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ABREVIATURAS EMPLEADAS EN ESTE TRABAJO 
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INTRODUCCION 

La ferritina es una proteína café-rojiza, que se - 
encuentra ampliamente distribuida en los reinos vegetal y -
animal. Contiene cantidades variables de hierro, que pueden 
equivaler hasta un 25% del peso seco de proteína ( 1 , ). 

Vista al microscopio electrénico parece una cápsu-
la, integrada por 24 subunidades idénticas de 1B500 daltons-
de peso molecular, que encierra un núcleo denso a los elec—
trones de un complejo coloidal de hidroxifosfato férrico cu- 
ya composición probable es (Fe0OH) 	(Fe0 P0

3
H
2
) ( 2 ).  

La ferritina tiene un papel muy importante en el 
metabolismo del hierros  En los mamíferos, desempeña dos fun 
clanes principales: 

i.- Es un almacén intracelular temporal de hierro, 
en el que se deposita el exceso de dicho metal, que poste---
riormente es movilizado segun las exigencias del organismo. 

2 
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Existe un equilibrio dinámico entre el hierro de la ferriti-
na y el fierro del plasma, que es transportado por la trans-
ferrina. 

ii.- La ferritina es importante en la destoxifica-
ción del hierro libre, cuya presencia en el organismo es mor 
tal. Esta función es posiblemente una de las razones que ha 
determinado su supervivencia a través de la evolución con --
muy pocos cambios estructurales. 

Aparentemente, el nivel del hierro en el medio de-
termina la cantidad de ferritina producida por la célula ani 
mal ( 2 ). Se ha visto que la administración aguda de hie--
rro a diferentes organismos, induce la síntesis de la ferri-
tina. (3, 4, 5). 

Este fenómeno singular ha sido motivo de estudio -
de gran número de investigadores, en su preocupación por es-
tablecer un posible modelo general de regulación de la s/nte 
sis de proteínas en los eucariotes. 

El mecanismo de estimulación de la síntesis de la-
ferritina aún no se conoce. La evidencia actual concernien 
te a su síntesis y regulación, puede resumirse en los 
guientes puntos 

• 
	 r.- La ferritiná se sintetiza en los polirriboso,- 
mas ]_ibres. ( 6  )* 

El hierro estimula la síntesis de novo de la-
parte protelnica de la molécula (apnferritina). ( 7 ). 

El efecto estimulante del hierro desaparece- 
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totalmente en presencia de la cicloheximida, un potente inhi 
bidor de la síntesis de proteínas. (4, 8). 

iv. El fenómeno de inducción no desaparece en 
presencia de la actinomicina D, administrada a una concentra 
ción de 1.5 ug/g de tejido, dosis que inhibe la transcrip—
ción en un 80%. ( 3 ), 

La respuesta de la ferritina al estimulo con hie--
rro no se altera en presencia de la actinomicina O y de he--
cho, la realza ( 4 ), por lo que se puede sospechar que la -
regulación de la síntesis es post-transcripcional. 

Los parámetros sujetos a una posible regulación - 
son: 

i. •Velocidad de transporte del ARN-m del nócleo -
al citoplasma. 

ii. Velocidad de iniciación. 

iii. Velocidad de elongación. 

Velocidad de terminación o liberación de 
los plptidos. 

Estudios por computadora han revelado que cuando-
el nivel de regulación es el de la traducción, el parámetro 
más factible de ser regulado es el de la velocidad de ini—
ciación ( 9 ). La evidencia experimental apoya la hipóte—
sis, aunque algunos sistemas, como el de la tirosina-amino-
transferasa ( 10 ), son regulados a nivel de la termina-- 

Rodriguez y Huberman ( 11 ) han observado la in-- 



5 

duccián de la síntesis de la ferritina en el hígado de ratas 
hembras como respuesta a la administración de 50 mg de hie--
rro (hierro-dextran) por'vía intraperitoneal. Piensan que - 
el nivel de•regulacián de la sInteáis,es el de la inicia7---
cián, y han postulado varios mecanismos de estimulacián.posi 
bles: 

i. El ARN-m de la ferritina está bloqueada por. -. 
una molécula, posiblemente de natüraleza protelnica, que.im-
pide la formación deI - complejo de inipiacián. La.funcián 
del hierro es desprender dicha molécula, en forma direotaa7  
indirecta, quedando el ARN-M-,libre para continuar en, el pro 
ceso de síntesis. 

iiEn presencia del hierro, alguno de .los facto-
res de_iniciacián.bufren Una alteración.tal qué aceleran la-
formación del compléjo de iniciación Can el mensajero dé la-
ferritina, estimulando su Síntesis. 

Partiendo de lá hipótesis que la síntesis .de 
le apoferritina del hígado déla rata se inicia con N-abetil 
cerina, (secuencia terminal que ya ha sido identificada por-
Barahona y Huberman.( 12 ) y Huberman et al. ( 13 ), se pue-
de pensar én la partibipaci6-1 delN-abetil-serii-ARN-t come,: 
un ARN-t iniciador en la regulación de la síntesis de la fe-
rritina; Esta entidad ha sido identificada en el hígado 
la rata en regeneracián ( 14 ) y en el hígado de la rata es7  
tdmulada con hierro ( 15'). 

Es posible que el hierro induce un incremento en 
el nivel del N-acetil-Seril-ARN-La traves de la induccián 
de una transacetilása-especifica para la acetilacián de una-
de las cuatro especies de ARN-t de cerina, presentes en el - 
hígado de la rata ( 161. 



6 

También puede ser que el hierro modifica a una da-
las especies de ARN-t de serina, quizas a traves de la esti-
mulación de una metilasa específica ( 17 ), transformación - 
que permite su posterior acetilación y participación en la -
iniciación de la síntesis de la ferritina. 

En base a un posible cambio en el ARN-t de cerina, 
paralelo a la estimulación de la síntesis de la ferritina en 
presencia del hierro, se estableció la metodología descrita-
en este trabajo. 

Los objetivos metodológicos fueron: 

Establecer un método de aislamiento a gran es-
cala de ARN-t de hígado de rata normal y de hígado de rata 
estimuladacon'hierro, (5e define. un animal estimulado con-
hierro. como aquel al que se le administran 50 mg de hierro -
por vía intraperitoneal). 

ii, Conocer las condiciones .:óptimas de aminoani 
4
la 

1 - 
ojón de las14 

 
preparaciones crudas de ARNt con L-leucina- C-' 

.y L-serina- C. 

iii, Hallar un método cromatográfico adecUado 
.ra la purificación y el fraccionamiento del ARN-t de serina. 

Las técnicas reportadas en la literatura para el --
aislamiento a gran escala de ARN-t de bacteria (16, 19) y de 
levadura (20, 21), no han sido satisfactorias para la prepa-
ración de ARN-t de mamífero ( 22 ). Por ello ha sido necesa 
ria la modificación de los métodos tradicionales con el fin-
de obtener grandes cantidades de ARN-t de mamífero de lotes-
de tejido del orden de kilogramos (23, 24, 25). 
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Con estas técnicas se elimina uno de los principa—
les obstáculos en el progreso de las investigaciones respec—
to a la naturaleza físico—química y a las funciones biológi—
cas de los ARN—t de mamífero, restringidos hasta la fecha ca 
si exclusivamente a microorganismos. 

Uno de los escasos estudios sobre la estructura de 
un ARN—t de un organismo superior, es el trabajo de Staehe--
lin (26) en el que reporta la secuencia de los nucleótidos —
de un ARN—t de serina de hígado de rata. 

Existen varias técnicas cromatográficas que han en 
contrado gran aplicación en la purificación y en el fraccio—
namiento de los ARN—t. 

La primera técnica empleada en el fraccionamiento—
del ARN—t, fue la de la distribución a contracorriente (27)—
Esta se basa en la separación de las diferentes especies de—
ARN—t en dos fases líquidas, una acuosa y otra orgánica. 

Aprovechando las propiedades hidrofóbicas del ARN—
t, se ha tenido buen éxito en el fraccionamiento de las dife 
rentes especies en columna de albúmina metilada adsorbida a—
kieselguhr (MAK) (28), técnica que ha mostrado un alto poder 
de resolución (29). El método ha sido mejorado, adsorbiendo—
la albúmina metilada a un soporte de ácido silícico (MASA) —
(30), incrementando con ello la capacidad del sistema. 

La cromatografla de partición también ha sido am—
pliamente utilizada en el fraccionamiento del ARN—t (31). El 
uso combinado de estas técnicas ha permitido aislar especies 
de ARN—t con alto grado de pureza (32, 33). 

Las dos técnicas diseñadas ex—profeso para la puri 
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fieación y el fraccionamiento de los ARN-t han sido la croma 
tografla en fase reversa y la cromatógrafía en 8D-celulosa. 

En la cromatografía en fase reversa hay dos campo-
nentes (34). Un compuesto orgánico inmiscible en agua está -
presente como una película sobre un soporte inerte (tierra -
de infusorios o dimetildicloro-silano, Chromosorb W) y una 
solución acuosa que al pasar a través de la columna, desarro 
lla el cromatograma. 

La esterificación de los grupos hidroxilo de la 
DEAE-celulosa con grupos benzoilo, da un producto, la 8D-ce-
lulosa, con propiedades de intercambiador aniónico que tiene 
una afinidad incrementada por grupos hidrofilicos, en espe—
cial por grupos aromáticos. Es por ello que la BD-celulosa -
constituye un medio cromatográfico muy útil en la purifica—
ción y en el fraccionamiento de los ARN-t. (35) 

La aminoacilación del ARN-t es catalizada por las-
enzimas conocidas como aminoacil-ARN-t-sintetasas. 

La acilación de preparaciones crudas de ARN-t con-
diferentes aminoácidos se realiza generalmente con prepara-
ciones, también crudas, de las enzimas citadas anteriormente. 

El conjunto de todas las aminoacil-ARN-t-sinteta--
sas se aisla usualmente por precipitación a pH 5. El ARW-t 
endógeno de las preparaciones, que también precipita a este-
pH, se separa mediante un tratamiento con DEAE-celulosa (36) 
o por cromatografía en Sephadez 6100 (37). Este peso es nace 
serio con el fin de evitar cuantificaciones erróneas del pro 
dueto de la reacción. Otra técnica para el aislamiento de — 
las sintetasas involucra la purificación del sobrenadante — 
post-ribosomal en una columna de DEAE-celulosa microgranular. 
(38). Las enzimas se fijan en la columna en presencia de una 
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solución amortiguadora de fosfatos 0.01M, a pH 7.5. Después-
de varios lavados son desprendidas con una solución del mis-
mo amortiguador, pero a pH 6.5 . Esta técnica ha sido em-
pleada por Pearson et al. (39) en el aislamiento a gran asea 
la de la aminoacil-ARN-t-sintetasas. 

Otras técnicas de aislamiento involucran la preci- 
pitación fraccionada con (NH ) SO (40), la ultra-centrifuga 4 2 4 
ción (44) y la cromatografla por afinidad (42). 

Independientemente del método empleado para el ais 
lamiento de las aminoacil-ARN-t-sintetasas, es importante -
asegurar la ausencia en dichas preparaciones, de nucleasas y 
otras enzimas, que pudieran ejercer un efecto inhibitorio so 
bre la aminoacilación. 

Las condiciones de reacción de la aminoacilación —
requieren de una cuidadosa optimización, para asegurar el má 
ximo rendimiento del aminoacil-ARN-t que se desea obtener. -
En condiciones de reacción subóptimas, es posible que ocurra 
una aminoacilación parcial o selectiva de uno o más isoacep-
toros de ARN-t (43, 44). 

El peligro de una baja incorporación del aminoáci-
do al ARN-t correspondiente, se ve incrementada cuando les -
integrantes del sistema de aminoacilación son preparaciones-
crudas de las aminoacil-ARN-t-sintetasas y del ARN-t. 

Las condiciones óptimas varían para cada sistema.-
Hasta la fecha no se sabe la relación que guardan las condi-
ciones establecidas como óptimas para los ensayos in vitro -
con las condiciones existentes in vivo. 

En las pruebas de optimización debe prestarse aspe 
cial interés en el establecimiento de las concentraciones áp 
timas absolutas del Mg y del ATP, así como a la relación - 
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Mg
+2
/ATP. Las dos reacciones que constituyen la aminoacila-

ció muestran una sensibilidad individual a la relación - - 
Mg

-1-¿
/ATP. Por ejemplo, la relación que resultó ser óptima pa 

ra la reacción de aminoacilación con la treonil-ARN-t-sinte-
tasa, dió lugar a un SO% de inhibición de la reacción de es-
terificaeión (99). 

Otro factor importante en la aminoacilación, es la 
selección adecuada del amortiguador. Ciertas bases producen-
marcadas inhibiciones (45). 

Una vez establecida la metodología, se procedió a-
establecer si las preparaciones crudas de ARN-t aisladas de-
hígado de rata estimulada con hierro, mostraban o no cambio-
en el nivel neto de ARN-t de serina en relación a su nivel -
en las preparaciones aisladas de hígado de rata normal. 

Un incremento en la concentración neta del ARN-t -
de serina en el hígado de la rata estimulada con hierro, en-
relación a la concentración neta en el hígado de la rata nor 
mal, implicaría una regulación a nivel transcripcional. Ello 
no se opondría al efecto de la actinomicina D observada por-
varios autores (3,4,8), puesto que se sabe (46) que los nive 
les de actinomicina D necesarios para inhibir la síntesis -
del ARN-t son mucho mayores a 1.6 ug/g. 

El hierro podría estar liberando un factor regula-
dor en el genoma, permitiéndose con ello la transcripción 
acelerada de una o más de las especies de ARN-t de serina. -
En base a la hipótesis de la iniciación de la síntesis de la 
ferritina con N-acetil-seril-ARN-t, podría sospecharas un in 
cremento específico en el nivel de esta especie de ARN-t de-
serina acetilable, 

Se montó una técnica cromatográfica en BO-celulosa, 
que en el futuro permitirá hacer una determinación fina de - 
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los niveles de cada una de las especies de ARN—t de serina —
provenientes de un sistema estimulado y compararlos con los—
de un sistema normal. 



II 

MATERIALES Y METODOS 

1. ANIMALES. 

Se usan ratas albinas de la cepa Wistar, criadas - 
en el bioterio del Instituto Nacional de la Nutrición. 

El ARN-t es aislado de hígados de ratas hembras -
normales y de hígados de ratas hembras estimuladas con hie-
rro, con pesos entre 190 y 220 gramos (aprox. 2 meses de - -
edad). La estimulación se produce por una inyección intrape-
ritoneal única de 50 mg. de hiero (Hi-Dex, complejo hierro--
dextran hidrogenado, solución inyectable, 100 mg. de hierro-
elemental/mil; Mead Johnson de México). Antes de la adminis—
tración del hierro, debe mantenerse a los animales en ayuno-
por espacia de 14 horas, sin suprimirles el agua. Durante 
las 4 horas de la estimulación, las ratas son alimentadas 
"ad libitum!; al cabo de este lapso, son sacrificadas y sus- 
hígados son procesados como se indica más adelante. 
• Véase le note el final del capítulo. 

12 
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La fracción pH 5.0 se aísla de hígados de ratas ma 
cho normales, de 100 a 150 gramos de peso (aprox. 1 mes de -
edad), 

2.- REACTIVOS. 

Todos los reactives empleados se obtienen de fuen-
tes comerciales y del mejor grado de pureza existente. 

Para las aminoacilaciones se usan L-aminoácidos-
14C uniformemente marcados, de la New England Nuclear Corpo-
ratión: 

NEC 279 L-leucina-
14
C, 	lote: 605-025, 	260 mC/mmola 

IP 	 TI 

	

605-157, 	262 
II 	II 	 II 	 IT 	 TI 

	

605-271, 	306 
II 	 IT 	 IT 	 TI 

	

639-165, 	260 

NEC 286 L-serina-
14 

 C, 	lote: 605-087, 	128 mC/mmola 
II 	Ir 	 Ir 	 rI 

	

539-083, 	115.5 	" 

NEC 291 L-valina-
14
C, 	lote: 272-38A-15, 208.5 mC/mmola 

MEC 280 L-lisina-
14
C, 	lote: 605-225, 	260 mC/mmola 

NEC 284 L-fenilalanina- 
4
C, lote: 459-242, 	370 mC/mmola 

3. TECNICAS DE AISLAMIENTO DE ARN-t• DE HILADO DE RATA NOR-
MAL Y DE HIGADD DE RATA ESTIMULADA CON. HIERRO. 

METODO  

Este método está basado en el diseño por Sein et 
al. (47), 
ber (48). 
zación de 
altos que 

que a su vez es una modificación del de Brunngra- • -
El aislamiento del ARM-t partiendo de la homogenei 
los tejidos enteros con fenol, da rendimientos más 
cuando se desproteiniza la fracción pH. 5 o el so- 
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brenadante de la centrifugación a 105000 x g de homogenados-
de los tejidos. 

Esta técnica de aislamiento de ARN-t involucra ex-
tracciones fen6licas, una precipitación fraccionada con iso-
propanol y un paso cromatográfico en una columna de DEAE-ce-
lulosa. 

Todas las operaciones deben realizarse a a°, a me-
nos de que se indique lo contrario. 

PRIMERA FASE. Se sacrificaron 20 ratas por golpe -
en la cabeza, seguido de la decapitación. Extraer los híga—
dos y colocarlos en un volumen conocido de la solución amor-
tiguadora usada para la homogeneización, la cual contiene -
NaCl IM y EDTA 5 mM en Tris-HCla (Trizma base, Sigma) 0.iM,-
pH 7.5. Pesar los hígados y ajustar el volumen de la solu- -
ojón amortiguadora a 1.5 vol. 

Se homogeneiza esta mezcla durante algunos segun--
dos. Añadir 1.5 vol de fenol destilado y saturado con agua-
al 80%, conteniendo 0. 1% de 8-hidroxiquinolelna. La mezcla -
se homogeneiza durante 90 segundo más. 

Centrifugar el homogeneizado durante 15 minutos a-
15000 x g. La fase acuosa se reextrae con un volumen igual -
de fenol agitando la mezcla vigorosamente durante 15 minutos. 
Se repiten las operaciones anteriores desproteinizando ahora 
por sólo 5 minutos. La fase acuosa obtenida después de la --
centrifugación, es precipitada con tres volúmenes de etanol-
al 95%. Dejar reposar a -20° durante toda la noche (mínimo-
de 3 horas.) 

SEGUNDA FASE. El precipitado se colecta por can--
trifugación a 8000 x g durante 5 minutos. Se disuelve en ace 
tato de sodio 0.3M, pH. 7,0, en una relación de aml/g de hí-
gado. Esta resuspensión es lenta y requiere el uso de un ho- 
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mogenizador non émbolo flojo. 

Añadir lentamente a esta solución 0.54 vol de iso-
propanol, agitando constantemente. Esta adición se hace a -
temperatura ambiente. Para esta operación, 1 vol se define 
como el volumen total de acetato de sodio 0.3M, pH 7.0, usa-
do en la disolución del precipitado anterior. 

Centrifugar la mezcla a 6000 x g durante 5 minutos. 
Descartar el precipitado. Añadir 0.44 vol de isopropanol al-
sobrenadante para tener una concentración final de isopropa-
nol de 0.98 vol. Dejar reposar la mezcla a -20° durante to-
da la noche. 

El precipitado, ARN-t con algunas impurezas, se - 
centrifuga, lava y disuelve en el menor volumen posible de--
agua desionizada. 

TERCERA FASE. El ARN-t es cromatografiado en una 
columna de DEAE-celulosa (Cellex D, Bie-Red Laboratorios]. 

Preparación de la DEAE-celulosa. Se pesan 15g de 
DEAE-celulosa y se resuspenden en 500 ml. de Na01-1 lN. Des-
pues de sedimentadas las partículas más gruesas, se decanta-
el líquido superior y se añaden 500 ml. más de NaOH 1N. Se -
repite esta operación dos veces más, pero ahora non HCl 1N.-
Lavar la celulosa varias veces con agua y equilibrarla final 
mente non la solución amortiguadora Tris-HC1 0.1M, pH 7.5 -
(49). 

Características de la columna de DEAF-celulosa.Ver 
tir la DEAE-celulosa equilibrada en un tubo de vidrio de di-
mensiones 26 x 2 cm. hasta que la celulosa empacada tenga -
una altura de 20 cm. Equilibrar la columna hasta que el flu-
jo del eluyente sea constante y del orden de 30 ml/hr. Coleo 
tar fracciones de 2 ml. 
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Cromatografía en DEAE-celulosa.E1 total del ARN-t-
aislado del hígado de 20 ratas (60-B0 mg), disuelto en 2.5m1 
de agua desionizada, es aplicada a la columna de DEAE-celulo 
ea. La columna se lava con 100 ml de solución amortiguadora-
de Tris-HCl 0.1M, pH 7.5, seguidos de 100 ml. de la misma SO 

lución amortiguadora conteniendo NEM 1M. Esta concentra-
ción de sal desprende al ARNt de le DEAE-celulosa. 

La densidad óptica de la muestra elóida, se regis-
tra a 260 nm. Se toman alicuotas de 5 ó 50 ul de las fraccio 
nes eluldas. Se aforan con lml de agua desionizada. Su absor 
bencia se mide a 260 nm. Las fracciones con una densidad óp-
tica mayor a 0.05, son reunidas y precipitadas con 3 vol de-
etanol al 96%. Se deja reposar la mezcla durante toda la no-
che a-20°, (Fig. 1-) 

Recuperar el precipitado por centriFugación y re—
suspenderlo en el menor volumen de agua desionizada. Diali-
zar la solución contra agua durante un mínimo de 3 horas. La 
preparación se reparte en pequeñas fracciones y se almacena-
a -20u. 

La pureza de le preparación se determina por croma 
tografla en columna de Sephadex 6100, técnica que se descri-
be más adelante. 

METODO B. 

Este método está basado en el de Delihas y Staehe-
lin (50), según la modificación hecha por Fink et al, (51). 

La técnica se Fundamenta en el aislamiento del --
ARN-t a través de los siguientes pasos de purificación: ex--
tracción con fenol, resuspensión selectiva en NeC1 1M y pro-
motografla en Sephadex 6100. 
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FIG. 1. CROMATDCRAFIA DE ARN-t EN COLUMNA DE DEAE-CELULDSA. A una columna 

de 2U x 2 cm. se aplicaran: A. 78 mg de ARN-t de hígado de rata cermal: -
B. 61 mg de ARN-t de hígado de rata estimulada can hierra. Amhos fueron - 

°luidos con: a, Tris-HC1 D.1M, pH 7.5; y b. Tris-lid U.1M pR 7.5, NnG1 

Las demás condiciones de la cromatograFía se especifican en rl tent:. 
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Deben realizarse las operaciones a 4°, a menos de-
que se indique lo contrario. 

