
-'"•>

L

I! ili

REGULACIÓN TRADUCCIONAL DE LA SÍNTE-

SIS DE PROTEÍNAS POR EL FACTOR DE ELON-

GACIÓN 1 EN CEREBRO DE ROEDORES

R O C Í O VA R O A S S A N D E R S

MAESTRÍA EN CIENCIAS QUÍMICAS

BIOQUÍMICA



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

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

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



A MIS PADRES



Mi sincero agradecimiento
al Dr, Mario Castañeda M.
bajo cuya dirección se
realizó este trabajo.

Agradezco a todas aquellas
personal que de1 alguna ma-
nera colaboraron en el de-
sarrollo del mismo-



Este trabajo fue realizado en el Departamento

de Biología del Desarrollo, del Instituto de

de Investigaciones Bioraédicas de la Universi-

dad Nacional Autónoma de México.



INTRODUCCIÓN

Se han hecho una serie de estudios dirigidos al entendi-

miento de mecanismos regulatorios durante la diferenciación y

crecimiento cerebral, y se ha observado que en el desarrollo pos_

natal de mamíferos hay una serie de cambios histológicos signifi_

cativos que incluyen división y movimiento celular de neuronas y

células guales así como eventos bioquímicos (Waels;ch y Lajtha,

1961).

Uno de los cambios bioquímicos que se llevan a cabo duran_

te el desarrollo posnatal d<2 la corteza cerebral, cerebelo y de-

más áreas básales, es la disminución en la velocidad de síntesis

de proteínas totales pudiéndose medir ésta en varios niveles de1

complejidad: iri vivo, en rebanadas de tejido, en suspensiones ce-

lulares y en sistemas libres de células (para revisión, veáse a

Johnson, 1976}. Otro de los cambios observados en macromoléculas

es la disminución de la síntesis de RNA (Aciams, 1966, Johnson,

1967; Barra et al., 1972; Gilbert, 1978).. Aunque actualmente la

evidencia indica que la disminución de la síntesis de proteínas -

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 invo

lucrados en la disminución de síntesis proteica cerebral, se ha
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lucrados en la disminución de síntesis proteica cerebral, se ha

probado si los diferentes componentes del- sistema de síntesis -

de proteínas in_ vitro estén involucrados en la disminución. Se

ha demostrado gue la actividad general de las fracciones pH 5.0

que contienen principalmente tRNA y aminoacil-tRNA sintetasas -

no se modifica (Murthy y Rappoport, 1965; Johnson y Beltyschko,

1969; Gilbert, 1978); con excepción de variaciones en algunos -

RNAs de transferencia (tRNA) (Barra et al., 1972). La disminu-

ción en la síntesis dé proteínas es también independiente del -

RNA mensajero (mRNA) presente en la célula (Johnson y Beltysch-

ko, 1969) ya gue este decremento persite en un sistema de incor_

poración de aminoácidos cuando se utilizan como mensajero sint£

tico ácido poliuridílico (Poli-U), así también si se agrega ami_

noacil-tRNA (aa-tRNA) exógeno. Estos estudios sugieren la exis-

tencia de un proceso de regulación de la síntesis de proteínas

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

dos.

En consecuencia, la atención se ha enfocado sobre la a£

tividad de ribosomas y de otros factores enzimáticos de la ma-

quinaria ribosomal de síntesis de proteínas. Aunque existen al-

gunos datos sobre el proceso de iniciación en cerebro (Gilbert,

1974; Dwyer y Wasterlain, 1980), el papel de los factores de -

iniciación en este cambio dependiente de la edad no ha si-do es-
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En general cuando se observan los datos acumulados en

ratón y rata estos son semejantes, pero la velocidad de disminu-

ción de la actividad de síntesis proteica cerebral difiere en -

dos puntos: (i) en el ratón, el cambio aparece desde el período

prenatal y continúa (excepto por una pequeña meseta intermedia,

que se presenta antes del nacimiento), siguiendo una aparente -

curva exponencial que comienza a estabilizarse hacia el final -

del 15 día posnatal (Lerner y Johnson, 1970; Gilbert y Johnson,

1974); y (ii) en la rata posnatal empieza a alcanzar el nivel ~-

del adulto cerca del día 40 después de nacido (Yamagami et al.,

1966).

