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ABREVIATURAS EMPLEADAS EN ESTE TRABAJO 

AA-APJ'lt--------------------ácido ribonucléico de transferencia arnino-

acilado. 

ADN------------------------ácido desoxirribonucléico 

ARN------------------------ácido ribonucléico 

ARNm-----------------------ácido ribonucléico mensajero 

.ARNr-----------------------ácido ribonucléico ribosomal 

ARNt-----------------------ácido ribonucléico de transferencia 

Ani·tSer ' · d · b l ' · d t f · d .cu~ --------------------ac1 o r1 onuc e1co e rans erenc1a e se-

rina. 

ATP------------------------adenosina-5 1-trifosfato (sal dipotásica) 

bis-MSB--------------------bis (0-metil-estiril) benceno 

DEAE-celulosa--------------(dietilaminoetil) celulosa 

EDTA-----------------------etilendiaminotetra-acetato de sodio (sal 

disódica) 

PP0------------------------2,5 difeniloxazol 

POPOP----------------------2,21 -p-fenilen bis(5-feniloxazol) 

Temed----------------------Tetrametil-etilen diarnina 

Tris-----------------------tris (hidroximetil)aminometano(2-arnino-2-

hidroximetilpropano-1,3-diol) 
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INTRODUCCION 

La ferritina es una proteína café-rojiza que se encuentra ampliamente 

distribuida en los reinos animal y vegetal (1, 2). Contiene cantidades va

riables de hierro que pueden equivaler hasta un 2.5% del peso seco de la -

proteína (3). 

La molécula de apoferritina tiene un peso molecular aproximado de --

430 000 dalton y está integrada de 24 sub-unidades idénticas de 18 500 dal -
ton de peso molecular cada una (4). Algunos autores establecen que existe

heterogeneidad en las sub-unidades (5). 

La ferritina del mismo tejido muestra heterogeneidad electroforética. 

Esto es debido a formas poliméricas (agregación) más bien que a formas po

limórficas (6). 

La ferritina desempeña una función de destoxificación por servir de -

almacén temporal intracelular del hierro, metal que en forma libre es tóxi 

co al organismo. El hierro es movilizado según las necesidades del organi! 

mo. 

La síntesis de la apoferritina se lleva a cabo en los polirribosomas

libres de la célula (7, 8), aunque probablemente algún tipo de sub-unidad

se sintetiza en los polirribosomas fijos (9). 

Se ha establecido que esta síntesis es inducida por el hierro (1~13) 

pero mientras unos autores sostienen que se trata exclusivamente de una es -
timulación de la síntesis de novo de la parte proteínica de la molécula -

(apoferritina) (14, 15), otros sostienen que el efecto es mixto, es. decir

que el hierro también estabiliza la molécula de la ferritina además de in

ducir su síntesis (16, 17). 

El mecanismo por el cual la inducci6n del hierro se lleva a cabo es -

desconocido. Los siguientes puntos establecen que el ARN-m de la apoferri

tina es estable, poniendo de manifiesto que la inducción del hierro es a~

nivel de la traducción. 

i. La administración de actinomicina D, en una dósis capaz de inhibir 
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la transcripción en un 80'/4, no ocaciona inhibición en el aumento en la sin 

tesis de la ferritina inducida por el hierro (10, 12). 

ii. El efecto del hierro sobre la síntesis de la ferritina no cambia

durante la depleción de proteínas, estado que ocaciona un 25% de pérdida -

del total de ARN (18). 

iii. En presencia de cicloheximida(inhibidor de la síntesis de proteí

nas a nivel de la elongación) el efecto estimulante del hierro sobre la SÍ.!!, 

tesis de ferritina desaparece (12, 15). 

Con objeto de estudiar el mecanismo inductivo del hierro en la sínte

sis de la ferritina se estableción una hipótesis de trabajo basada en lo 

siguiente: 

A. El control es a nivel de la traducción y en éste la velocidad de 

la síntesis de la proteína es afectada, pues si bien existen otros paráme

tros como el transporte del ARN-m del núcleo al citoplasma y disponibili-

dad de ribosomas, entre otros, no creemos sean el caso por las evidencias 

ya mencionadas (10, 15, 18). 

B. La velocidad de la síntesis de una proteína está gobernada por: 

a. Velocidad de iniciación. 

b.·. velocidad de elongación. 

c. Velocidad de liberación de los péptidos formados. 

Estudios con computadora han revelado que cuando la regulación es a 

nivel de la traducción, el parámetro más factible de ser regulado es el de 

la velocidad de la iniciación (19). La evidencia experimental apoya este 

hecho, no obstante que hay sistemas que son controlados a nivel de la libe 

ración del polipéptido naciente (20, 21). 

En la Fig. 1 se muestra el esquema de la hipótesis de trabajo. Esta-

blecemos tres parámetros, relacionados con la iniciación de la síntesis de 

la proteína, los factibles de ser regulados por el hierro: 

1. El ARN-m de la apoferritina, que es estable, no puede traducirse 
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\CTOR DE INICIACION + Fe+2 

Fig. 1. Esquema de la hipótesis de trabajo. (ver texto). 
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por estar bloqueado el sitio de unión a la sub-unidad ribosomal, por una 

molécula.probablemente de naturaleza proteínica, impidiendo la formación 

del complejo de iniciación. La función del hierro será desprender dicha m~ 

lécula quedando el ARNm libre para traducirse. 

Las evidencias para esta suposición son que existen ARNm, que como el 

de la apoferritina, son estables (22) cuya vida media va de horas hasta S.!, 

manas (23). Esta estabilidad se ha atribuido en parte a la asociación de 

moléculas proteínicas al mensajero (el informosoma) (24) y/ó a la presen-

cia en su estructura, en el extremo 3', de un segmento de ácido poliadení

lico (150-200 nucleotidos) (25). 

El efecto paradójico de la actinomicina D, encontrado en el caso de 

la síntesis de 0la triptofano pirrolasa (26), pone de manifiesto que proba

blemente el ARNm esta bloqueado con una molécula proteínica que impide la 

traducción del mensaje, molécula que es de vida media corta y que puede 

ser inactivada por el inductor (27, 28). 

2. La molécula de ARNt es una de las estructuras más complejas en 

cuanto a su función. Una extensa evidencia descriptiva sugiere una divers,! 

dad de papeles para el ARNt en la modulación de la traducción. 

La hipótesis de la modulación del ARNt, sugerida por Kano-Sueoka y 

Sueoka (29), manifiesta que una sola especie de ARNt, que tiene solo una 

manera de reconocimiento del codon, disminuirá o pararía la traducción al 

disminuir su concentraci6n; pero especies modificadas en el anticodon 6 en 

los sitios de reconocimiento para la sintetasa ó el ribosoma, traducirían 

el mensajero de una manera diferente cualitativa ó cuntitativamente. 

Otras características del ARNt que le atribuyen una posible función 

reguladora son las diferentes concentraciones de especies individuales en 

la célula, el amplio rango de modificación de las bases que presenta en la 

molécula y su singular estructura terciaria. 

Por estos motivos, otro parámetro factible de ser regulado por el hi.!, 

rro en la iniciación de la síntesis de la apoferritina es el ARNt. Hay ba

ses para suponer que la síntesis de la apoferritina tenga como ARNt inicia -
dor una especie del tipo de N-acetil-seril-ARNt. Narita (30), basado en sus 
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estudios, sugiere que ciertos N-aminoacil-ARNt participan en la iniciación 

de la síntesis de proteínas en organismos superiores, a semejanza del 

N-formil-metionil-ARNt en la bacteria (31), cloroplasto (32) y mitocondria 

(33). El extremo amino de la apoferritina de hígado de rata tiene como re

siduo de aminoácido inicial N-acetil-serina (34, 35). 

Los niveles de la regulación del ARNt podrían ser: 

a) A nivel transcripcional. El hierro actuaría como el inductor inac

tivando un represor que impediría la transcripción de una nueva especie de 

ARNt que bien puede ser el ARNt iniciador (Fig. 1). 

b) A nivel post-transcripcional por modificación y/ó rearreglo estrui 

tural de especies existentes de ARNt que se transformarían en moduladoras. 

Podría haber una modificación del ARNt existente probablemente por estimu

lación de una metilasa específica (36), transformación que permite una ac! 

tilación del residuo de serina del seril-ARNt y participación en la inicia -
ción de la síntesis de la apoferritina. Otro probable parámetro de regula

ción del ARNt por el hierro es que este induzca o active una transacetil-

asa especifica para la acetilación de una de las cuatro especies de ARNt 

de serina que se encuentra en el hígado de rata (37). Una posibilidad más 

seria la inducción por el hierro de una aminoacil-ARNt sintetasa específi

ca, ya que se han descrito multiplicidad de sintetasas especificas para 

leucil-ARNt en mamíferos en relación al estado funcional de la célula (38). 

3. El hierro estimularía la actividad de un factor de iniciación de 

la síntesis de la apoferritina (Fig. 1). Como se mencionó antes, la sínte

sis de la ferritina se lleva a cabo en los polirribosomas libres (7, 8). 
Es factible suponer que hay diferencias entre los factores de iniciación 

de los polirribosomas fijos y los de polirribosomas libres (39, 40) y/ó en 

éstos puede haber especificidad por variación en su concentración deb~da. 

a la organización funcional de la célula (41). 

En este trabajo se analizan las modificaciones en las poblaciones de 

ARNt relacionadas con la inducción de la síntesis de la apoferritina por 

el hierro, como parte de la demostración de la hipótesis propuesta. 
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MATERIALES Y MEIDOOS 

Animales. Se usaron ratas albinas hembras de la cepa Wistar de 2 me-

ses de edad con pesos entre 190 y 220 gramos, creadas en el bioterio del 

Instituto Nacional de la Nutrición, alimentadas "ad libitum" con una dieta 

de Purina Chow. Los animales tratados como se describe mas adelante, fueron 

sacrificados por golpe en la cabeza, seguido de la decapitación. Los híga

dos fueron perfundidos con NaCl 0.9'/4 a través del bazo, extraídos y mante

nidos a -20° ·hasta su uso. 

Las ratas, de cuyos hígados fué aislado el ARNt, fueron laparatomiza

das bajo anestesia con éter, se canularon la vena porta y la vena cava in

ferior en las porciones eferentes y aferentes, con repecto al hígado, el 

cual fué disecado y perfundido como se describe más adelante. 

Reactivos. Todos los reactivos empleados se obtuvieron de fuentes co

merciales y de·l mejor grado de pureza existente. 

El material radiactivo fué adquirido de la New England Nuclear Corpo

ration: 

NEC 279 L-leucina-14c (U), lote 605-025, 260 mC/mmola 

" " " " " 605-096, 262 " 
" " " n " 605-271, 306 " 
" 286 L-Serina-14c (U)' " 605-o87, 128 " 
11 11 " " " 652-007, 140 mC/mmola 

NET 248 L-Serina-3H (G), " 530-209, 1.2; C/mmola 
11 " " " " 5;0-2o6, 2.23 " 
11 003 Acetato-3H de sodio 11 628-028, 100 mC/mmola 

NEC 313 Acetil-14c CoA, 11 588-015, 48.6 mC/mmola 

De la Mallinckrodt Nuclear Chemical Works se obtuvo: 

Citrato ferroso 59Fe. lote 381-3BM, 8.4 mC/mg 

Estimulación de la síntesis de ferritina administración del mate--

rial radiactivo: L-leucina-1 C (U) y citrato ferroso 59Fe. Los animales se 

mantuvieron en ayuno durante 16 horas, sin suprimirles el agua. En seguida 

se les administró por la vía intraperitoneal, a menos que se indique lo 
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contrario, 50 mg de hierro, en una inyección única (Hi-Dex, complejo hie-

rro-dextrán, Mead Johnson de México). Dos horas antes de su sacrificio(10), 

a cada animal se le inyectó por la vena de la cola 5uC de L-leucina14c 
(U)/100 g de peso. 

A otro grupo de ratas mantenidas en las mismas condiciones, se les ad 

ministró 10 mg de hierro (Hi-Dex) y 2 uC de 59Fe (Citrato Ferroso, 59Fe) -

por la vía intraperitoncnl en inyección única. 

Los animales fueron sacrificados a los tiempos indicados en los resul 

tados. 

En este trabajo se definieron como ratas estimuladas aquellas a las 

que se les administró hierro, y como ratas control aquellas a las que se 

les administró NaCl 0.9'/4 en vez del hierro. 

