C a ribosomas. Se utilizS bEF~1, v BEF-1_
para 15, 30, 60 y 90 d8ias, respectivamente. Adem&s de la disminu-~
¢idn en las vélociéades A actividades totales gue dependen de la
édad, se observd gue las mezclas (l:1) de preparaciones de 15
dias con 30, 60 y 90 dfas dieron resultadds que son simples adi-
ciones aritméticas de los componentes. Resultados semejantes fue

ron obtenidos con la combinacidn de las otras formas de la enzi-

Ita .



pmol /mg PROTEINA

INCORPORACION ['*CTPhe- tiNA

I4-A

24
150 & g
. )

o
ot > )
501 A \ )

o] o —0
o
30 60 90

TIEMPD, seg.

Fig, 3. Actividad de enlace de phe-LRMA de preparacionas de bEF-1,
abtenidas en diferentes edades, contra tiempo. La actividad, en
los dias posnatales 15 (&), 30 (), 60 (&) v 90 {@), de prepara
ciones de hEF-1 de rata fue probada sola (30 ug) v en las siguien
tes megolas con la preparacidn del dfa 15 (15 ug: 15 ug): dia 30
(@), afa 60 {@)y dia 90 {(@m). Las fraceciones 17-23, de¢ la filtra
c1on por gel, fueron usadas para las preparaciones de log dfas 15
v 30; las fracciones 41-46 para ios dias 60 y 90.



15.

Cuando se utilizaron cantidades limitantes del sobrena-
dante pH 5 de rata de varios tejidos, incluyendo cereﬁra, se en
contrd gue la adicién de EF-2 de hfigado (1lEF-2) en un sistema in
vitro no modifict ia incorporacidtn de aminofcidos, pero el resul
tado fue positivo cuando se utilizd EF-1 de higédo (1BF-1) (Gir-
gis y Nicholls, 1972). Con estos-datos se invesﬁigé en este traba -
jo la capacidad de reStadrar la-bajé actividad, que se presenta
en el sistema in vitro de sintesis de prdteiﬁaé de cerebro de.ra-
tén adulto, por ellaumento en la concentracidn de la misma enzima
de cerebro adulto bEF-1. Para esto se.estudié la incorporacibn de
amino&cidos:en un gistema joven y adulto. En ielacién a la canti-
- dad de la fraccidn sobrenadante pH 5, en la gue se encuentxan'ﬂ -
bEF=~1 vy bEF-2, La Fig. 4 demuestra gque los niveles de incorpora-
¢idn de aminodcidos obtenidos por la fraccifn sobrenadante pH 5
fuente de bEF-1 v bEF-2 de cerebro adulto son menores qﬁe los ob-.
tenidos por la fraceidn de cerebro joven, tantc en 1aé condicio-
nes limitantes {menos de 5 ug) como en las de saturacidn (5-20
6vg) . Caﬂtidadeé mayores de la fraccidn sobrenadante pH 5 produje
ron una inhibicidn de la incorporacidn en lugar de una estimula-—

cidn,
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Fig. 4. Efecto de los scbrenadantes pH 5 joven y viejo sobre la ip
corperacidn de phe-tRNA en material insoluble en TCA caliente. Dix
ferenteg cantidades de sobrenadante pH 5 preparado de cerebros de ...
rata de dfas posnatales 15 (&) o %0 (0Q) Ffueron afiadidas a las mez~
clas de reaccifn mantenidas a un volfimen constante, La polimeriza-
cibn fue ensayada como se desgribid en MEtodos.
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8i la diferencia entre las preparaciones jévénes y adal~
tas no fue abolida por el aumento eﬁ concentracidén de la enzima
la eficiencia inherente de bEF-1 podria ser entonces la invela~
crada. Por consiguiente a un sistéma de incorporacidn de amino-
dcidos de cerebro joven ¢ de adulto se le agregaron preparacio-
nes de bEF-1 de cerebro joven y adulto, en condiciohes de satura
cidn (10.ug). Cuando se afiadi6 bEF-1, joven al sistema ae iﬁCOf-
poracifin de aminodcidos de cerebro adulto, se pude inducir una
actividad semejante a la cobservada en cerebro joven (Fig. 5).
Cuando se utilizd PEF-1, se obtuvieron resultados semejantes.
Por el contrario adicién de bEleH de cerebro joven al sistema -
joven o de bEF-1 adulto a los sistemas joven y adulte, no modifi