Este fenómeno de la disminución de la velocidad de sín-

tesis de proteínas no parece deberse a la modulación traduccio-

nal de alguna proteína en particular, o de un grupo reducido de

proteínas, pero sí al total de la-síntesis de proteínas. Por -

tanto, decidí estudiar las actividades de factores inespecífi-

eos a los diferentes mRMAs. I.os factores de elongación de euca

riotes 1 y 2 (eEF-1 y eEF-2) no distinguen entre los mRMAs, no

reconocen el aa-tRNA iniciador, y se les encuentra unidos a -

los ribosomas y principalmente en la fracción sobrenadante - -

pH 5. Tales características sugieren una posible intervención -

de estos factores en la disminución de síntesis de proteínas —



tudiado y el campo permanece abierto. En los experimentos efe£

tuados con ribosomas de cerebro de ratón joven y adulto purifí^

cados con desoxícolato, Tritón X-100 ó 1.0M K , a los que se -

agregaron poli-U y fracciones pH 5 homologas para incorporar -

fenilalanina, las actividades de los ribosomas de ambas edades

fueron muy semejantes (Gilbert, 1978 y 1980). La actividad de

la unión de poli-U a ribosomas1 de cerebro de ratón joven y adul_

to, realizada como en el experimento anteriormente mencionado,

2+
a 10 raN Mg , también fue muy similar (Lerner y Johnson, 1971) .

La respuesta que dieron los ribosomas de cerebro de ra-

tón joven y adulto a factores posmitocondríales de cerebro de ra

ton joven (Chou et al., 1971), medida como la estimulación de la

unión de fenilalanil-tRNA .(pherrtRNA) , no demostró una diferencia

significativa entre ambos tipos de ribosomas. Además, no se han

encontrado divergencias en las propiedades físico-químicas de ri_

bosomas aislados del tejido cerebral de ratones recién nacidos -

y adultos (Johnson, 1973}. Estos hechos parecen indicar que los

ribosomas de cerebro de ratón joven y adulto son equivalentes -

con respecto a su velocidad de síntesis de proteínas. No obstan-

te, cada vez que se usa la fracción sobrenadante posmitocondrial

homologa se observa el decremento dependiente de la edad antes -

mencionada (Lerner y Johnson, 1970); Gilbert y Johnson, 1974;

Gilbert, 1978 y 1980).
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que dependen de la edad objetivo del presente.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran los

experimentos realizados durante el desarrollo posnatal de cere

bro de ratón y rata, sobre la actividad de eEF-1, que a través

de la formación del complejo ternario aa-tRNA.. eBFl-GTP, cata-

liza la reacción de la unión del aa-tRNA al sitio aceptor del

complejo ribosomal (Weissbach et al-, 1973).



MATERIAL Y MÉTODOS

Material

GTP|3H| {10 Ci/mmola) y Fenilalanil-tRNA (393 Ci/mol) fue

ron adquiridos de New England Nuclear Corp., Boston, Massacjuset-

ts. Piruvato cinasa (EC. 2.7.1.40), fosfoenalpiruvato, ácido po-

liuridílicof N-etilmaliurida, puromicina, GTP y-ATP, se obtuvie-

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

y Sephadex G-200, de Pharmacia Fine Chemicals/ México.

Métodos:

Preparación del Factor de Elongación 1 de Cerebro.

El factor de elongación 1 de cerebro (bEF-1). fue aislado

del cerebro de ratones albinos Swiss y de ratas Wistar de dife-

rentes edades. Para cada edad se utilizaron entre 50 y 100 animal

les; éstos fueron decapitados y sus cerebros se colocaron a A°C

en una solución amortiguadora formada de: Tris-HCl 0.05M (pH 7.4);

KC1 50mM acetato de magnesio, 3mM y sacarosa 1% (P/u). Los teji-

dos de diferentes edades fueron procesados en paralelo para expe_

rimentos comparativos. Los cerebros fueron homogenizados en un -

tubo tipo Potter-Elvehjem y centrifugados a 15,000 x g por 45 min
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a 4°C. El sobrenadante posmitocondrial (S.) fue centrifugado a

100,000 x £ por 120 min a 4°C. Después d& ajustar a pH 6.5 con

ácido acético 1M, las 3/4 partes superiores del sobrenadante -

(S,,) fueron fraccionadas con sulfato de amonio entre 40 y 70%.