Aislamiento de la ferritina del hígado de rata control y de hígado de 

rata estimulada con hierro. La ferritina fue aislada por el método de Dry! 

dale y Munro (42). Los hígados fueron homogeneizados a 4° en 4 volúmenes 

(4 veces su peso) de agua desionizada. Un volumen igual de NaCl 0.03M fue 

añadido. El homogeneizado fue calentado durante 10 minutos a 70° seguido 

por enfriamiento en hielo y centrifugación a 15000xg durante 20 minutos a 

4°. El precipitado fue desechado y al sobrenadante se le añadieron 0.1 vol 

·de acetato de sodio 0.2M pH 4.8. El pH de la mezcla fue ajustado a 4.8 con 

ácido acético glacial, gota a gota. La mezcla se dejó reposar durante 30 

minutos a 4°, luego se centrifugó a 15000xg durante 10 minutos a 4°. Al so -
brenadante se le añadieron 0.1 vol de fosfato de potasio dibásico 0.2M. El 

pH fue ajustado a 6.5 con ácido fosfórico y la ferritina fue precipitada 

con sulfato de amonio al 50% de saturación (29.1 g/100 ml) en un período 

de 2 horas a 4°. 

La suspensión fué centrifugada a 1500xg durante 10 minutos a 4°. El 

precipitado fue resuspendido en un volumen mínimo de agua desionizada, se

guido por diálisis contra agua con 3 cambios y posteriormente contra la s.,2 

lución amortiguadora de fosfatos 0.02M, pH 7.01 (1 litro), nuevamente con 

3 cambios. 

La preparación proteínica fue cromatograiiada en columna de Sephadex
G200. 
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Cromatografía en columna de Sephadex G200. 5 g de Sephadex G200 (Pha!, 

macia Fine Chemicals) fueron equilibrados en una solución amortiguadora de 

fosfatos 0.02M, pH 7.0, durante 5 horas en un baño María. Una vez enfriada 

la mezcla, el Sephadex fue vertido en una columna de dimensiones 0.9 x 15-

cm, hasta alcanzar una altura aproximada de 13 cm. Esta y las demás opera

ciones se realizaron a temperatura ambiente, lo cual es una modificación a 

la técnica original (42), en la cual las operaciones fueron realizadas a 

4º. 

La columna fue equilibrada con la solución amortiguadora de fosfatos 

0.02M, pH 7.0, durante aproximadamente una hora. 

El volumen vacío de la columna fue determinado haciendo pasar un vol~ 

men de azul de dextrano al 2% disuelto en un volumen igual al de la mues-

tra a cromatografiar en solución amortiguadora de fosfatos 0.02M, pH 7.0. 

La muestra fue aplicada a la columna y eluída con una solución de fo! 

fatos 0.02M, pH 7.0, colectando fracciones de 0.5 ml a una velocidad de 60 

ml/hr. 

El grado de pureza de las preparaciones de ferritina fue determinada 

por electroforesis en disco de gel de poliacrilamida. 

Electroforesis en disco de gel de poliacrilamida. La electroforesis 

en disco fue llevada a cabo según el método de Davis (43). 

Tubos de vidrio de 69mm de longitud por 7 mm de diámetro externo y 5 
mm de diámetro interno fueron lavados con agua y jabón. Ellos fueron colo

cados por 15 minutos en una solución de Agepon (Agfa) diluida con agua en 

una relación de 1:200. Luego fueron secados perfectamente. 

En cada tubo fué colocado 1 ml del gel resolvedor al 5%. Dicho gel es -
tá integrado por los siguientes componentes: (Todas las soluciones emplea

das en ésta técnica fueron aforadas con agua desionizada). 

Acrilamida (Eastman) 30g/100 ml 

1 vol 

Bisacrilamida (Eastman) 0.9 g/100 ml 



1 vol. 

3 vol. 

1 vol. 
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Tris (Trizma base, Sigma) 18.15 g/100 ml 

Temed (Eastman) 0.3 ml/100 ml 

Ajustado a pH 8.9 con HCl 1N 

Persulfato de amonio 300 mg/100 ml 

Agua desionizada 

Unas gotas de agua desionizada fueron agregadas en la parte superior 

de cada tubo con el objeto de evitar la formación de un menisco. La gelif!, 

cación se llev6 a cabo durante 20 minutos a temperatura ambiente. 

El agua desionizada remanente fue eliminada en cada tubo con un papel 

absorbente. 0.2 ml de gel concentrador fueron agregados. Este gel tenía la 

siguiente composición: 

2 vol. 

1 vol. 

·1 vol. 

Acrilamida 5 g/100 ml 

Bisacrilarnida 0.77 g/100 ml 

Tris 2.85 g/100 ml 

Temed 0.1 ml/100 ml 

Ajustado a pH 7.2 con H3P04conc. 

Riboflavina 2 mg/100 ml 

Sacarosa 40 g/100 ml 

Agua desionizada fue añadida en la parte superior de cada tubo para 

evitar la formación de un menisco. Este segundo gel fue polimerizado fren

te a una luz blanca (lámpara Shandom) durante 20 minutos. 

Una vez polimerizado el gel, el agua remanente fue eliminada con pa-

pel absorbente. En seguida los tubos fueron colocados en el recipiente de 

electroforesis y se les agregó (en contacto con el gel concentrador) una 

muestra de proteína suspendida en sacarosa al 4o¼. A los tubos que fueron 

teñidos para proteína se les agregó una gota de azul de bromofenol al 0.0,5% 

solución previamente filtrada. 
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La solución amortiguadora de Tris (6.32 g/100 ml)-glicina (3.94 g/100), 

pH 8.9 fue vertida en los vasos hasta cubrir todos los tubos y electrodos. 

La electroforesis fue desarrollada con una fuente de poder Duostat 

Beclanan con una corriente de 2 mamp por tubo hasta que el colorante (azul 

de bromofenol) pasó el gel concentrador, después de lo cual la corriente 

fue incrementada a 5 mamp por tubo. La duración de la corrida fué de 30 mi 

nutos. Después de la electroforesis, los geles fueron removidos y enjuaga

dos con agua desionizada. Unos gele~ fueron tratados con una solución de 

negro de amido durante 60 minutos (tinción para proteínas) y otros con una 

solución de ferrocianuro de potasio al 2% en HCl al ~6 por 20-40 minutos 

(tinci6n para hierro). 

Los geles tratados con negro de amido fueron desteñidos dializándolos 

contra ácido acético al 7°/4 en tres cambios de 4 1 cada uno; los tratados 

con ferrocianuro de potasio al 2% en HCl al 2% dializándolos contra agua 

también en tres cambios de 4 1 cada uno. 

Desintograma del gel de poliacrilamida en la zona de electroforesis. 

El desintograma del gel poliacrilamida en la zona de elctroforesis de la 

ferritina de hígado de rata fue llevada a cabo en un Densicord, Photovolt 

Corp. acoplado a un Integraph, modelo 49. 

Medición de hierro no hérnico. Un método híbrido basado en el Elek y 

Sehafer (4'1-). y Shapiro et al. (45) fue establecido para la determinación 

de el hierro no hérnico. 

A muestras de 3 ml del homogeneizado de hígado o de 0.2 ml de ferriti 

na purificada (ésta fué llevada a 0.5 ml con agua desionizada), fueron aña 

didos 2 ml y 0.33 ml de HCl al 10j6 respectivamente. Las mezclas fueron in

cubadas durante 30 minutos a 85° agitándolas cada 5 minutos seguidas por 

enfriamiento al chorro de agua y centrifugación a 1500xg durante 10 minu-

tos a 4~ 2 m1 ó 0.5 ml del sobrenadante fueron tomados, ya sea que se tra

te de homogeneizado o de la ferritina, y 0.5 ml y y.j2 ml de ácido triclo

roacético al 33"/4 fueron añadidos respectivamente. La suspensión fue incub! 

da a 85° durante 15 minutos agitando cada 5 minutos. Los tubos fueron en-

friados al chorro de agua y centrifugados a 1500xg durante 10 minutos a 4° 

Alícuotas de 0.5 ml en el caso del homogeneizado, y 0.3 ml en el caso de 

la ferritiria fueron tomados. 
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La determinación del hierro fue hecha de la siguiente forma: 

Ambas muestras, la proveniente del homogeneizado y la proveniente de 

la ferritina purificada, fueron manipuladas en la misma forma, aforando 

primero el volumen de la muestra de ferritina a 0.5 ml con una solución de 

HCl a 13.2'/4 y ácido tricloroacético al 6.6%. (2 ml HCl al 10'/4 más 1.25 ml 

de ácido tricloroacético al 33% más 3 m1 de agua desionizada). 

A cada muestra, 0.5 m1 de clorhidrato de hidroxilamina al 10'/4 (East~

man), fueron añadidos y dejados a temperatura ambiente durante 10 minutos. 

2 m1 de la sal sódica de sulfonato de batofenantrolina (Sigma) al 0.1% se

guido de 2 m1 de acetato de amonio al 10'/4, pH 6.0 fueron añadidos. Las mue! 

tras fueron aforadas a 10 m1 con agua desionizada y dejadas a temperatura 

ambiente durante 60 minutos. 

La absorbencia de las muestras fue determinada a 535 nm en un espectr,2 

fotómetro Zeiss PQM II en celdillas de vidrio de 1 cm de espesor. 

Para la preparación de los patrones de hierro se empleé el hierro en 

la forma de la sal FeNH4(so4)2.12H2o (Baker .Analysed). 

Perfusión del hígado disecado de la rata. El hígado de rata estimula

d.a durante 4 horas, disecado y canuladas la vena porta y la vena cava infe 

rior, porción aferente, fue colocado en la copa del aparato de perfusión 

(Fig. 2), sumergido en 150 ml de la solución salina a 37º en una atmósfera 

de co2 y Oxigeno. 

La perfusión fue hecha con 50 ml de sangre con un hematocrito de 20, 

a una velocidad de 40-60 gotas/minuto. La sangre contiene a los siguientes 

reactivos: 

1. Mezcla de 18 aminoácidos (Calbiochem) (menos asparigina y el amin,2 

ácido radiactivo empleado) cada uno a una concentración de 0.25 umol~s 
(2.5 ml de una solución 0.1 uM de cada aminoácido). El pH de la solución 

mezcla se ajustó a 7.0 con la solución amortiguadora de Tris-HCl 0.1M pH 

7.0. 

2. a) 50 uC (0.39 nmolas) de L-serina-14c (U) (act esp. 140 mC/nmola) 
y 800 uC (10 nmolas) de acetato-3H de sodio (act. esp. 100 mC/mmola). 
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Fig. 2. Esquema del aparato de perfusión del hí
gado. A. Hotor que agita la mezcla de perfusión. 
B. Recipiente donde se coloca la sangre. C. Cir
culación. D. Bomba -peristáltica. E. Sitio donde 
se coloca la vena cava canulada. F. Sitio donde 
se coloca la vena porta canulada. G. Vaso donde 
se coloca el hígado en solución salina. H. Co
rriente de oxigeno. I. Salida de líauido del va
so. 
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b) 50 uC (0.39 nmolas) de L-serina-14c (U) (act. esp. 140 mC/mnola). 

c) En otros casos se perfundió con 50 uC (0.164-nmolas) de L-leucina-
14 

C (U) (act. esp. 3o6 mC/mmola). 

En los tres casos (a, by c), las soluciones del material radiactivo 

fueron ajustadas a pH 7.0 con Tris-HCl 0.1M pH 7.0. 

La perfusión del hígado fué durante 15 minutos al cabo de los cuales 

fue sacado (el hígado) del aparato y almacenado a -20° hasta su uso. 

Aislamiento del AA-ARNt de hígado perfundidos de la rata control y de 

la rata estimulada con hierro. a) Método basado en el de Delihas y Staehe

lin (46) modificado por Fink et al (47). 

Este método fué empleado exclusivamente en el aislamiento del aminoa

cil-ARNt de hígado de rata perfundido con L-leucina-14c. 

Todas las operaciones fueron realizadas a 4° a menos que se indique 

lo contrario. 

Los hígados fueron homogeneizados durante algunos segundos en una li-. 
cuadora Waring con 2 vol de una solución amortiguadora de acetato de pota-

sio 0.01M pH 4.5, que contenía sacarosa 0.3M y bentonita al o.o~. (En la 

técnica original el amortiguador empleado fue Tris-HCl 0.01M pH 7.0. El o!!, 

jeto de usar acetato de potasio 0.01M pH 4.5, fue mantener estable el com

plejo AA-ARNt durante el proceso de aislamiento). 