caron la actividad original.
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Fig. 5. Efecto de la preparacitn joven de bEF-1y sobre la incorpo-
racifén de phe-tRMA, Diferentes cantidades de la preparacidn bEPF-1ly,
obtenida de cerebros de rata de 1% dias, fueron afadidas a los sis
temas de incorporacidn gue contenfan 10 ug de sobrenadante pH 5 del
dia posnatal 15 (B} o 90 {®). ’
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DISCUSTION

La participacidn de los factores de elongacibn en la re-
gulacidén a nivel de traduccién fue propuesta por primera vez en
hueves de erizo despuds de la fertilizacidn, donde se encontrd
un aumento en la actividad de 2 veceé (Castafieda, 1969}, esto
fue corroborado més tarde por Felliceti et al. (1972). Usando un
diferente enfoque, Brandis y Raff (1978) han demostrado un aumen
to de 2-3 veces en la velbcidad de traduccifn. En otros sistemas
eucariotes en donde hay un aumento de sintesis de prbteinas tota
les, se ha observado gue la actividad de eEF-1l, pero no ia de
eEF-2, presenta un inciemento semejante. En todos estos sistemas
eEF-~1 parece ser un componente limitante en la velocidad (Willis
vy Starr 1971; Girgis y Nicholls, 1972; Nielsen et al., 1977;

Dusek y Hradec, 1878; Young y Nicholls, 1%78).

Hay algunas evidencias de que la actividad de estos facto
res sé ve disminufda durante el envejecimiento de animales y bajo
condiciones artificiales & patoldgicas: la actividad de eEF-1 dis
minuye cén ia edad en un nemdtodo. (Bolla y Brot, 1275) vy en higa-
4 de ratas (de 2 a 24 meses de edad) (Bolla et al., 1975): tam-—
bign en céiulas en cultivoe depfivadas de sueroc, la acﬁividad de
eEF-1 se ve disminuida, perc no la de eEF-2 (Hasell y Engelhardt,

1976); en animales en ayunc amboes factores son menos activos en
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el mfiscule, aungue eBF-2 no parece ser limitante (ver, Pain vy

Clemens, 1973); y la actividad de ambos facores disminuye en -
higado cirrdtico (Gressner y Greiling, 1977). El cerebro de roe
dores fue eécogido come un sistema en el cual la disminucidn de
la actividad de éEF—l con respecto a la edad'puede ser deﬁostra&a

bajo condiciones de crecimiento y diferenciacidn celular normal.

Los resultados reportados en este trabajo indican clara
mente que la actividad de bﬁF~1, tanto de rata como de ratdn, es
t& en relacifn inversa a laz edad: la actividad disminuye. cuando
el cerebro madura. La magnitud de esta disminucidn eg comparable
con la disminucién de 2 a 5 veces encontrada por otros auvtores -
en sistema de sintesis de proteinas de cerebro utilizando sobre-
nadantes posmitocondriales (Yamagami et al., 1966; Johnson, 1968;
Lerner y Johnson, 1970; Gilbert y.Johnson, 1972; Gilbert, 1980)
vy con la mostrada en la Fig. 4. La disminucidn de la actividad -
de bEF~1 con respecto al tiempo v el cambic de las formas pedadas
a la forma ligera (Figs. 1 y 2 respectivamente) coinciden con la
disminucitn de la sintesgis de proteinas en el ratdn (Gilbert vy
Johnson, 1974) y rata {(Yamagami et al, 1966). Existe entonces,
una correlacifn temporal entre las velocidades de sintesis de pro
teinas medidas in vivo e in vitro,y la actividad y predominancia