PRIMERA FASE. Se sacrifican 20 ratas por golpe en-
la cabeza y decapitación. Se extraen los hígados y se colo--
can en un volumen conocido de la solución amortiguadora - -
Tris-HCl 0.01M, pH 7.0, con sacarosa 0.3M y 0.04% de bentoni 
ta, preparada según el método de Fraenkel-Conrat (52), el -
cual se describirá posteriormente. 

Pesar los hígados y ajustar el volumen de la solu-
ción amortiguadora a 2. Homogeneizar la mezcla durante algu-
nos segundos en una licuadora Waring. Añadir 2 vol de fenol-
destilado y saturado con agua conteniendo 0.1% de 8-hidroxi-
quinolelna. Homogeneizar por 2 minutos más a la velocidad má 
xima. 

Agitar vigorosamente el homogeneizado a temperatu-
ra ambiente durante 1 hora; centrifugar a 13000 x g durante-
25 minutos. La fase acuosa se reextrae tres veces con í vol-
de fenol saturado con agua, más 0.1% de 8-hidroxiquinoleina-
y 0.1% de dodecil - sulfato de sodio, agitando vigorosamente 
una vez durante 1 hora y dos veces durante 2 hora. 

La fase acuosa obtenida se precipita con 0.1 vol -
de acetato de sodio 2M, pH 5.0 y 2 vol de etanol al 96%. La-
mezcla se deja reposar a -20°, durante 4 horas o más. 

SEGUNDA FASE. El precipitado se recupera por can--
trifugación a 13000 x g por 30 minutos. Se resuspende en --
NaC1 1M en una relación de 40 m1/100g de hígado. La mezcla -
se agita suavemente durante 8 horas. 

TERCERA FASE. El material insoluble, principalmen-
te ARN-t, se elimina por centrifugación a 13000 x g durante-
30 minutos. El material soluble en el NaG1 1M, se precipita-
con 2 vol de etanol al 96%. La mezcla se deja reposar a -20° 
durante un mínimo de 3 horas. 
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CUARTA FASE. El precipitado se recupera centrifu—
gando 30 minutos a 13000 x g. El ARN-t de dicho precipitado-
es separado de las impurezas que junto con él se resuspenden 
en el NaC1 1M, por cromatcgrafia en Sephadex 3100.. 

EL ARN-t puro se resuspende en el menor volumen de 
agua desionizada y se dializa contra esta misma. Finalmente-
se almacena la preparación en pequeñas fracciones a -20°. 

METODO C.  

Basado en la técnica de Rogg et al. (23). 

En este método, el aislamiento del ARN-t se logra-
a través de las siguientes etapas de purificación: extrae- - 
ción fenálica, cromatografía en DEAE-celulosa microgranular-
y precipitación fraccionada con isopropanol. 

PRIMERA FASE. En esta fase las operaciones se rea-
lizan a temperatura ambiente. 

Se sacrifican de 65 a 70 ratas (en lotes de 20 en-
20). Se obtienen aproximadamente 500 g de hígado. Colocar -
el tejido en un volumen conocido de la solución amortiguado-
ra de Tris-HC1 0.1M, pH '7.0 con 0.04 de bentonita. Homogenei 
zar los hígados durante 30 segundos en la misma solución lle 
vada a 1.5 vol, añadiendo 0.45 vol de sacarosa 1M. Agregar -
1„5 vol de una mezcla fenol- agua (73:27, v/v), con D.1% de-
8-hidroxiquinoleína. Homogeneizar la mezcla por 2 minutos --
más a la velocidad máxima, 

El homogeneizado se transfiere a un frasco con ta-
pón esmerilado y se agita vigorosamente durante .1 hora. Cen-
trifugar a 2000 x g por una hora. Precipitar el sobrenadante 
con 0,1 vol de acetato de potasio 2M, pH 5.0 y 2 vol de eta-
nol al 96%. 

Dejar reposar durante toda la noche a 4°. 
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SEGUNDA FASE. Se elimina el mayor volumen posible-
de sobrenadante por suceión. Recuperar el precipitado por 
centrifugaciin a 3000 x g y a 4°, temperatura a la cual se 
deben realizar los demás pasos de la purificación, a menos 
de que se indique lo contrario. El precipitado se lava 3 ve-
ces con etanol al 96% y 3 con éter. 

El residuo se seca al vacío y se disuelve en 0.6 -
vol de acetato de potasio 0.1m, pH 5.0 (medida tomada en re-
lación al peso total de hígados). Este proceso lleva toda -
una noche. 

TERCERA FASE. El material insoluble se elimina por 
centrifugación a 12000 x g durante 30 minutos y a 0°. El so-
brenadante se purifica con DEAE-celulosa microgranular(DE-52, 
Whatman). 

Preparación de la DEAE-celulosa microgranular. La-
DEAE-celulosa microgranular es una celulosa prehinchada que-
como único tratamiento, debe ser equilibrada en una solucidn 
amortiguadora 10x más concentrada que la solución amortigua-
dora empleada en la cromatografla. 

Así, pues, se equilibró la DEAE-celulosa en una so 
lución de acetato de potasio 1M, pH 5.0. Después se la aqui 
libró en esta solución 10x más diluida, para su empleo en la 
purificación del sobrenadante de la centrifugación a 12000xg, 
anterior. 

Purificación con DEAE-celulosa microgranular. El-
sobrenadante obtenido de le centrifugación a 12000xg, se mez 
ala con lOg de DEAE-celulosa por cada 100 g de hígado. Agi-
tar la mezcla durante 1 hora. 

Recuperar el adsorbente por centrifugación y lavar 
lo con acetato de potasio 0.1M, pH 5,0, hasta que el eluyen-
te salga claro. Repetir el proceso con acetato de potasio -- 
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0.1M, pH 5.0 más NaCl 0.3M. 

Finalmente, el ARN-t y las impurezas que lo acornee 
Han se desprenden de la celulosa con Na01 1M, disuelto en el 
amortiguador ya mencionado. Se repite esta operación tantas-
veces sea necesario, hasta que la absorbencia del eluyente -
a 250 nm sea menor de 0.5. 

Se combinan los eluyentes obtenidos en presencia 
del Nen lM y se precipitan con 2 vol de etanol al 96%. Se -
deja reposar la mezcla durante toda la noche. 

CUARTA FASEa El precipitado se recupera por centri 
fugación Se lava tres veces con etanol al 96% y tres con 
éter. Fl residuo se seca con una corriente de N2, se pesa y 

se disuelve a temperatura ambiente en 50- ml de acetato de so 

dio 0.3M, pH 7.0 por gramo de polvo seco. 

A esta solución se adicionan 0.54 vol de ispropa-

nol. El precipitado se elimina por centrifugación. Adicionar 
0.44 vol de isopropanol y dejar precipitando durante toda la 

noche a 4°. 

QUINTA FASE,. F1 precipitado se recupera por 
trifugación. Lavarlo 3 veces con etanol y 3 con éter. 

Finalmente se seca con una corriente de N
2 

y se re 
suspende en el menor volumen posible de agua desionizada. La 
solución se fracciona y almacena a -20°. 

La pureza de las preparaciones de ARN-t se determi 
na por cromatografi'a en Sephadex 6I00. 

4, METODDS PARA LA PREPARACION Y CARACTERIZACIDN DE LA FRAC-
CION pH 6.0 DE HIGADO DE RATA. 

La fracción pH 5.0 es la fuente de las aminoacil - 
ARN-t-sintetasas, empleadas en forma cruda para catolizar - 
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las reacciones de amincacilación realizadas en el curso de -
este trabajo. 

A. PREPARACION DE LA FRACCION pH 5.0  

Sacrificar 6 ratas jóvenes por golpe en la cabeza, 
seguido de la decapitación. Extraer los hígados y colocarlos 
inmediatamente en un baño de hielo. Todos los pasos subse- -
cuentes deben realizarse a 40. 

So pesan los hígados, se pican y se homogeneizan -
en 2 vol de la solución amortiguadora de Tris-HC1 0.05M, pH-
7.6, sacarosa 0*25M, MgCl

2 
5mM y KCl 25mM. El homogeneizado 

se centrifuga 30 minutos a 14500xg. 

Centrifugar el sobrenadante a 270000xg (prom.), du 
rante 3D minutos. Extraer el sobrenadante postmicrosomal cui 
dadosamente del tubo con una jeringa, para evitar su contami 
nación con la capa lipídica que queda en la parte superior. 

Ajustar el pH de esta fracción a 5,0 con ácido acá 
tico 1N, goteando el ácido lentamente y con agitación cons—
tante para evitar la desnaturalización local de las enzimas. 
Este paso debe realizarse manteniendo al sobrenadante postmi 
crosomal en un baño de hielo. El potenciómetro debe calibrar 
se previamente a 4°. 

Inmediatamente después de ajustado el pH, recupe—
rar el precipitado centrifugado a 1350xg durante 10 minutos. 
El precipitado se resuspende en el menor volumen posible de-
la solución amortiguadora pH 7.6 (no más de 20 ml para evi-
tar la desnaturalización par dilución de las enzimas) 

La solución enzimática se trata con DEAE-celulosa-
equilibrada con la solución amortiguadora pH 7.6. 

Preparación de la DEAE-celulosa. La DEAE-celulcsa-
usada en la purificación de la fracción pH 5.0 con el fin de 
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eliminar el ARN-t endógeno de las preparaciones no requiere-
de un pretratamiento con ácido o base. Se equilibra directa-
mente con la solución amortiguadora pH 7.6 durante una noche; 
se lava tres veces más con la misma solución para eliminar -
las partículas finas. 

Purificación de la fracción pH 5,0 con DEAE-celulo-
sa. Mezclar la solución enzimItica y la DEAE-celulosa en una 
relación de 100 mg de celulosa por mililitro del preparado - 
enzimático. Agitar la mezcla durante 3D minutos, 

Separar la DEAE-celulosa por centrifugación a - - 
1350xg durante 10 minutos. Adicionar 2-mercaptoetanol al so-
brenadante, a una concentración final de 0.01M (aprox. 10 ul 
de 2-mercaptoetanol (Sigma), por cada 10 ml de la solución - 
enzimática). 

Concentrar la solución en una celdilla de ultrafil 
tración Amicon, modelo 52, usando una membEana Diaflo XM 50-
y aplicando una presión de N

2 de 3.5 kg/cm . 

Almacenar la fracción pH 5.0 en 50% de glicerol, -
distribuida en fracciones de 200 ul, a -200. 

H. CARACTERIZACION DE LA FRACCION pH 5.0.  

a, Actividad enzimática. 

La actividad enzimática de la fracción pH 5.0 se 
determina por su capacidad para catalizar la amincacilación-
de diversos aminoácidos en las condiciones de reacción ópti-
mas para cada uno de ellos. Estas se describen más adelante. 

b. Niveles endógenos de ARN-t y ATP. 

Los niveles endógenos de ARN-t y ATP en las prepa- 
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raciones enzimáticas de las aminoacil-ARN-t-sintetasas se de 
terminan por la capacidad de dichas preparaciones para cata-
lizar las aminoacilaciones en las que se ha omitido alguno -
de estos dos componentes fundamentales de la reacción. 

Los valores de incorporación así obtenidos repre—
sentan el valor de fondo de las aminoacilaciones realizadas-
en presencia de todos los componentes de la reacción. 

c. Actividad ribonucleolítica. 

La actividad ribonucleolítica de la fracción pH -
5.0 se determina por el grado de hidrólisis de una muestra -
de ARN-t, incubado en presencia de dicha fracción. 

Se mezclan 0.3 mg de ARN-t y 0.45 mg de la frac- -
ojón pH 5.0, atorándose el volumen a 250 ul con agua desioni 
zeda. Se incuba el sistema a 37°. Tanto las concentraciones 
del ARN-t y de la enzima, como la temperatura de incubación-
son las óptimas para la aminoacilación. 

Se toman alícuotas de 50 ul a los tiempos (en minu 
tos) 0, 5, 10, 15 y 20 y se llevan a tubos que contienen SO 
ul de ácido tricloroacético al 10%. 

Las muestras se centrifugan a 
nutos. Se toman alícuotas de 50 ul y se 
agua desionizada en celdillas de cuarzo 

1350xg durante 10 mi 
atoran a 1 ml con 
de 1 cm. Se mide su 

absorbencia a 260 nm, usando como blanco una solución qUe 
contiene ácido triclorcacético y glicerol en las mismas pro-
porciones en las que estas substancias se encuentran presen-
tes en los sistemas incubados. Ambos absorben a 260 nm. 
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Paralelamente con la prueba anterior deben incubar 
se sistemas que contengan sólo uno de los componentes, ya 
sea el ARN-t o la fracción pH 5.0. Estos sistemas deberán 
manipularse en la forma ya descrita para los sistemas que 
contienen la mezcla, 

5. AMINOACILACION DEL ARN--t„ 

Las aminoacilaciones del ARN-t fueron hechas en --
dos formas, según su finalidad: 

A. Comparar las incorporaciones de diferentes ami-
noácidos a muestras de ARN-t de hígado de rata normal y de -
hígado de rata estimulada con hierro. 

R. Identificar las fracciones sluidas de la colum-
na de Sephadex 9100 y de la columna de 0D-celulosa. 

CONDICIONES DE AMINOACILACION PARA EL CASO A. 

Los sistemas de aminoacilacián óptimos para los di 
ferentes-eminoacidos fueron integrados según se indica en la 

Los reactivas, sin la enzima, se mezclan en frío 
La reacción se inicia con la adición de la enzima y se lleva 
a cabo a 37° durante 15 minutos. 

La reacción ss detiene sumergiendo el sistema en - 
un baño de hielo, diluyéndolo con 0.5 ml de agua desionizada 
fría y adicionándole 0.5 ml de ácido tricloroacático al 10%, 
también frío. 



conurcims WIL:,AS DE :=C-1--111WACILACTCN: CADO Ad. 

I -LEUCTIA I -51nTiíA I-WINA : 	1-IISIN1 

Tric-;-Hal 50 m7d 50 	IIIII 5,,-) 	nv:.-! 	' 50 E-1M 

PH  7.0  7.5 7 - 5 7.5 

n¿C121)  3 	mll 15 	ajE 15 	,,U, 25 	1115 

ÁTPc  I 	 5 1C: 	 5 fi-J1 	 5u17.: 	 5 1JY1 

A2W-td 	 1.14 mjAcil 	1.14 máluil 	1.1.1 ffi1//1 	1.11 ii!,ilial 
a.a.14ce 	

0.5 nm/mi 	40.0 ruarial 	4 1. 5 luif,:3. 	35:,í 

1: 	 2 LI:i:,.1, v"... 	9  nj11,411 	C:/lE 	i.' :/.!, rii!-I 	i;, / Li 	2 rinVL:1. 

variable 	variable 	 v7-tri.-:,1 -.! 	nril.ile 

a. 	En - un volufflurl nt1;11 de 50)d. (I-Ifordo2 	 lnajlj 	a 37' dur,in t'A 15 ra 1.1u1 Lus 

5 	La ooncen trui(in nue 1.715!:. Ji.,,:o 	'La se 	el v- : 	 le rrac:e.r¢.1n 21.1 5.0, 
o. Sal 	 c:on 	 IHH 

to1a11 101 Ej1fljlEr 1.1IZG 	 1.:13 L

1, 	0.nea1 - e16j1 	.jtion 	le .r:
'•  

t 	1,- 3. 1:hr1,7"1:=-:  

1 	 1?J: 
-110, 2r). 

r. 	13 Fand.,;111,-,d., 

1:J -1 EJTf101O L1.Cljj 	j  La Líe:1 	 vu 1 1 	.1 

'4 



27 

El aminoacil-ARN-t formado se mide como la canti-
dad de aminoácido radioactivo insoluble en ácido, recuperada 
en discos de fibra de vidrio de 24 mm de diámetro (GE/A, - - 
Whatmen). 

Se asegura la máxima recuperación reproducible, -
así como el mínimo de contaminación de aminoácido radioacti-
vo libre, lavando cada tubo de ensayo tres veces con ácido - 
tricloroacático al 5%, así como el precipitado sobre el dis- 
co. 

Se secan los discos bajo una lámpara de radiación-
infrarroja.. La radiactividad se mide en 10 ml de la solubión 
centelleante de tolueno (4 g de PFO, grade centelleante, 'New-
England Nuclear; 81.63 mg de bis-MSS, New England Nuclear; -
ambos aforados a un litro con tolueno). 

Cada muestra se cuenta por dos minutos en un espec 
trómetro de centelleo líquido Packard, modelo 3003,• en condi 
ciones de eficiencia máxima para el carbono 14, de 86%. 

CONDICIONES DE AMINOACILACION PARA EL CASO H. 

a. Análisis de las fracciones eluldas de la colum-
na de Sephadex 6100. 

Las fracciones eluidas de la columna de Sephadex -
G100 se identifican por su capacidad de incorporación de di-
ferentes aminoácidos radioactivos. Las condiciones de reac-
ción se resumen en la Tabla 2a. 

Se toman allcuotas de 20 & 100 u1 directamente de-
cada una de las fracciones eluídas de la columna, sin comen 
trar. Se mezclan con una alícuota de una de las soluciones - 
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de sales (Tabla 2b). El valumen de los ensayos de 0.1 ó 0.5 
ml, se completa con agua desionizada. Los componentes de --
los sistemas se mezclan en frío. 

Antes de iniciar la reacción con la adición de la—
fracción pH 5.0, se equilibran los sistemas a la temperatura 
de incubación, de 37°, durante 5 minutos. La aminoacilación—
se lleva a cabo en 20 minutos. La reacción se para enfriando 
las muestras a 4°, diluyéndolas con 0.5 ml de agua fría y —
precipitando el producto con 0.6 ó 1 ml de ácido tricloroacé 
tico al 10%, también frío, 

El precipitado se recupera en discos de fibra de —
vidrio de 24 mm de diámetro y se lava, seca y cuenta tal y —
como se indica para el caso A. 

b.. Análisis de las fracciones eluídas de la colum—
na de BO—celulosa. 

Las fracciones eluídas de la columna de BD—celulo—
sa requieren ser concentradas por dos motivos: 

1. El ARN—t se encuentra muy diluido. 

2. La concentración de NaC1 es muy alta. Se sabe—
que concentraciones altas de la sal ejercen un efecto inhibí 
torio sobre la reacción de la aminoacilación. 

Las muestras se concentran en la siguiente forma: 

Cada fracción es precipitada con 0.1 vol de aceta—
to de potasio 2M y 2 vol de etanol al 96%. Se dejan reposar—
durante una noche a 4°. 

Los preoíoitados se recuperan en discos Millipore, 



TABLA 2a . 

COND70ICUS 	/1:1711'1ACIMIM PP.71A 1A:=TrICAC70N DE 7A,'; '7A0C:M7,13  
11-777=772 7,2úT,Diskfz;6. 

1^17:0 7:17. 

.._, 

123012  

ATP 5 	:11.Z 	̀ 

.5 

10 :Ir 

4 	r.1.:.1 

7.5 

10 

4:7 

C`111 	. 0.5 ¡M 0.5 	int': ..71 

CX1 50 m'Y S O 	iul.Z 90 	1:17,í 

a . a.14  C 110 tuab : 1_ 320 naba 108 nm/m1 

Ile z . 	a . a. - 5 	n7.; , 	c/u. 

Vol . fin:A+  7 	,al 10 	r:11 5 ml 

Actividad e speci f ic a (mC/mmola ): L-leucini1-140, 30C; 1-seri na-14C, 115.5; L-fenil 

álanina-1 I  , 370. 

+ Aforo con ajas de2 ion iza da. 
ro 
ep 
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-TABLA 2b  . _ - 
(.1CMIJ17:-:,S L2 AMIM5ACIT2CI0IT- 	LA IY-.:T.T1.=,CI^77 	LA3 

7121.000:113 EIIIIDAS DE 	 D2-  awX.5=.7, Gl0C. 

II. 31571771tS 	=_.-7.P0-02'7. 

J-91170 	 1 (-,. 

50 >1.1 ealuciln (1a)' 
20 1.11 fracc'_5,11.•e.lugdp.''"+ 
x+++ 	1racci5n 1--IF 5.0" 
100 p.1 vnlurlen final* 

211SAYr 	I.-2=7.A.-14C (2). 
- ' 100 pl. ;solución (2)+  

100-,p1 fracci5n -eluida÷÷. 
x"1"1-4-  pa Irracci5n DE 5.0 
500 jui.Z volumen final+ 

EN321".(0er_7:T r-..772TIIA±:&77.1-140 (3).  

100 >á .sClu.c1.5n (3)+  
100 yti. fraccidu- eluída++  

4-1-+ • x 	pa-fracci5n - _E 5.0 - 
500 p.2_ r clu=an. 

Loa sistemas se incuben- a 370.  durante 20 minutos. 
Ver -T'ab/a 7  -2 a 	- 

V-  e r I.rateriales _y. 1.14todos-  (máa. 2a ). 
La coübentración de la:  fracci.5n D.E 5.0 ea variable 
depende de su actividad en.zírnl-tica. 
Aforci. con EiÉtia: desionize.da'. 

y 
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HAWP 02500, HA 0.45 u, de 25 mm de diámetro. Lavarlos tres -
veces con etanol al96%. Secar los discos y resuspender el -
precipitado en 0.5'ml (muestras fraccionadas) o en 1 ml mues 
tras purificadas) de agua desionizada, 	• 

A cada fracción concentrada, se le determina su ca 
pacidad de incorporación de serina. Ello permite establecer-
el grado de pureza de la fracción después de su cromatogra--
f/a en 0D-celulosa. Las condiciones de aminoacilación se es 
pacifican en la Tabla 3a. 

OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE AMINDACILACION CON L- 

LEUCINA -
14
C Y L-SERINA -14C.  

Las condiciones de aminoacilación de los ensayos -
encaminados a la optimizaci6n de las condiciones de incorpo-
ración de L-leucina-14C y de L-serina-14C, se describen en -
la sección de Resultados. 