2 vol de fenol (Merck) destilado y saturado con agua, que contenían 

0.1% de 8-hidroxiquinoleína (Merck) fueron añadidos y homogeneizados por 2 

minutos más a la velocidad máxima. La mezcla fué agitada manual y vigoras! 

mente a temperatura ambiente, durante 60 minutos. geguido por centrifuga-

ción a 15000xg durante 25 minutos. La fase acuosa fue reextraída tres ve-

ces con 0.5 vol de fenol saturado con agua que contenía 0.1% de 8-hidroxi

quinoleína y 0.1% de dodecil-sulfato de sodio, agitando vigorosamente una 

vez durante 60 minutos y dos veces durante 30 minutos. A la fase acuosa o!!, 

tenida se le añadió una cantidad conocida (1mg) de ARNt, con el fin de a~ 

dar a la precipitación, que fue realizada con 0.1 vol de acetato de pota-

sio 2M pH 5.0 y 2 vol de etanol al 9&/4. La mezcla se dejó reposar a -20º, 
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durante 4 horas o más. 

El precipitado fue recuperado por centrifugación a 15000xg por 30 mi

nutos y resuspendido en 4o ml de NaCl 1M/100g de hígado. La mezcla fue ag_!, 

tada moderadamente durante 8 horas. 

El material insoluble, que fue principalmente ARN pesado, fue elimina 

do por centrifugación a 15000xg durante 30 minutos. El material soluble en 

NaCl 1M fue precipitado con 2 vol de etanol al 96'}6 y dejado reposar duran

te toda la noche a -20°. 

El precipitado fue recuperado por centrifugación durante 30 minutos a 

15000xg y resuspendido en el menor volumen posible de acetato de potasio 

0.01M pH 4.5 seguido por almacenamiento a -20°. Esta solución fue empleada 

como fuente de los aminoacil-ARNt. 

b) Técnica de Rogg et al (48). Lotes de 3-5 hígados fueron homogenei

zados en 1.5 vol de acetato de potasio 0.1M pH 4.5, conteniendo o.o!¡% de 

bentonita y 0.45 vol de sacarosa 1M durante 30 segundos a temperatura am-

biente usando una licuadora Waring. (Al igual que en el caso anterior el 

amortiguador de Tris-HCl 0.01M pH 7.0 fue sustituido por acetato de pota-

sio 0.1M pH 4.5 con el fin de estabilizar los aminoacil-ARNt). 

Al homogeneizado se le agregó una mezcla de fenol agua (73:27, v/v) 

con 0.1% de 8-hidroxiquinoleina. La mezcla fue homogeneizada por dos minu

tos más a la velocidad máxima y a la misma temperatura. El homogeneizado 

fue agitado manualmente en un frasco con tapón esmerilado, durante 60 min~ 

tos también a temperatura ambiente, seguido por centrifugación a 2000xg 

~or 60 minutos a 25°. El sobrenadante fue precipitado con 0.1 vol de acet.! 

to de potasio 2M pH 5.0 y 2 vol de etanol al 96%, y dejado reposar durante 

toda la noche a 4°. 

De aquí en adelante todas las operaciones fueron realizadas a 4°, a 

menos que se indique otra cosa. 

El precipitado fue recup~rado por centrifugación a 3000xg durante 15 

minutos y fue lavado tres veces con etanol al 96% y otras tres veces con 

éter. 
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El precipitado fue secado al vacío y disuelto en o.6 vol de acetato 

de potasio 0.1M pH 5.0 (en relación al peso total de hígados). El precipi

tado fue resuspendido durante toda la noche bajo una agitación suave. 

El material insoluble fue eliminado por centrifugación a 12000xg du-

rante 30 minutos. El sobrenadante fue mezclado con 10 g de DEAE-celulosa 

microgranular (DE-52, Whatman)/100 g de hígado. La DEAE-celulosa microgra

nular se equilibró previamente con acetato de potasio 0.1M pH 5.0 (49). 

La mezcla fue agitada durante 60 minutos para permitir la adsorción 

del ARN seguido por centrifugación a 2000xg durante 15 minutos. El adsor-

bente fue lavado dos veces con acetato de potasio 0.1M, pH 5.0 conteniendo 

NaCl 0.3M. El adsorbente de éste último lavado fue tratado con acetato de 

potasio 0.1M, pH 5.0 que contenía NaCl 1M para eluir el APJ~. 

La solución fue centrifugada a 2000xg durante 15 minutos. 2 vol de 

etanol al 96% fueron añadidos al sobrenadante para precipitar el ARN. La 

mezcla fué dejada en reposo durante toda la noche. 

El precipitado fue recuperado por centrifugación a 8000xg durante 15 

minutos y lavado tres veces con etanol al 96% y otras tantas con éter. 

El residuo fue secado con una corriente de N2, pesado y disuelto a 

temperatura ambiente en 50 ml de acetato de sodio 0.3M pH 7.0/g de polvo 

seco, 0.54 vol de isopropanol fueron agragados con agitación constante. El 

precipitado fue eliminado por centrifugación y al sobrenadante le fue aña

dido 0.44 vol de isopropanol dejandolo reposar durante toda la noche a 4°. 

El precipitado fue recuperado por centrifugación; y lavado tres veces 

con etanol al 96% y tres veces con éter. 

El precipitado (principalmente aminoacil-ABNt) fue secado con una co

rriente de N2 y disuelto en un volumen mínimo de acetato de potasio 0.01M 

pH 4.5 seguido por almacenamiento a -20°. 
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El grado de pureza de la preparación de los aminoacil-ARNt fue deter

minado por cromatografía en Sephadex G100. (49). 

Desacilación del ARNt. La desesterificación del ARNt fue realizada se 

gún la técnica de Zamecnik y Sarin (50). La muestra en Tris-HCl 1.8M pH 

8.o a 37° fue incubada durante 90 minutos. 

El ARNt fue recuperado por precipitación con 1.5 vol de acetato de P2 

tasio 2M pH 5.0 y 2 vol de etanol al 9&/4. (Se dejó precipitando durante t2 

da la noche a 4°). La mezcla fue centrifugada y el residuo fue lavado con 

etanol al 96% y luego con éter. 

El precipitado fue secado con una corriente de N2 y resuspendido en 

el menor volumen de agua desionizada. La muestra fue almacenada a -20°. 

Preparación de N-acetil-seril (14c)-ARNt. 

a) Aminoacilación del ARNt. El ARHt fue aminoacilado con L-serina-14c 

en las condiciones de reacción óptimas reportadas por Franco (49). 

La mezcla de la reacción contenía: 

Tris-HCl 50 mM, pH 7.5 
MgC12 15 mM 

ATP 5 mM (sal dipotásica, sigma, neutralizada con Tris-HCl 0.05M 
pH 6.8) 

ARNt 1.14 mg/ml 

L-serina-14c 40.0 nm/ml, (act. esp. 128 mC/mmola) 

Mezcla de aminoácidos (18 aminoácidos menos asnaragina y el aminoácido 

radiactivo) 2 nm/ml, c/u 

Fracción pH 5.0, variable según su actividad enzimática (49). 

El sistema anterior fue incubado a 37º durante 15 minutos en un volu

men final de 50 ul (aforados con agua desionizada). 

Los reactivos, sin la enzima, fueron mezclados en frío. La reacción 

fue iniciada con la adición de la enzima y detenida sumergiendo el sistema 

en un baño de hielo y adicionándole acetato de potasio al 2Q?/4, pH 5.0 frío. 
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El producto (seril(14c)-ARNt) fue obtenido con dos extracciones con 

fenal saturado con agua, que contenía 0.1% de 8-hidroxiquinoleína y una 

precipitación con etanol al 96% a -20°. El precipitado fue resuspendido en 

el menor volumen de acetato de potasio 0.01M, pH 5.0 y almacenado a -20°. 

b) N-acetilación del seril(14c)-ARNt fué llevada a cabo según la téc

nica de Haenni y Chapeville (51). 

Una muestra de 10ul (17.2 ug de ARNt) de seril( 14c)-ARNt, aminoacila

do por el método anterior, fue llevado a un volumen de 50 ul con acetato 

de potasio 1mM, pH 5.0. 80 ul de una solución de acetato de potasio 6.2M, 
pH 5.0 fueron añadidos a la mezcla, obteniéndose una solución de 501/4 de s,2; 

turación de acetato de potasio. (La solución de acetato de potasio 6.2M, 
pH 5.0 fue preparada añadiendo el acetato de potasio poco a poco al ácido 

acético glacial 10 M). 

A esta solución de 130 ul le fueron añadidos en total 10 ul de anhi-

drido acético en fracciones de 2 ul en el transcurso de una hora. Esta ºP! 

ración fue realizada a oº. En seguida, 180 ul de agua desionizada, 5 ul de 

una preparaci6n de ARNt equivalente a 1 mg de ARNt cuyo fin fue servir de 

acarreador, y 480 ul de etanol al 96% fueron agregados. La precipitaci6n 

fue llevada a cabo a -20° durante toda la noche. El precipitado fue recup! 

rada por centrifugación a 15000xg durante 15 minutos a 4°. El residuo fue 

secado con una corriente de N2 y resuspendido en el menor volumen de acet,2; 

to de potasio 1mM, pH 5.0 seguido por almacenamiento a -20°. El producto 

fue caracterizado como se describe mas adelante. 

Transacetilación de la acetil( 14c)-CoA al seril(3H)-ARNt. 

a) Aminoacilación del ARNt. Las condiciones de aminoacilación del 

ARNt fueron las mismas descritas anteriormente, con excepción del empleo 

de la L-serina-3H (G), con actividad específica de 2.23 C/mmola. 

La incubación fue de 20 minutos y la reacción fue parada en frío con 

un volumen igual (50 ul) de la solución amortiguadora de acetato de pota-

sio 1mM, pH 4.5, MgC12 5mM y EDTA 0.5mM (Eastman). 

El seril(3H)-ARNt fue recuperado adsorbiéndolo con DEAE-celulosa (Ce

llex D, Bio-Rad Laboratories) que fue añadida a la mezcla de reacción sus-
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pendida en el amortiguador empleado pa1a parar la reacción. La DEA.i-celulo 

sa empleada fue tratada en la siguientf forma antes de ser empleada en la 

operación anterior: Ella fue lavada dos veces con NaOH 1N y dos veces con 

HCl 1N. En seguida, el medio fue neutralizado lavando la celulosa con agua 

desionizada y finalmente fue equilibrad.a con la solución amortiguadora de 

acetato de potasio 1mM, pH 4.5, HgC12 ::·mM y EDTA 0.5mM (Eastman). La adsor, 

ción del seril(3H)-ARNt a la DEAE-celulosa fue realizada agitando la mez-

cla suavemente durante 30 minutos. 

La celulosa, con el material radiactivo adsorbj •:l.o, fue centrifugada y 

lavada dos veces con la misma solución amortiguadora a.iteriormente mencio

nada más NaCl 0.3M, con el fin de eliminar la proteína adsorbida. 

Finalmente el seril(3H)-ARNt fue separada de la celulosa con la solu

ción amortiguadora anterior conteniendo NaCl 1M y fue precipitado con eta

nol al 9&/4 manteniendo la mezcla a 4° durante toda la noche. 1 mg de ARNt 

fue agregado como acarreador. El precipitado fue recuperado por filtración 

en disco de Millipore (HAWP 02500, HA 0.45 u, 23 mm). El precipitado fue 

lavado con etanol al 96%, secado y resuspendido en el menor volumen de 

Tris-HCl 20 mM, pH 7.2 seguido por almacenamiento a -20°. 

b) Obtención de la fracción (s105) (con actividad de transace~.ilasa) 

de hígado de rata. El hígado de rata control y el hígado de rata estimula

da durante 4 horas fueron homogeneizados, por separado, en 2 vol de la so

lución amortiguadora de Tris-HCl 20mM, pH 7.2, lvip;Cl2 5rnM y KCl 2:,irnM. El h,2. 

mogeneizado fue centrifugado a 13000xg durante 30 minutos. El sobrenadan.te 

fue centrifugado a 105000xg usando el rotor 60ti en una Ultracentrifuga 

Beclonan L2-65B durante 30 minutos a 4°. El sobrenadante, denominado frac-

ción s105 fue usado como fuente de la enzima transacetilasa. 

c) Reacción de trMsacetilación. Los reactivos, sin la fracción s105, 

fueron mezclados en frío y preíncubados a 37º durante 5 minutos. 