de algunas de las formas de bEF-1.
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L.a diferencia qﬁe se ha encontradg'con reépecto a la ci-
nética cambio de la forma pesada a la forma ligera en estos roe-
dores podria explicar el hecho de gue Bolla et al. -{1275) finica-
mente hayan encontrade la forma ligera encerebro de rata adulta
Y dos formas, pesada y ligera, en el cerebro de ratén cuya edad
no fue especificada. El resultado mis importante de este trabajo
" @s haber encontrado que bEF-1 joven es capiz de producir un au-
mento en la incorporacidn de amincdcidos de cereﬁro en el siste
ma de cerebro adulto gue a su vez no responde a bEF-l de adulto
(Fig. 5). ?6demos pues concluir que dependiendo del gistema, ~
bEF-1 puede funcionar como un factor limitante en la sintesis -

de proteinas.

Aunque la actividad de factores de elongacifn de cerebro;
en relacibn al decremento de sintesis de proteinas, ha éiao pre-—
viamente estudiada, su relacifn directa no fue explorada. Chou -
et al. (1971) utilizaron bEF-~1l joven para demostrar que los ribo
somag de cerebros joven y viejo son eguivalente en su unidn a -
phe-tRNA. Gilbert y Johnson (1872} demostraron gue su énsayo de
polimerizacidn de aminofcides fue dependiente de la‘txanslocacién
de peptidil-tRVA por inhibicidn de bEF-2. Por fltime, el papel di
recto de bEF-1 en la disminucidn de proteinas con respecto a la -

edad fué descartado por la observacitn de que factores asociados
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con ribosomas de higado de rata estimularon la unifn de phe-tRNA
en presencia de concentraciones saturantes de sobrenadante posmi
tocondrial de cerebro, utilizado como fuente de factores.de elon
gacibn; aunque no se especificd la edad del cerebro del que fue.

obtenido el sobrenadante {Gilbert y.Johnson, 1973).

Esta ﬁlﬁima interpretacién podria ser aplicada a los re-
sultados obtenidos aguf (Figs. 4 v 5} pero solo cuando los datos
de los sistemas joven y adulto gon analizados independientemeﬁte.
La‘incorboracién de aminoécidos no pudo ser aﬁmentada en cual;
quiera de los dos siétemas por la adicibn de su fracecisn sobreng
dénte, pPH 5, o.preparaciocnes de EF-1 homSlogas mis alli de cier-~
tas cantidades (concentracidn a saturacidn). Por lo tante, si los
factores de elongacién de higado v cerebro fuefan equivalentes -

'en su efigiencia, bEF~1 no estaria involucrado en el aumento ob-
tenido por Gilbert y Johnson (1973}. Sin embargo, hay dos eviden
cilas experimentales gue confradicen este punte. Clovet ét at. -
(1966) probaron la actividad de sobrenadantes de 100,000 x g, so
brenadantes pH 5 y preparaciones de BEF-1 de cerebro é higado de
ratas (150-200 g}; £llos encontraron que las preparaciones de hi
gado son més activas gue las de cerebro (basadas en el contenido
de proteinas), mientras que lés enzimas pH 5 v eEF-2 fueron igual
mente actiﬁas. Ademés, Girgis y N;;holls {1972} encontraron gque

la incorporacitn de phe—tRNA utilizando sobrenadante, pH 5, prepa
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radas de cerebro y rifién de ratas, de edad no especificada, fue

menor gue la 6btenida por sobrenadante pH 5, de higado; la acti
vidad de incorporacidén pudo ser éumentada al nivel gque presenta
el higado afiadiendo prebaracibnes de EF~1, de hfgado pero no de
EF-2. Sin embérgc, estos experimentos fueron realizado$ bajo -

condiciones de no saturacidn.