6. CROMATOGRAFIA EN 2D-CELULOSA. 

A. PREPAHACION DE LA BD-CELULOSA. 

Suspender 250 g de BDIcelulosa (Boehringer Mann- - 
heim, 15318 HTAD) en aproximadamente 1. 1 de etanol al 96%.-
Dejar sedimentar durante una hora, con el fin de eliminar -
las impurezas que la contaminan, como son el ácido benzoico, 
el anhidrido benzoico, piridina, cloruro de piridinio y mate 
riales coloridos de constitución desconocida. 

Se decanta la mayor parte del sobrenadante, 
nando las partículas finas. Filtrar la 0D-celulosa a través- 
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TAZIA 3a  • 
471'7 7-tACIO7 PA71.4!, LA IDE1iTIFICACItY7 

EA3 	 T.72 BD-C=31,03A.37- 

=.21S(lb).  

50 	pH 7.5 

	

12 	 15 =a 
15 2.12:1 

0.5 iM 
. 	 50 =1.7. 

	

- 	14 I-aerina- C - 40 nm/ñl 
mJ. 

• 
773A.Yr 7077 1,,SM21:7A- 14C (lb). 

50 	pi -7,71uein (lb) 
50 	j1 :_-acr45:11..e.lulda y conuenT,rada--- 

}- • .f.'3.-z-_cej4n 	O 

1:77 ,11.1 vuluman 

12.3.0 mq,•'mmola. . 	• 
ricLn y .f.raccionamiento 1; FraccionaMiento 

con s,rua -dasionizada.: 
...str.laa so incuban a 370  durante 20 minutos. 

7er :-toriles y 	tcop g. 29 ).  
canceritro ±.5n de la fraccitlu 

nsnde de au actividad anzimatica, 
PI 5-0.....3?triable y Oe- 
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un doble filtro de papel en un Büchner, casi a secuedad. Re-
suspender la celulosa en 500 ml de una solución que contiene 
80% de NaC1 2M y 20% de etanol al 96%, Dejar reposar durante 
1 6 2 horas. 

La normalización del tamaño de las partículas de--
pende del uso que se va a dar a la RD-celulosa. Para separa-
ciones a granel se usan partículas que pasan a través de un-
tamiz de malla 30 (0.6 mm de abertura). Las separaciones cro 
matogréficas requieren de partículas más finas. El material-
que pasa a través de un tamiz de malla 50 (0.3 mm de abertu-
ra), es el usado para la separación en columnas grandes. En-
columnas de diámetro pequeño, se puede mejorar la resolución 
notablemente empleando material aún más fino, como el que 
atraviesa una malla 100 (0,15 mm de abertura) (53). 

Para el caso específico de este trabajo, se montan 
columnas para la purificación y el fraccionamiento del ARN-t. 
Consecuentemente las partículas de BD-celulosa útiles, son -
las que atraviesan una malla de 50 y son retenidas por una -
de 100. 

Las partículas útiles son resuspendidas en etanol-
al 96%. Se filtran en un Büchner a través de 2 filtros de pa 

Whatman # 1 y se lavan non etanol hasta que el filtrado 
salga claro. Los primeros mililitros del. lavado tienen una -
coloración amarilla. Se consume 1 1 de etanol por cada 50 g. 
de 8D-celulosa. 

Continuar el lavado de la 3D-celulosa con una salu 
Pilón de NaCl 2M y 20% de etanol (1 1 por cada 50 g. de BD-ce 
lulosa). 

Tomar une alícuota del lavado y medir su densidad- 
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óptima a 260 nm. La absorbencia no debe exceder de 0.05. 
Ello indica que la celulosa está suficientemente pura para -
ser usada en las pruebas cromatográficas. 

Eliminar el líquido en el que está suspendida la 
celulosa filtrándola en un Bichner y resuspenderla en la so-
lución amortiguadora inicial del proceso de purificación o -
de fraccionamiento, según sea el caso. 

La BD-celulosa debe almacenarse en NaCl 2M y en 
etanol al 20%. No deben usarse tolueno ni cloroformo como 
preservativos, ya que estos agentes alteran la estructura 
del material (53). 

B. PURIFICACION Y FRACCIONAMIENTO DEL ARN-t 
Ser 

EN BD-CE-
LULOSA. 

El aislamiento de las especies de ARN-t
Ser 
 se rea-

liza en columnas de BD-celulosa; Involucra una purificación 
y una secuencia de dos pasos de fraccionamiento, descritos -
como métodos I y II. 

La técnica de purificación tiene como fundamento -
el comportamiento casi exclusivo de los ARN-t Ser en columnas 
de SD-ceIulosa, libres del ión Mg-1-2. En estas condiciones, -
los ARN-t Ser permanecen fijos a la celulosa. 

Por otra pa 	Le, los dos pasos de fraccionamiento 
requieren de la presencia de dicho metal. 

PURIFICACION Y FRACCIONAMIENTO I. 

a. Preparación de la columna. 
Una v,F,  purificada la RD-celulosa, se equilibra en 
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la solución amortiguadora A con NaCl 0.20M. Se denomina solu 
ción amortiguadora A a la solución de acetato de sodio 0.05M, 
pH 4,5 y 

Na25203 
1mM. 

Suspendida en esta solución, se vierte la 80-celu-
losa en una columna de dimensiones de 30 x 1.5 cm. Se empana 
la celulosa a una altura de 25 a 28 cm. Se equilibra el sis-
tema durante una noche con la misma solución amortiguadora. 
Estas y las demás operaciones de purificación y fracciona--
miento..  I, se realizan a una temperatura entre 2 y 4°. 

El flujo de la columna se ajusta a 30 ml/hr. me--- 
diente una bomba peristáltica. Se colectan fracciones de 
10 ml. 

b. Prueba cromatogrófica. 

Ambas operaciones, la purificación y el fracciona-
miento 1, comprenden un mismo proceso cromatográfico. 

La concentración de la muestra aplicada a la colum 
na no debe ser mayor de 1-2 mg/ml/cm2  , debido a que el ARN-t 
es un polianión que puede actuar como eluyente (54). 

Los ARN-t comienzan a eludir de las columnas de 
BIlicelulosa a una concentración de NaC1 de 0.5M..(54). 

Tomando en cuenta estos dos hechos, la muestra de 
los ARN-t crudos fue aplicada disuelta en 25 ml de la solu--
ción amortiguadora A con NaC1 0.2M. 

Primera Etapa.  

La primera etapa involucra la separación del - - 
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ARN-t
Ser 
 de la mayoría de los demás AHN-t. Esta se realiza -

con un gradiente lineal de Natal de 0.20 M a 1.0 M, disuelto 
en la solución amortiguadora A. El volumen del gradiente es-
de 10x el volumen de la columna, o sea de 500 ml. En general 
el volumen del gradiente en los procesos cromatográficos en-
BD-celulosa debe ser de 8 a 26x el volumen de la columna. --
(54) 

La elución total del ARN-t en esta fase requirió 
de 350 ml más de la solución amortiguadora A con NaC1 1.0M. 

Segunda Etapa. 

Una vez eluída la mayor parte del ARN-t, se equili 
bra la columna con la solución amortiguadora A más NaCl - 
0.175 M (250 m1). 

Tercera Etapa,  

Equilibrar la,aolumna con la solución amortiguado-
ra A más NaCl 0.176 M y MgCl2  10mM. (250 m1). 

Cuarta Etapa,  

El ARN-t
Ser

, retenido en la columna durante las -- 
primeras etapas del proceso, es fraccionado parcialmente. Es 
to se logra combinando el uso de dos gradientes lineales, 
uno a base de Nen exclusivamente y otro a base de NaCl más-
etanol, ambos gradientes en presencia de MgCl

2 
10mM. 

Gradiente lineal de NaCl. El fraccionamiento par-
cial se inicia con un gradiente de NeOl de 0.2 a 1.0M, di- -
suelto en la solución amortiguadora A con MgCl

2 
10mM. El vo-

lumen total del gradiente es de 600 ml. 
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En el presente caso hubo necesidad de terminar la-
elución de la primera banda con 225 ml. más de NaGl 1.0M di-
suelto en la solución amortiguadora A con MgCl

2 
10 mM, 

Gradiente lineal mixto de NaCl y etanol. La segun-
da fase del fraccionamiento se hace Empleando un gradiente -
lineal mixto de NaC1 de 1.0M a 2.0M y de etanol de O a 14%,--

en volumen total de 500 ml. 

Las fracciones fueron identificadas por ensayos de 

aminoacilación como se indicó anteriormente. 

FRACCIONAMIENTO II DEL ARN-t
Ger 

 EN BO-CELULOSA. (55). 

a. Preparación de la columna. 

Equilibrar la columna con una solución amortiguado 
re de Tris-HCI 0.01M, pH 7.5, MgCl

2 
10 mM, NeN

3 
0.4% y - 

Na
2
5
2
O
3 

1mM (solución amortiguadora 13) con NaCl 0.2M. 

Todas las operaciones involucradas en el fracciona 
miento II deben realizarse a temperatura ambiente. 

Vertir la mezcla en una columna de dimensiónes -
30 x 1.5 cm. Empacar la celulosa hasta una altura de 25 a 25 
cm. Equilibrar el sistema, durante una noche, con el amorti-
guador B más NaCl 0.2M. El flujo de la columna debe ajustar-
se a aproximadamente PE,  ml/hr, mediante una bomba peristálti 
ca. Se colectan fracciones de 5 ml. 

Las dimensiones de las columnas de BD-celulosa em-
pleadas en este trabajo caen dentro del rango de dimensiones 
señaladas como óptimas para las separaciones de ARN-t (54). 
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b. Prueba cromatográfica. 

Se precipita cada una de las fracciones de la ban-
da (1) Fig. 34, correspondiente al fraccionamiento parcial 1., 
con 0.1 vol de acetato de potasio 2.0M y 2 vol de etanol al-
96%. 

Se ensaya la capacidad aceptora de serina de cada-
fracción, como se indica en el inciso (S) de esta sección. 

Se reúnen las fracciones y se aplican a la columna 
equilibrada con el amortiguador B con NaC1 0.2M. 

La muestra se eluye con un gradiente lineal de - - 
Nen de 0.2 a 1.2M disuelto en la solución amortiguadora e — 
Cwo ml. de volumen total). 

Las fracciones eluídas de la columna son concentra 
das e identificadas como se indica en la sección correspon—
diente a las aminoacilaciones: 

7. DIVERSAS TECNICAS EMPLEADAS EN EL CURSO DE ESTE TRABAJO. 

A. DESTILACION DEL FENOL. 

Fl primer paso en el aislamiento de ARN-t de higa-
do de rata es la desproteinización del tejido, mediante el -
empleo de fenal. Es indispensable que el fenol sea destilado, 
puesto que los compuestos oxidados derivados de 11 pueden re 
sultar dañinos al material que se busca aislar. 

Asimismo es deseable que el fenal usado en la des-
proteinización sea de la mejor calidad posible; generalmente 
se recomienda el de la casa comercial Merck, que es el em- - 
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!oleada en este trabajo. 

El fenol se destila sobre polvo de zinc (un agente 
reductor), en un sistema de destilación con refrigerante de—
aire, conectado al vacío. 

En estas condiciones el fenol destila alrededor de 
los 132-135°. 

El fenol destilado se recibe en un matraz sumergi—
do en hielo. Debe almacenarse protegido de la luz y a —20°,—
condiciones en las que permanece inalterable durante varios—
meses. 

Una vez diluido el fenol en agua, es estable a la—
oxidación por sólo una semana, a pesar de la adición de 0.1% 
de S—hidroxiquinolelna. 

B. PREPARACION DE LA BENTONITA (52). 

Se suspenden 2 g de bentonita (Sigma) en 40 ml. de 
agua; se centrifuga la mezcla a 1350xg por 15 minutos. La 
pastilla obtenida se resuspende en EDTA 0.1M, pH 7.0, y es —
mantenida en suspensión durante 2 días a temperatura ambien—
te. Centrifugar a 6600xg. Resuspender finalmente la pastilla 
en acetato de sodio 0.01M, pH 6.0, a una concentración del 2 
al 6%, en relación al peso seco de la bentonita. 

C. 	CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE SEPHADEX G100. (56)  

Se equilibran 35 g de Sephadex 0100 (Pharmacia Fi—
ne Chemioals) en 500 ml de la solución amortiguadora de Tris 
—HCl 0.02M, pH 7.5, con MgC1

2 
10mM, KC1 50mM, 

Na2S203 
1mM y—

FDTA 1mM (solución amortiguadora C), durante 5 horas en un — 
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baño Marfa. 

Se enfría la mezcla y se equilibra el gel en la so 
lución amortiguadora anterior sin EDTA (solución amortiguado 
re D). 

Una vez equilibrado, el Sephadex se vierte en una-
columna de dimensiones 100 x 2.5 cm, hasta alcanzar una altu 
ra aproximada de 90 cm. Esta y las demás operaciones deben -
realizarse a temperatura ambiente. 

Equilibrar la columna durante una noche con la so-
lución amortiguadora D. 

Determinar el volumen vacío de la columna, hacien-
do pasar un volumen de azul de dextrano al 2% en el amorti-
guador D, igual al volumen de la muestra a cromatografiar, - 
es decir, de 2 ml. 

Se aplica la muestra a la columna; su concentra- - 
cidn no debe exceder de 15 mg/2 ml. Eluir el material con la 
solución amortiguadora D, colectando fracciones de 10 ml, a-
una velocidad de 30 ml/hr, la cual es controlada por una bom 
ba peristáltica. El porciento de transmitancia de las frac-
ciones eluldas de la columna se registra en un espectro-Fotó-
metro de flujo que trabaja a una longitud de onda fija de --
254nm . 

D. DESACILACION DEL ARN-t. 

Zamecnik y Sarin (57) han desarrollado un método -
de desacilación del ARN-t, que aparentemente no daña la es-
tructura secundaria del ácido ribonucleico. 

La desesterificación se realiza incubando la mues-
tra en Tris-HCI 1.81, pH B.O, a 37°, durante 1.5 horas. 
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El ARN-t se recupera añadiendo 1.5 vol de acetato-
de potasio 2M pH 5.0, y 2 vol de etanol al 96%. Dejar repo--
sar la mezcla durante una noche a 4°. 

Centrifugar y lavar el residuo con etanol al 96% y 
luego con éter. Secarlo con una corriente de NI

2 
y finalmente 

resuspenderlo en el menor volumen de agua desionizada. Alma-
cenar la muestra a -20°. 

E. PATRONES DE RADIACTIVIDAD PARA LOS ENSAYOS DE AMI-
NOACILACION. 

Se preparan sistemas con todos los componentes pro 
pios de la aminoacilaciín, exceptuando el aminoácido radiac-
tivo correspondiente. Dichos sistemas se manipulan como si -
se tratasen de sistemas de reacción completos. 

Una vez seco el disco de fibra de vidrio, se apli-
ca una cantidad conocida del aminoácido radiactivo. Se seca-
y cuenta en las mismas condiciones de conteo de los demás en 
sayos de aminoacilación. 

Con ello se establece una relación entre las cuen-
tae/min registradas por el contador de radiactividad y la 
molaridad de la muestra (normalización externa). 

F. SOLUCIONES DE MEZCLAS DE AMINDACIDOS. 

Las soluciones de mezclas de aminoácidos, se prepa 
ran empleando 19 de los 20 aminoácidos (asparagina se encuen 
tra ausente en todas ellas). (Calbiochem) 

Se preparan soluciones 0.1M de cada aminoácido. Se 
mezclan 0.1 ml. de las soluciones de 18 aminoácidos omitián- 
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doce el aminoácido radiactivo empleado en la prueba. Estas -
soluciones son diluidas para dar las concentraciones indica-
das en el ensayo correspondiente (ver las condiciones de ami 
noacilación para el caso A). 

La solubilizaciin de cada aminoácido es individual 
en cuanto a su requerimiento de ácido o base. El ácido em- -
pisado es una solución diluida de HC1, y la base una solu- -
ojón diluida de NaOH. 

El pH de las soluciones mezcla de aminoácidos es - 
de 2. 

Las soluciones de cada aminoácido, así como las -
mezclas, son almacenadas a -20°, 

8. METODOS EMPLEADOS EN LA CUANTIFICACION DE PROTEINA, ARN 
Y ADN. 

A. 	DETERMINACION DE PROTEINA. 

La determinación de proteína se hace por el método 
de Lowry et al, en la forma descrita por Campbell, y Bar- - 
gent (58), introduciendo como únicas modificaciones•el uso -
de 0.4 ml. de la solución diluida del reactivo de Folín-Cio-
calteu (Merck) en vez de 0.5 ml. y el'empleo de una longitud 
de onda de 600 nm, en vez de 660 nm, para las determinacio-
nes de la absorbencia de las muestras. 

Como patrón se usa una solución de albúmina bovina 
(solución al 22%, pH 7.5, Ortho Diagnostico), Fig. 2. 
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'7.7.. 2. WIVA PATRON DE ALRUMINA BOVINA PARA LA OETERMINACION DE PRDTEINA 
IL n:E7000 Dk LOWRY (53). La solución patrón de albúmina bovina tiene—
concentración dm /10 ug/ml. Cada punta represente la media aritmética 

zja ale•73r.,inaciones. 
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B. CUANTIFICACION DEL ARN. 

a. Cuantificación por el método colorimétrico de - 
Mejbaum (69). 

La curva patrón se determina usando ARN de levadu-
ra, altamente polimerizado (Mann Research Laboratories], - -
Fig. 3. 

b. Cuantificación espeotrofotomátrica por absor--
ción a 260 nm. 

La densidad óptica de las muestras de ARN diluidas 
en agua desionizada, se determina en un espectrofotómetro --
Zeiss PM QII, empleando celdillas de cuarzo de 1 cm. 

Los valores de absorbencia obtenidos son relaciona 
dos a las diluciones de las soluciones problema, según la 
ecuación: 

A x dilución  
24 	

= mg de ARN/ml. de solución 

c. Equivalencias de las unidades empleadas en la -
cuantificación del ARN-t.  

1.000 mg de ARN-t 24 A
260 

1 A
260 	

0.042 mg de ARN-t 

1 A
260 	

1616 emulas de ARN-t±  

Para el cálculo correspondiente se toma como pe-
so molecular aproximado del ARNt de hígado de rata, 26000 - 
daltons (60). 



04 

0.3 
E 
c 

<1" O.2 
e:I 

O 

0.1 

45 

0.00 	20 	40 	60 	 100 

in de ARN hidrolizado 
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d. Incorporaciones teóricas máximas de un aminoáci—
do a diferentes preparaciones de ARN—t. 

La incorporación teórica máxima de un aminoácido —
especifico a una preparación cruda de ARN—t es de: 

20 pmplas / A260  

suponiendo que: 

1. El número de especies de ARN—t en las prepara—
ciones obtenidas de tejidos de mamífero es de: 80 (60). 

2. El aminoácido es aceptado por sólo una de las-
80 especies. 

Si un aminoácido tiene R isoaceptores, la incorpo 
ración teórica máxima esperada para 61, será de: 

20 x R pmolas/A260  

Estos valores permiten conocer el grado de optimi—
zación de las condiciones de aminoacilación para un aminoáci 
do específico. En este trabajo son empleados para establecer 
los niveles óptimos de aminoacilación con L—leucina, L—seri—
na,L—valina y L—lisina. 

Estos valores de ninguna manera son absolutos debi 
do a diversos factores, como son diferencias en las velocida 
des de incorporación de los aminoácidos a los diveros isoa—
ceptores, y al hecho que aún no se sabe con certeza el núme 
ro real de isoaceptores en la cálula de mamífero ni de nin—
gún otro organismo. 

La incorporación teórica máxima de un aminoácido — 
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específico a una preparación de una especie pura de ARN-t es 
de: 

1615 pmclas/A
260 

La relación entre los valores de incorporación ex-
perimentales y este valor teórico, permite conocer la pureza 
relativa de un ARN-t específico. 

Con este valor se determina el grado de pureza de-
las diversas muestras de ARN-t Ser  fraccionadas en BD-celulo-
sa. 

C. 	DETERMINACION DEL ADN. 

El ADN es medido por el método colorimétrico de la 
difenilamina de Dische, según la modificación de Burton (61). 

Como patrón se usa ADN de timo de ternera (tipo V, 
sal de sodio, altamente polimerizado, Sigma), Fig. 4. 

NOTA. El nivel máximo de la síntesis de la ferri-
tina en el hígado de la rata, inducida por la administración 
intraperitoneal de 50 mg de hierro (complejo hierro-dextrgn), 
se alcanza a las 6 horas de la estimulación (10). 

Es factible suponer que antes de las 6 horas, esté 
incrementada la poza de los ARN-t. 

Con el fin de obtener una preparación de ARN-t re-
presentativa de la estimulación, este material fue aislado a 
las 4 horas de haberse inducido la síntesis de la ferritina, 
tiempo que corresponde aproximadamente a la mitad del nivel-
máximo de estimulación de dicha proteína. 
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III 
RESULTADOS 

1. COMPARACION DE LAS TECNICAS DE AISLAMIENTO DE ARN-t DE -
HIGADO DE RATA NORMAL Y DE HIGADO DE RATA ESTIMULADA CON  

HIERRO, 

A. RENDIMIENTOS DE ARN-t AISLADO POR LOS METODOS A, B y C. 

NO se observaron diferencias aparentes en las recu 
peraciones del ARN-t de hígado de rata normal y de hígado de 
rata estimulada con'hierro, en ninguno de los métodos emplea 

dos. 

Los rendimientos de ARN-t aislado por los diferen-

tes métodds, se muestran en la Tabla 4; 

Aparenteñente los rendimientos de ARN-t aislado --
por los métodos A y B son iguales. Sin embargo, el rendimien 
to en el caso B es mucho menor, ya que el grada de pureza de 
las preparaciones aisladas por este método es sólo de un 53%, 
mientras que para el caso A es de un 73%. 

Comparado con los métodos A y B, el rendimiento de 
ARN-t por el método C es notablemente mayor. 

49 
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TABLA 4  . 

RE,DrATENTOS D AILT-ts AISLADO POR L03 :MODOS 

A, B Y C.  

=TODO 
	

WINDIMIENTO (mg ARIT-t/g de hígado hdmedo) 

NORMAL 
0.23 	 0.25 

0.23 	 _b 

c 
	

0.37 	 0.33 

a. Debe notarse que el grado de pureza de las diferentes 

preparaciones de ARI-t es muy variable (ver Tabla 5 ). 

b. No fue posible determinar la concentración del ARN-t 
obtenido, debido a la contaminación de la preparación 

con hierro. 
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D. 	ANALISIS CROMAT❑GRAFICO EN SEPHADEX G100. 