La mezcla de la reacción consistió en: 

50 000 cuentas/minuto de seril( 3H)-ARNt 

12 mmolas de MgC12 
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10 mmolas de ATP (sal dipotásica neutralizada con Tris-HCl 0.05M, pH 

6.8) 
7.15 umolas de 2-mercaptoetanol (Sigma) 

0.039 uC de acetil-14c-CoA (act. esp. 48.6 mC/mmola) y un volumen va

riable de 100 a 400 ul de la fracción s105• La mezcla fue incubada a 37º 

durante 15 minutos en un volumen total de 500 ul. La reacción fue parada 

colocando el sistema en frío. 

El producto, N-acetil(14c)-seril (3H)-ARNt, fue recuperado por extra,2. 

ción con etanol al 96%. La caracterización de este producto fue llevada a 

cabo como se describe más adelante. 

Caracterización del N-acetil( 14c)-seril( 3H)-ARNt, N-acetil( 3H)-seril

(14c)-ARNt y N-acetil-seril(14c)-ARNt. 

a) Hidrólisis alcalina del AA-ARHt. A una alícuota de la solución del 

AA-ARNt fue añadido un volumen igual de KOH 1N (el pH resultante del sist!_ 

ma fue 8.0). El sistema fue incubado a 37º durante 15 minutos. En seguida 

fue neutralizado con un volumen igual al de la alícuota con HCl 1N • 

• 
La mezcla de la reacción fue concentrada al vacío con ácido sulfúrico 

hidróxido de sodio y carbonato de calcio. El residuo fue resuspendido en 

10 ul de agua desionizada. ~l producto fue analizado por electroforesis en 

papel como se indica más adelante. 

b) Hidr6lisis enzimática del AA-ARNt. I. Digestión con ribonucleasa 

de las preparaciones de ARNt de hígado de rata. Una muestra de AA-ARNt fue 

disuelta en acetato de potasio 0.01M, pH 5.0, conteniendo 5mM de 2-mercap

toetanol y digerida con la 20ava parte (en relación al peso de la muestra) 

de ribonucleasa pancreática bovina A (Hiles). La ribonucleasa fue disuelta 

en la solución amortiguadora en la que se encontraba disuelta la muestra. 

La digestión fue realizada a 30° durante 10 minutos. 

Posteriormente la mezcla de la reacción fue concentrada al vacío en 

las mismas condiciones descritas para la hidrólisis alcalina. El residuo 
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fue resuspe11dido en 10 ul de agua desionizada. El producto fue caracteriza 

do por electroforesis en papel (52). 

II. Digestión enzimática múltiple dC:: las preparaciones de ARNt de hí

gado de rata control y estimulada con hierro, perfundidos con L-serina-14c 
y acetato 3H de sodio. Muestras de ARNt aisladas de hígado de rata control 

y de hígado de rata estimulada, perfundidos con L-serina-14c y acetato-3H 

de sodio en las condiciones descritas anteriormente fueron digeridas enzi

maticamente. Las enzimas empleadas fueron: 

1. Ribonucleasa pancreática bovina (Miles). 

2. Veneno de serpiente (Crotalus atrox, Sigma). 

3. Fosfatasa alcalina bacteriana (Worthington). 

En la Tabla I aparecen los componentes del sistema de la reacción. Un 

sistema contenía ARNt de hígado de rata control, otro sistema ARNt de híg!_ 

do de rata estimulada y uno más ARNt frío. Los reactivos fueron mezclados 

en frío. La incubación de los sistemas fue realizada durante 6 horas a 37°. 

La reacción fue parada con la adición de 100 ul de ácido tricloroacé

tico al 10'/4. Enseguida las muestras fueron centrifugadas durante 1 minuto 

usando una microcentrifuga 152 Spinco Beckman. El sobrenadante fue concen

trado al vacío en presencia de H2so4, CaC12 y NaOH. 

El residuo fue resuspendido en el menor volumen posible de agua desi.2, 

nizada y aplicado a una hoja de papel Whatman 3MM de dimensiones 3 X 76 cm 

la cual fue sometida a electroforesis a alto voltaje (50 V/cm) en la forma 

indicada más adelante. 

Los productos de la hidrólisis enzimática múltiple fueron detectados 

primeramente por su absorbencia a la radiación ultravioleta y luego la ra

diactividad fue determinada en tiras de dimensiones de 1 X 3 cm en 15 ml 

de la solución centelleante a base de tolueno en las condiciones especifi

cadas más adelante. 

El análisis de los resultados fue llevado a cabo por computadora como 

se indica más adelante. 
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TABLA I 

Composición de los sistemas de lfl reacción de lv. hidrólisis enzi
mática múltiple de preparaciones de ARN1¡4d.e hÍp;Rdo de 1ro.t::i. control 
y estimulada, perfundidos con 1-serina- C y ncetato--H de sodio. 

REACTIVO 

1. Tris-HCl, 1M, pH 8.o 
2. ARNt control 

21 • ARNt estimulada 

211 • ARNt no marcado 

3. Ribonucleasa nancreática 

4. Veneno de serpiente 

5. Fosfatasa alcalina bacteriana 

6. H20 desionizada 

CONCENTRACION 

S ul 

660 nn.: 

702 ll!l' 

650 llr.' 

50 11!': 

100 un: 

afoY."ada a 100 ul 

Los tres sistemas (2, 21 , 21 ') fueron incubados durante 6 horas 
o 

a 37. 
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e) Hidrólisis alcalina de Al\:i"-Jt de hígado de rata control perfundido 

L · 14c t t 3-H d d" t t · t n:r.AE 1 1 con -serina- yace a o- e so 10, y su ra amien o con ~ ·-ce u osa. 

Una muestra de ARNt de hígado de rata control y perfundido con L-serina-

14c y acetato-3H de sodio en las condiciones descritas anteriormente fue 

hidrolizada con KOH 1N 

El sistema de la reacción estaba inter,rado por: 

1. ARNt control: 660 ug fueron disueltos en 20 ul de H20 desionizada. 

2. KOH 1N: 20 ul. 

El sistema fue incubado durante 15 minutos a 37°. La reacción fue pa

rada con la adición de HCl 1N. Enseguida, una alícuota de 100 ul de una 

suspensión acuosa lo más concentrada posible de DEAE-celulosa, previamente 

lavada con KOH 1i··l y nCl 1N, tue añadida a la mezcla anterior. 

Esta nueva mezcla fue agitad~ durante 15 minutos y luego centrifugada 

durante 1 minuto en una microcentrifuga Spinco. El sobrenadante fue caneen 

trado al vacío en presencia de H2so4 CaC12 y NaOH. 

El residuo de la concentración anterior fue resuspendido en el menor 

volumen posible de agua desionizada, y sometido a electroforesis a 450 vol -
tios en las condiciones descritas en el siguiente inciso. 

Los productos de hidrólisis obtenidos fueron detectados en las tiras 

de papel por su absorción de la radiación ultravioleta y luego la radiacti 

vidad fue determinada cortando la tira de papel en trozos de dimensiones 

1 X 3 cm, colocados en 15 ml de la solución centelleante, y contados dur8!!_ 

te 2 minutos en las condiciones de mezcla del aparato. El análisis de los 

resultados se hizo por computadora como se indica más adelante. 

d) Análisis electroforético del producto de la hidrólisis alcalina o 

enzimática del AA-ARNt. Los productos de la hidrólisis alcalina o enzimáti 

ca del ARNt fueron sometidos a electroforesis en papel en las siguientes 

condiciones: 

1. Hidrólisis alcalina. Las muestras, en un volumen de 10 ul, fueron 
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colocados en el centro de tiras de papel Whatman 3MM de dimensiones 30.6 X 

3.0 cm, en una aplicación única. Ellas fueron sometidas a electroforesis 

en ácido fórmico 0.5M, pH 2.0, empleando un voltaje de 450 voltios durante 

75 minutos usando una fuente de poder Duostat Beckman. 

Las tiras de papel fueron secadas parcialmente a 200° durante 10 minu 

tos. El secado fue terminado durante toda la noche a temperatura ambiente. 

2. Hidrólisis enzimática. Las muestras en volumen de 10 ul, fueron 

colocadas en el centro de tiras de papel Whatman 3r1li·l de dimenciones 76 X 

3.0 cm en varias aplicaciones seguida cada una de secado con corriente de 

aire frío. 

La electroforesis fue llevada a cabo en una solución amortiguadora de 

piridina:acético:agua (136:14:3000, v/v/v), pH 6.o empleando un voltaje de 

50 V/cm (3800 voltios, 24o rnAmperios) durante 45 minutos (52) usando una 

fuente de poder Savant Instruments, Inc. Las tiras de papel fueron secadas 

a temperatura ambiente durante toda la noche. 

Determinación de la radiactividad. 

a) Medición de la incorporación de la L-leueina14c (U) en la ferriti

na de hígado de rata. La medición de la incorporación de L-leucina14c en 

la ferritina de hígado de rata fue llevada a cabo por una ligera modifica

ción del método descrito por Mans y Novelli (53). La ferritina fue precip,i 

tada con HCl y ácido tricloroacético en la forma indicada en el ensayo de 

la determinación de hierro no hérnico. La proteína precipitada fue recuper! 

da en discos de nitrocelulosa (Millipore). Los tubos de la reacción y el 

residuo fueron lavados tres veces con agua desionizada. Los discos fueron 

secados bajo una lámpara infrarroja. La radiactividad fue determinada sus

pendiendo los discos en 10 ml del líquido de centelleo de tolueno (PPO 4g; 

bisMSB 81.63 mg, ambos de la New England Nuclear; aforados a un litro de 

tolueno), y contando las muestras en un espectrómetro de centelleo líquido 

Packard modelo 3003, en condiciones máximas de conteo del carbono 14, de 

86%. 
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b) Medición de seril( 14c)-ARNt y de seril( 3H)-ARNt. Una alícuota de la 

solución de seril( 14c)-Afü.Tt o bien de la solución de seril( 3H)-ARHt fue to 

mada y diluída con 0.5 ml de agua desionizada. La solución fue precipitada 

con un volumen igual de ácido tricloroacético al 10%. El precipitado fuer,!:_ 

cuperado en discos de·fibra de vidrio GF/A (Whatman) de 24 mm de diámetro. 

La máxima recuperación de la muestra fue asegurada lavando los tubos donde 

se llevó a cabo la reacción con ácido tricloroacético al r;J/4 por tres veces 

y lavando el precipitado sobre el disco tres veces más con la misma solución. 

Los discos fueron secados bajo una lámpara infrarroja y la radiactiv.!, 

dad fue determinada en 10ml de líquido de centelleo de tolueno.Cada mues-

tra fue contada durante 2 min. en el espectrómetro de centelleo líquido. 

c) Determinación de la radiactividad de las muestras de seril-ARNt 

marcadas, sometidas a hidrólisis alcalina o enzimática y electroforesis.La 

radiactividad de las muestras sometidas a electroforesis en papel fue de-

terminada cortando las tiras de papel en 1 cm. Cada trozo de papel fue CO!!, 

tado en 15 ml de líquido de centelleo de tolueno durante 10 minutos en el 

aparato anteriormente mencionado. 

d) Determinación de la radiactividad en las muestras con doble marca 

(acetato-3H y L-serina-14c o acetato-14.9.. y L-serina-3H). Al agual que en el 

caso anterior, la radiactividad de las muestras con doble marca sometidas a 

electroforesis fue determinada en tiras de papel de 1cm. Cada trozo de pa

pel fue contado en 15ml de líquido de centelleo de tolueno durante 2 minu

tos en el apartado ya mencionado, en las condiciones de conteo máximo de 

mezclas. Los cálculos para obtener las cuentas por minuto correspondientes 

a cada radioisó~opo fueron hechas en computadora Olivetti Prograrn 101 (54). 

e) Determinación de la radiactividad en diversas muestras de sangre em 

pleadas para las perfusiones. La radiactividad de la sangre empleada (el m_! 

terial radiactivo fue añadido a la sangre en el momento de la perfusión) en 

la perfusión de los hígados de rata control y rata estimulada con hierro 

fue determinada antes y después del proceso. Una alícuota de 100ul de san

gre fue añadida en 10ml de solución de Bray (Naftaleno, Eastman, 60g; PPO, 

Packard, 0.2g; 100ml de metanol y 20ml de etilen-glicol, Merck, aforados a 

1 litro con dioxano, Baker Analyzed). La radiactividad de las muestras fue 

determinada en el espectrómetro de centelleo líquido en las condiciones de 
conteo máximo para carbono 14 o mezcla según fue el caso. Las muestras fue 
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ron contadas durante 1 minuto. 

f) Determinación de 59re en homor;en~2~_en la ferritina de hígado de 

rata. El contenido de 59re fue determinado en muestras de 1 ml de los si-

guientes siste~as: 

1. Homogenado de hígado de rata (hierro total). 

2. Homogenado de hígado de rata el cual fue tratado con HCl y ácido 

tricloroacético (hierro no hérnico). 