La fracción obtenida se filtró por una columna (1.5 x 30 cm) de

Sephadex G-200 y 4-B como describen McKeehan y Hardesty (1969).

La columna fue eluída con una velocidad de 0.8 ml/min colectan-

do fracciones de 1.5 mi las cuales fueron ensayadas para deter-

minación de proteínas (Lowry et al., 1951) y actividad, de bEF-1,

como se describe en el siguiente párrafo. Duplicados de las mis_

mas columnas fueron utilizadas para experimentos comparativos.

Las fracciones de sulfato de amonio y los picos de actividad de

la columna, previo tratamiento con N~etilmalemida 0.010M, para

inactivar el factor de elongación 2 (bEF-2) (McKeehan y Hardes-

ty, 1969; Gilbert y Johnson, 1972), fueron utilizados como fuen

tes de bEF-1.

. Ensayo Enzimático del Enlace de AA-tRNA.

La actividad de bEF-1 fue medida por me.dio de dos méto-

dos: la formación del complejo ternario aa-tRNA-eEF-i-GTP, y la

unión del aa-tKNA a ribosomas. Las actividades específicas rela_

tivas obtenidas por ambos ensayos fueron comparables, y los re-

sultados se expresan en cualesquiera de las dos formas.



A) La formación del complejo ternario consta de dos pa-

sos: la formación del complejo eEF-1-GTP, seguido por el ensam-

ble del complejo aa-tRNA-eEF-1-GTP. Este último complejo, a di-

ferencia del primero, no es retenido en el filtro de nitrocelu-

losa "(Moon y Weissbach, 1972). Las méselas de reacción, con un

volumen final de 0.2 mi y conteniendo Tris-HCl 50mM (pH 7.4);

NH~Cl, 50mM, acetato de magnesio lOraM, fosfoenol-pírúvíco 3mM;

piruvato cinasa 10 ug; GTP-[ H| (0.5 uc) 0.003mM y cantidades

variables de la preparación de bEF-1, fueron incubados por 5 -

min a 37°C. La reacción fue detenida con la adición da 3 mi de

una solución amortiguadora' de lavado conteniendo Tris-HCl lOmM

{pH 7.4)? NH.C1 lOmM y acetato de magnesio 10mM; la mezcla fue

filtrada a través de un filtro de nitrocelulosa (25 mm de diá-

metro y 0.45 u del tamaño del poro; Millipore, Eedford, Massa-

chusetts). La radioactividad del filtro, indica la cantidad de

GTP- H que se ha unido a bEF-1 y a otras proteínas fue conta-

da en un aparato de centelleo líquido (Marck 11/- Nuclear Chicago)

con una eficiencia de 40%. Para medir la formación del complejo

ternario, se preparó una segunda mezcla de reacción como la an-

teriormente descrita* Después de la incubación 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-

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

se describió arriba. La radioactividad retenida en el segundo -



filtro es restada de la primera; la diferencia, después de una

corrección del control al tiempo cero, representa la cantidad

de GT.V-I Hj unido al complejo ternario. La actividad específica

ha sido expresada en cpm/mg de proteína.

B) Unión del aa-tRNA a Ribosoma. La estimulación de la

unión del aa-tRNA a ribosomas por bEF-1 fue estimada mediante -

el proceso descrito por Weissbach et al,. (1973). Las mezclas de

reacción, en un volumen final de 0,05 mi conteniendo Tris-HCl -

lOmM {pH 7.4); NH4C1 60mM, acetato de magnesio 5raM; GTP 0.2mM;

0.05 ug poli-U, 15 pmolas de phe-tRNA-[ c¡ f ribosomas 1.0 uni-

dad A260 y cantidades variables de las preparaciones de bEF-lr

fueron incubados a 37°C durante 1 min. La reacción fue detenida

por la adición de 2 mi de la solución amortiguadora de lavado. La

radiactividad fue contada con una eficacia de 96%, La actividad -

especifica es expresada en pmolas de phe-tRNA-| C¡ unidos a ri-

bomas/mg próteína-

Ensayo de Polimerización.