Esta técnica se aplicó con fines analíticos en el-
caso de los métodos A y C. Su aplicación en el método B fue-
preparatoria. 

a. Cromatografla del ARN-t aislado por el método A. 

Figs. 5 y 6.1-as muestras, tanto de animal normal -
como de animal estimulado, presentan las mismas contaminacio 
nes, con excepción de un contaminante de menor peso molecu--
lar que el ARN-t, que sólo aparece en el caso de la prepara-
ción normal■  

Los contaminantes son: 

i. Material pesado que eluye en el volumen vacío. 
Material que eluye poco antes del ARN-t. Es po-

sible que este material se trate de ARN 5S (62, 63) o de - 
ARN-t desnaturalizado (64). 

b. Cromatografla del ARN-t aislado por el método B. 

Figs. 7-11. Los contaminantes comunes a las prepa-
raciones aisladas,de hígados de ratas normales y de hígados-
de ratas estimuladas con hierro son: 

lo  Material pesado, que eluye en el volumen vacío. 
En el caso de las preparaciones de animales estimulados, las 
fracciones en las que eluye este material muestran una absor 
bencia mucho mayor que la correspondiente para el caso de -
las preparaciones de animales normales. Esto se debe a la --
contaminación de las primeras con hierro. No se sabe en que-
forma se asocia este metal con el ácido nucleico. 
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Lo más probable es que estas fracciones contengan-
ARN-r, como principal impureza de alto peso molecular. El -
ADN debe contribuir en una proporción muy baja al total del-
material que eluye en esta posición, debido a la precaución-
tomada para evitar esta contaminación en las preparaciones -
de ARN-t, homogeneizando el tejido en presencia de sacarosa-
0.3M. 

ii. Material que eluye poco antes del AFIN-t, el -
cual se sospecha que es ARN 55 (62, 63) o ARN-t desnaturali-
zado (64). 

El análisis cromatográficc de ARN-t dimerizado en-
columnas de Sephadex G100 de iguales dimensiones a las de la 
columna empleada en este trabajo, muestra que su posición de 
elución es similar al d2 este contaminante. Sin embargo, la-
posibilidad de que este material sea ARN-t dimerizado ha si-
do descartado en vista de que no se aprecia incorporación de 
ninguno de los amindácidos radiactivos empleados en los ensa 
yos de identificación de las fracciones eludas de la colum-
na. Se sabe que la velocidad de incorporación de un animoáci 
do al ARN-t dimerizado, es casi igual a la velocidad de in--
corporación del mismo aminoácido al monómero de ARN-t (65, -
66). 

La preparación de ARN-t de hígado de rata normal -
presenta una contaminación de un material de bajo paso mole-
cular, que corresponde a un 15% del material aplicado ini—
cialmente a la columna (Fig. 7). Esta contaminación desecare 
ce en el caso de la preparación proveniente de un animal es-
timulado (Fig. 10). 

Comparando los perfiles de elución de las Figs.7-9, 
se observa que para una buena resolución, la cantidad de - 
ARM-t máxima apljr:ehle a una columna de Sephadex 6100 de di- 
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mansiones 2,5 x 93 cm, es de 15 mg. 

c. Cromatografla del ARN-t aislado por el método C. 
El análisis cromatográfico de las preparaciones de 

ARN-t de animales normales y de animales estimulados con hie 
rro, muestra una contaminación única con el material, que al 
igual que en los dos casos anteriores, eluye justo antes del 
ARN-t. La contaminación de este material en ambas prepara—
ciones no asciende a mas del 7%, (Figs. 12, 13). 

Los autores de la técnica reportan que su prepara-
ción de ARN-t se encuentra totalmente libre de cualquier im-
pureza (23). Ello se puede deber a que sólo analizan 1 mg --
del material aislado, y en el presente trabajo se cromatogra 
fían 10 mg del material aislado. 

El contaminante no incorpora aminoácidos radiacti-
vos, descartando con ello la posibilidad de que sea ARN-t di 
merizado (65, 66), 

Los resultados de las pruebas cromatográficas de -
los ARN-t aislados por los diferentes métodos, están resumi-
dos en la Tabla 5. 

C. CAPACIDAD ACEPTORA DE LAS PREPARACIONES DE ARN-t. 

La desproteinización de los homogeneizados de higa 
do de rata normal y de hígado de rata estimulada con hierro, 
se realiza con fenal en los tres métodos de aislamiento de - 
ARN-t. 

Existe evidencia del efecto dañino que puede tener 
el fenol sobre el ARN (67). Asimismo se sabe que en general-
los agentes desnaturalizantes de proteínas, ejercen este mis 
mo efecto sobre los ácidos nucleicos, particularmente sobre- 



TABLA 5  . 
ANALISIS CROMATOGRAPICD EN SEPHADEX G100 DEL ARN-t DE HILADO DE RATA PUEAL Y DE 

HIGAMO DE RATA ESTIMULADA CnN HIERRO, AISLADO POR LOS MODOS A, B Y C. 

METODO 	ARN-t 	 0 ARN 59 	5  ARN LIGERO 	7 ARn PESADO  

NO z ', 	mST. NORM. EST NOM'. EST. NORM. EST. 

A 73.x) 	76.64 6.70 10.92 14,16 2.10 5.73 9.63 

B - 52.96 a  15.48 _a 19.75b  - 14.72 —2  

C 93.00 	96.60 6.15 3.40 

a. No es posible determinar loe porcentajes correspondientes, debido a la contami 

nación de las preparaciones con hierro. 

b. Notar que el ARN ligero que contamina esta preparación no es el mismo que el -

que contamina la preparación de ARN-t aislado por el métndn 
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los ARN-t (68, 87), con excepción del dodecil-sulfato de so-
dio, cuya interacción con dichas macromoléculas es mínima de 
bido a su carga negativa (69). 

Los datos de la Tabla 6, ponen de manifiesto el 
efecto dañino que tiene el fenol sobre las estructuras secan 
darla y terceriaria del ARN-t, estructuras que determinan -
la actividad biológica de dicho material. 

El ARN-t aislado por los métodos A y B (métodos - 
que involucran tres extracciones fenólicas), tiene una capa-
cidad aceptora menor, tanto para el caso de la leucina como 
para el caso de la serina, en relación á la capacidad él - 
ARN-t aislado por el método C (método que involucra un solo-
paso de extracción con fenol). 

Debe señalarse que las condiciones de aminoacila-
ojón son óptimas para cada aminoácido. 

Las incorporaciones logradas por las preparaciones 
de animales estimulados con hierro son similares a las de -
animales normales. Este hecho se estudia con detalle más ade 
lente. 

2. AISLAMIENTO DE LA FRACCION pH 5.0 DE HIGADO DE RATA.  

A. TIEMPO OPTIMO DE PRECIPITACION. 

El sobrenadante de la centrifugación a 290000xg 
(prom.), obtenido de los hígados de 6 ratas, fue dividido en 
tres partes iguales. Cada una fue precipitada con ácido acé-
tico 1N, añadido lentamente y con agitación constante, con -
el fin de evitar la desnaturalización local de las enzimas. 

El precipitado de cada una de las muestras fue re- 



l'AMA 6  . 
CCMPA7ACT0N DE DA rTOGRPORACIO.7 DE 71-nztorrA-14c Y DE I.-
SE71.1-14C A TA3PRIA:74,07r7.75 rE A.7T'-t DE MIGADO DE 2-A-
TA .7=A-7- EZ 7GAD0 DE  7AIA ESTI=ADA CC17 EDE7nC, AIS 

DADAS POR 10.3 7=2:DOS A, 3 Y C:  

ME7,01:11j14CLARN-t 	 - 17.71714aARI.7-t 

pmolaz1/A2E0 	 Plualas/A260 

::ET0110.  YORM. EST. NORM. EST. 

A 31.25 29.48 - 89.29 

3 2 7.3= 79.60 - 

0 97.02 99.96 110.88 127.68 

INOCAPORAOION TEORICA MAXIMA DE 21-LEU0INA Y, DE L-SERINA 

A. 22EPARACTOXES CRUDAS DE A22-t: (Estos valores no son 

absolutos): 

1,7UCII-ARN-:t: 100-120 pinolas/A260 

SERII-ARI7-t: 80 pmola;/A260 

I-laucha-14C, 260 mC/mmola; i-seri;na-140, 128 mC/mmola. 

85 
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cuperado a los 0, 30 y 60 minutos después de ajustar el pH a 
5.0, respectivamente, procesándosele como se indica en la — 
sección de Materiales y Métodos, (pág. 23). 

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 7, 

La cantidad de material precipitado a los diferen-
tes tiempos, no varia significativamente. Por otro lado, la-
calidad de la preparaCi6n enzimática obtenida a los O minu—
tos, es notablemente superior a la de las muestras precipita 
das durante 30 y 60 minutos, respectivamente. 

Ha quedado establecido como tiempo óptimo de preci 
pitación el tiempo cero, ya que el contacto prolongado con - 
el ácido acético no aumenta mucho la cantidad de muestra pre 
cipitada, pero el dallo que sufre con un tiempo de precipita-
ción prolongado es notable. 

El precipitado debe ser recuperado tan pronto se -
ajusta el pH del sobrenadante de la fracción postmicrosomal-
a 5.0. 

B. RENDIMIENTO DE LA FRACCION pH 5.0  

En la Tabla 8, se muestran los rendimientos de la-
fracción pH 5.0, obtenida en el tiempo de precipitación ópti 
mo. 

C. NIVELES ENDOGENOS DE ATP Y ARN-t EN LA FRACCION - 
pH 5.0  

Para los fines de este trabajo se puede considerar 
que las preparaciones enzimáticas obtenidas a pH 5.0, se en-
cuentran virtualmente libres de ATP y ARN-t endógenos. 

Las incorporaciones tanto de leucina como de seri- 



AZDA 7 .  

rEL -12=1:: 	Y D2 	ACT:VIT:AD 2NZ:=I0A 
T3.,YJC12:7 pü 5.0 A ZITE"SW:=J: 2:E=.3 =E 2.-ECIPITA- 

',722IPTTADO 

C:7. 

30 min. 60 min. 0 min.. 

TIT;711 	(mr:). 11.09 13.44 13.50 

100.0 65.3 54.2 11=.1.7.7.Z  Ab 

a. 	:edido por el m3 todo de Lowry ( 58 ). 

5 :.:cedida como la capacidad de aminoacilar 	ccn L- 

laucina. 



RE' DL=E:ITC  
. 

DE LA 7RACCIOE 1-,E 5.0 IE.  ETGADO DE 

..7.1,-- 217'711.770 42121.12 rnE EHACCICN 7`r5.0 
.-t", •," 

1 32.1 95.6 2.95 

2 32.1 77.4 2.41 

3 71.1 123.2 1.73 
4 25.2 1C3.0 2.39 
5 28.7 43.4 1.51 
6 36.4 /8.3 1.41 

PRO =DIO — _ 2.4' 

En todos los ca.:os la fracción pE 5.0 fue obtenida en 

el tiempo 8-utimo de precipitación. 

158 
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na, en sistemas de aminoacilación óptimos, pero desprovistos 
de ATP y ARN-t exógenos, no alcanzan ni al 1% de las incorpo 
raciones obtenidas en sistemas completos de aminoacilación. 

D. ACTIVIDAD RIBONUCLEOLITICA EN LA FRACCION pH 5.0  

Para alcanzar un sistema óptimo de aminoacilación, 
es un requisito indispensable que las amirroacil-ARN-t-sinte-
tasas se encuentren libres de toda actividad ribonucleolTti-
ca. 

La gráfica de la Fig. 14, muestra que las fraccio-
nes pH 5.0, empleadas como fuente de las aminoacil-ARN-t-sin 
tetases, no tienen actividad ribonucleolítica. 

E. ESTABILIDAD DE LA FRACCION pH 5.0  

Las fracciones pH 5.0 concentradas, protegidas con 
2-mercaptoetanol a una concentración de 0.01M y con glicerol 
al 50% y almacenadas a -20°, permanecen estables durante 5 -
meses, perdiendo su actividad bruscamente al sexto mes. 

Durante su aislamiento la fracción pH 5.0 es esta-
ble. El sobrenadante de la centrifugación a los 14500xg (ver 
métodos, pág. 23) puede mantenerse 4 horas en hielo antes - 
de continuar su procesamiento, sin daño alguno para la prepa 
ración enzimática finalmente obtenida. 

3. OPTIMIZACION DE LOS SISTEMAS DE AMINOACILACION CON L-LEU-
CINA -14C Y CON L-SERINA -140. 

La meta de la optimización de cualquier sistema de 
aminoacilación, es alcanzar el nivel teórico máximo de incor 
poración (ver Materiales y Métodos, pág. 40). 

La incorporación teórica máxima de un aminoácido -- 
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das a 135Gxg. Se tomaron alicuotes de 50 ul del soluanadants de cada unl — 
de ellas, so aforaron a 1 ml con agua desioni-,,da y se datermin5 su abspr 
bencia a 250 nm. Se graficaron los resultados sin restar/es las absorben,-,  
cías de los blancos correspondientes: 1.30 (.—.—.) y  1.13  (0—~). 
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en una preparación cruda de ARN-t, sería la 80ava parte de -
la incorporación total esperada (20 pmplas/A

260)' 
si todas -

las especies se cargaran con su aminoácido correspondiente,-
y si dicho aminoácido fuese reconocido por una sola especie. 

La mayoría de los aminoácidos reaccionan con dos o 
más especies de ARN-t. Consecuentemente la incorporación 
teórica máxima será proporcional al número de isoaceptores -
de un aminoácido en Particular. 

La incorporación teórica máxima de una preparación 
de una especie de ARN-t equivale a 1615 pmolas/A

260
. El al-

canzar esta cifra experimentalmente, implica conocer las con 
diciones óptimas de aminoacilación y tener una preparación -
100%a pura de la especie en cuestión. 

En este trabajo se han optimizado las condiciones-
de aminoacilación de preparaciones crudas de ARN-t con L-leu 
cina l4c y con L-serina-14C. Las condiciones óptimas para -
la incorporación de !_serina-14C han Sido exitosamente extra 
peladas a la aminoacilación de especies de ARN-t

Ser 
parcial-

mente purificadas. 

Como metas de la optimización de los sistemas de -
incorporación de L-leucina-

14
C y de L-serina-14C, se han to-

mado los valores de 100- 120 pmolas/A
260 

y de BO pmolas/A
260' 

respectivamente, de acuerdo al número de isoaceptores para -
cada aminoácido y en relación al nómero total de isoacepto--
res de la célula de mamífero. De las 80 especies de ARW-t--
presentes en la célula de mamífero, hay 5 ó 6 para la L-leu-
pina y 4 para L-serina. 
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A. 	OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE AMINOACILACION CON 
14 

L-LEUCINA- C. 

Previamente a la optimización de las concentracio-
nes de los componentes del sistema de incorporación, fue ne-
cesario reducir el volumen del mismo de 500 ul a 100 ul y -
posteriormente a SO ul. Ello permitió trabajar con concen-
traciones más altas del material radiactivo e impidió la des 
naturalización por dilución de la preparación enzimática. 
Hay quienes evitan la desnaturalización de las enzimas incre 
mentando la concentración protelnica del medio de incubación 
adicionando albúmina ("70). 

Las condiciones de reacción del nivel basal de in-
corporación de L-leucina-14C, de las cuales se partió en las 
pruebas de optimización, se muestran en la Tabla 9. 

Las modificaciones hechas al sistema basal, que - 
condujeron a un sistema optimizado de incorporación de Lleu 
pina-14C, se muestran a continuación en una serie de gráfi--
cas, Figs. 15-26. 

Una vez modificada una variable hasta encontrar - 
su concentración óptima, ásta permanece constante en los en-
sayos que le siguen, a menos que se indique lo contrario. 

Los resultados de estas pruebas se resumen en la - 
Tabla 10. 



CIA 9 . 

CONDICIONES DE BEACC=N D21 =VE1 BASAD DE II::- 

CORPORACTON 	'-77-'r'TNA-14C. 

COMFCrENTE 	 CONCENTRACION 

Tris- HOl 	 100 mM 

20.8 mMa  

ATP 	 0.5 mM 

A2N-tb 	 0.31 =3/m1  

L-leucina-14C 	 1-.52 rm/ml 

Fracción pa 5.0 	 4.88 mg/M1 

Vol. final 	 100 j,ile  

El sistema se incubó 15 minutos a 37°. 

El producto se recuperó como se indica en Mate- 

riales y Mátodos (pág.. 27). 

a. .0.8 mM es la concentración de la sal en la 

preparación enzimática. 

b. A:17-4a aislado por el método A. 

c. Volumen al cual se afora con agua. 
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FIG. 15. EFECTO DE LA VASTACION DE LA CONCENTRACION DE LA FRACCION pH 5,0 
SOBRE LA AMINDACILACION DE UNA PREPARACION CRUDA DE ARN—t CON L—LEUcINA-
14C. Se amincacilg una preparacign cruda de ARN—t (cátodo A) en las condi 
ciones basales de reacción descritas en la Tabla 9, con cantidades va--
riables de la fracciAgn pH 5.0: 24.4, 122.0, 244.0, 350.0 y 428.0 ug/siste 
ma. El producto se recuperg en la forma indicada en Materiales y Wgtcdos. 
RESULTADO: Concentración óptima de le fracción pH 5.0: 2.44 mg/ml. (A to—
dos los valores de ésta y las gráficas subsiguientes..les fue restado el—
valor de fondo de prueba). 
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FI:. 16. EFECTO DE LA VARTACION DEL TIEMPO DE INCUBACIDN SOBRE LA AMINDA-
-11,:CIDN DE •UNA FHEPARACION CRUDA DE ARN—t CON L—LIEUCINA-140 (I).Les con—

Pic'Iones de aminuecilación Fueron las descrItas en la leyenda de la Fig.-
15, variando en este caso al tiempo de incubación: 0, 5, 10, 15 y 20 ¡mino 
tza. El creductp se recuperó en la forma acostumbrada. RESULTADO: Tiempío: 
'I.Ptimo de incubación: 10 minutos. 
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FIG. 17. EFECTO DE LA VARIACION DE LA CONCENTRACION DEL ARN-t SOBRE LA - 
.¿.MINACILACION DE UNA FREPARACICN CRUDA ARW-t CON L-LEupinG*140. Las co1-

.1-zione de aminoacilación fueron las descritas en la Fig. 16, variandu_ 
en oste pass la concentración del ARN-t: 10.4, 20.8, 31.1 y 41.5 
,a. 

	ug/sis - 
El oroducto se recuperó en la forma acostumbrada, RESULTADO: Concen-

tración óptima del ARN-t: 0.416 mg/ml. 
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FIG. 16 . EFECTO DE LA VARIACION DE LA CONCENTRACION DEL 'ATF SOBRE LA AMI 
NOACILAC/ON DE UNA PREPARACION CRUDA DE ARN—t CON L—LEUC/NA-14C. Las con—
diciones de aminoacilani5o fueron las descritas en la leyenda de la Fig.-
17, variando en este caso la concentración del ATP: 0.25, 0.50, 0.75 y —
1.00 nM. El producto se recuper8 en la forma acostumbrada. RESULTADO: Con .  
bentración dptíma del ATP: 1iC0 mM. 
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FIG..19 EFECTO DE LA VARIACION DE LA CONCENTRACION DEL MgC1, SOBRE LAAMINDACILA 
CLON OE UNA PREPARACION CRUDA DE ARN—t CON L—LEUCINA-1 C. Lás condiciones de --
aminoacilaci6n,fwercn las descritns en la leyenda de la Fig. 18, variando en ME —
te caso la Concentraci,5n del MgC12: 0, 5, 10, 15 y 2D mM. Independientemente de 
esta variación, todas las muestras contienen 0.8 mM - de M9012, debido a su presen 
cia en la preparacián drizinktica. 'El producto se recupera en la forma acostum—
brada,. RESULTADO: ConcentraCitin óptima del MgC1 : 0.8 mM. (Las fases 1, II y 
111 se .explican en el texto). 



79 

pH 

FIU.201. EFECTO DE LA.VARIACION DEL pH SOBRE LA AM1N0AC/LACION DE UNr. P87.PA 
RACION CRUDA DE ARN:..t CON L-LEUCINA-14C (1). Las condiciones de aminoacile 
citón fueron les descritas en la leyenda de la Fig. 19, variando en este ca-
sa el pH'de la reacción én un rango de 7.0 a 0.0. El producto se recuperó-
en le forma acostumbrada. RESULTADO: rengo de pH óptimo: 7.2, - 7.8. 
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FIG 21. EFECTO DE.LA VARIACION DE LA CONCENTRA1=11 D7 LA L—LEUCINAC— 
4ceFe LA PA INOACILACION DE UNA PREPARACI.:N CRUDA DE ARr..—t 
Las condiciones de aminoacilación fueron ?es descritas en le Fin. 	va-- 
"riendo en este cae° laeancentración de le L—leuaine...14C: C.1', 
y cl..51 mm/sistema. El prouuctu se recuperj en la forma aLostumüade. RESULTA. 
DO: Concentración óptima de la L—leucina 1.45a 6.1 nm/ml. 
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FIG. 2.2. ÉKEWIDZI_A_VARIACION DE LAS CONCENTRACIONES DE MgC12  Y CE ATP,-
Y DE LA RELJVCalig-WATP SOBRE LA AMINOACILAGION CE UNA PREPARACION CRUDA-
DE ARII-t:CDN--b-047.05.,14C.', Las condiciones de aminoacilaciSn' fueron las - 
descritaslred.aisiarYansia cic. la Fig.:71, variando, en este casa las concentra-
ciones,-deillelp.Aí--), 3.5. (—?e—b 5.0 (—) y 10.0 (-..-).mAA. Todas las 
mes teas-  .ci-~7,1,-0.13 171M de.111gC11,- debido a su- presencia en-  la fracción pH 
5.0. E/ prbtruktffiss-Irecuperró en. la =forma acostumbrada. RESULTADO: Caneen-
traciones:tr~at M0C11, 3.3, 1114; 'ATP, 5.0 mi« Relaadán Mg+-2  /ATP 
0.66. 