3. Ferritina aislada de hígado de rata. 

Las muestras correspondientes, en tubos de ensaye, fueron colocadas en 

camisas de plástico. Las radiaciones gama fueron detectadas en un contador 

de pozo de radiacionés gama de la Nuclear Chicar:o bajo las siguientes cond! 

cienes: Base 6, ventana 35, atenuador grueso 25, atenuador fino 8, voltaje 

grueso 1 100 y voltaje fino 975. Cada muestra fue contada durante 10 min. 

g) Controles de radiactividad. Los controles de radiactividad fueron 

preparados en las mismas condiciones del sistema correspondiente. 

Preparación de N-acetil-serina. La muestra de N-acetil-serina fue pr!_ 

parada por la técnica descrita por Narita (55) usando ln modificación des

crita por Barahona y Huberman (34). 

Cuantificación es~ctrofotométri~J>.2!. absorción a 260 nm de ARNt. 1a 

densidad óptica de las muestras de ARNt, diluidas en a~ua desionizada, fue 

determinada usando un espectrofotómetro Zeiss PH Q II empleando celdillas 

de cuarzo de 1 cm de espesor. Los valores de absorbencia obtenidos fueron 

relacionados a las diluciones de las soluciones problemas según la ecuación: 

A X ~tlución = mg de ARN/ml de solución. 
Según ésta ecuación: 

1 A260 = 0.042 me; de ARNt 

24 A260 = 1.0 mg de ARNt 

Determinación de proteína. La determinación de proteína fue llevada 

a cabo por el método de I!wry et al. (56) en la forma descrita por Campbell 

y Sargent (57), modificando el uso de 0.5 ml de la solución diluída del rea~ 

tivo de Folín Ciocalteau (Merk) a 0.4 ml y el empleo de la longitud de onda 

de 600 nm en lur,ar de 660 nm. Una solución de albúmina bovina (solución al 

22¼. pH 7.5 Ortho Diagnostica) fue usada como patrón (Fig. 3). La absorben 
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Fig. 3. Curva patrón de albúmina bovina para la determinación de proteí 
na. La solución patrón de albúmina bovina tenía una concentración de -
110 ug/ml. La proteína fue determinada por el método de Lowry et al (56) 
Cada punto representa. la media aritmética de dos determinaciones. 
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cia de las muestras fue determinada en un fotocolorímetro Bausch and Lomb. 

Determinaciones colorimetricas de varios compuestos. Todas estas deter 

minaciones fueron llevadas a cabo en las tiras de papel Whatman 3.MM después 

de la electroforesis de la muestra correspondiente. 

a) Aminoacidos: L-serina y L-leucina. La determinación colorimétrica 

de estos aminoácidos fue llevada a cabo empleando una solución de Ninhidri 

na al o.Qli% en etanol. Las tiras de papel fueron rociadas con la solución 

de ninhidrina-y secadas a 150° durante 5 minutos. El resultado positivo se 

interpretó por la aparición de una mancha de color púrpura. 

b) N-acetil-serina. Para la detección de este compuesto fueron emple! 

dos cualquiera de los dos reactivos siguientes: 

1. Verde de bromocresol al o.Ql¡P/4 en etanol, que antes de ser usado fue 

alcalinizado con 7 a 8 gotas de NaOH 2N. La aparición de una mancha de color 

amarilla fue interpretada como positiva. 

2. Rojo de metilo al 0.02% en borato de sodio 0.03M, pH 7-8. La apari

ción de una mancha de color rojo fue interpretada como positiva. 

c)_Detección de los productos de la hidrólisis alcalina o enzimática 

del ARNt. La detección de estos productos fue llevada a cabo por absorción 

de la luz ultravioleta usando una Mineralight Ultra Violet Larnp, short wa

ve UVS-12 la cual fue aplicada sobre las tiras de papel Whatman contenien 

do la muestra que fue sometida a electroforesis. 
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P.ESULTADOS 

Aislamiento de la ferritina de hí~ado de rata. La técnica del aisla-

miento de la ferritina de hí~ado de rata se fttndamenta en su estabilidad 

frente al calor. En el primer paso de purificación de la proteína el homo

genado de hígado fue calentado a 70° en un bafi.o María. A esta temperatura 

precipitan la mayoría de las proteínas con excepción de la ferritina y al

gunas otras más. 

La parte final de la técnica de aislamiento de la ferritina involucró 

una purificación cromatográfica en columna de Sephadex G200. La ferritina 

eluyó en el volumen vacío (determinado con una solución de azul de dextra

no disuelto al 2}6 en la solución amortiguadora empleada en la elución de 

la muestra). Esta forma de elución corresponde al peso molecular de dicha 

proteína, que es de 430 000 (4). (Fig. 4). 

Electroforesis en disco de gel de poliacrila~. Esta técnica fué u

sada para determinar el grado de pureza de la ferritina de hígado de rata 

aislada por la técnica descrita en los Materiales y Métodos. Dos alícuotas 

de la preparación proteínica se cromatografiaron. Uno de los geles se tiñó 

para proteína con negro de amida y el otro para hierro con ferrocianuro. 

La coincidencia de las bandas de tinción en uno y otro caso es buen indice 

de pureza de la ferritina. 

Las figuras 5 (electroforesis en gel de poliacrilamida) y 6 (densito

grama del gel de la zona de electroforesis) muestran la similitud de las 

bandas de tinción para proteína y para hierro de una muestra de la ferrit_!, 

na aislada de hígado de rata. En ambas fi[;Uras se observan cuatro bandas 

de proteína denominadas alfa, beta, gama y delta-epsilon correspondientes 

al manómetro, dímero, trímero y tetrámero de ferritina, respectivamente. 

Ello pone de manifiesto la polimerización de la ferritina. No se conocen 

las causas de éste fenómeno, aunque ha sido observado por varios autores 

(6). 

Medición de hierro no hérnico. En la molécula de la ferritina, el hie

rro se encuentra formando un complejo coloidal conocido como µn:·.polimero 
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Fig. 4. Cromatografía de la ferritina de hígado de rata en sephadex 
G-200. Se cromator,rafiaron 1.5 m~ de proteína procedente después del 
proceso de dialisis llevado a cabo durante el aislamiento de la ferri 
tina de hígado de rata por la técnica descrita en los Materiales y -
Métodos. Las condiciones de la cromatografía son indicadas en los Ma
teriales y Métodos. Se tomó una alícuota de cada fracción y se deter
minó proteína por el método de Lowry et al (56). Vo= volumen vacio. 
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Fig. 5. Electrofóresis en gel de poliacrilamida de la ferritina 
de hígado de rata. La electroforesis fue llevada a cabo como se 
describe en los Materiales y Métodos. (a) tinción: negro de ami
do (proteína). (b) tinción: ferrocianuro (hierro). 



32 

a 

100 

80 

60 

40 

E 
20 

e 

o o 
co b 

Ot 
<( 100 

80 

60 

40 

20 

o o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 

distancia, cm 

Fig. 6. Densítograma del gel de poliacrílamida de la zona de electrofó
resis de la ferritina de hígado de rata. (a) ferritina: repuesta D-3, 
solvente ácido acético al 'f/4, tinción neero de amido. (b) hierro: re
puesta D-3, solvente agua desionizada, tinción ferrocianuro. 



de hidroxifosfato férrico cuya probable composición es (Fe00H)8 (Fe0.P03H2) 

(58). Esta estructura del hierro es totalmente diferente a la que presenta 

en la molécula de la hemoglobina o en los citocromos. En el caso de estas 

proteínas, el hierro es parte integral del grupo hemo. Consecuentemente, 

es posible distinguir entre dos formas de hierro: hierro no hérnico (ej. f,2. 

rritina) y hierro hérnico (ej. hemoglobina). 

En el presente trabajo interesó determinar el hierro en diferentes 

muestras de ferritina. Este hierro es hierro no hérnico. Para su determina

ción se diseñó un método que cuantifica el hierro no hérnico exclusivamente 

y que descrimina el hierro hérnico. El método de cuantificación fue basado 

en los de Elek y Sha.fer ( 44) y Shapiro et al. ( L~5). 

El hierro no hérnico se liberó de la proteína por precipitación ácida 

a 85° y se determinó a través de la reacción con betafenantrolina, como se 

describe en los Materiales y Métodos. 

La figura 7 muestra la curva patrón para la determinación de hierro. 

Esta se mantiene lineal hasta una concentración de 50 ug de hierro. Por a

rriba de esta concentración, la curva tiende a acostarse. 

En la Fig. 8 se muestra la determinación de hierro en una alícuota 

del homogeneizado de hígado de rata control y en alícuotas del mismo homo

geneizado a las que se añadieron cantidades crecientes de hemoglobina de 

buey, cuya concentración de hierro fue de 3.47 mg de Fe por g de hemoglob.!, 

na. Como se aprecia en la gráfica, no hay cambio en la cantidad de hierro 

cuantificado en las alícuotas que contienen hemoglobina en relación a la 

alícuota control que no contiene hemoglobina. Ello es una demostración de 

que el método discrimina entre ambas formas de hierro permitiendo una cuan 

tificación exclusiva del hierro no hérnico. La fidelidad del método seco-

rroboró al cuantificar el hierro en la hemoglobina, 9bteniendo valores de 

O. (curva b). 

Patrón para la determinación de radiactividad en proteína. La determ.!, 

nación de la radiactividad de muestras conocidas de L-leucina-14c varió se 

gun las condiciones experimentales: 

1. La eficiencia del conteo se redujo en un 2íj}6 en presencia de 0.425 
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Fig. 7. Curva patrón de FeNH4(so4)2.12H2o para la determinación de hie
rro. El hierro fue determinado por el metodo de Shapiro et al (45) de 
acuerdo a las condiciones descritas en los Materiales y Métodos. La so
lución patrón de Fe1IH4(S0~) 2.12H2o (Baker Analysed) tenía una concen
tración de 100 u~ de Fe/ml en una solución de ECl al 3.2% y ácido tri
cloroacético al 6.6¼. Cada punto representa la media aritmética de dos 
determinaciones. 
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Fie. 8. Especificidad del método para la determinación de hierro no hé
rnico. 260 mr; de hígado de rata control fueron homorrenizados en 11 vol 
de agua desionizada. Al homor,enado se le añadieron O, 5 y 10 mg de he
moglobina de buey (O, 17 y 3L~ ur: de Fe). Se extra~ó el hierro no hérni
co por el método descrito por Elek y Sehaf er ( Li-4) y fue determinado por 
la técnica de Shapiro et al (45) como se describe en los Materiales y 
Métodos. (a) ur: de hierro en 260 mf" de hír·ado de rat:l más O, 17 y 34 
ug de hierro de hemof1'lobina de buey (-·-.). (b) up; de hierro en O, 5 

,-y :1P mg de hemof>'.lobina de buey (-o-o-). (c) curva teórica sí el hie
rro de hemoglobina fuera meo.ido (-x-x-). Cada punto representa la media 
aritmética de dos deter~inaciones. 
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mg de ferritina (proteína con hierro) (F'i~. 9). 

2. No hay cambio en el conteo en presencia de 0.75 rng de apoferritina 

(proteína sin hierro) (Fig. 10). Por arriba de este valor se aprecia una 

ligera disminución en la efeciencia del conteo. 

Por consiguiente la radioactividad incorporada a la ferritina en la 

forma de L-leucina-14c fue determinada extrayendo primeramente el hierro 

de la proteína y amnteniendo la concentración de ésta por debajo de 0.750mg. 

Contenido de la ferritina y hierro no hérnico en hígado de rata. En la 

tabla II se muestran el contenido de ferritina y hierro no hérnico en híga

do de rata control y en hígado de rata estimulada con hierro. 

El contenido de ferritina en el hígado de rata control (mg/g) fue de 

1.1. A las 12 horas de la estimulación con 50 mg de hierro el contenido de 

ferritina en el hígado de rata asciende a casi el doble de su valor en el 

sistema control. Este nivel permanece constante durante los 8 días poste-

riores a la administración de hierro. 