Los e#éerimenﬁos realizados en este trabajo‘fueron he-
chos en condiciones de saturacifn, como lo muestra.el dato que
las preparacionesg de cerébro Jjoven y de adulto no pudieron au-
mentar la actividad del sistema homSlogo (Fig. 5). E1 aumento
de incorporacifin obtenido en el sistema adulto, saturado con ~
sus propios factores, cuandc se le adiciona cEF-1 joven indica
que los factores EF-1 de cerebro joven y adulto son cualitati-
vamente difersntes. Esta conclusidn se ve reforzada por los re-
sultados de la Fig. 3 en donde el aumento en iricorporacifn mues
tra que no se detectan efectores enzimiticos difusibles. La apa
_rente desapariciﬁn de la forma joven de bEF-1. (Fig. 2,B} es de
io més interesahte'a este respecto. Las poéibles causas de las
diferencias entre bEF-1 joven y adulto ameritan la continuacién

del trabajo.

El patrdn de la disminucién de la actividad de bEF-1 en
rata es muy semeijante al del ratdn, pero difiere en la velocidad

e
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de decaimiento: la velocidad mostré una vida media de 30 y

6.6 dias respectivamente, con una relacifn logarftmica de 1.8.
Esta figuxa cae dentro del rango {1.75-1.8) obtenido cuando se
forman los valores proﬁedios del tiempo de vida y de madurez -
.sexual: 3.5-y 2 afios vy 7 v 3.75 semanas para rata y ratﬁn-r¢s4
pectivamente {The UFAW Handbook on the Care and Managemeqtlof
Laboratory Animéls, 1972), Esta semejanza en la relacién sugie—
re gue log preocesos Iinvolucrados en lz disminucidn de la acti--
vidad de BEF-~1l es anidlogo en ambos animales. La medida cgn'la -
cual esta corxespondengia de indices estuviera mds relacionada
(desde el punto de visté de sintesis de macromoléculas) al de-

sarrollo de cerebro ¢ a su envejecimiento es muy interesante -

perc hasta el momento desconogida. Los miltiples componentes in-
volucradso en el proceso de envejecimiento son poco conocidos y
el problema en cerebfo es todavia mayor pot la heterpgeneidad
celular y por las diferencias en la velocidad de desarrollo que
presentan las diferentes regiones cerebrales. En general, una -
vez que las células posmitSticas expresan sus funciones diferen-

ciadas, los signos de envejecimiento comienzan a aparecer.

La maduracidn del sistema nerviosos central en el ratén
v en la rata toma lugar heterocrfnicamente durante el periodo -
posnatal temprano y posiblemente exista una sobreposicifn en --

tiempo de ciertos procesos de desarrollo con otros de maduracidn

£
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y enveijecimjento..S8in embargo, es importante recordar agui gue,
ademds de las varias deficiencias brogresivas que acompafian al
envejecimiento, la actividad de eEF-«1 se ha encontrado disminui-
da en este proceso ¥y en otros de degeneracifn, como fue ya men-

cionado previamente.



74

REFERENCIAS

Adams,; D.H. (1966). The relationship between cellular nucleic
acids in the developing rat cerebral cortex. Biochem. J.

98, 636-640.

Anderson, W.F., Bosch, L., Cohn, W.E., Lodish, H., Merrick, W.C.,
Weissbach, H., Wittmann, H.G.,-and Wool, I.G. (1877).
International symposium on protein synthesis.‘FEBS‘t@tt;'

76, 1-10.

Andrew, W. and Andrew, N.V. (1940}, Comparison of the changes
cauged by fatigue and by aging in the cerebral cortex of

mice. J. Comp, Neurol. 12, 525533,

Barra.,H.S8.,Ullates,; L.E.,Savavedra, M.S.,and Caputte, R. (1872).
Capacities for binding amine acids by tRNAs from rat brain
and their changes during development. J. Neurochem. 19,

2285-2297,

Bolla, R. and Brot, N. (1975} Age dependent changes in enzymes

involved in macromclecular synthesis in Turbatrix aceti.

Arch. Biochem. Biophys. 169, 227-236




5

Bolla, R., Weisshach, H., and Brot, N. (1975). Multiple forms
of elengation factor 1 in various‘rat tissues. Arch.