': 
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22-.. EFECTO DE LA VARIACIUN DE LA EONEENTRAOIGN DEL ARN-t, POR ARRIBA_ 
DEL VALOR OPTIMO SOBRE LA AMINOACILACION DE UNA PREPARACION CRUDA DE ARN-t 
CON L-LEUCIMP-14% Las candiziones dm aminoacilaciSn fueron las descritas-
an la leyenda ue la Fig. 22, variando en este caso la concentración del ARN 
-t, por arriba del valor óptimo: 0.083, 0.208, 0.311, 0.415, 0.518, 1.035,-
1.620 y 1.890 mg/sistema. 
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FIG. 24, EFECTO DE LA VARIACICN DE LA CCNCENTRACION DEL TRIS—HC1 SOBRE LA.. 
AmINOADILACION CE:UNA PREPARACICN CRUDA DE ARN—t CON L.-LEUClUk-1  E. las con 
14cionos de aminoacilación fueron las descritas en la leyenda de la Fig. 23, 
variando en esta casa la concentración del Tris :Cl: 501  100 y 15U mM. El 
producto se recuperó en la forma acostumbrada. RESULTADO: Concentración — 
Sptima del Tris-iC/: 50 mM. ' 
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FIG. 25. EFECTO DE LA VARIACION DEL pH SOBRE LA ANUNOAC1LACION DE UNA PRE—
PARACION CRUDA DE ARN—t CON L— LEuclua-14r (II). Las condiciones de aminoa—
cilacián fueron las descritas en le.leyenda de la Fig. 24, variando en este 
raga e/ pH en un rancio de 7.0 a B.C. El producto se recuperó en le forme —
acostumbrada. RESULTADO: Rango de pH 6ptimo: 7.0 — 7.4. 
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1:75. 25. El-ELTO DE LA VARIACION DEL TIEMPO DE INCWACION SOBRE LA AmiNDACI—
UkCION DE UNA pREPARAGION CRUDA DE ARN—t COU.L—LEUOINA-14C,(II). Las condj— 

iones de aminosoilaciSn Fueran les descritas en la leyenda de la Fig,25, —
variando en este caso el tiempo de incubación: 0, 5, 10, 15, 20, 25, y 30 —
minutos. El produdto se recuperó en le forma acostumbrada. RESULTADO; Tiem—
pz 3p timo de incubaciSn: 15 minutos. 
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71G. 

LA 0:?:1'17,71 ZAC ION 
'107 cc:: :UTA— 14  . 

—7D:=1:ACIO7 .7.1-71: cy.7--Tr= IEUC.J.-- 	.,—A1-117.—t 

r,r1 	pmolas/A250 

1: 	:7:i.:1,-;ux.s. n i ve 1 basal 1346 3.34 

2. 

	

..:alma 2-4.4 mz/m1 374 ::.46 15 

o zin. Y:.,02 ::.17 16 

. A7J-t 415 	m;,7!m1 8'50 • , 7 ' 	53 17 

S . Al7 1 	:: 2051 6.29 18 

5, 	::,5.312 ..).3..1.-.2. e15:,,l5 15.60 19 

7 1:1.00 20 

8. L-1eucina-14C :',.1 	nmiml 9558 28,40 21 

9. YjC19/A2P 3.66 11243 33.30 22 

. 	Ati 199°,10 15.4-0 23 

11. 	Tris-,Cl 50 mM 136223 15.10 24 

12. 	a:! 7.0 16-;,551 19.35 25 

T.empo .15 min. 163871 19.43 26 

Todos los ensayos fueron realizados con L-leucina-140, --
260 mti/mmola, - con la misma mreparaci6n enzimátion y con - 
AE;-t aislado ',por el .3todo A. 

Una vez modificada una variable, ésta permanece constante 
en el siguiente ensayo. 

A todos los resultados se les ha restado el valor de gn-
do de la prueba. 
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O. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE AMINOACILACION CON 

L-SERINA-
14 

 C. 

En las pruebas de optimización de las condiciones-
de aminoacilación con L-serina-14C, se partió del conocimien 
to de la relación Mg+2/ATP óptima, tomada del valor óptimo -
reportado por Novelli (71) para sistemas de incorporación de 
tejidos de rata y de ratón. 

Fueron estudiados los efectos de la variación de 
los siguientes parámetros: 

a. pH 
14 

b. Concentración de la L-serina- C. 
c. Concentración de la fracción pH 5.0 

No se estimó pertinente optimizar la concentración 
del ARN-t, ya que este componente es la variable en determi-
naciones posteriores. 

Los resultados de las pruebas de optimización se -
presentan a continuación en una serie de gráficas Figs.27-29. 
Las condiciones de reacción se especifican en las leyendas -
de las figuras correspondientes. 

En la tabla 11, se resumen dichos resultados. 

C. IMPORTANCIA DEL ESTADO FUNCIONAL DEL ARN-t EN LOS EN-

SAYOS OPTIMUS DE AMINOACILACION.  

Los resultados de la optimización de la aminoacila 
ojón con L-leucina muestran niveles de incorporación altos y 
reproducibles, pero lejanos de la incorporación teórica máxi 
ma. 
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7IG, 27. EFECTO DF LA VARIAGION DEL pH SCEYE LA AMINDACILACION DE UNA PREPARACIDN 
.RUDA DE ARN-t CON L-.1ERINA-14C. Se aminuaciló una preparación cruda de ARN-t (m4: 
/:odo A' en las siguientes condiciones de reacción: MgCl , 15 mM- ATP, 5 mM; L-ae- 2 	, 
-ina-iLC, 10 nm/m1; ARNW,t 3.14 mg/mi y fracción pH 5.0, 1.3 mg/ml, variando el 
1H; fosfato de potasio, PO mM, pH 7.0; Tris-HCl, SO mM, pH 7.5 y 5.0, aforo con -
¡gua desionizeds e SO ul. Se incubó 15 minutos a 37.. El producto se recuperó en- 

forma indicada en Materiales y Mftedas. RESULTADO: pH óptimo: Tris-HCl, 50 mM, 
pH 7,5. Una vez modifinnda una variable hasta encontrar su concentración óptima,-
gata permanece constante en los ensayos  que le siguen. (A todos los valores de 1s 
ta y la,7, ,rdfices subeiguiente, les fue restado el valor de fondo de la prueba). 
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FIG. 290 EFECTO DE LA VARIACION DE LA CONCENlRACIO'II DE LA L-EERINA-
14c SCBRE LA

AI.IINOACn.ACION a:': UNA PFEPARACION mUDA DE ARN-t CON L-EERINA-14c. Las condicio 
nss ds aminoacilaci6n Fueron las descritas en la leyenda de la Fig. 27 1 variando
en este caso la concentraci5n de le L-serina-~4c: o.s, 1.0 y 2.0 nm/sisterna. El
:." co·:lucto se recu¡::er6 en la forma acostumbrada. RESULTADO: Concentración óptima 

"''' J.<: L-serina-14c: 40 nm/ml. 
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=IC. 29. EFECTO DE LA VARIACION DE LA CONCENTRACION DE LA FRACCION pH 5.0 S08HE- 
11 	DE UNA PREPARACIGN CRUDA DE ARN—t CON L—SERINA-14C. Las croldi 
:iones de aminoacilaci(In fueron las descrito_  en la leyenda de la Fig.25, varian—
lo en este caso la concent,a'usitín de la fracciAn pH 5.0: 65, 13D, y 195 ug/sistnma. 
71 producto se recuper6 en lá Forma acostumbradas  RESULTADO: Concentracián clpti 
la de la fracci6n pH 5.O: 2.5 mg/ml. 



2AZIA 11 

INS,:LYOS  P.,11.RA LA 0-2 -777,A.C7oN D  L.?...5 =DICTO:RES DE  

NOACIIACION CON 1-572"77  

1,7pp:770,1c:1w 	NIVEL OPTIILIO 	pERTI-1 44M-t  FIG, 

ora. pmclas/Á260  

7.5 8220 15.52 27 

2. I-eerina-12'C nm/ml 2661f 58.27 2B 

Enz.lma 2.6 nv,-/m1 49757 94.08 29' 

Todos 1os ersuyos -F:ueoa ,ealizadou co- 1,-sena-14O 120 
C,/mmole; con i misma preparaoidn enzimática y con ARN-t 
aislad ;, or el mátodu 

Una ves nodi2ioada una variable esta permanece constante 
en el el¿nliente ensayo. 

k todos los resultados se lea ha. restado el valor de fon-
do de la rrliebs, 
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No es este el caso para el sistema con L-serina, -
cuyo nivel de incorporación rebasa, inclusive, el nivel teó-
rico (ver Tabla 6). 

Suponiendo las condiciones de aminoacilación con - 
L-leucina como óptimas, se atribuyó la ineficiencia de la in 
corporación al estado funcional del ARN-t. 

El ARN-t aislado a través de métodos en los cuales 
la desproteinización se realiza con agentes desnaturalizan--
tes como el fenol, se denomina ARN-t convencional. El estado 
funcional o la actividad biológica de las preparaciones con-
vencionales depende del tiempo de contacto - del material ribo 
nucleico con el agente desnaturalizante. Entre mayor sea el 
tiempo de contacto, mayor será el daño al ARN-t y, en conse-
cuencia, menor será su actividad biológica. 

Con esta evidencia en mente, se han comparado las-
incorporaciones de L-leucina-

14C y de L-serina-14C a las - -
tres preparaciones de ARN-t convencional aisladas en este 
trabaje (ver Tabla 6). Las condiciones de aminoacilación 
son óptimas para todas las pruebas; 

Para la L-leucina-
14
C, los niveles de incorpora--

cien de las preparaciones A y B son mucho menores al de la 
preparación C. Esta discrepancia en la incorporación no se 
presenta en el caso de la L-serina-

14O, aunque la incorpora-
ción del aminoácido en la preparación 0 es mayor. 

En relación a la incorporación teórica máxima de -
la L-leucina-14C, las preparaciones A y B sólo incorporan un 
30 y un 50% respectivamente del valor esperado. En cambio la 
incorporación en el caso C representa el máximo esperado. 
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Las incorporaciones de la L-serina-
14
C son máximas 

para los casos A y B, y en el caso C inclusive rebasan el va 
lar teórico. 

Estos resultados ponen de manifiesto el daño sufrí 
do por las especies de ARN-t de leudinadurante el aislamien-
to de las preparaciones por los métodos A y El, que involu---
oran varias extracciones con fenol. Aparentemente los isoa—
ceptores de serina son mas resistentes a la acción desnatura 
lizante del fenol. 

4. COMPARACION DE LA INCORPORACION DE DIVERSOS L-AMINOACI-

DOS-
14
C A PREPARACIONES CRUDAS DE ARN-t DE HIGADO DE - 

RATA NORMAL Y DE HIGADO DE RATA ESTIMULADA CON HIERRO.  

Se compararon las incorporaciones de la L-serina 
14
C, la L-leucina-14 C, la L-valina-14C y la L-lisina-14C a - 

diversas preparaciones crudas de ARN-t de hígado de rata nor 
mal y de hígado de rata estimulada con hierro, aisladas to-
das ellas por el método C. 

14 
A. 	COMPARACION DE LA INCORPORACION DE L-LEUCINA- C Y  

DE L-SERINA-
14
C A ARN-t NO DESACILADO Y DESACILADO  

PROVENIENTE DE HIGADO DE RATA NORMAL Y DE HIGADO DE 

RATA ESTIMULADA CON HIERRO. 

La determinación de la capacidad aceptara de las -
preparaciones de ARN-t se hizo en las condiciones óptimas de 
aminoacilación, descritas en Materiales y Métodos (pág. 26), 
omitiendo ánicamente la mezcla de aminoácidos. Los resulta--
dos de estos ensayos se muestran en la Tabla 12. 
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No se manifiestan cambios importantes en las incor 
poraciones de ninguno de los aminoácidos a preparaciones de-
animal normal y de animal estimulado, ni entre las prepara—
ciones no desaciladas y desaciladas. 

La relación entre la capacidad aceptara de las pre 
paraciones no desaciladas y desaciladas de ARN-t de hígado -
de rata con L-serina-14C y L-Leucina-14C, se indican en la - 
Tabla 13. Los resultados ponen de manifiesto que las condi-
ciones de desacilación no dañan apreciablemente la estructu-
ra del ARN-t, de tal manera que éste no pierde su actividad-
biológica. 

B. COMPARACION DE LA INCORPORACION DE ALGUNOS L-AMINOACI-

DOS-
14
C A PREPARACIONES CRUDAS DE ARN-t DESACILADO -

DE HIGADO DE RATA NORMAL Y DE HIGADO DE RATA ESTIMULA- 

DA CON HIERRO. 

Las aminoacilaciones de las preparaciones con L-se - 
ring-

14
C, L-leucina-14C, L-valina-14C y L-lisina-14C, fueron 

hechas en las condiciones óptimas de reacción como se señala 
en Materiales y Métodos [pág. 26). 

Como lo indican los datos de la Tabla 14, no hay -
cambios apreciables en las incorpcd;aciones para ninguno de -
los aminoácidos. Los mismos datos se encuentran gratifica--
dos en las Figs. 30-33 

S. PURIFICACION Y FRACCIONAMIENTO DEL ARN-t DE SERINA DE -
HIGADO DE RATA NORMAL, POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE -

6D-CELULOSA.  

A. PURIFICACION Y FRACCIONAMIENTO I. 

En una columna de BD-celulosa de 1.6 x 26 cm. [Ma- 
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TABLA 12 
TNCORPORACION DE 	 T  C .1-15R7.--7TAT -1- 	Y DS 1,--IrucznA-14C A A'IN-ta  
WO DESACILADO iC D2SACl/ADO. PROTWIENTS DE HIOADO DE RATA 
roma Y DE 'ATOADO D2 ZATA =TITULADA CON FIER.O. 

RATA: NORMAL 33^-" 	4D 
NO DE,JACTIADO LZ-DAO'LiZe 

pmolas jg pmolas 	pmolastng 
AMINOÁCIDO 

I.-se ring-140 40.4 	15.0 2.69 41.5 	12.5 	3.32 
34.0 	30.0 2.80 73.5 	25.0 	2.94 
146.0 	60.0 2.43 144.3 	50.0 	2.87 

prom. 2.64 prom. 	3.04 

L-leucina-140 35.0 	15.0 2.33 30.0 	12.5 	2.40 
67.4 	30.0 2.46 60.2 	25.0 	2.41 

128.0 	60.0 2.13 116.0 	50.0 	2.32 

prom. 2.31 prom. 	2.38 

RATA: 1T6R= ESTIMIJIADA 
DSSACTIA10 LESAJZZAIO 

pmolas „gg 	pmolasbig pmolas yg 	pmolasZug 
AinNOACITO, 

40.0 	13.3 	2.90 42.0 14.3 	2.95 L-serina-140 
93.1 	27.6 	3.37 97.0 28.5 	3.40 

176.5 	55.2 	3.20 182.0 57.0 	3.19 

prom. 	3.16 prom. 	3.15 

L-leucina-14C 29.1 	13.8 	2.11 28.3 14.3 	1.99 
78.2 	27.6 	2.83 74.1 28.5 	2.60 

149.0 	55.2 	2.70 141,0 57.0 	2.47 

prom. 	2.55 prom. 	2.35 

a. ARI-t aislado por el método C y aminoacilado en las con-
diciones óptimas de reacción (Materiales y Métodos, pág. 
25 	sin la mezcla de aminogcldos. L-cerina. 14C, 126.0 
me/inmola; I-leucina-140, 262.0 mCimmola. 



TABLA 13. 
Ri>LACION EHTUE LA CAPACIDAD ACi{!"rO~-\ DE l"il.E!'ARACF\li!L C'lllD.\3 :w D:3ACI:.ArA:; Y D~

SACILADAS DE Al!f-t DE T!G . .\.t.~, DA - ~,~i~f:.· 

PRSPATIACIC~TES D~ AniMAL 

~ 
prnobs/)tg A:UJ-t desacil, 

h~HNOACIOO pmola s/~t ARN-t no desaoil. 

· L-serin~- 14c 1.08 

1.20 
1.)2 

prom. 1.20 

t.-leucina-14c 0,90 
1.15 

1 '27 
prom. 1,10 

p:nolasbl¡; AR;r- t Je s:J c 11. 

pmol<:~s/ti t: ARTI-t no daaacil, 

0.89 
1. 16 

, . 11 

prom, 1, 04 

0,8) 

1,08 

1. 07 

pro m: 0,99 

a. Las preparaciones crudas de ARN-t fueron aisladas por al m~todo C. Su capaci

dad aoaptora se datemin6 en las condiciones Óptimas de r t1noacilaci6n, deacr,! 
taa en Materiales y Mhodos (pig. 26 ) , sin lil mezcla de alllino~cidos. 

~aerina- 1 4c, 128.0 mC/mmola; L-Íeucina-14c, 262.0 mC/mmola, 



TALA 14  
1700RP0RACI0N DE AIGIrTnS I.-=1510ACID03-140 A PREPARACTO- 
SS CRUDAS DE 	DES.,1.01.7_,D3 DE =GADO DE RATA :70R:1AL 

Y DD 	rz RATA DiST'777IADA CC'_: nIER:a0.a  

parlas 

L-cerina-14 	35.4 
92.5 

'175.0  

pmolas/pz 

39.0 14.3 2.74 
94.225.5 	3.31 
'78.0 57.0 3.12 

prom. 3.06 

Pg pmolas/jug 

13.8 
	

2.57 
27.6 	3.35 
55.2 
	

3.17 
prom. 	3.r3 

pmolas 

	

11,_leucf,,na-14t.. 27.O 13.8 2.00 	26.3 14.3 1.87. 

	

55.7 27.6 	2.02 	53.7 28.5 	1.88 
115.6 55.2 2.1,9 -05.0 57.0 1.8. 

	

rrom. 2.03 	 prora. 1.86 

	

I-valina-14C 26.0 13.8 1.59 	25.8 14.3 1.81 

	

29.6 27.6 	1.07 	29.0 28.5 1.02 

	

31.2 55.2 0.57 	29.3 57.0 C.51 
prom. - 	 prom. - 

	

L-lisinp-14C 18.6 13.8 1.35 	18.2 14.3 1.28 
33.2

1 	
27.6 

1.12 

	

55.2 	
1.20 33.6 28.5 1.18  

63.7 57.0 1.12 

	

prom. 1.22 	 prom. 1.20 

a. Las preparaciones crudas de ARK-t fueron aisladas por -
el método C. Su capacidad aceptora se ensayó en las --
condiciones óptimas de aminoacilaCión, descritae en Ma-
teriales y- 1Wtodos (p,-15.26 ). Actividad especSfica - 
(mc/Mmola) D-cerina-14C, 128.0; L-laucinal4C, 262.0; T.-
val-ir/a:14C, 208.5; 1--lisina-140, 260.0. 
Estos datos están graficados en las fiárura$ 3D,31 32y33. 
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FIG, 30. 1NCORPORACION DE L—SERINA-14C A ARN—t (C) DESACILADO PROVENIENTE DE H1. 
GADO DE RATA NORMAL Y nE HIGADO DE RATA ESTIMULADA CON HTEHRO. Se determinO.  la —
capacidad aceptara de preparaciones crudas y desaciledas de ARN—t aisladas poz Bs 
método C, provenientes de hígado de rata normal (o—o—o) y de hígado de rata esti— 
muladc con hierro 	 Las condiciones de reacción fueron las óptimas y se — 
describen en Materiales y Métodos (pag. 26). Estos datos aparecen en la Tabla f4, 
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describen en Materiales y Métodos (pág. 26). Estos datas aparecen en le rubia 14'« 
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FI19. 32. INGORPORAC/ON DE L-WALINA-14C,A ARN-t (C) DEOACILADO PROLIEN1ENIE DE FU-
GADO DE RATA NORMAL Y DE FUGADO DE RATA ESTIMULADA CON HIERRO. Se determinó la -
capacidad aceptara  de oreparstiones crudas y desaciladas de ARN-t aisladas por el-
/16-todo O, provenientes de hígado de rata normal (0-0-0) y de hipado de rata esti- 
mulada con hierro 	Las condiciones de reacción fueron les óptimas y se - 
describen en Materiales y Mltodos (pág. 26). Estas datos aparecen en la Tabla 14. 
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FIG. 33 INCORPORACIDN DE L—LISINA-14C A ARN—t (C) DESAOILADO PROVENIENTE DE HIGA 
DO DE RATA NORMAL Y DE HIaA00 DE RATA ESTEVULADA CON HIERRO. Se datermind la ca—
pacidad aceptara de preparaciones crudas y desaciladas de ARM—t aisladas par el — 

„mátodo C, provenientes de hígado de rata normal (o o--c), y dá higado de rata es—
timulado con hierro e.~.~0. Les condiciones de reacción fueron las óptimas; y se 
describen en Materiales y Métodos (pág. 25)'. Estos datos aparecen  en la Tabla 14. 
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teriales y Métodos, pág. 34), fueron cromatografiados 100 mg 
de una preparación cruda de ARN-t, aislada por el método C. 

Se buscó purificar y fraccionar el ARN-t de serina 
en un mismo proceso cromatográfico, aprovechando su comporta 
miento particular en 8D-celulosa. La afinidad del ARN-t de 
serina por la 8D-celulosa depende del Mg+2. En ausencia de-
este metal el ARN-t de serina se fija a la celulosa benzoila 
da, en presencia del Mg+2 dicho ARN-t se desprende. En cam-
bio, la mayoría de las especies de ARN-t no se fijan a la - 
BD-celulosa en ausencia de Mg+2 

Como se aprecia en el perfil de elución del ARN-t 
a través de la columna de 8D-celulosa, y en la capacidad - -
aceptora de L-serina-14C de las fracciones eluídas, se tuvo 
buen éxito en la purificación del ARN-t de serina, pero no -
así en su fraccionamiento, (Fig. 34). 

En la primera etapa del proceso cromatográfico, la 
etapa de purificación, se eliminan la mayoría de las espe- - 
cies de ARN-t. La capacidad aceptara de L-serina-14C de las-
fracciones correspondientes es virtualmente nula, con excep-
ción de la fracción 90 que muestra cierta contaminación. 

En las etapas intermedias entre la purificación y 
el fraccionamiento, es necesario equilibrar la columna con -
diferentes soluciones amortiguadoras que ahora contiene Mg+2, 
con el fin de ajustar las condiciones del sistema para el -
fraccionamiento del material eón fijo a la columna. Durante-
este ajuste de las condiciones de cromatografía, no hay pér-
didas apreciables de ARN-t de serina como lo muestran el per 
fil de elucién de las fracciones-que eluyen en esta fase, -
así como su falta de capacidad aceptora de L-serina-140. 