El incremento en la concentración del hierro no hérnico por gramo de 

hígado húmedo es más aparente. A las 2L~ horas del estimulo con hierro, el 

nivel del hierro no hérnico es 7 veces el del animal control, el cual equi

vale a 104 ug de Fe no hérnico por gramo de hígado húmedo. A las 68 horas 

de la administración del hierro, la concentración del hierro no hérnico es 

16 veces el valor encontrado en el animal control. Este nivel se mantiene 

constante durante un período de 166 horas (Fig. 11). 

En la Fig. 12 se muestra la relación hierro/ferritina en hígado de r! 

ta.control. Se observa que en estas condiciones la ferritina contiene un 

2CJ/4 de hierro. 

Efecto de la administración de hi~,!_~sobre la ~Jntesis de ferritina 

en hígado de rata a diferentes tiempos de estímulo. Existe controversia 

respecto al efecto de la administración de hierro sobre el incremento en 

la síntesis de la ferritina de hígado de rata. Algunos autores suponen que 

el incremento en la concentración de la ferritina por efecto de la admini_!! 

tración del hierro se debe a la estabilización de la molécula de ferritina 

(16, 17). Otros tienen evidencia de que el hierro promueve una síntesis de 
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Fig. 9. Conteo de la radiactividad en L-leucina-14c bajo di
fer;ntes condiciones experimentales. una muestra de L-leuci
na- C (act. esp. 306 mC/mmola) f'ue colocada en disco de ni
trocelulosa (~fillipore) que contenía: (n) apua desionizada. 
(b) HCl al 4% en solución amortip:uadora de fosfatos 0.02M, 
pH 7.0. (c) 0.425 m~ de apoferritina de hír,ado de rata. (d) 
o.425 mg de ferritina de hígado de rata. Ln radiactividad 
fue determinada en las condiciones descrito.a en los Materia
les y Métodos. 
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Fig. 10. Efecto de la variación de la concentración de apo
ferritina de hÍ!'!'ado de ra1ij sobre la determinación de lty-~_ra
diactividad en L-leucina- C. Una. muestra de T..-1.eucina- C 
(act. esp. 260 mC/mmola) fue colocada en discos de nitroce
lulosa con diferentes concentraciones de apoferritina de hí
gado de rata la cual fue obtenida y rreci-pitada como se des
cribe en los l'ia.teriales y Hétodos. Cade.. punto represenra la 
media aritmética de dos determinaciones. 
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TABLA II 

Contenido de ferri tinv :,· c'le hie~ro 
no hérriico en hír.ado ele rnta. 

mn: ferri timi./,r.: hísado ¡¡r· 1 !(: :5'e no hérnico/~ híp:ado 

oh 12 h ?.4 h 
n o dín.s o h 6[. h 

1.1 1o4 

1.g5 2.6 2.2 1640 
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se efectuó cor.10 se describe en los I-iateriales y Hétoclos. 
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Fig. 12. Relación hierro/ferri tina de hírmdo de rnta. :i...a ferri tina de hí
gado de rata fue aislada y su contenido de hierro fue determinado a vari 
as concentraciones de la proteína (ferritine.) como se describe en los Ma 

~: ·.&eriales y Métodos. Cada punto representa la media aritmética de dos de: 
terminaciones. 
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novo de la apoferritina (14, 15). 

A. Estímulo a tiempos largos. 

Con el fin de establecer el papel que tiene el hierro en el incremento 

de la concentración de la ferritina en el hígado de la rata, se midió la 
14 

incorporación de 1-leucina- Ca distintos intervalos (0,2,4,6,9 y 12horas) 

después de la administración de 50 mg de hierro por vía intraperitoneal en 

inyección única. 

Los datos obtenidos se muestran en la Fig. 13. La incorporación máxi

ma dé L-leucina-14c se alcanza a las 6 horas de la administración del hie

rro. A las 8 horas se inicia un decenso en la incorporación. 

No se manifestó un cambio apreciable en la incorporación de la 1-leu

cina-14c a las demás proteínas solubles a lo largo del tiempo de estimula

ción de la ferritina. 

Estos resultados sugieren que el efecto del hierro en la regulación 

de la síntesis de la ferritina fue predominantemente sobre la síntesis de 

novo de la proteína. 

El efecto es especifico sobre la síntesis de la ferritina puesto que 

no se manifestaron cambios en la incorporación de L-leucina-14c a las de-

más proteínas solubles del hígado de la rata. 

En la Fig. 14 se grafican en función del tiempo de estimulación con 

hierro: 

1. Contenido de hierro no hémico/g de hígado húmedo (-o-) 

2. Contenido de hierro no hémico/mg proteína soluble total (- x -). 

3. Contenido de hierro no hémico/mg de ferritina (---). 

Las curvas obtenidas en los tres casos tienen un comportamiento simi

lar. Parece existir un fenómeno de acumulación y expulsión de hierro en el 

hígado en el período de estimulación estudiado. Por lo que respecta al CO.!!, 

tenido de hierro no hérnico por mg de ferritina, existe un desoenso en el 
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nivel de saturación de hierro en de la ferritina que coincide 

con el período de máxima síntesis de dicha proteína. Ambos fenómenos se 

discutirán más adelante. 

B. Estímulo a tiempos cortos. 

Con el fin de conocer si el incremento de la incorporación de 1-leuci 

na-14c en la ferritina observado a las dos horas del estímulo con hierro,

es un incremento gradual o va precedido del un período latente, se midió la 

incorporación de L-leucina-14c (act. esp. fº6 mC/rnmola) en la ferritina a 

tiempos cortos (0,15,30,60,90 y 120 minutar) después de la administración 

de 50 mg de hierro. 

El incremento en la incorporación de ¡-leucina-14c es lineal a partir 

de los 15 minutos de la estimulación (Fig. 15), manifestándose a los 120 
minutos un aumento igual al doble en relacfón al sistema control. Este re

sultado coincide con el valor obtenido a las dos horas en la Fig. 13. Apa

rentemente existe un período latente que precede a dicho incremento (Fig. 

15). 

Con el fin de obtener una correlación entre la concentración de hierro 

total y de hierro no hérnico y la síntesis de ferritina en hígado de rata, 

se midió la incorporación de 59re (act. esp. 8.4 mC/mg) a hierro total y 

hierro no hérnico a diferentes tiempos comptendidos entre los O y 30 minu-

tos después de la administración por vía i*traperitoneal de 2 uC de citra

to ferroso c59re) suspendidos en 10 mg de tierra dextran. 

La Fig. 16 muestra que la incorporación de radiactividad del 59re to

tal por g de hígado húmedo es aproximadame•te. el doble a la incorporación 

de 59re no hémico/g de hígado húmedo. Las !urvas de incorporación tienen 

una tendencia sigmoidal. La concentración ~e hierro no hémico/g de hígado 
1 

húmedo, determinado por la reacción con la batofenantrolina, no muestra 

cambio en este período. 

Estos datos, en correlaci6n con los dt la Fig. 15,ponen de'nrani~iesto 

que pequeñas cantidades de hierro son capa~es de estimular la sintesis de 

la ferritina. Estas cantidades de Fe no son determinables por métodos quí-
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Fip;. 15. Incorporación de L-leucina-1L¡.C a f'erri tin"' de hÍ;".ado de ra 
ta a tiempos cortos de estimulación con hierro-dextrán. El experi-= 
mento se realizó en las mismas condicion;t¡ 'ldescri tas en la leyenda 
de la Fig. 13, exce~to aue la L-leucina- C usada en este c~so te-
nía una act. esp. 306 mC/mmola. Cada punto representa la r1edia a.rit 
mética de la. determinación en dos animales. 
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micos (reacción con la batofenantrolina,IFig. 16) pero sí son detectables 

radiactivamente (59re). 1 

Como se observa en las Figs. 15 y 1~ no obstante de no apreciarse un 

aumento en la concentración de hierro no hémico/g de hígado húmedo (reac-

ción con la batofenantrolina), se manifilsta un incremento en la incorpor! 

ción del aminoácido radiactivo en la fertitina. 

En la Fig. 17 se muestra la incorpofación de 59re y la concentración 

de hierro por mg de ferritina en el período de O a 30 minutos de la estimu 
1 -

lación de la síntesis de la ferritina. Parece existir diferencias en la se 

cuencia inicial de las dos curvas, difer¡ncias que pueden deberse al méto-

do de detección del hierro. 1 

Efecto de la dosis de hierro admini,trado sobre la estimulación de la 

síntesis de ferri_tina de hígado de rata. \Al estudiar el efecto de la dosis 

de hierro administrado en inyección única por vía intraperitoneal sobre la 

estimulación de la síntesis de ferritinalde hígado de rata se encontró que 

10 mg de hierro/100 g de peso del animal~ 6 horas después de la inyección, 

tienen el mismo efecto que 35mg/100 g de¡peso del animal (50 mg para un a

nimal de 180 g de peso aproximadamente). \Este efecto fue el máximo de est! 

mulación de la síntesis de la ferritina, medida por la incorporación de L
leucina-14c- (act. esp. 306 mC/mmola) (Figs. 13 y 18). 

La determinación de hierro/mg de fer¡ritina manifestó una relación in

versa a la síntesis de la ferritina en función de la dosis de hierro admi-
1 

nistrada (Fig. 18). Este es un comportamíento clásico de un sistema precu! 

sor-producto. 

Perfusión de hígado de rata. Hígados de rata control y rata estimula-
1 

da con hierro (50 mg de hierro-dextrán, durante 4 horas), fueron perfundi-

dos en las condiciones descritas en los 1-ia.teriales y Métodos. 

El nivel máximo de la síntesis de feÍritina en el hígado de la rata, 

inducida por la administración intraperitoneal de 50 mg de hierro (comple

jo hierro-dextrán), se alcanza a las 6 ho~as de estimulación (Fig. 13). Es 

factible suponer que antes de las 6 horas!, esté incrementada la poza de 

los ARNt. 
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Con el fin de obtener una preparació~ de ARNt representativa de la es 

timulación, este material fue aislado a las 4 horas de haberse inducido la 
1 

síntesis de ferritina, tiempo que corresponde aproximadamente a la mitad 

del nivel máximo de estimulación de dicha 1proteína. 
1 

esp. 

! 

1 El material radiactivo empleado en las perfusiones varió según el caso: 
1 

1. L-leucina-14c, act. esp. 306 mC/~ola 

2. L . 14C act. 140 mC/mmola -serina- , esp. 
L . 14C 1 

y acetato-3H de sodio, act. 3. -serina- , act. esp. 140 mC/mmpla; 

100 mC/mmola. 

1 

En cada caso el hígado fue perfundido, con el material radiactivo co-
1 

rrespondiente, durante 15 minutos. En la
1

tabla III se muestra la captación 

relativa del material radiactivo logradalpor el hígado durante los 15 min~ 
1 

tos de la perfusión. Como se puede obseryar no hay variación en la capta--

ción relativa del material radioactivo e~ el caso del hígado estimulado en 

relación al hígado control. 
1 

Obtención de Leucil (14c)-ARNt de higado de rata estimulada con nie-

rro y perfundido con L-leucina-14c. El leucil (14c)-ARNt se obtuvo con un 

solo hígado de rata estimulada y perfund~do con L-leucina-14c por el méto

do de Delihas ~ Staehelin (46) según Fink, et al (47) con las modificacio-
1 

nes descritas en los Materiales y Métodqs. 

La preparación cruda del leucil (1¡c)-ARNt fue resuspendida en 200 ul 

de una solución amortiguadora de acetato de potasio 0.01M pH 4.5. No fue 
1 

posible determinar la concentración de+ª preparación en virtud de su con-

taminación con hierro. (49). El hierro absorbe a los 260 nm, longitud de 

onda que se emplea en la determinación ~e la concentración de ARN. Una alí 

cuota de 5 ul de esta preparación tuvo un contenido de L-leucina-14c unid~ 

a ARNt equivalente a 160 cuentas/min. 

Obtención de seril ' 14c -ARNt de h~ ado de rata control erfundido 

con L:serina-1 e, y a~etato-3H de sodig y de hígado de rata estimulada con 

hierro erfundido con L-serina-14c. cdn L-serina-14c acetato-3H de sodio 

El seril (1 C)-ARNt se obtuvo de~ hígados de rata control y de 3 hí

gados de rata estimulada con hierro. Ert ambos casos los hígados fueron per 

fundidos en presencia de L-serina-14c i acetato-3H de sodio además de que 
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TABLA III 

1 

Captación del material radiactivo por el hígado de rata control y por el 
hígado de rata estimulada con hierro en 15 minutos de perfusión. 