La síntesis polipeptídica fue medida por la incorporación

del aminoácido del aa-tRNA, como material insoluble en ácido tri-

cloroacé'tico (TCA) caliente, utilizando la fracción sobrenadante

de pH 5 preparada (como se describe en el siguiente párrafo) co-
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rao fuente de bEF-1 y bEF-2. Las mezclas de reacción, con un vo

lumen total de 0.1 mi y conteniendo Tris-HCl 50mM (pH 7.4),-

NH.C1 80mM; acetato de magnesio 5mM; GTP 0.2mM; fosfoenol pirü

1 4
vico lOmM; piruvato cinasa 15 ug; poli-U 100 ug; phe-tRNA ( C)

200 pmolas; ribosomas 1.0 unidad A ? s 0 y cantidades variables de

la fracción sobrenadante pH 5, fueron incubadas a 37°C durante

30 min. La reacción fue detenida agregando 0.2 mi de TCA 10%

(P/v) frío. Después de 30 min a 0°C, se agregan 3 mi de TCA 5%

y los tubos se incubaron a 90°C durante 15 min. Después de en-

friarse las soluciones fueron filtradas como se mencionó antes,

utilizando TCA al 5% como solución de lavado. Se hicieron las ~

correciones con los controles y las actividades fueron expresa-

das cómo picornolas de phe-tRNA incorporados a péptidos.

Fracción Sobrenadante pH 5.0.

El sobrenadante S_, obtenido como previamente se descr^

bió, fue ajustado a pH 5.2 con ácido acético 1N. La suspensión

fue centrifugada a 20,000 x g durante 20 min a 4°C y el sobrena_

dante obtenido se llevó a pH 7.4 con KOH 0.3M. Se agregó glice-

rol a una concentración final de 2.0% (V/V) y la fracción pH 5 -

fue guardada a -70°C.

Preparación de Ribosomas.
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Los ribosomas de cerebro fueron purificados por centri-

fugación diferencial y tratamiento con desoxicalato de sodio -

0.5% (p/v)f sacarosa 1.9M, puromicina y KC1 0.5M como describe

Weissbach et al. {1973}. Las preparaciones ribosomales mostra-

ron muy pequeña actividad en la unión de phe-tRNA y la polimeri^

zación de fenilalanina, en ausencia de poli-U o de los factores

de elongación. Después de la purificación, los rlbosómas jóve-

nes y viejos mostraron actividades semejantes en los ensayos de

unión y polimerización. En todos los experimentos abajo descri-

tos, se utilizaron ribosomas de animales adultos.

Preparación de AA-tRNA.

El tRNA de hígado de rata fue preparado y aminoacilado -

con una mezcla de aminoácidos, utilizando un aminoácido marcado

como guía, siguiendo el proceso descrito por Moldave (JL96 3) .
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RESULTADOS

La actividad de b£F-l fue medida .en el sobrenadante cru-

do Syf en la fracción de sulfato de amonio y en las fracciones

de la columna de Sephadex G~200-sepharosa 4B. Los valores obte

nidos con el uso de S, variaron considerablemente, pero los ob-

tenidos con las dos últimas fracciones, mostraron buena reprodu-

cibilidad. Los resultados obtenidos con la fracción" de sulfato

de amonio mostraron que la actividad especifica de bEF-1 dismi-

nuye con respecto a la edad en ambos sistemas, ratón y rata - -

{Fig. 1). Resultados similares se encoentraron cuando la activ^

dad fue expresada por gramo de tejido húmedo o por cerebro. La

actividad decayó de manera exponencial, llegando al valor de la

asíntota alrededor de los 20 y 60 días de nacimiento en ratón y

rata, respectivamente. El modelo de exponencial de primer orden

se ajustó bien a los datos. El último valor de cada grupo "fue -

excluido para poder obtener el mejor ajuste por medio de mínimos

cuadrados (Fig. 1, inserto). La vida media <3e la actividad fue -

también calculada y se obtuvieron valores de 6.6 y 30 días en ra

ton y rata, respectivamente.