El fraccionamiento parcial logrado en la última -
etapa de este proceso cromatográfico, muestra una resolución 
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muy baja. La absorbencia de las fracciones eluidas durante —

esta etapa, se traduce en dos bandas extensas de elución. 

La primera de ellas muestra una alta capacidad --

aceptora de L—serina-14C1  encontrándose en esta sección frac 

cienes con una actividad especifica de 626 a 982 pmolas/A
26E' 

correspondientes a un grado de pureza del orden de un 38,5 a 

60.7%, respectivamente (Tabla 15). 

La segunda banda tiene un nivel de incorporación 

menor, siendo siendo la máxima actividad especifica de 390 pmolas/ 

A
260

, equivalente a un 26.6% de pureza. (Tabla 15). 

Hay evidencias que permiten sospechar que las espe 

cies contaminantes en ambas bandas sean: ARN—t
Tir, 

 , ARN—t I
-r r
P, 

ARN—tFen  y ARN—tLeu (72). 

8, 	FRACCIONAMIENTO II. 

La baja resolución del fraccionamiento I, hizo evi 

dente la necesidad de modificar las condiciones cromatográfi 

cas, para lograr un buen fraccionamiento. Las condiciones em 

Aleadas con tal fin, se describen en Materiales y Métodos —

(Pág. 37), 

Se sometieron a un segundo fraccionamiento, tam— — 

bián en columna de 80—celulosa, de dimensiones 1.5 x 26 cm,-

2.8 mg de ARN—t de serina parcialmente fraccionado, corres—

pondientes exclusivamente a la primera banda de elución con—

capacidad aceptora de L—serina-14C (Fig. 35) 



TABLA 15, 
AC2ITC'15J. Y 'PIDO i 17:7E11 D2 LAS nACCIOITES  

EI7==;::=2 LA CC117.2ZA D BD-CE:=03A =Al:1'21A IM717I-
ZAC:Ori" Y W_ InACCI0?T.%MI-M0 I. 

321111-H-Al1-t PT_TREzkc 
v./olas/A.26c 

50 25 1.5 
486 30.0 

151 982 50.7 
167 565 53.6 
195 965 59.7 
193 731 43.4 
201 794 49.1 
207 343 52.5 
215 626 31.5 
227 512 31.6 
2.7.z 390 26.6 
257 311 19,2 
255 199 12.3 

a. la purificaci6n y el fraccionamiento 1 se hicieron 
en la forma descrita en Materiales y Mátodos (pág. 
34 	Se usaron 100 ma de IPIN-t aislado-  por el m5 
;030 C. La capacidad aceptara de las fracciones - 
as determin6 como se indica en .7:Jateriales y 'Sto-- 
dos 	(r Aj. 28). 

b. Ver las gráficas de la figura34 . 
c. 1515 pmolas/A260  equivalen a un 100 de pureza. 
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Fil. 34}. Las condicionas del fraccionamiento U aparecen en Materiales-y méto—
dos (pá4. 37Y. La capacidad aceptores de LSarina-14C de estas fraccionas así co, 
mo su arado de pureza se muestran en la Tabla 1e. 
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Tl::~IA 16 . 

C~~AC!LA~ ACZ?Tr.~- n3 ~-S3~:~!- 1 4c Y G~nc. ~2 ?U~ 3~ =z 

~TtACC!ONb S~::t:Lt 14c l-:.?..!:-t ~ :rr-->.E Z.A e 

pco1as/A26o 

36 645 39.5 

42 324 57 . 1 

45 115 0 71 .3 

49 1160 7 1. 9 

53 1 C5 5.S 

a . ::!:1 fraccionamiento II se hizo er. l e fo rma descrita 

en L!a"teria~e s y 17~to él o s (~~g. 37 ) • Se u.saro:O 2 . S 
Ir.g de AR!\- t :parci<slmenta .fraccion aoo y puri:f1cado, 

aislado :por el rr.§todo ~. La c~pacided ace~tora de 

las frac ciones se dete.rmi:l6 como s\'l indica a.n ~•!P.. t~ 
riale s y !il~ "to dos ( :¡:¡:1.:¡. 28 :- . 

b. Ver l a gr~fica de ~a f~~a '35. 

e ·. 16 15 :pmolas/A26o e~u:i:valen a 100% de pureza. 
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Como se aprecia en la Fig. 35, la resolución de la 
cromatografia es notablemente superior a la del caso ante- - 
ricr. En algunos de los casos la actividad especifica y el-
grado de pureza de las fracciones son mayores en un 10% a -
los valores Obtenidos en el caso del fraccionamiento I (Ta—
bla 16), 



IV 

DISCUSION 

Este estudio involucré el aislamiento a gran esca-
la del ARN-t de hígado de rata normal y de hígado de rata es 
timulada con hierro, la preparación de aminuacil-ARN-t sinte 
tasas de hígado de rata normal y la optimizacién de las con-
diciones de aminoacilacián con L-leucina-14C y con L-serina-

-
14
C. (La estimulación con hierro se ha hecho con el cumple 

jo hierro dextran, debido a su toxicidad prácticamente nula, 
aunque se pueden emplear otros compuestos como el citrato fé 
rrico (1), El hierro administrado en forma libre es altamen 
te tóxico]. 

Con esta base metodolégica fueron comparadas las -
incorporaciones de la L-serina-14C a preparaciones de ARN-t 
de hígado de rata normal y de rata estimulada. También se pu 
rificé y fraccioné el ARN-t de serina. 

Se estudiaron tres métodos de aislamiento de ARN-t. 
Los métodos A y B mostraron ser inadecuados para el aisla- -
miento a gran escala, debido a las limitaciones prácticas de 
los mismos, como son las múltiples extracciones fenálicas y-
el manejo de volúmenes demasiado grandes para las posibili-
dades del laboratorio. En este sentido el método C no presen 
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tá dificultades. Empleando esta técnica se procesaron gene—
ralmente lotes de hígado del orden de los 500 g. 

No fue sólo éste el motivo de haber descartado los 
métodos A y B. El criterio que normó esta decisión se basó - 
en otros hechos experimentalesy  que se discuten a continua—
ción, 

El rendimiento del ARN-t per el método C es 46% Ma 
yor que el de cualquiera de los otros métodos (A á 8), aun—
que es menor al obtenido por los autores de la técnica en su 
comunicación original. Aparentemente el rendimiento máximo -
alcanzable de ARN-t de hígado de mamífero, es de aproximada-
mente 0.45 mg de ARN-t de tejido húmedo. (Tabla 17). 

Es pertinente señalar que las modificaciones de -
las técnicas de aislamiento a gran escala de ARN-t de bacte-
ria o de levadura, no son generales para cualquier órgano- de 
mamífero. Así, el método diseñado para el aislamiento de - 
ARN-t de hígado de res (24), tuvo un rendimiento 10 veces me 
nor cuando se la empleó en el aislamiento del ARN-t de híga-
do de conejo (25), 

La pureza de las preparacioneá de ARN-t aisladas—
por los métodos A, B y C, fue analizada por cromatografía en 
columnas de Sephadex 6100, (Figs.5-13). Las diferentes crepe 
raciones muestran una contaminación que eluye justo antes 
del ARN-t. La posición de elucián de este material en una 
columna de Sephadex de dimensiones iguales a las empleadas 
en este trabajo, es similar a la del ARN-t dimerizado (65, 
66), ARN-t desnaturalizado (64) y ARN SS (62, 63). 

Los dímeros de ARN-t tienen una capacidad de incor 
poración similar al monómero correspondiente (65, EIS). Se de 
terminó la capacidad aceptara de las fracciones que cante- - 
nían dicha contaminación, sin encontrar incorporación de nin 
guno de los aminoácidos empleados (L-serina-14C, L-leucina 

-14
14 

y L-feniiálanina- C, Figs. 8,9,11,12). Consecuentemen- 
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te, es muy poco probable que este material sea ARN-t dimeri-
zado. 

El ARN-t biológicamente inactivo eluye justo antes 
del ARN-t activo en las columnas de Sephadex G100 de dimen--
alones 2.5 x 100 cm (64). Ello se debe a que la forma inacti 
va posee una estructura más extendida o asimétrica. El ARN 
55 tiene una posición de elución en columnas de Sephadex que 
coincide con el ARN-t desnaturalizado, así como con el mate-
rial que contamina las preparaciones de ARN-t obtenidas por-
l❑s métodos A, 6 y C. 

No se ha identificado este material ni como ARN-t 
desnaturalizado, no como ARN 55, por lo que podría tratarse 
de cualquiera de ellos. La identificación del material puede 
realizarse digiriéndolo primero con ribonucleasa T2  y luego-
analizando el hidrolizado por cromatografla en capa delgada-
bidimensional (73). 

La identificación de la pseudouridina en el hidro-
liZado, bastaría para asegurar que el material es ARN-t (des 
naturalizado), puesto que el ARN 55 no contiene este nucleó-
sido (60). 

La presencia de una variedad de componentes meno—
res ha sido considerada como una de las características típi 
cas del ARN-t. En casi todas las especies de ARN-t existe - 
por l❑ menos una pseudouridina que ocurre en la secuencia 
GTOC del asa próxima al extrema 3,(-CCA), (74).. 

El ARN-t obtenido por los métodos A y 6, tiene una 
contaminación con un material que eluye en el volumen vacío. 
Lo más probable es que'se trate de ARN-r como contaminante 
principal, pudiendo contener además restos de ADN. 

La contaminación del ARN-t con ADN debe evitarse 
desde el principio de la extracción. Con esta preocupación 
en mente, se han introducido las modificaciones pertinentes- 
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a la técnica de extracción« 

Una técnica efectiva para la separación del ADN de 
las preparaciones de ARN-t, se basa en el uso del fenol ca—
liente C75). Tres extracciones repetidas, de tres minutos ca 
da una, en un baño a 60°, separa el 95% del ADN, que queda -
suspendido en el fenal. 

También se ha observado que si el pH empleado du--
rente la extracción del ARN-t se mantiene alrededor de 5, no 
se produce la contaminación con ADN. A valores de pH mayores 
de 5.5, son considerables las cantidades de ADN que se ex- - 
traen junto con el ARN (76). 

La contaminación con ADN de las preparaciones de -
ARN-t aisladas por los métodos B y C, ha sido virtualmente -
eliminada desde el principio de la extracción, homogeneizan-
do el tejido en una solución amortiguadora con sacarosa 0.3M. 
En el método A el ADN se separó de las preparaciones por pre 
cipitación fraccionada con isopropanol. 

El complejo hierro-dextran de las preparaciones de 
ARN-t de hígado de rata estimulada obtenidas por el método-
8, se separa del material 45 eluyendc en el volumen vacío, -
fijado al material contaminante de alto peso molecular. No -
se sabe la naturaleza de su interacción con el material pesa 
do con el cual coeluye. Es posible que el complejo hierro - 
dextrán se adsorba a la superficie de las moléculas de peso-
molecular elevado..  

En el caso de los métodos A y C, el complejo hie--
rro-dextrán se separa durante la precipitación fraccionada -
con isopropanol. 

Las preparaciones de ARN-t aisladas por el método-
B presentan un fenómeno curioso. Aquéllas preparadas a par—
tir de hígados de ratas normales, muestran una contaminación 
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con material de peso molecular bajo, A igual concentración -
de ARN-t de hígado de rata estimulada con hierro, esta canta 
minacirn desaparece [Figs. 7,10). Este material ha sido ana-
lizado por precipitación con ácido tricloroacético al 10%, - 
así como por diálisis. Se muestra parcialmente sensible a am 
bes pruebas, indicando que es una mezcla de oligonucleótidos 
y quizás mononucleátidos, de diferentes pesos moleculares. -
Existe interés en ahondar en la naturaleza de este fenómeno. 

Por lo que toca a la capacidad aceptora de las di-
ferentes preparaciones de ARN-t, éste mostró ser superior en 
el caso del ARN-t obtenido por el método C, que en el caso -
del ARN-t obtenido por cualquiera de los otros dos métodos.-
Esto fue cierto tanto para las incorporaciones de L-leucina-
14C como de L-serina-

14
C [Tabla 6.) 

Sospechamos que la razón de la baja capacidad acee 
tora de las preparaciones de ARN-t obtenidas por los métodos 
A y B, se deba a que fueron sometidas a varias extracciones-
con fenol, agente desproteinizante que se sabe puede dañar -
al ARN (67). El ARN-t obtenido por el método C, que involu--
cra una sola extracción fenélica, muestra una actividad espe 
cífica para la incorporación de L-leucina-14C 2.8 veces me--
yor que la del ARN-t aislado por el método A. 

La mayoría de las técnicas de aislamiento de ARN-t 
emplean agentes desnaturalizantes para la desproteinizapión-
de los homogeneizados, como el fenol. Debido al daño que in-
floren estos agentes sobre las preparaciones de ARN-t, se 
han desarrollado métodos en los cuales la desproteinización-
se realiza por adsorción de las proteínas y ribosomas a un -
material inerte, como lo es el ácido silicico [77), o bien, --
con un agente desnaturalizante como el dodecil-sulfato de so 
dio, cuya interacción con los ácidos nucleicos es mínima, de 
bido a la carga negativa de la molécula .[69]. fl  dcdecil-sul 
fato de sodio también tiene la ventaja de ser un inhibidor - 
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potente de las nucleasas. 

Uno de los posibles dañes que puede sufrir el ARN—
t durante su aislamiento, es la pérdida de la secuencia ter 
minal —CCA. Son tres los hechos experimentales que hacen su—
poner que la secuencia terminal de los ARN—t aislados por el 
método C permanece intacta durante el proceso de aislamiento: 

14 
i. Las incorporaciones de L—leucina— C, L—serina- 

14
C L—valina-

14 
y L—lisina-

14 
 C, se acercan los máximos teóri 

cos esperados; 

ii. Se aisla N—acetil—seril—ARN—t a partir de es--
tas preparaciones. (15). 

iii. El AAN—t aislado por la técnica original no —
incorpora CTP radiactiva (23). 

La aminoacilación de las fracciones eluidas de las 
columnas de Sephadex y BD—celulosa, fueron realizadas en ere 
sencia de CTP, en previsión de un posible daño a la molécula 
de ARN—t durante su análisis cromatografico. La concentra- — 
ción de CTP empleada es de 0.5 mM. Se tiene evidencia de que 
concentraciones altas de este nucleátido inhiben la aminoaci 
lación (45) . Las enzimas que catalizan la incorporación de 
los nucleótidos CTP y ATP al extremo terminal ARN—t, están — 
presentes en la fracción pH 5,0; fuente de las aminoacil—ARN 
—t—sintetasas (78). 

Durante el aislamiento del ARN—t se desea reducir—
al maximo, y si es posible eliminar totalmente, la actividad 
de ribonucleasa. Con tal fin ha resultado muy efectivo el --
uso de la bentonite (79,80,81). Esto compuesto es un silica—
to de aluminio que posee propiedades de intercambio catióni—
co (80). Ad sorbe a la ribonucleasa permitiendo su elimina—
ción por centrifugación. 

La actividad de ribonucleasa también se puede eli— 
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minar mediante el carbón activado (79). Este método tiene la 
desventaja de mostrar pérdidas del ARN-t por fijación al car 
bón (79). 

El polivinilsulfato es otro inhibidor de la ribonu 
cleasa (81). 

Las tres etapas básicas del aislamiento de la frac 
ojón pH 5.0, fuente de las aminoacil-AHN-t-sintetasas de hí-
gado de rata normal fueron: 

i. precipitación a pH 5.0 
ü. tratamiento con DEAE-celulosa 

iii. concentración por ultrafiltración 

El ajuste del pH a 5.0 del sobrenadante postriboso 
mal mantenido en un baño de hielo, fue hecho con exactitud,-
empleando Un potenciómetro calibrado con un amortiguador pre 
viamente enfriado a 40  y de un pH de 4.0. No existe unifor-
midad respecto al pH óptimo de precipitación dé la fracción-
pH 5.0. Algunos ajustan el pH del sobrenadante postribosomal 
a 5.15 (82) y otros a 5.20 (8.3). 

Una vez precipitada la fracción pH 5.0,-debe ser -
recuperada de inmediato. Se ha visto que la actividad enzimá 
tica de las preparaciones decrece rápidamente en función del 
tiempo de contacto con el ácido acético 1N (Tabla 7). El pro 
medio del rendimiento del método es de 2.07 mg de proteína/g 
de hígado húmedo. 

El objeto del tratamiento de la fracción pH 5.0, - 
con DEAE-celulosa, resuspendida en el amortiguador ajustado-
a pH 7.6, es eliminar el ARN-t de la preparación enzimática, 
el cual también precipita a pH 5.0 

Por otra parte en el curso-  del aislamiento de la -
fracción pH 5.0, se elimina el ATP. 
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Los controles de las aminoacilaciones, desprovis--
tos en un caso de ARN-t y en otro de ATP, incorporan menos -
del 1% de la incorporación total obtenida en condiciones óp-
timas de reacción. Ello demuestra que las preparaciones enzi 
máticas no contienen cantidades apreciables de cualquiera de 
estos dos compuestos, que pudieran interferir con las cuanti 
ficaciones. 

Las preparaciones pH 5.0 no mostraron actividad --
ribonucleolítica (Fig. 14). Evidentemente la presencia de es 
ta actividad causaría una reducción notable en los rendimien 
tos de las aminoacilaciones. 

Las aminoacil-ARN-t-sintetasas son enzimas lábiles. 
La concentración de enzima por unidad de volumen, es un fac-
tor importante en su estabilización. Las preparaciones alma-
cenadas a concentraciones bajas, pierden rápidamente su acti 
vidad, a pesar de estar protegidas con 2-mercaptoetanol y -
glicerol. Ello motivó que las fracciones enzimáticas fueran-
concentradas por ultrafiltración (84). La técnica es oficien 
te. Se caracteriza por su rapidez y facilidad de manejo, así 
como por ser un método totalmente inocuo, que no altera la -
actividad enzimática de las preparaciones. 

A partir de la ultrafiltración, las aminoacil-ARN-
t-sintetasas deben protegerse con 2-mercaptoetanol, 0.01M. -
Una vez concentradas, son almacenadas en 50% de glicerol, a-
-200, permaneciendo estables durante 5 meses, al cabo de los 
cuales decae su actividad bruscamente. 

La protección de la fracción pH 5.0 con 2-mercapto 
etanol se debe a que la mayoría de las amirioacil-ART-t-sinteta 
sas muestran una disminución notable en su actividad catalí-
tica en presencia de reactivos que se combinan con los gru--
pos sulfhidrilo, como son el p-oloromercuribenzoato y el - 
Hg01

2
. Hasta la fecha no ha sido posible distinguir si la - 
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participación de los grupos -SH es directa, a nivel del mena 
nismo catalítico, o bien indirecta a través de un efecto so-
bre la conformación de la proteína (7.4). 

Por lo que toca a las enzimas insensibles a los -
agentes mercuriales, la presencia de un reductor como el - - 
2-mercaptoetanol (a concentraciones bajas) en la aminoacila-
ojón, no debe interferir con su actividad catalítica. La evi 
dencia actual indica que el azufre contenido en las sinteta-
sas, se encuentra presente en la forma de grupos -SH y no --
constituyendo puentes disulfuro. 

La presencia del 2-mercaptoetanol en las prepara--
ciones enzim&ticas empleadas en el curso de este trabajo, -
nunca motivó su inactivación. 

El glicerol al 50% también fue empleado para pre—
servar las preparaciones enzimáticas. El uso de este compues 
to se atribuye a Muench y Berg (05), 

En general, las aminoacil-ARN-t-sintetasas han si-
do protegidas con diferentes compuestos como son la sacarosa 
y la albúmina, así como con ATP y Mg-1-2  (45). 

Almacenar la fracción pH 5.0 a -20° suspendida en-
50% de glicerol, evita la congelación de las muestras y la -
consecuente desnaturalización por congelaciones y descongela 
ojones repetidas. 

Las aminoacil-ARN-t-sintetasas catalizan las si-
guientes reacciones (45): 

aminoacilación del ARN-t 
intercambio ATP-PPi 

iii, formación del complejo enzima-ARN-t 
formación de hidroxamatos 

Las condiciones óptimas para cada una de las reac- 
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ciones anteriores, requieren ser elucidadas con todo deteni-
miento. Los parámetros generalmente optimizados son pH, - -
fuerza iónica, concentración del aminoácido y en forma partí 
cular, las concentraciones absolutas de MgC1

2 
y ATP, y la re 

lación Mg+2/ATP. 

Debido a la individualidad de especie de cada una-
de las sintetasas, no existe posibilidad de generalizar las 
condiciones de aminoacilación enzimática. Las condiciones 62 
timas de un sistema homólogo, de una especie dada, no son -
efectivas para la misma reacción en otra especie [Tabla 1 ). 
Inclusive, las condiciones reportadas por unos como óptimas-
pueden no ser las adecuadas para otros, a pesar de tratarse-
de la aminoacilación de ARN-t del mismo tejido con el mismo-
aminoácido (Tablas 18,19). Es factible que estas diferencias 
residan a nivel de las preparaciones de las aminoacil-ARN-t-
sintetasas y del ARN-t, aisladas a través de métodos diferen 
tes. 

Por otra parte las condiciones óptimas de aminoaci 
lación de un sistema heterólogo son a su vez diferentes a - 
las de un sistema homólogo. Se habla de una combinación hete 
róloga, cuando la aminoacil-ARN-t-sintetasa de una especie -
se emplea para cargar ARN-t de otra especie. Las condiciones 
óptimas de aminoacilación para la carga del ARN-t en un sis-
tema homólogo, pueden ser enteramente inapropiadas e inclusi 
ve inhibitorias para la reacción con un ARN-t heterólogo(86). 

Para elucidar las condiciones óptimas de reacción-
pueden seguirse dos enfoques: 

i■  Determinar las velocidades iniciales de reac-
ción, estableciendo las Km de los sustratos, así como la V -
máxima de la reacción. 

ii. Hallar las condiciones para la formación máxi-
ma de producto. 



TAnn 18 . 
COHDICION25 Lj,7TCIIAL7IC:1 Ci:1; 

11 	
7AU 

Dl Artlí-1; :WiLiDAJ D 	L 71:1A. 