Material radiactivo 

L-leucina-14c 
... . 140 .1.,-ser1na-

Acetato-3H de 
sodio 

Captación por el hígado en% 
Control Estimulada 

20 

13 

14 

19 

14 



a otros 3 hígados de animal estimulado fueron perfundidos con L-serina-14c 
exclusivamente. El seril (14c)-ARNt se aisló por el método de Rogg et al. 

(48) introduciendo las modificaciones descritas en los Materiales y Méto-

dos. 

En la Fig. 19 aparece la cromatografía en Sephadex G100 de una mues-

tra de ARNt de híeado de rata control aislado por éste método. La cromato

grafía en Sephadex se empleó con fines analíticos. Como se observa en la 

Fig. 19 el ARNt que se obtiene solo contiene un 7% de un contaminante que 

se sospecha es ARNt desnaturalizado o ARN 5s. (49). 

Los rendimientos fueron: 

1. Para hígado de rata control: 0.23 mg ARNt/g de hígado húmedo. 

2. Para hígado de rata estimulada: 0.21 mg ARI;t por gramo de hígado 

húmedo. 

Se observa que el rendimiento de ARNt, que proviene de solo algunos 

gramos de hígado, es menor al obtenido durante el aislamiento a gran escala 

de dicho material (49). 

La incorporación del material radiactivo al hígado de rata en las di

ferentes pruebas de perfusión se resumen en la tabla IV. Los datos mues--

tran que no hay cambio en la inco~poración del material radiactivo al ARNt 

de hígado de rata estimulada en relación al sistema control. 

Patrones electroforéticos. 

a) Patrón electroforético a pH 2.0 de L-leucina, L-serina, N-acetil

serina, adenosina, ARUt y acetil-CoA. El principio del método se basa en 

lo siguiente: El grupo alfa amino de los aminoácidos libres lleva una car

ga positiva a pH ácido. Por lo tanto los aminoácidos que tienen un grupo 

alfa amino libre correrán hacia el polo negativo en electroforesis en un 

medio ácido: pH 2.0 (ácido fórmico 0.5 M) y pH 6.0 (piridina:acético:agua) 

Si el grupo alfa amiuo del aminoácido se encuentra bloqueado (ej. acetil

serina), el compuesto no se mueve hacia ninguno de lo polos. 

Los pKs (el pK se define como el pH al cual la mitad de las moléculas 
están disociadas) de la L-leucina son 2.33 y 9.74, por lo que en las condi 
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TABLA IV 

Incorporación del material radiactivo al ARI~t de hígado de rata 
control y al hígado de rata estimulada con hierro en 15 minutos 

de perfusión. 

Material 
radiactivo 

L . 14c -ser1na-

Acetato-3H de 
sodio 

ARNt 
Control 

cuentas/min 
m~ ARNt 

2866 

1455 

ARNt 
Estimulada 

pmolas cuentas/min Emolas 
me ARNt mg ARHt mg: ARHt 

17.2 1436 8.6 

1019.0 1137 796.0 



cienes ácidas (pH 2.0) el aminoácido tiene una carga positiva neta¡ lo mi! 

mo corresponde a la L-serina cuyos pKs son 2.21 y 9.15 (59). La H-acetil-

serina no tiene carga puesto que el grupo alfa amino está bloqueado y el 

grupo carboxilo del aminoácido no está disociado (pK del grupo -COOH:2.21) 

El pK del grupo alfa amino de la adenosina es 3.58 (59). 

Las Figs. 20 y 21 muestran el patrón electroforético a pH 2.0 (ácido 

fóllii.co 0.5M) de la L-leucina, L-serina y N-acetil-serina. En el caso que 

se ilustra en la Fig. 20 la detección de dichos compuestos se realiza por 

medios calorimétricos. En el caso que se ilustra en la Fig.21 la detec--

ción es radiactiva (carbono 14). 

Como era de esperarse los aminoácidos corren hacia el polo negativo y 

la N-acetil-serina permanece en el origen. 

La Fig. 22 muestra el patrón de electroforesis a pH 2.0 de una muestra 

de ARNt, adenosina y ARNt digerido con ribOnucleasa pancreática bovina de

tectados por absorción de la radiación ultravioleta (Mineralight). 

El ARNt permanece en el origen, pero al digerirlo con ribonucleasa, 

muestra 5 bandas que corren hacia el polo positivo a lo largo de 5.5 cm, 

del origen; una banda que permanece en el origen y dos que corren hacia el 

polo negativo, una a 1 cm del origen y la otra a 6 cm del origen, las ban

das que corren al polo positivo corresponden supuestamente a oligonucleót,! 

dos y nucle6tidos con carga negativa debida a los grupos de fosfato de las 

moléculas. La banda que se encuentra a 6 cm. del origen, en dirección al 

polo negativo, corresponde a adenosina, pues coincide con la banda que ªP! 

rece al correr un patrón de adenoaina. 

La Fig. 23 muestra el patrón de electroforesis a pH 2.0 de una mues-

tra de acetil-CoA la cual corre hacia el polo positivo a 4.? cm del origen 

indicado que lleva una carga negativa. 

b) Patrón electroforético a pH 6.o de adenosina, L-serina, L-leucina, 

N-acetil-serina y ARNt. La Fig. 24 muestra el patrón electroforético de a

denosina, L-leucina, L-serina y N-acetil-serina a pH 6.o (solución amorti

guadora:piridina:acético:agua, 136:14:3000, v/v/v, pH 6.0) detectados por 

su absorbencia de radiación ultravioleta y por medio de reacciones colori
métricas 
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Fi~. 20. Patrones electroforéticos a ~H 2.0 de L-leucina, 1-serina y 
N-acetil-serina. Muestras de 1-leucina, L-serina y N-acetil-serina 
fueron corridas en electroforesis en pa-µel Whatma.n 3 MH, con amorti
guador ácido fórmico 0.5 M (pH 2.0) 450 voltios -por 75 minutos. (A). 
Muestra de L-leucina oue fue detectada con soluci6n de ninhidrina al 
0.04% en etanol. (B). ·Muestra de L-serina detectada como la anterior 
(C). Muestra de N-acetil-serina detectada con una solución de verde 
de bromo cresol al 0.049/4 en etanol alcalinizada 6 solución de rojo 
de metilo al 0.02% en borato de sodio 0.03 M, pH 7-8. (O) origen. 
(-) polo negativo. (+) polo positivo. 
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Fig. 21. Pa14ones electrofoíáticos a pH 2.0 de L-seri~ij-14c, N-nc! 
til-ser~i¡a- C y L-leuc~i¡a- C. Muestras de 1-serina- e, H-acetil 
serina- C y L-leucina- C fueron corridos en electroforesis en p~ 
pel 1;hatman 3 H!li, con amortiguador ácido rq4r.iico 0.5 1-í (pH 2.0), 
450 voltios p~r 75 ~inuto~. (~4· L-serina- C (act. esn. 140 mC(-
mmola). ~~). N-acetil-ser111a- C (act. es-p. 140 mC/mmola). (e) L

leucina- C (act. esp. 306 mC/rnmola) •. La radiactividad fue determi 
nada como se describe en los Materinles ~r Métodos. (O) oripen. (-J 
polo negativo. (+) polo ~ositivo. 
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Fig. 22. Patrones electroforéticos a pH 2.0 de ARNt y adenosina. 
Muestras de ARNt y adenosina fueron corridas en electroforesis 
en papel Whatman 3 MM, con amortiguador ácido fórmico 0.5 M (pH 
2.0), 450 voltios por 75 minutos. (A) Una muestra de 520 Uf de 
ARNt. (B) 80 umolas de adenosina. (C) 520 ug de ARNt digerida 
con ribonucleasa pancreática bovina (Ver Materiales y Métodos). 
Las manchas se detectaron por absorbencia de la radiación ultra 
violeta (mineraligth). (O) origen. (-) polo negativo. (+) polo
positivo. 
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Fir;. 23. Patrón electroforético a pH 2.0 de acetil-CoA. Una mues
tra de acetil-CoA fue colocada en papel Whatman 3 MH, y corrida 
en electroforesis con amorti.r.:uador ácido fórmico 0.5 M (pH 2.0) y 
450 voltios por 75 minutos. La mancha se detectó por absorbencia 
de la radiación ultravioleta (mineralir,th). (O) oriGen. (-) polo 
neeativo. (+) polo positivo. 
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Fie. 24. Patrones electroforéticos a pH 6.0 de adenosinn, L-leuci
na, L-serina y N-acetil-serina. Huestras de adenosina, L-leucina, 
L-serina y N-acetil-serina fueron corridas en electroforesis en pa 
pel Whatman 3NM, con amortir-:uador piridina:acético :ar-:ua ( 136: 1l~: -
3000, v/v/v) pH 6.o, 50 V/cm (3800 voltios) por 45 minutos. (A) 
Muestra de adenosina que se detectó por absorbencia de la rndia--
ción ultravioleta (minerali~th). (B) Muestra de L-serina c,ue se de 
tectó con una solución de ninhidrina al O.O~% en etanol. (C) Nues: 
tra de L-leucina que se detectó como la anterior. (D) i·~uestra de 
H-acetil-serina que se detectó con una solución de verde ~romo ere 
sol al O.Olf/4 en ~tanol alcalinizada ó una solución de rojo de meti 
lo al O.Oa6 en borato de sodio 0.03 M, pH 7-8. (O) origen. (-) po": 
lo negativo. (+) polo positivo. 



, 
La adenosina, L-serina y L-leucina corren en forma similar hacia el 

polo negativo a 3-3.8 cm·del origen, debido a la carga positiva que acarr! 

an. (La adenosina tiene un segundo pK a 12.5). La N-acetil-serina corre a 

23.7 cm. del origen hacia el ánodo(+) debido a la carga negativa del gru

po carboxilo del aminoácido. 

La Fig. 25 muestra al patrón de L-serina-14c y N-acetil-serina-14c en 

electroforesis a pH 6.0. La localización radiactiva de las muestras en el 

papel corresponde a la encontrada por reacción colorimétrica. (Fig. 24). 

El ARNt, corrido en electroforesis en estas condiciones de pH (pH 6.0) 
se comporta como si fuera hidrolizado ya que se encuentran bandas, detecta 

das por su absorbencia de radiación ultravioleta, cuya posición en la tira 

de papel es similar a las que aparecen cuando se corre ARNt digerido con 

ribonucleasa panreática bovina (Fig. 26) o ARNt hidrolizado con KOH 1N. 

No se tiene una explicación de éste fenómeno. Se ha descrito que la p.!_ 

peridina1 digiere ARN. Por analogía estructural con la piperidina, se pen

só que la píridina tuviera el mismo efecto, sin embargo, al tratar una 

muestra de ARNt con la solución amortiguadora de piriditia:acético:agua a 

25° y 37º y correr la muestra en electroforesis a pH 2.0 no se observó tal 

fenómeno. Cabe la posibilidad de que las condiciones de reacción no hayan 

sido las mismas que existen durante el corrimiento electroforético a pH 6.0 

La tabla V resume las posiciones electroforéticas de L-serina, L-leu

cina, N-acetil-serina, adenasina, ARNt y acetil-CoA a pH 2.0 y pH 6.o, con 

sus respectivos Rf. 

Efecto de las condiciones de hidrólisis alcalina del ARNt sobre la 

unión N-acetil-serina. Una muestra de N-acetil-serina-14c (3500 cuentas/min) 

fue sometida a condiciones de hidrólisis alcalina del ARNt (KOH 1M), en la 

forma descrita en los Materiales y Métodos. La muestra se corrió en elec-

troforesis a pH 2.0 (ácido fórmico 0.5M) junto con una muestra sin tratar 

(control). 