Biochem,.Biophys. 3166, 683-684,

Brandis, J. W. and Raff, R.A. (1978). Tramslation of oogenetic
MRNA. in sea urchin eggs and early embryos. Demonstration
of a change in translational efficiency folloWing

fertilization. Dev. Biol. 67, 99-113.

Castafieda, M. . (1969). The activity of ribosomes of sea urchin

eqggs in response to fertilization. Biochim. Acta 179,

" 381-388.

Chou, L., Lerner N.P., and Jo~nson, T.C. (1871}. In vitrc binding
of phenyvlalanyl~tRNA to neonatal and adult mouse brain
ribosomes. J. Neurochem. &g, 2535-2544,

14

%

Cloust, D.H:, Rather, M., and Williams, N. {1966). ¢| leucine

"incorporation into brain ribosomes. Biochim. Biophys. Acta

123, 142-150,

Dusek, 7. and Hradec, J. (1978}). Protein synthesis in tumor host.
II. Increased activity of peptide elongation factor 1 in
experimental ¥at tumors and in host liver. Neoplagma 25,

713-718. T



26

bwyer, B. and Wasterlain, C.G. (1980}. Regulation of the first
step of the initiation of brain protein synthesis by

guanosine diphosphate. J. Neurochem. 34, 1639-1647.

‘Pelicetti, L., Metafora, S., Gambino, R., and DiMatteo, G.
{1972) . Characterization and activity of the elongation
factors 7; and T,. in the unfertilized egg .and in the early-

development of sea urchins. Cell Differ. 1, 265-277.

Gilbert, B.E. (1978}. Ribosomal activity in prenatal mouse brain.

- J. Neurochem. 31, 171-176.

Gilbert, B.E., (1980). Regulation of prenatal and postnatal protein

syﬁthesis in mouse brain. J. Neurochem. 35, 176-182.

~Giibert, B.E. and Johnson, T.C. (1972). The use of aminoacyl~tRNA
‘to measure polypeptide synthesis by ribosomas isclated from

neonatal and adult mouse brain tissue. Biochem. Biophys.

Res. Commun. 46, 2034-2039,

Gilbert, B.E. and Johnson, T.C. {(1973). Mouse brain ribosomal
subunits: role of ribosome-associated factors on aminoacyl-
LRNA binding and polypeptide synthesis. Brain Res. 63,

313-322.



;zq

Gilbert, B.E. and Johnson,mT;Ca {1974). Fetal development: the
 effects of maturation on in vitro protein synthesis by

mouse brain tissue. J. Neurvochem. 23, 811-818.

Gilbert, B.E., Grove, B.K., and Johnson, T.C. {1972). Characteris-
tics and products of a cell-free pélypeptide synthesizing
system from neonatal and adult mouse brain. Q; Neurochem.

19, 2835-2842.

-Gilbert, J.M, (1974). Differences in the translation of rat

forebrain messenger RNA dependent on the source of protein

synthesis factors. Biochim. Biophys. Acta 340, 140-146.

Girgis, G.R. and Nicholls, D.M. (1972}. Protein synthesis limited

by transferase I. Biochim. Biophys. Acta 269, 465-476.

Gressnar, A.M. and Greiling, H. (1977) . Determination of protein
synthesis elongation factor activity in liver biopsy
specimens from normal and cirrhotic rats. Digestion 15,

348-352.

Hassell, J.A. and Engelhar, D.L. (1976). The regulation of protein
synthesis in animal cells by serum factors. Biochemistry 15,

1375-1380.



I8

Johnson, T.C. (1967). the effects of maturation on in vitro RNA
synthesis by mouse brain cells. J. Neurochem. 14, 1075-

1081.

Johnson, T.C. (1968). Cell~-free protein synthesis by mouse brain

during early development. J., Neurochem. 15, 1198-11%4

Johnson, T.C. {(1973). Physical-chemical properties of mammalian
brain ribosomes during neural development. Tex. Rep. Biol.