Fig. 1. Variación en la actividad de bEF-1, dependiente de la
edad posnatal, en fracciones de sulfato de amonio preparadas de
cerebros de ratón ( & ) y de rata {©). Los puntos representan la
media *_ E. S. para 4-6 experimentos independientes. Curvas teó-
ricas: y ^ ^ = 2,541 e-0.10458X. ^ = 3.372 e~0.02311X. I n s e r t o ¡
gráfica semilogarítmica de la actividad media en función de la
edad. La regresión lineal fue obtenida por el método de cuadra-
dos mínimos: YMrQ^^ 3.405 - 0,0454% (r = 0.9907); y = 3.528
0.01X (r = 0.9771). El último punto en cada grupo de flatos fue
excluido de los cálculos.



13.

Se ha observado que existen múltiples formas de eEF-1;

en cerebro dé ternera las hay entre 50,000 y más de 1 x 10 de

peso molecular (Moon, et al, 1973). Así también se ha observado

que durante el envejecimiento de un nemátodo (Bolla y Brot, ~ -

1975) y el desarrollo de Artemia salina {Slobin y Moller, 1975)

hay una disminución en la relación entre la forma pesada (eÉF-

1 ) y ligera {eEF-1 ) de la enzima. Con estos datos, se decidió

estudiar cambios semejantes en el cerebro de roedores. Se toma-

ron las fracciones de sulfato de amonio, con cantidades equiva-

lentes de proteína, de animales de diferentes edades y se frac-

cionaron en elgel de Sephadex G-200 y Sepharosa 4~B» Los perfî

les de elución están representados en la Fig. 2 y muestran que

las preparaciones de cerebro de rata contiene múltiples formas

de bEP-ls bEF~lrí, bEF-1. y variedades de formas intermedias - ~

(bEF~l ). La forma pesada estuvo presente en el cerebro joven -

pero prácticamente ausente en el cerebro adulto. Además,. lbEF-1

que está presente hasta el día 15, no se le .encontró en los días

alrededor del 30 (Fig. 2,B), mientras que bEF-1.. parece ser len-

ta y secuencialmente transformada a formas más pequeñas interme-

dias/ bEF-lT, que a los 90 días fueron eluidas en la posición de

bEF-lT joven (Fig. 2,D),
ij

F4ÍT á



Fig. 2. Variación de las formas de bEF-1 en relación a la edad.
Gráfica de perfiles de elución (N = 6) de la actividad de bEF~l
(0) y de cantidad de proteína (~) en preparaciones de sulfato de
amonio de rata {50 mg de proteína) obtenidas en los díaá posna-
tales 15 (A), 30 (B), 60 ÍC) y 90 (D) (ver Métodos). Alícuotas
de cada fracción (20 ul) fueron tomadas para las determinaciones
de la actividad del factor enüimStico y para contenido de proteí
na. bEF-lj¡ eluyó en las fracciones 17-23; una variedad de formas
bEF-lj en las 24-41; y bEF-lT en las 42-49.
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En preparaciones de cerebro de ratón (N = 5) los datos

fueron semejantes, aunque los patrones enzimáticos estuvieron

corridos hacia edades más tempranas. El patrón de la Fig. 2,B

apareció hacia el día 15. En ambos animales también la estabili-

dad del factor enzimático, medida por el rendimiento de las' fil-

traciones en gel e inactivación por temperatura de iguales frac-

ciones- de la columna, no mostró diferencias en las diferentes eda_

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

mente los obtenidos con rata.

Con el objeto de analizar si los cambios de la actividad

de bEF-1 con respecto a la edad podían ser explicados p!or efecto-

res enzimáticos, se midió el nivel de actividad de preparaciones

mixtas- Los resultados se muestran en la Fig. 3 donde una serie

de experimentos en los que la actividad de bEF-1 fue medida por

14unión de phe-tRNA C a ribosomas„ Se utilizó bEF-1 y bEF-1

para 15, 30, 60 y 90 días, respectivamente. Además de la disminu-

ción en las velocidades y. actividades totales que dependen de la

edad, se observó que las mezclas CL:1) de preparaciones de 15

días con 30, 60 y 90 días dieron resultados que son simples adi-

ciones aritméticas de los componentes. Resultados semejantes fue

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



Píg, 3. Actividad de enlace de phe-tRíík ele preparaciones de bEF-1,
obtenidas en diferentes edades, contra tiempo. La actividad» &n
los días posnatales 15 (•) , 30 (0), 60 (A) y 90 (& ) , de prepara
cíones de bEF-1 de rata fue probada sola (30 ug) y en las siguien_
tes mezclas con la. preparación del día 15 (15 ug: 15 ug} : día 30
(•) , día 60 (M)Y día 90 (m) • Las fracciones 17-23, á& la filtra
ciOn por ge!, fueron usadas para las preparaciones de los días 15
y 30; las fracciones 41-46 para los días 60 y 90.
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Cuando se utilizaron cantidades limitantes del sobrena-