:ZATA (41 BATA (10) 2ATA 7-2,7111 	09) 

Tris-H01, pI 50 mM, 7,6 100 un, 7.4 50 nM, 7.0 
Hepes, pH - 	. - - 100 m:1, 8.0 
me+2 1 	alm 10 mm 3 id: 20 mM 
ATP 1 	liaM 10 m:I 5 in7 4 	II:: 
Mg 2/ATP 1.0 1.0 0.G 5.0 
0TP 0.5 	111,1 
KC1 - 50 lia - 

11H 401 - - 5 m11 
2-mercaptoetanol - - 40  0.1 
GSH - 2 mY - - 

a.a.140 2.5 nm/m1 50 nm/ml 9.5 nm/m1 1.5 mmolae/m1 
Mezcla de a.a. 50 uM, c/u - - 

alblImina eirica - 0.2 mg/mi 
ART-t 50 u&/ml variable 1.14 m,/m1 (0. 	variable 
enzima 0.2 mg/m1++  variable variable+++ 	variable 

Temperatura 21° 37°  37°  37° 
tiempo 60 min. 30 min. 15 min. 30 min. 
pinoles/Am o  31.0 27.0 148.5 97.0 

4 - Valores encontrados en este trabajo. 	++ Znzima seinipurificada. 
4+4 7racci6n pH 5,0, que contiene 1101 2 mM y 2-merenntoetanol 10 mM. 



TABLA 19. 

CONDICIONES OPTIMAS DE AMINOACILACION CON L-SURINA-14C PARA. -H2A2ACIONUS 
• , i1 ARN-t ?t'IZADAS DE IldkB0 MI RATA, -1 TEDSRA. 

RATA (+) 	 - Til M) 	 =ERA (39) 

Tri3-HC1, 	pEl 

Hepeb, pH 
vs+2 

ATP 	. 

50 mM, 7.5 
 . 

15 mM 
5 mM 2 

100 mil, 	7.1 

10 mM 
10 mM 

10 i  
100 m1.7, 	pH 8.0 

mM 
ME4-2/ATP 3.0 1.0 5.0 
CTP - _ 

KC1 50 kill - 

NH 401 - 

2-mercaptoetanol - n mM 
GS11 
a.a.140 

- 
40.0 nm/m1 

2 mil 
50 nm/ml 

- 

1.5 mmolas/m1 
Mezcla de n.a. - - . 	- 
alblmina s.rlca 0.2 n/ml. - 
ARN-t 1.14 ma/ml(C) variable variable 
enzima variable++  variable variable 
Temperatura 37° 37° 37° 
tiempo min. 15 	. 30 min . 30 min. 
pmelos/A260  110.9 167.0 63.0, 

+ 	Valoren encontrados en acta trabajo. 
++ 	71racci6n pH 5.0, que contiene Zel 2.5 y 2-meren2toetano) 10 
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El primer caso da una idea respecto a la efectivi-
dad de la enzima y en el segundo caso se establece el rendi-
miento máximo alcanzable para un sistema dado. 

Ambos caminos pueden conducir al mismo resultado:-
conocer las concentraciones óptimas de los componentes de la 
aminoacilación que resultan en la formación de un producto -
final con rendimientos que se acercan a los rendimientos má-
ximos, teóricamente establecidos, cuyos valores de ninguna -
manera pueden considerarse absolutos (materiales y Métodos,-

pág. 46). 

El curso de las pruebas de optimización realizadas 
en este trabajo se han basado en el segundo de los enfoques-
anteriormente seHalados. 

En el curso de los ensayos de optimización de las-
reacciones de aminoacilación con L-leucina-14C y L-serina- -
14C, las concentraciones de MgC12  y ATP, as/ como la rela—
ción Mg

+2
/ATP, mostraron una influencia básica en dicha reas 

ojón. 
Hasta la feCha no se sabe con certeza el papel que 

juega el Mg+2 en la aminoacilación. Como toda reacción enzi-
mática en la que está involucrado el ATP, la participación -
del Mg+2 en las reacciones catalizadas por las aminoacil-ARN,  
t-sintetasas, es indispensable. Las concentraciones de dicho 
metal en las reacciones son determinadas por los requerimien 
tos específicos de la enzima o del ARN-t dados. 

+2 
Existe actualmente la creencia de que el Mg ayu- 

da a la unión del ATP con la enzima, disipando la carga nega 
tiva concentrada en el estado de transición (87). 

El magnesio ejerce una influencia decisiva sobre -
la conformación del ARN-t. Es muy posible que el reconoci- -
miento del ARN-t por la enzima dependa en gran parte de su -
configuración espacial. Se ha reportado el aislamiento de - 
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ARN-t en estados de diferente actividad biológica (64). Apa-
rentemente esta diferencia puede deberse a una alteración en 
el contenido del metal divalente. La técnica empleada en la-
renaturalización del AAN-t y su transformación en una enti--
dad con actividad biológica involucra la incorporación de - 
Mg+2. El uso de algún otro metal divalente como el Co+2, el-
Ca+2 o el Mn+2  da por resultado una renaturalización par-
cial (88). Sin embargo, Ishida y Sueoka (89) han reportado 
la renaturalización del ARN-t en un medio libre de Mg+2  . 

Se sospecha que el magnesio refuerza la estructura 
secundaria del ARN-t, protegiendo a la molécula de la acción 
de las nucleasas (90) y causando también un incremento en 
la Tm (temperatura de fusión) (90). 

La estructura biológicamente activa del ARN-t es -
determinada por la interrelación de las condiciones ambienta 
les de temperatura y fuerza jónica, con todas las interaccio 
nes intramoleculares dictadas por la secuencia primaria de -
los nucle6tidos de la macromolécula (91). 

Existe evidencia contradictoria acerca del papel - 
que tiene el. Mg+2 en la esterificación del ARN-t a partir --
del aminoacil-adenilato. 

No parecen existir diferencias de opinión respecto 
al requerimiento de Mg+2 en la formación del aminoacil-adeni 
lato, primer intermediario en la reacción de aminoacilación-
segón el mecanismo secuencia) (92). 

La mayoría de las sintetasas pueden transferir el-
aminoacil-adenilato al AFIN-t homólogo en ausencia de Mg

+2 
--

(90). Las excepciones reportadas son la transferencia del --
complejo enzima-senil-adenilato de levadura (93) y el camele 
jo enzima-treonil-adenilato de rata (94). En el caso del com 
plejo enzima-treonil-adenilato, se argumenta que el requeri-
miento absoluto del Mg

+2 
en la reacción de transferencia in- 
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dice que el Mg +2 no está unido alocmplejó enzima-treonil-ade 
nilato. 

Zimmerman y Robison (95) sugieren que la aparente-
oposición de las conclusiones concernientes al requerimiento 
de Mg±2 en la reacción de esterificación, es consecuencia de 
las diferencias en las condiciones de reacción, Ellos repor-
tan el mismo grado de formación del fenilalanil-ARN-t de le-
vadura de pan en las siguientes condiciones de reacción: 

i. Tris-acetato 10 mM, pH 7.2 en presencia de Mg
+2 

20 mM, 
Citrato o cacodilato de sodio 50 mM pH 6.2, 

succinato de sodio 50 mM pH 6.1, en ausencia de Mg+2. 

Esta suposición es muy.factible, ya que Norris y 
Berg (961 emplean el cadodilato de sodio 50 mM, pH 7.0 
(sin Mg+ ) en la reacción de esterificación 	 , mien 
tras que Allende, et al. (94) y Bluestein, et al. (93), usan 
Tris-HC1 80 mM pH 8,0 y 10 mM, pH 7.0, (con Mg+2), respecti-
vamente. Aparentemente los aniones citrato, succinato y caco 
dilato sustituyen al Mg+2 en la reacción de esterificación. 

El papel del aminoacil-adenilato en la aminoacila-
cien no se ha establecido contundentemente. Hele y Barbar --

(97) reportan la formación del lisil-ARN-t a través de dos -
mecanismos. Uno de ellos involucra la formación del aminoa--
cil-adenilato, cuya transferencia al ARN-t es inhibida en - 
presencia de Mg+2 y estimulada en presencia de NH + . En cam-
bio, cuando la aminoacilación se realiza en presencia del -
complejo enzima-ATP o ATP, lisina y ARN-t, la reacción es es 
timulada con Mg+2 e inhibida por el ión NH 

4 
El primer tipo de reacción corresponde a un meca—

nismo secuencial y el segundo a uno concertado (87). 

Pastuszyn y Loftfield (98), señalan que el mecanis 
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mo de la aminoacilación in vitro es secuencial, mientras que 
in vivo postulan un mecanismo concertado. 

Por lo que toca a la sustitución en la aminoacila-
ojón del Mg+2  por otros cationes divalentes, ya sean éstos - 
inorgánicos: Mn+2, Zn

+2
, Co+2, Ca+2, y Cu +2  , u orgánicos: po 

liaminas como la espermina, espermidina y putrescina, la re-
ducción

+2 
 en la incorporación hace evidente la especificidad -1  

del Mg en la reacción, 

No es posible generalizar los efectos de la susti-
tución del Mg+2  por otros cationes, debido a que sólo son al 
gunos los sistemas que han sido sometidas a investigación. 

El papel del ATP en la reacción de aminoacilación-
es evidente. Constituye la fuente energética del sistema. Ac 
tiva al aminoácido formando o no un comple7jo altamente reac-
tivo, el aminoacil-adenilato (mecanismo secuencial o conerta 
do, respectivamente). 

Su presencia en la reacción es virtualmente insus-
tituible. El ADP, GTP, CTP, UTP, dCTP y dTTP no reemplazan -
al ATP: Se tiene evidencia de que el dATP inhibe la reacción 
de intercambio ATP:PPi, pero sí es efectivo en la reacción - 
de la esterificación (90). 

Las concentraciones óptimas de Mg
+2 

y ATP se en- - 
cuentran íntimamente ligadas. Las razones de esta interrela-
ojón alin no han sido firmemente establecidas. Es posible que 
gran parte de la interdependencia se deba a la formación de-
complejos Mg-ATP que sean estables y activos. 

A este respecto Cale y Schimmel (99) presentan evi 
dencia de la formación de complejos entre el magnesio y el -
ATP. Relacionando valores teóricos con resultados obtenidos-
experimentalmente, han establecido que los complejos activos 
en la reacción de intercambio ATP-PPi son MgP2O7-2  y MgATP 2. 
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Tanto las especies iónicas ATP 4, HATP
-3

, NaATP
3
,HP

2
O
7
-3 

Y 

NaP
2
0
7
3 

, presentes en el medio de la reacción en concentra 
cienes apreCiables, así como aquellas presentes en concentra 
cienes muy reducidas, como son MgHATP-1, MgHP

2
0
7
-1 y P ID -4- 

2 ? ' 
no ejercen influencia en la reacción. 

A concentraciones altas de Mg
+2 

Cole y Schimmel -
encuentran un decremento en la velocidad de reacción debido-
a la desaparición de la especie activa MgP

2
O
7
-2 
 y la forma-l'I-

ción del complejo inactivo Mg
2
P
2
O
7
. 

La formación de complejos entre el Mg
+2 

y el ATP -
parece tener una aceptación general (100). 

Lo que resulta sorprendente es la gama de relacio-
nes Mg /ATP que han sido descritas como óptimas para dife--
rentes enzimas de diferentes especies (Tabla 20]. 

Aparentemente, el metal juega un papel adicional -
en la catálisis de la activiación del aminoácido. Mehler y - 
Chakraburtty (74), sospechan que el efecto primario del mag-
nesio es sobre la estructura y actividad de la enzima. Hasta 

la fecha no ha sido posible
2 
 aislar un complejo estable forma 

do entre la enzima y el Mg . 

La relación Mg
+2

/ATP óptima depende de las concen-

traciones absolutas de los reactivos (Fig. 22]. 

En la Fig. 19, se observa que a una concentración-
constante de ATP de 1mM, concentraciones crecientes de Mg

+2
-

inhiben la aminoacilación de una preparación cruda de ARN-t 
(A) con L-leucina-14C. 

La máxima incorporación ocurre cuando la relación 
de las concentraciones entre el Mg

+2 y el ATP equivale a 

Con un incremento de Mg
+2 

de 0 a 5 mM (sobre el nivel de -
magnesia presente en la preparación enzimática), se observa- 



TABLA  20  

=Az:Tem-Es* 7:-T'2/ATm 07,"".177k5 17,k:u .A.:'"•=44C.T..1.A.C.'il"Z -17=2, 

1.7domwdr 

44& 	coll I-leucina - 	.10 90 

" I-prolina 30 Ir 

2s 	co11. 	' :1,- -.:1u 	.mato 15 
ti I-glutamina 2 .. 

Levadura I-sorna 1 5-2.5 

Rata o ratón L-leuoina C.S 71 

M-Elutamato 1.5 . 	. 

" M-metionina 2.0 . 

. I-rrolina . 
 
. 

I-treonine 
L-glutamina 
I-arginina 3,0  

rt I-histidina Ir 

I-triptofano 
la 

I-serina 
I-valina 
I-asparagina 
I-alanina 5.0 
Z-aSMartatO 

« 71-11sina 

• . Unas son 6ptima's para la reacción de intercl,:mbio 
ATP-PP1;-otras son 6mtimas para las aminvecilacio--
Mes. 

• 
• La .relacidn 17:5+4/ÁTp es óptima para varios tejidos 

de.ebtos organismos. 
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un decremento casi lineal en la incorporación de la L-leuci-
na-14C (Fase I). 

A concentraciones de Mg
+2 
 de 5 a 10 mM (Fase II),-

el decremento en la incorporación no es tan brusco como lo -
es en la Fase I. La pendiente de la curva de inhibición en -
la Fase II es mucho menor. 

+2 
A partir de una concentración de Mg de 10 mM, el  

nivel de incorporación de la L-leucina-14C se mantiene cons-
tante (Fase III). 

Como posible explicación del fenómeno anterior, se 
puede postular la existencia de especies inactivas de Mg+2 y 
ATP, cuya variación en concentración afectan favorable o des 
favorablemente la aminoacilación. 

La especie activa del ATP en la aminoacilación es-
el complejo jónico MgATP'2  (91). 

En la Fase el incremento en la concentración del 
+2' 

Mg favorece el equ¡librio de la reacción (lb) hacia la for 
mación de la especie,hipotática Mg2ATP. 

(1a) ATP -4  + Mg+2 
	

MgATP -2  

(lb) MgATP -2  + Mg-1-2 	 Mg2ATP 

ción. 
	El complejo Mg2ATP .sería inactivo en la aminoacila 

El grado de inhibición en la Fase II, es' un refle-
jo de la importancia, adquirida con el tiempo, de la reac-
ción (lb) en sentido inverso: 

(lb) MgATP 2  + Mg42  

A medida que crece la concentración de la especie- 

Mg
2
ATP 
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inactiva Mg
2
ATP, con el incremento en la concentración de -- 

+2 
Mg , el grado de disociación de dicha especie va cobrando -
importancia. 

En le Fase III, la reacción (1b), alcanza el equi-
librio*  Este depende exclusivamente de la concentración del-
ATP. Ya que la concentración del ATP en el medio de la reac-
ción es fija, la incorporación de L-leucina-14C se mantiene-
constante y del orden de 6.02 pmolas/A

260
, independientemen-

te de incrementos en la concentración dei Mg+2. 

Suponiendo la existencia de ciertas especies inac-
tivas de Mg

+2 
y ATP, también se pueden explicar los resulta-

dos que aparecen graficados en la Fig. 22. 

Cuando la concentración de Mg
+2 
 es de 0.8 mM, el -

incremento en la concentración del ATP produce una inhibi—
ción marcada en la incorporación de la L-leucina-14C a la 
preparaciSn cruda de ARN-t (A). 

El fenómeno tiene dos explicaciones posibles. Una-
de las funciones atribuidas a la especie MgATP-2, es la de -
reducir la carga negativa del ATP al interaccionar éste con= 
la aminoacil-ARN-t-sintetasa. A concentraciones limitantes-
de Mg+2 el exceso de ATP no sólo es inefectiva en la reac-
ción de aminoacilación con la L-leucina-14C, sino que parece 
ejercer un efecto inhibitorio, por dilución de la especie ac 
tiva. El incremento en la concentración del ATP, causa una 
dilución de la especie activa (MgATP-2) tal, que las posibi-
lidades de una interacción efectiva de dicha especie con la-
enzima son mínimas. 

El fenómeno también puede explicarse en función de 
la formación de un complejo hipotético entre un átomo de - - 
Mg+2 y dos moléculas de ATP: 



133 

(1a) ATP
-4 

+ Mg
+2 

MgATP
72 

(10) MgATP 
—2 

+ ATP ' 
d 

ATP 
3 

—Mg—ATP
3 

En forma análoga a su participación en la forma— — 
ojón de ribosomas a partir de subunídades, el magnesio po— — 
dria servir de puente entre dos moléculas de ATP (reacción —
1c). 

Conforme crece la concentración del ATP, óste atra 
paría la especie activa MgATP-2  para formar el complejo 

MgATP.2-6  que seria inactivo en la aminoacilación. 

Como lo muestran las otras gráficas de la Fig. 22. 
un incremento en la concentración del metal divalente, esta—
biliza al sistema. 

Aparentemente la relación Mg
+2
/ATP por sí sola no—

es determinante en la aminoacilación. Igualmente importantes 
son las concentraciones absolutas del Mg+2  y del ATP. 

La relación Mg
+2 

 /ATP óptima, compara favorablemen—
te con el valor reportado por Yang y Novelli (71). 

Un componente importante de considerar en la opti—
mización de las condiciones de aminoacilación, es el amorti—
guador empleado en el sistema. 

La importancia de seleccionar el amortiguador ade—
cuado y de optimizar su concentración y pH en la reacción de 
amínoacilación, reside en el hecho de que los amortiguadores 
no son necesariamente compuestos que sólo mantienen el pH de 
la mezcla de reacción. En la aminoacilación, tanto de un sis 
tema homólogo (101) como de uno heterólogo (101), manifies—
tan una interacción cuya naturaleza aún no ha sido elucidada. 

En el presente trabajo se optimizaron la concentra 
ción y el pH del amortiguador Tris—HC1, para las aminoacila—
ciones de las preparaciones crudas de ARN—t de L—leucina-14C 
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y L-serina-
la 
 C, Los valores óptimos fueron: 50 mM, pH 7.0, y 

50 mM, pH 7.5, respectivamente. Estos últimos parecen ser --
los adecuados para las aminoacilaciones de la mayoría de los 
aminoácidos (71). Es por ello que fueron empleados en las 
aminoacilaciones con L-valina-14C y L-lisina-14C. 

Los amortiguadores comúnmente empleados en las ami 
noacilaciones son, en orden de frecuencia: Tris-HC1, cacodi-
lato de sodio, fosfato de potasio y Hepes. 

En la selección del amortiguador, debe tenerse ere:  
mente, que los aniones con propiedades quelantes son extraor 
dinariamente inhibitorios. 

Concentraciones del orden de 20 mM de fosfato, es-
teres de fosfato o citrato, pueden inhibir la reacción de - 
esterificacIón en un 50%, aproximadamente, Se ha observado -
que el efecto inhibitorio es más pronunciado en el caso de -
sistemas heterólogos que en el de sistemas homólogos, (45). 

Es poco probable que la inhibición causada por los 
compuestos nucleofIlicos anteriormente citados, se deba ex—
clusivamente a un efecto sobre la fuerza innica del medio, - 
ya que nucleófilos no aniinicos, como el imidazol o la o-fe-
nantrolina (45), ejercen un efecto similar. 

Es posible que este fenómeno de inhibición pueda -
atribuirse a la existencia, en las aminoacil-ARN-t-sinteta--
sas, de un centro enzimático catiónico, sensible a la deseo-
tivación en presencia de iones quelantes. 

Por su parte la acción de bases monofuncionales so 
bre la aminoacilación (45), así como la formación de hidroxa 
matos (45), es de estimulación. Algunas de las bases que 
muestran esta propiedad son: la hidroxilamina, el amonio, el 
Tris y la colidina. 
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En el transcurso de las pruebas de optimización se 
encontró que un sistema de aminoacilación óptimo es muy sen-
sible a cambios de pH en un rango de 7.0 a 9.0 [Fig. 25). En 
cambio, en condiciones de aminoacilación subóptimas el siste 
ma es muy poco sensible a cambios de pH (Fig. 20). 

Es factible suponer que la insensibilidad observa-
da en el caso del sistema de aminoacilación subóptimo, fueSe 
el resultado de una limitación artificial del nivel de incor 
poración, por no encontrarse los sustratos de la reacción en 
concentraciones saturantes. Esta sospecha es justificada en-
base al hecho, de que una vez optimizadas las concentracio---
nes de la L-leucina-14C y del ARN-t, se manifiesta la sensi-
bilidad del sistema al pH. 

Como se sellaló anteriormente la optimización de la 
concentración de los sustratos es fundamental para alr.anzar-
un nivel de incorporación eficiente. 

Las concentraciones óptimas de L-leucina-
14
C y de-

L-serina-14  C fueron: 10 nm/ml y 40 nm/ml, respectivamente. 

El valor óptimo de la concentración del ARN-t en -
la aminoacilación con L-leuclna-14C fue de 0.415 mg/ml para-
preparaciones aisladas por el método A, y de 1.14 mg/ml para 
las preparaciones aisladas por el método C. 

Incrementos en la concentración del ARN-t (A), por 
arriba del valor óptimo, causan incrementos aparentes en la-
incorporación4 Sin embargo, la relación de las picomolas in-
corporadas por A

260 
se reduce notablemente (Tabla 10): Ello-

indica que cuando las concentraciones de ARN-t exceden el va 
lar óptimo, hay una reducción paralela en la eficiencia del-
sistema. 

En la Fig. 23 se muestra el efecto de la variación 
de la concentración del ARN-t por arriba del valor óptimo so 



mismo. Ello debe tenerse en- 
condiciones óptimas de reac--
a sistemas de incorporación a 
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bre la aminoacilación de una preparación cruda con L-leucina 
-14C. Aparentemente, la incorporación a una concentración de 
ARN-t de 0.083 mg/100 ul es menor a la que se obtiene a una-
concentración de 1.036 mg/100 ul, equivaliendo estas incorpo 
raciones a 65á6 y 380 pmolas de leucil (14C) -ARN-t, respecti 
vamente. Sin embargo, la relación de pmolas/A

260 
equivale a-

33.2 en el primer caso y 16.6 en el segundo. Estos valores -
ponen de manifiesto la reducCión en la eficiencia del siste-
ma. 

Es la relación de las picomolas por 
A260' 

la que - 
determina el grado de optimización y la eficiencia de un sis 
tema de aminoacilación. 