Medw 31, 331-344.

Johnson, T.C. {1876). Regulation of protein synthesis during

postnatal maturation of the brain. J. Neurochem. 27, 17-23.

Johnson, T.C. and Belytschko, G. (1969). Alteration in microsomal
protein synthesis during early de~elopment of mouse brain.

Proc. Natl. Acad. Sci. USh 62, 844-851.

Lerner, M.P. and Johnson, T.C. (1970}. Regulation of protein
synthesis in developing mouse brain tissue. J. Bigl. Chem.

245, 1388-1393.



29

Lerner, M.P. and Johnson, T.C. (1971). Regulation of protein
synthesis in developing mouse brain tissue: in vitro
binding of template RNA to brain ribosomes. J. Neurochem.

18, 193-201,

lLowry, O.H., Rosebrough, W.J., Farr, A.L., and Randall, R.J.
(1951). Protein measurement with the Folin phenol reagent.

J. Biol. Chem. 193, 265-275.

Mann, D_M.A., and Yates, P.0. (1875). Lipoprotein pigments-their
relationship to aging in the human nervous system. I. The
lipofuscin content of nerve cells. ¥I. The melanin content

of pigmented hexve cells. Brain 87, 481-498,

McKeehan, W.L. and Hardesty, B. (1%69). Purification and partial
charactertization of the aminocacyl transfer ribonucleic acid
binding enzyme from rabbit reticulocytes. J. Biol. Chem.

244, 4330-4339.

Moldave, K. (1963). The preparation of Cl4~aminoacyl soluble-~RNA.

Methods Enzymol. 6, 757-76l1.




50

Moon, H.M. and Weissbach, H. (1972}. Interaction of brain
transferase I with guanosine nucleotides and amincacyl-tRNA.

Biochem. Biophys. Res. Commun. 46, 254-262,

Mgon, H.M., Redfield, B., Millard, 8., Vane, F., and Weissbach, H.

(1973). Multiple forms of elongation factor 1 from calf

brain. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 70, 3282-3286.

Murthy, M.R.V. and Rappoport, D.A. (1965).Biochemistry of the

developing rat brain. V. Cell-free incorporation of

L*|114Clleucine into microsomal protein. Biochim. Biophys.

Acta 95, 121~131.

Nielsen, J.B.K., Plant, P.W., and Haschemeyer, A.E.V. {1977},
Control of protein synthesis in temperature acclimation.

IT. Correlation of elongation factor 1 activity with

elongation rate in vivo. Physgiol. Zool. 50, 22-30.

Pain, V.M. and Clemens, M.J. (1973). The role of soluble protein
factors in the translational control of protein synthesis

in eukaryotic cells. FEBS Lett. 32, 205-212.

Slobin, L.I. anpd Mcoller, W. (1975). Changes in form of elongation

factor during development of Artemia salina. Hature 258,

452-454,



The UFAW Handbook orn the Care and Management of Laboratory
Animals, 4th ed. (1372). pp. 187-211. Churchill

Livingstone, Edinburgh.

Weissbach, H., Redfield, B., and Moon, H.M. (1973). Further

studies on the intexactions of elongation factor 1 from

animal tissues. Arch. Biochem. Biophys. 156, 267-275.

Willig, D.B., and Stafr, J.L. {(1971). Protein biosynthesie in the
spleeﬁ» III. Aminoacyltransferase 1 as a translational
xegﬁlatory factor during the immune response. J. Biol.

Chem, 246, 2828-2834.

Yamagami, 8., Fritz, R.R., and Rappoport; D.A. (1966). Biochemistry
of the developing rat brain. VII. Changes in the ribosomal
gsystem and nuclear RNA’s. Biochim. Biophys. Acta 128,

532~547.

Young, E.T. and Nicholls, D.M. (1878). Liver enzyme induction by
i,1,1-trichloro-2,2~bis={p~chlorophenyljethane (DDT)} is
acconpanied by an increase in the specific activity of

elongation factor 1. Biochem. J. 172, 479-486.