dante pH 5 de rata de varios tejidos, incluyendo cerebro, se en

contró que la adición de EF-2 de hígado (1EF-2) en un sistema in

yitro no modificó la incorporación de aminoácidos, pero el resû L

tado fue positivo cuando se utilizó EF-1 de hígado (1EF-1) (Gir-

gis y Nicholls, 1972). Con estos-datos se investigó en este traba_

jo la capacidad de restaurar la baja actividad, gue se presenta

en el sistema in vitro de síntesis de proteínas de cerebro de ra-

tón adulto, por el aumento en la concentración de la misma enzima

de cerebro adulto bÉF-1. Para esto se estudió la incorporación de

aminoácidos en un sistema joven y adulto. En relación a la canti-

dad de la fracción sobrenadante pH 5, en la que se encuentran - -

bEF-1 y bEF-2. La Fig. 4 demuestra que los niveles de incorpora-

ción de aminoácidos obtenidos por la fracción sobrenadante pH 5

fuente de bEF~l y bEF-2 de cerebro adulto son menores que los ob-

tenidos por la fracción de cerebro joven, tanto en las condicio-

nes limitantes (menos de 5 ug) como en las de saturación (5-20

ug). Cantidades mayores de la fracción sobrenadante pH 5 produje

ron una inhibición de la incorporación en lugar de una estimula-

ción.
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Pig. 4. Efecto de los sobrenadantes pH 5 joven y viejo sobre la in_
corporación <3e phe~tRKA en material insoluble en TCA caliente. Di-
ferentes cantidades de sobrenadante pH 5 preparado de cerebros de
rata de días posnatales 15 («) o 90 (0) fueron añadidas a las mez-
clas de reacción mantenidas a un volumen constante. La polimeríza-1

ción fu© ensayada como se describió en Métodos.
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Si la diferencia entre las preparaciones jóvenes y adul-

tas no fue abolida por el aumento en concentración de la enísima

la eficiencia inherente de bEF-1 podría ser entonces la involu-

crada. Por consiguiente a un sistema de incorporación de amino-

ácidos de cerebro joven o de adulto se le agregaron preparacio-

nes de bEF-1 de cerebro joven y adulto, en condiciones de satura_

ción (10 ug). Cuando se añadió bEF-1,, joven al sistema de incor-
n

poración de aminoácidos de cerebro adulto, se pudo inducir una

actividad semejante a la observada en cerebro joven (Fig. 5).

Cuando se utilizó bEF-l_ se obtuvieron resultados semejantes.

Por el contrario adición de bEF~lTT de cerebro joven al sistema ~

joven o de bEF-1 adulto a los sistemas joven y adulto, no modifi

carón la actividad original..
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Fig. 5. Efecto áe la preparación joven de bEF-% sobre la incorpo-
ración de phe-tRNA. Diferentes cantidades de la preparación bEF~lE.¡,
obtenida de cerebros de rata de 15 días, fueron añadidas a los sis
temas de incorporación que contenían 10 ug de sobrenadante pH 5 del
día posnatal 15 (O) o 90 {©}.
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DISCUSIÓN

La participación de los factores de elongación en la re-

gulación a nivel de traducción fue propuesta por primera vez en

huevos de erizo después de la fertilización, donde se encontró

un aumento en la actividad de 2 veces (Castañeda, 1969), esto

fue corroborado más tarde por Felliceti et al. (1972). Usando un

diferente enfogue, Brandis y Raff (1978) han demostrado un aumen

to de 2-3 veces en la velocidad de traducción. En otros sistemas

eucariotes en donde hay un aumento de síntesis de proteínas tota

les, se ha observado que la actividad de eEF-1, pero no la de

eEF-2, presenta un Incremento semejante. En todos estos sistemas

eEF-1 parece ser un componente limitante en la velocidad (Wlllis

y Starr 1971; Girgis y Nicholls, 1972; Üíielsen et al., 1977;

Dusek y Hradec, 1978; Young y Nicholls, 1978).