Consecbentemente, un incremento en la concentra- - 
ción del ARN-t por arriba de su valor óptimo, requiere de un 
incremento proporcional en los demás 
para mantener la eficiencia del 
mente cuando se extrapolan las 
ción de micro-aminoacilaciones 
gran escala. 

componentes del sistema, 

El sistema de aminoacilación con L-leucina-
14
C mos 

tró una mayor sensibilidad al tiempo de incubación, una vez-
alcanzadas las condiciones óptimas de reacción (Figs. 16,26), 
decayendo la incorporación a partir de los 15 minutos de in-
cubación. 

Se ha descartado la posibilidad de que este fenó-
meno se deba a la destrucción del producto de la reacción -
por una posible actividad rebonucleolTtíca de la fracción - 
pH 5.0. La evidencia experimental adquirida (Fig. 14) mues-
tra que las preparaciones enzimáticas no contienen nucleasas. 

El incremento de la sensibilidad con el tiempo de-
incubación del sistema de aminoacilación con L-leucina-14C,-
puede deberse a la acumulación del PPi (45). 
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El PPi puede estar invirtiendo la reacción de for—
mación del leucil—adenilato, reduciendo la cantidad del in--
termediarío disponible para la reacción con el ARN—t Leu 

También es posible que le PPi ejerza un efecto di—
recto sobre el sitio activo de la enzima, puesto que inclusi 
ve se ha observado que dicho nucleófilo inhibe la reacción — 
de intercambio, (45). 

Otra explicación del fenómeno podría ser la que — 
dan Shearn y Horowitz (29)4 Ellos han obtenido una cinética—
de incorporación similar a la de la Fig. 26, para los casos—
de la incorporación de alanina, metionina, glutamina y gluta 
mato a una preparación cruda de ARN—t de Neurospera crassa.—
Han encontrado que en el caso de la alanina, la pérdida del—
producto se debe a la inestabilidad de la unión aminoaciI16.--
En el caso de la incorporación de la metionina de la glutami 
na y del glutamato, dicha pérdida se debe a una falta de ATP 
en la fase tarda de la reacción, puesto que en la fase tem—
prana ocurre una hidrólisis del exceso de ATP. Añadiendo fas 
foenolpiruvato al medio de incubación, estabilizan el siste 
ma manteniendo un nivel adecuado de ATP. 

En las pruebas de optimización de las condiciones—
de reacción de la aminoacilación, debe tenerse en mente que—
la incorporación experimental máxima de un aminoácido dado a 
una preparación cruda de ARN—t depende de dos factores: 

i. El número de isoaceptores de dicho aminoácido. 
ii. El efecto sobre la velocidad de reacción de ca—

da uno de los isoaceptores en las condiciones óptimas de =. 
reacción reacción empleadas. 

En la determinación de la incorporación teórica má 
xima, no se considera la velocidad de reacción individual de 
cada uno de los isoaceptores de un aminoácido dado, que se —
sabe pueden variar (29). Los parámetros involucrados en el — 
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cálculo son (Materiales y Métodos, pág. 46, 47); 

El número total de isoaceptores conocidos, que-
en el caso de la célula de mamífero equivale aproximadamente 
a so. (60). 

ii, El número de especies acilables por el aminoáci 
do en cuestión, que en la mayoría de los casos es mayor de 
1 (Tabla 21). 

ii El peso molecular aproximado del ARN-t.:.  Este 
puede variar ligeramente, según la fuente de obtención. El 
valor promedio generalmente empleado, independientemente de-
la fuente de obtención de la preparación del AAN-t, es de -
26000 daltons (60). 

Aún no se 'conoce con certeza el significado de la 
multiplicidad o heterogeneidad de las especies de ARN-t (60). 
Es probable que sea 
tiples codones para 
digo genético) o se 
gián de la molécula 
(redundancia) (60), 

la consecuencia de la existencia de miil-
el mismo aminoácido (degeneración del có 
deba a modificaciones en alguna otra re-
del ARN-t distinta a la del anticodón 

Establecer la existencia de más de una especie de-
ARN-t para un aminoácido dado, implica estar seguro de que -
la multiplicidad que se observa no es un mero artificio. En-
tre otras cosas, podría ser que una de las especies, que apa 
rentemente es un isoaceptor más, en realidad sólo sea un ore 
cursor de una especie de AHN-t en fase de maduración. 

En este trabajo fueron optimizadas las condiciones 
de aminoacilación de las preparaciones crudas de ARN-t de hl 
gado de rata con L-leucina-140 y L-serina-14C. En las condi 
ciones óptimas de reacción la incorporación de la L-leucina-
-14C resultó muy cercana a la máxima teóricamente determina-
da, y la de la L-serina-14C, inclusive rebasó dicho valor - 
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(Tabla 6). Ello hace pensar que las condiciones de reacci6n-
empleadas son seguramente las óptimas o se encuentran muy -
cercanas a ellas. Las incorporaciones óptimas de L-leucina-
14C, L-serina-14C, L-valina-14C y L-lisina-14C a la prepara-
ción cruda de ARN-t aislada por el método C, son comparables 
a aquéllas obtenidas por Shearn y Horowitz (29) a preparacio 
nes crudas de ARN-t de Neurospora crasa (Tabla 22).. 

No se conoce la relación que guardan las condicio-
nes óptimas de un sistema de aminoacilación in vitro con las 
existentes in vivo. Es muy probable que in vivo las condicio 
nes sean óptimas para ciertos aminoácidos y subóptimas para-
otros, dependiendo de los requerimientos de la síntesis de -
proteínas de un organismo dado. 

En condiciones óptimas de aminoacilación, se datar 
minó la capacidad de incorporación de L-serina-14C, L-leuci-
na-14C, L-valina- 14G  y L-lisina-14C, a preparaciones crudas-
y desaciladas de ARN-t, aisladas de hígado de rata normal y-
de hígado de rata estimulada con hierro. Las preparaciones -
no mostraron diferencias en su capacidad aceptora de ninguno 
de los aminoácidos, en el rango de concentración de ARN-t es 
tudiado, (Tabla 14 y Figs. 30, 33). 

La desacilación de las preparaciones de ARN-t apa-
rentemente no alteró su conformación. La actividad biológica 
de las preparaciones antes y despueó de• su desesterificación 
es similar (Tablas 12 y 13). 

El hecho de que la capacidad de aminoacilación con 
L-serina-14C de las preparaciones de ARN-t de animal normal-
y de animal estimulado sea prácticamente igual, indica que -
la inducción de la ferritina en presencia del hierro no es -
acompañada de un incremento neto en el nivel del ARN-t de se 
ring; 

Aunando ésta observación al hecho de que la actino 
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micina D no inhibe la estimulación de la síntesis de la fe-
rritina en presencia del hierro (3,6), se puede reafirmar 
que la regulación de este sistema no es transcripcional. 

Como se indicó en la introducción, es muy factible 
que la regulación sea a nivel post-transcripcional, eseecífi 
cemente a nivel de la iniciación. 

En la posibilidad de que el mecanismo de regula-
ción de la síntesis de la ferritina involucre al ARN-t de se 
ring, se puede plantear la siguiente hipótesis: 

Si la síntesis de la ferritina se inicia con el -
aminoácido modificado N-acetil-serina [trabajo en desarrollo 
[102) ), debe estar involucrado el N-acetil-seril-ARN-t, co-
mo ARN-t iniciador. Un incremento en el nivel de esta espe—
cie, podría acelerar la síntesis de la proteína. 

Ya se ha demostrado que no hay un aumento aprecia-
ble en el ARN-t de serina en las preparaciones aisladas de -
hígado de rata estimulada con hierro, en relación a su nivel 
en las preparaciones de hígado de rata normal. 

Consecuentemente,.un incremento en el N-acetil-se-
ril-ARN-t, sólo puede tenerse a expensas-be una de las tres-
especies restantes de ARN-t de cerina (se conocen 4 especies 
de ARN-t de serina en el hígado de la rata (16) Tabla 23). 

Es posible que el hierro promueva la transforma- - 
ción de una especie en otra acetilable, transformándose la -
primera por la acción de una enzima modificante, quizá una - 
metilasa, cuya actividad se estimule en presencia del metal. 

Para descubrir un cambio de esta naturaleza se re-
quiere de una técnica por medio de la cual sea posible puri-
ficar y fraccionar al ARN-t de cerina. Con tal fin se ha mon-
tado una técnica cromatográfica en 8D-celulosa. Hasta la fe- 
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cha sólo se ha logrado purificar y fraccionar el ARN-t de se 
ring del hígado de rata normal. (Tablas 15 y 16; Figs, 34 y-
35). La comparación de los perfiles de elución del fracciona 
miento de ARN-t de serina de hígado de rata normal y de higa 
do de rata estimulada con hierro, podría revelar si existe o 
no un cambio como el que se propone. 

En la purificación y fraccionamiento en 00-celulo-
sa del ARN-t de serina de hígado de rata normal, ciertos pa-
rámetros mostraron una influencia decisiva en la técnica cro 
matngráfica.; 

La purificación inicial del ARN-t de serina se rea 
lizó entre 2 y 4°, en ausencia de Mg1-2, empleando un gradien 
te lineal de NaCl de 0.2M a 1.OM disuelto en un amortiguador 
de acetato de sodio 0,05M, pH 4.5 (Materiales y Métodos, --
pág. 34), En estas condiciones se logra separar la mayoría -
de las especies de ARN-t, del ARN-t de serina, el cual perma 
nene fija a la DEAE-celulosa benzoilada. (Fig. 34). 

Se intentó fraccionar el ARN-t en las mismas condi 
ciones de temperatura y pH, lo cual resultó poco exitoso - -
(Fraccionamiento I) (Fig. 34). Se emplearon dos gradientes -
lineales con MgC1

2
, 10 mM, uno de NaC1 0.2M a 1.0M, seguido-

de otro mixto de NaCl de 1.OM a 2.0M, y etanol de O a 14%, -
ambos gradientes disueltos en el amortiguador de acetato de-
sodio 0.05M. ( Materiales y Métodos, pág. 35) 

Con el fin de mejorar la resolución del fracciona-
miento del ARN-t de serina, fueron modificadas las condicio-
nes cromatográfícas en la siguiente forma [55); El fracciona 
miento II del material en la primera banda de elución con ca 
pacidad aceptara de L-serina- 14C (Fig. 34], se realizó a te; 
peratura ambiente. Se empleó un gradiente lineal de NaC1 de-
0.2M a 1,2M, disuelto en un amortiguador de Tris-HCl 0.01M,-
pH 7.5, en presencia de MgC12 

 10 mM. El incremento en la re- 
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solución, empleando estas condiciones cromatográficas, fue 
notable (Fig.35). 

Comparando las condiciones cromatográficas de puri 
ficación y fraccionamiento, se aprecia que las variables de-
terminantes en la cromatografla de los ARN-t en 0D-celulosa-
son: 

i. Concentración de MgC12, 

ii. Temperatura. 

pH. 

Las estructuras secundaria : y  terciaria del ARN-t,-
son de gran importancia en el fraccionamiento de las diferen 
tes especies de ARN-t, en 8D-celulosa puesto que son las in-
teracciones no iónicas con dicho material de las que depende 
la separacidn selectiva de las especies. 

En presencia de MgC12  a una concentración de 10 mM, 
la mayoría de los ARN-t no se adsorben fuertemente a la 80-
celulosa. En presencia del Mg+2, el ARN-t asume una conforma 
cian cerrada, quedando expuestas un número muy reducido de - 
bases. En ausencia de Mg+  , una estructura más abietta permi 
te que un mayor número de bases están disponibles para la in 
teracción con el material cromatográfico. 

El efecto de la temperatura es similar al que ejer 
ce el idn Mg+2 . A temperaturas bajes, la estructura del - -
ARN-t es más cerrada semejando la situación que prevalece 
en presencia del Mg1-̀ , 

El efecto del pH en la cromatografía en 8D-celulo-
sa sólo ha sido explorado parcialmente. A pH cercanos a la 
neutralidad hay menos fijación del ARN-t a la BEIcelulosa. 
Gillam, et al. (35) han demostrado que el empleo de pH áci—
dos de 3.5 t5 4,0, puede ser muy útil en la separación de es- 
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pecies de ARN-t según su estructura primaria. Supuestamente-
el grupo amino de los residuos de citosilb y adenosilo, es 
taran protonados en este rango de pH, incrementando su in-
teracción con la BD-celulosa. No existe evidencia para pen--
sar que la cromatografía a valores de pH mayores de 7.5 o me 
nores de 3.5 es aconsejable, menos aún si se toma en cuenta-
que la posibilidad de degradación del ARN-t en condiciones -
extremas, es mucho mayor. 

Independientemente de si se logra demostrar o no - 
un incremento en el nivel del N-acetil-senil-ARN-t en el hí-
gado de la rata estimulada con hierro en relación a su nivel 
en el hígado de la rata normal, la purificación y caracteri-
zación de esta especie tienen gran importancia. 

Evidentemente, el no encontrar un incremento en la 
concentración del N-acetil-seril-ARN-t en el sistema estimu-
lado., pone en duda se papel en la regulación de la síntesis-
de la ferritina. 

La demostración de la presencia inicial de N-acetil 
serina en los páptidos nacientes de la ferritina, sería una-
indicación de que el N-acetil-seril-ARN-t es un ARN-t inicia 
dor-. Se establecería que no es una entidad que transfiere el 
grupo N-acetil-serina al extremo N-terminal de la ferritina, 
una vez sintetizada ásta, como ocurre en el caso de la argi-
nilación de la tiroglobulina bovina (103). Aquí la entidad - 
arginil-ARN-t transfiere la arginina a la posición N-termi--
nal de dicha globulina. La arginil-ARN-t-proteína transfera-
sa es la enzima que cataliza esta reacción. 

Existe evidencia que sugiere la participación de -
ciertos N-acetil-aminoacil-ARN-t en la iniciación de la sín-
tesis de proteínas en organismos superiores (104). Narita et 
al. (105) suponen la participación del N-acetil-glicil-ARN-t 
en la iniciación de la síntesis de la ovoalbómina. Liew et -
al. (14) han demostrado la presencia de N-acetil-seril-ARN-t 
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en el hígado de la rata en regeneración y le atribuyen la --
función del ARN-t iniciador en la síntesis de las histonás 
f
2
a
. 

Es pues factible suponer que el papel de los N-ace 
til-aminoacil-ARN-t en la síntesis de proteínas en organis--
mos superiores es el de un ARN-t iniciador, a semejanza del-
N-formil-metionil-ARN-t en la de bacteria (106), cloroplasto 
(107) y mitocondria (108), cuya universalidad en la síntesis 
de proteínas en procariotes está firmemente establecida 
(109, 110). 

En el citoplasma de los eucariotes, el metionil- - 
ARN-t no bloqueado (111) (especie formilable con la trans--
formilasa de E. coli (112) ), parece ser un iniciador de la-
síntesis de proteínas. (109). 

Aparentemente la participación, en los eucariotes, 
de los N-acetil-aminoacil-ARN-t estudiados hasta la fecha -7 
(14, 105), es a nivel de la iniciación de la síntesis de - -
ciertas proteínas (104). 
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CONCLUSIONES.  

1.- Se estableció un método de aislamiento a gran 
escala de ARN-t de hígado de rata normal y de hígado de rata 
estimulada con hierro (método C). 

Los rendimientos, equivalentes a un promedio 0.35 
mg. de ARN-t por gramo de hígado hÓmedo, son comparables a - 
los de los autores de la técnica en su comunicación original 
( 23 ), así como a los obtenidos a través de otros.métodos -
de aislamiento a gran escala a partir del hígado de diversos 
animales ( Tabla. 17 J. 

Aparentemente, existe up límite en la cantidad 
máxima de ARN-t de hígado de mamífero aislable por los méto-
dos actuales. 

2.- El grado de pureza de las preparaciones de --
ARN-t aisladas por los métodos A, 8 y 0, se determinó P9r' 
cromatografía en columna de Sephadex 0100 de dimensiomes - 
2.5 x 90 cm. ( Figs. 5-13). 

158 
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Las preparaciones aisladas par el método C mostra 
ron el grado de pureza máximo, Contienen un 61. de un contami 
nante único, que: se sospecha es ARN 1t deanaturaliZadO (64.) O 
ARN 5S (62,63). 

La máxima cantidad de ARN que admite la columna 
de Sephadex G100 para la buena resolución del análiáiá-croma 
tográfico, es de 1-S mg. disueltos en 2 ml. de la solunién 
amortiguadora ( Figs. 79). 

3.-- Se determinó la capacidad aceptora de L-leuci 
na-

14
C y L-serina- 

14C de las preparaciones crudas de ARN-t-
A, B y G, en las condiciones óptimas de reacción. En ambos 
casas. el ARN-t aislado por el método C, mostró la incorpora—
ción más alta (Tabla 6). 

Se sospecha que las diferencias en la capacidad - 
aceptara de las preparaciones sea la consecuencia de las va—
rias extracciones fendlicas a las que fueron sometidos las --
preparaciones A y B. Existe evidencia del efecto dañino del -
fenal sobre el ARN (67). 

4.--Se usó la fracción pH 5.0 como fuente del aminoa 
cil-ARN-t sintetasas en

4 
 las reacciones de incorporación de las 

1 
diversos L-aminoácidos- C a las preparaciones crudas de ARN-t, 

Las fracciones pH 5.0 rrás activas son aquellas recu 
paradas tan pronta se alcanza el pH 5.0 del sobrenadante post-
ribosoimal, por la adición lenta y con agitación constante del-
ácido acético IN. 

Se impide la inactivación por dilución de las solucio 
cianea enzim6ticas, concentrIndalas ponrultrafiltraciwss. Está: 
técnica se caracteriZa por ser totalmente inocua, asá: como por -
su rapidez. 
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La fracción pH 5.0 no tiene actividad ribonucleo 
lítica (Fig. 14 J. 

Los niveles de ATP y ARN-t endógenos en la presa 
ración enzimática son despreciables. 

La fracción pH 5.0 debe almacenarse a-20° en pre 
sencia del 2-mercaptoetanol 10mM y de glicerol al 50%, - -
condiciones en las que- permanece estable por 5 meses. 

5.- Se optimizaron las condiciones de aminoacila 
oládn de las preparad nes crudas de ARN-t con L-leucina- -
C y con L-serina- C. 

Los parámétros que 
cia sobre las aminoacilaciones fueron: 

i.- Las concentraciones absolutas de Mg
+2.

y ATP, 
así como la relación de Mg 	ATP. (Figs. 18,19,22), 

ii.- La actividad biológica del ARN-t convencio-
nal. (Tabla 6), 

6.- El grado de optimización de las condiciones-
de aminoacilación para un aminoácido, puede determinarse 
en forma aproximada, conociendo el valor de la incorpora--
ojón teórica máxima. Este valor depende del número total -
de isoaceptores presentes en las células (se conocen aproxi 
madamente 80 especies en la célula de mamífero) del número 
de isoaceptores del aminoácido en cuestión y del peso mole-
cular aproximado del ARN-t. 

La incorporación máxima teórica de un aminoácido 
a una especie de ARN-t en una preparación cruda de ARN-t -
de hígado de rata es de 20 pmplas/A

260, 
La incorporación - 

máxima de un aminoácido a una preparación pura de una aspe 

as/A260. 
cíe aislada de hígado de rata es de 1615 pmol 

mostraron una marcada influen 
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En las oondigáones óptimas de reacción, la incor 
poración de L-leucina- C a las preparaciones de ARN-t ais 
lacias por el métIVo C es muy cucano al valor teórico, y - 
las de L-serina- C, L-valina- C y L-lisina-

1
C inclusive 

lo rebasan. 

Debe hacerse hincapié en que los valores teóricos 
no son valores absolutos. 

7.- El incremento en la concentración del ARN-t -
por arriba de su valor óptimo, requiere de un incremento =-
proporcional en los demás componentes del sistema, para man 
tener la eficiencia del mismo. Ello debe tenerse- en mente -
cuando se extrapolan las condiciones óptimas de la reacción 
de micro-aminoacilaciones a sistemas de incorporación a - -
gran escala. 

Es la relación de las picomolas del aminoácido --
dado incorporadas por A260, 

la que determina el grado de,—
optimización y la eficiencia de.-un 'sistema' de.aminoacila 
ción. 

8,,- Empleando las condiciones óptimas de reacción 
14 

fueran conaradas las ir orporaciones dl  L-leucina- C, - 
L-serina- C, L-valina- C y L-lisina- C a preparaciones -
crudas y desaciladas de ARN-t de hígado de rata normal y de 
hígado de rata estimulada con hierro, aisladas por el método 
C. 

No se observaron diferencias considerables en las 
incorporaciones de ninguno de dichos aminoácidos a las pre-
paraciones de ARN-t (Tabla 14). 

9.- Las condiciones de la reacción de desenterifi-
cación de las preparaciones de AF1N-t no dañan apreciablemen 
te la conformación del ARN-t (Tablas 12, 13). 

10.- Empleando la cromatografla en 8D-celulosa se 
logró purificar y fraccionar el ARN-t de serina, obteniendo 
una fracción con un 72% de pureza (Tabla 16 ) 
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Las condiciones croffiatográficas fueron determinan 
tes:. La purificación del ABN—t de serina se realizó entre — 

¿ 
2 y 4°, en ausencia de Mg}  , empleando un gradiente de NaC1 
de 0.2M - a 1.0M, disuelto en un amortiguador de acetato de —
sodio 0.05 M, pH 4;5. 

El fraccionamiento de una fracción del ARN—t de -- 
serina

+2 
 se llevó a cabo a temperatura ambiente, en presencia—

de Mg , empleando un gradiente de NaC1 de 0.2M a 1.2M, di--
suelto en un amortiguador de Tris—HC1 0.01 M pH 7.5. 

11.— Los resultados obtenidos reafirman la hipóte 
sis de que la regulación de la síntesis de la ferritina es a 
nivel post—transcripcional: El- nivel-del, ARN—t-:de,-serina en= 
el hígado de la .rata normal, eá'prácticamente igual al ARN—t 
de serina en el hígado de la rata estimulada con hierro. 

En el futuro se intentará dilucidar si hay cambios 
en los niveles de alguna de las 4 especies de ARN—t de ceri—
na en el hígado de la rata estimulada en relación a su nivel 
en el hígado de la rata normal. Específicamente se buscará—
un cambio en el nivel del N—acetil—seril—ARN—t. 
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