Hay algunas evidencias de que la actividad de estos facto_

res se ve disminuida durante el envejecimiento de animales y bajo

condiciones artificiales ó patológicas: la actividad de eEF-1 dis_

minuye con la edad en un nemátodo (Bolla y Brot, 1975) y en híga-

do de ratas (de 2 a 24 meses de edad) ("Bolla ét al-, 1975); tam-

bién en células en cultivo deprivadas de suero, la actividad de

eEF-1 se ve disminuida, pero no la de eEF-2 {Hasell y Engelhardt,

1976); en animales en ayuno ambos factores son menos activos en
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el músculo, aunque eEF-2 no parece ser limitante (ver, Pain y

Clemens, 1973) ; y la actividad de ambos facores disminuye en -

hígado cirrótico (Gressner y Greiling, 1977). El cerebro de roe

dores fue escogido como un sistema en el cual la disminución de

la actividad de eEF-1 con respecto a la edad puede ser demostrada

bajo condiciones de crecimiento y diferenciación celular normal.

Los resultados reportados en este trabajo indican clara_

mente que la actividad de bEF-1, tanto de rata como de ratón, es_

tá en relación inversa a la edad: la actividad disminuye cuando

el cerebro madura. La magnitud de esta disminución es comparable

con la disminución de 2 a 5 veces encontrada por otros autores -

en sistema de síntesis de proteínas de cerebro utilizando sobre-

nadantes posmitocondriales (Yamagami et al., 1966; Johnson, 1968;

Lerner y Johnson, 1970; Gilbert y-Johnson, 1972; Gllbert, 1980)

y con la mostrada en la Figo 4O La disminución de la actividad -

de bEF-1 con respecto al tiempo y el cambio de las formas pesadas

a la forma ligera (Figso 1 y 2 respectivamente) coinciden con la

disminución de la síntesis de proteínas en el ratón (Gilbert y

Johnson, 1974) y rata (Yamagami et al, 1966). Existe entonces,

una correlación temporal entre las velocidades de síntesis de pr<D

teínas medidas in. vivo e in_ vitro,y la actividad y predominancia

de algunas de las formas de bEF-1.
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La diferencia que se ha encontrado con respecto a la ci-

nética cambio de la forma pesada a la forraa ligera en estos roe-

dores podría explicar el hecho de que Bolla et al. (1975) única-

mente hayan encontrado la forma ligera encerebro de rata adulta

y dos formas, pesada y ligera, en el cerebro de ratón cuya edad

no fue especificada» El resultado más importante de este trabajo

es haber encontrado que bEF-1 joven es capaz de producir un au-

mento en la incorporación de aminoácidos de cerebro en el siste_

ma de cerebro adulto que a su vez no responde a bEF-1 de adulto

(Fig. 5). Podemos pues concluir que dependiendo del sistema, -

bEF-rl puede funcionar como un factor limitante en la síntesis -

de proteínas.

Aunque la actividad de factores de elongación de cerebro,

en relación al decremento de síntesis de proteínas, ha sido pre-

viamente estudiada, su relación directa no fue explorada. Chou -

et al. (1971) utilizaron bEF-1 joven para demostrar que los ribo

somas de cerebros joven y viejo son equivalente en su unión a -

phe-tRNA. Gilbert y Johnson (1972) demostraron que su ensayo de

polimerización de aminoácidos fue dependiente de la translocación

de peptidil-tRNA por inhibición de bEF-2. Por último, el papel di_

recto de bEF-1 en la disminución de proteínas con respecto a la -

edad fue descartado por la observación de que factores asociados
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con ribosomas de hígado de rata estimularon la unión de phe-tRNA

en presencia de concentraciones saturantes de sobrenadante posmî

tocondrial de cerebro, utilizado como fuente de factores-.de1 elon_

gación; aunque no se especificó la edad del cerebro del que fue .

obtenido el sobrenadante .(Gilberto y. Johnson,. 1973).

Esta última interpretación podría ser aplicada a los re- "

sultados obtenidos aquí (Figs. 4 y 5) pero solo cuando los datos

de los' sistemas joven y adulto son analizados independientemente.

La'incorporación de aminoácidos no pudo ser aumentada en cual-

quiera de los dos sistemas por la adición de su fracción sobrena_

dante, pH 5, o.preparaciones de EF-1 homologas más allá de cier-

tas cantidades (concentración a saturación). Por lo tanto, si los

factores de elongación de hígado y cerebro fueran equivalentes -

en su eficiencia, bEF-1 no estaría involucrado en el aumento ob-

tenido por Gilbert y Johnson (1973). Sin embargo, hay dos evideri

cias experiméntales que contradicen este punto. Clovet et al. -

(1966) probaron la actividad de sobrenadantes de 100,000 x g_, so

brenadantes pH 5 y preparaciones de EF-1 de cerebro é hígado de

ratas (150-200 g). Ellos encontraron que las preparaciones de hí_

gado son más activas que las de cerebro (basadas en el contenido

de proteínas), mientras que las enzimas pH 5 y eEF~2 fueron igual̂

mente activas. Ademásf Girgis y Wicholls (1972) encontraron que

la incorporación de phe~tRNA utilizando sobrenadante, pH 5, prepa
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radas de cerebro y riñon de ratas, de edad no especificada, fue

menor que la obtenida por sobrenadante pH 5, de hígado; la acti_

vidad de incorporación pudo ser aumentada al nivel que presenta

el hígado añadiendo preparaciones de EF-1, de hígado pero no de

EF-2. Sin embargo, estos experimentos fueron realisados bajo -

condiciones de no saturación-

•Los experimentos realizados en este trabajo fueron he-

chos en condiciones de'saturación,• como lo muestra- el dato que

las preparaciones de cerebro joven y de adulto no pudieron au-

mentar la actividad del sistema homólogo (Fig. 5). El aumento

de incorporación obtenido en el sistema adulto, saturado con -

sus propios factores, cuando se le adiciona cEF-1 joven indica

que los factores EF-1 de cerebro joven y adulto son cualitati-

vamente diferentes. Esta.conclusión se ve reforzada por los re-

sultados de la Fig. 3 en donde el aumento en incorporación mues_

tra que no se detectan efectores ensiimáticos difusibles. La apa_

rente desaparición de la forma joven de bEF-l_ (Fig. 2,B) es de

lo más interesante a este respecto. Las posibles causas de las

diferencias entre bEF-1 joven y adulto ameritan la continuación

del trabajo.

El patrón de la disminución de la actividad de bEF~l en

rata es muy semejante al del1ratón, pero difiere en la velocidad
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de decaimiento; la velocidad mostró una vida media de 30 y

6.6 días respectivamente, con una relación logarítmica de 1.8.

Esta figura cae dentro del rango (1.75-1.8) obtenido cuando se

forman los valores promedios del tiempo de vida y de madurez -

sexuala 3.5 y 2 años y 7 y 3.75 semanas para rata y ratón res-

pectivamente (The UFAW Handbook on the Care and Management of

Laboratory Animáis, 1972).. Esta semejanza en la relación sugie-

re que. los procesos involucrados en la disminución de la acti—

VÍdad da bEF~l es análogo en ambos animales. La medida con la -

cual, esta correspondencia de índices estuviera más relacionada

Cdesde el punto de vista de síntesis de macrornoléculas) al de-

sarrollo de cerebro o a su envejecimiento es muy interesante -

pero hasta el momento desconocida. Los múltiples componentes in-

volucradso en el proceso de envejecimiento son poco conocidos y

el problema en cerebro es todavía mayor pot la heterogeneidad

celular y por las diferencias en la velocidad de desarrollo que

presentan las diferentes regiones cerebrales. En general, una -

vez que las células posmitóticas expresan sus funciones diferen-

ciadasf los signos, de. envejecimiento comienzan a aparecer.

La maduración del sistema nerviosos central en el ratón

y en la rata toma lugar he tere-crónicamente durante el periodo -

posnatal temprano y posiblemente exista una sobreposición en —

tiempo de ciertos procesos de desarrollo con otros de maduración
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y envejecimiento..Sin embargo, es importante recordar aquí que,

además de las varias deficiencias progresivas que acompañan al

envejecimiento, la actividad de eEF-1 se ha encontrado disminui-

da en este proceso y en otros de degeneración, como fue ya men-

cionado previamente.
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