La Fig. Zl muestra ·que la unión N-acetil-serina es estable frente a 

las condiciones alcalinas en que se hidroliza al ARNt. La reducción de las 

1.- Observación publicada en Progresa in Nucleic Acid Research and Molecular 
Biology. 
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N-ace141-serina- C. huestras de L-serina- C y ri-acetil-s2_ 
rina- C fueron corridas en electroforesis en papel Whntman 
3 MM, con amortiguador piridina:acético:agua (136:14:3000, 
v/v/v) pH1~.0 y 50 V/e~ (3800 voltios) por 45 minutos. (a) 
~~serina- C (act. esp. 140 mC/mmola). (b) H-acetil-serina-

C (act. esp. 14o mC/mmola). La radiactividad fue determi
nada como se describe en los Materiales y Métodos. (O) ori
gen. (-) polo negativo. (+) polo posit~vo. 
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'Fig. 26. Patr6n electroforético a pH 6.0 de ARNt de hígado de rata. 
Una muestra de ARNt de hígado de rata fue corrida en electroforesis 
en papel Whatman 3 MM, con amortir;uador piridina:acético:agua (136: 
14:3000, v/v/v) pH 6.0 y 50 V/cm (3800 voltios) por 45 minutos. (a) 
130 ug de ARHt. (b) 130 ug de ARNt que fueron du,teridas con ribonu
cleasa pancreática bovina (Ver Materiales y Métodos). Las manchas 
fueron detectadas por absorbencia de la radiaci6n ultravioleta (mi
neraligth). (O) origen. (-) polo negativo. (+) polo positivo. 
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TABLA V 

Electroforesis en papel Whatman 3MH. 

Rf 
a 

pH 2.0 
b 

pH 6.0 

Substancia (-)e (+)d (-f (+/ 

L-serina 0.392 0.108 

L-leucina 0.326 0.108 

Adenosina o.4oo 0.110 

N-acetil-
serina 0.000 0.000 0.657 

a. Acido fórmico 0.5 H (pH 2.0), 450 voltios 
por 75 minutos. 

b. Piridina:acético:a~ua, 136:14:3000, v/v/v; 
pH 6.o, 50 V/cm (3800 voltios), 45 minutos. 

c. cátodo 
d. ánodo 
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KOH 1N (Ver Materiales y Métodos). (O) orip;en. 
(-) polo ne~ativo. (+) polo positivo. 
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cuentas/min observada en la parte (h), :le la Fig. 2.7, .~,P co:::-responde a la 

muestra tratada con álcali, se debe a la sal present~ en la m:,¡estn. que se 

cromatografió. 

Efecto del medio alcalino sobre e~- seril-ARiJt y ¡i-acet::.1-seri.i.-A?..Nt. 

En la parte ~uperior de la Fig. 28 se : uestra el efecto del .i(OH 1N sobre 

el seril-( 14c)-ARNt (b), formado por la aroinoacilación del .ARI'lt de ní,;ado 

de rata con L-serina-14c y analizado por electroforesis a pH 2.C, como se 

describe en los Materiales y Métodos. La parte (a) corresponde a ~na mues

tra de seril-14c .ARNt usado como contro~. Se observan un pico grande de r_! 

diactividad en el origen y otro muy pe~ueño (un 5% en relación al grande) 

a 6 cm del origen en dirección al cátoco. El primero corresponde al seril

(14c)-ARNt. Aunque la serina tiene una carga positiva, no corre pc,r formar 

parte de una molécula grande. El segundo presenta un Rf de 0.359, Rf que 

corresponde a'.L-serina-14c libre. 

La parte (b) es la muestra de seril(14c)'-ARlit tratada con KOE 1N du-

rante 15 minutos a 37º, se observa solo un pico grande de radiactividad a 

los 6 y 7 cm del origen en dirección al cátodo correspondiente a la 1-seri 

na-14c libre. Esto pone de manifiesto que el seril( 14c)-ARNt es hidroliza: 

do (60) liberándose el total de serina. 

La parte inferior de la Fig. 28 muestra el efecto de las condiciones 

alcalinas sobre el N-acetil-aeril (1l~C)-ARHt sintetizado "ín vitre" como 

se describe en los Materiales y Métodos a partir de ARl~t de hígado de rata, 

L-aerina-14c y anhídrido acético. Este producto fue analizado como en el 

caso anterior. La parte (c) ilustra la electroforesis a pH 2.0 del N-ace-

til-seril(14c)-ARNt. Se observan dos picos de radiactividad, uno grande 

que abarca 2 cm y que permanece en el origen y otro pequeño a 6 cm del ori 

gen en dirección al cátodo (corresponde a 5.5°/4 del valor del pico grande). 

Las observaciones hechas con anterioridad para el caso del seril( 14c)-ARNt 

son pertinentes también en éste caso. 

La parte (d), (Fig. 28) que corresponde al análisis electroforético a 

pH 2.0 de una muestra de N-acetil-seril( 14c)-ARNt en condiciones de hidró

lisis alcalina del ARNt, se observan igualmente dos picos de radia.ctividad 

en las mismas posiciones que la muestra control y la misma relación; sin 
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Fig. 28. Efecto del medio alcalino sobre el seril-ARHt y N-acetil-se
ril-ARNt. Muestras de seril-ARNt y N-acetil-seril-A?.Nt fueron corri-
das en electroforesis en i::apel Whatman 3 MM, con ~morti"'uador á~4do 
fórniico 0.5 M (pH 2.0) y 450 voltios ~or 1ij minutos. e~) seril( C)
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(c) N-,~etil-seril( C)-AHNt (act. esp. 12b mC/mrnola). (d) H-acetil
seril( C)-A.i1Ht tratada con KOH 1N. Las condiciones de la reacción y 
de determinación de la ro.diactividad son descritns e~ los Materiales 
y Métodos. (O) orir,en. (-) polo negativo. (+) polo positivo. 



embargo, el pico del c,::-ige!l corresponde a N-aceti.~--E .. ··Lna-14c (ver también 

Figs. 20 y 21). Esto tamb:'~en pone de manifiesto aue ~~a s:ntu,:s de N-ace-

til-seril-ARNt se realiza eficientemente por el m¡,·~:::-, ~.esc::-i to para N-ac! 

tilar a la fenilalanina (]í). 

Caracterización del seril (14c)-ARNt con el grupo alfa a""'.ino del ami

noácido bloqueado. El seril ( 14c)-ARNt y el seril e'" ·\;)-Al.11\!t que se supone 

tiene el residuo de serina bloqueado en su grupo a~_f 3 amino, fue aislado 

de hígado de rata estimulada con 50 mg de hierro dura!.' ... e ,,. horas y :?erfun

dido con 1-serina-14c, en las condiciones descritas er .. les Materia:es y M! 
todos. 

Las preparaciones de ARNt fueron hidrolizadas por des métodos: 

1. Hidrólisis alcalina: KOH 1N 

2. Hidrólisis enzimática: Ribonucleasa. 

Los productos de hidrólisis esperados serían: 

1. En hidrólisis alcalina: 
S . 140 a. erina-

b. Serina-14c supuestamente bloqueada en el grupo alfa amino. 

2. En hidrólisis enzimática: 

a. serina (14c)-Adenosina (A) y 

b. serina C14c)-Adenosina (A) supuestamente bloqueada en el grupo al

fa amino-del aminoácido. 

Todas las muestras de hidrólisis fueron analizadas por electroforesis 

en papel a pH 2.0 y a pH 6.o. 

Como control de estas pruebas fue aislado el leucil (14c) ARNt de hí

gado de rata estimulada y perfundido con L-leucina-14c. Su procesamiento 

fue similar al de las preparaciones de seril-14c-ARNt. 

La caracterización del seril (14c)-ARNt con el grupo alfa amino de 

los aminoácidos bloqueados se basó en las siguientes consideraciones: 

El pK del grupo alfa amino de la serina es de 9.15 y el de la leucina 



70 

es de 9.74; los pKs de los grupos carboxilo de la serina y de la leucina 

son: 2.21 y 2.24 respectivamente. El pK del grupo amino de la adenosina es 

de 3.5 ó 3.6 (59). 

Tomando en cuenta los datos anteriores se esperaría que el comporta-

miento de las diferentes especies analizadas sea la siguiente: 

A pH 2.0 la serina y la leucina tendrían una carga positiva neta, de

bida a la carga positiva que se encuentra en el grupo alfa amino del amin,2 

ácido. Los grupos carboxilo de dichos aminoácidos no están disociados. (F,! 

gura 29, a.y b). 

La seril-A y la leucil-A tienen dos cargas positivas netas, una co--

rrespondiente al grupo alfa amino del aminoácido y otra a la carga positi

va neta del grupo 2-arnino del residuo de adenosina. (Fig. 29, c, d y e). 

A pH 6.0 la leucina tiene una carga positiva neta en el grupo alfa a

mino y carga negativa neta del grupo carboxilo. (Fig. 30 a) por lo tanto 

tendría un comportamfento nftútro. 

La serina a pH 6.0 es prácticamente neutra ya que la carga positiva 

neta del grupo alfa amino se neutraliza con la carga negativa del grupo 

carboxilo. (Fig. 30 b). 

La leucil-A a pH 6.0 tiene una carga positiva neta correspondiente al 

grupo alfa amino del residuo de leucina. El grupo 2-amino del residuo de 

adenosina no tiene carga. (Fig. 30 c, d). 

La seril-A a pH 6.0 tiene una carga positiva neta en el grupo alfa a

mino del residuo de serina y no tiene carga en el grupo 2-amino del resi-'

duo de adenosina (Fig. 30 c, e). 

La serina y la aeril-A en loa cuales el grupo alfa amino del residuo 

de serina se encuentra supuestamente bloqueado, tienen a pH 2.0 las siguie,!!_ 

tes cargas: La serina bloqueada (N-X-serina, ej. X=acetilo) es prácticame!!_ 

te neutra. La N-X-seril-A (N-X-seril-adenosina) tiene una carga positiva 

heta debido a la carga positiva del grupo 2-amino del residuo de adenosina 

(Fig. 29, f, g). 
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A pH 6.0 la N-X-seri!la tiene una carga. negativa neta debida a. la car

ga negativa neta del grupo carboxilo. (Fig. 30 f). Ji p;. 6.0 la N-Y-seril-A 

es una molécula neutra • (1''i~. 30 g). 

La Fig. 31 muestra la electroforesis en papel a pH 2.0 de una muestra 

de leucil ( 14c)-ARHt (a) y de una muestra de leucil ( 14c)-ARi~t tre.tada con 

álcali (b) provenientes de hígado de rata estimulada. La primerb (Fig. 31a) 

es un patrón o control de la prueba cuyo objeto fue asegurar que la unión 

del aminoácido al residuo de adenosina existe y no se ha hidrolizado espÓ!!; 

taneamente durante su almacenamiento, y que fue estable en las condiciones 

de electroforesis empleadas para analizar el compuesto hidrolizado, con 

ello pudiéndose descartar la posibilidad de un artificio de la técnica. E§. 

te tipo de control fue reyetido en todas las pruebas electroforéticas, tB;!! 

to a pH 2.0 como a pH 6.0. La segunda (Fig. 31 b) tiene por objeto liberar 

el aminoácido mediante una hidrólisis alcalina. 

En la Fig. 31a se observa un pico de radiactividad en el origen y 

uno pequeño a los 4-5 cm del origen en dirección al cátodo, indicando ésto 

que hay aproximadamente un 15% de leucina liberada del ARNt. (7.5% si se 

toma en cuenta que el ARNt produce una reducción del 5<Y/4 de las cuentas en 

el origen). 

' ~a Fig. 31b muestra que al hidrolizarse el ARHt con álcali, desapare-

ce el pico de radiactividad en el origen y sólo se observa un pico en di-

rección al cátodo con un Rf de 0.33, tratándose por lo tanto de L-leucina-
140. 

La Fig. 32 muestra las mismas características electroforéticas ante-

rieres, cuando se hidroliza una muestra de leucil(14c)-ARNt con ribonucle! 

sa pancreática bovina, con la única diferencia que el pico de radiactivi-

dad migra más rápidamente que en el caso de la hidrólisis alcalina y mues

tra un Rf de 0.4 en dirección al cátodo. Este corrimiento electroforético 

se explica en base a las dos cargas netas positivas que tiene el leucil-
. 14 
( C)-A (Fig. 29 d). 

De lo anterior se deduce que el leucil( 14c)-ARNt de hígado de rata e! 

timulada con hierro no se encuentra bloqueado en el grupo alfa amino del 

residuo de leucina (Fig. 20 y 21). 
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Fig. 31. An44isis electroforético en papel a pH 2.0-
del leucil( C)-ARNt de hígado de rata ;~timulada 
con hierro-dextrán. Muestras de leucil( C)-ARNt (act. 
esp. 3o6 mC/mmola) aislado de hígado de rata estimula
da.,el cual fue perfundido como se describe en los Mat! 
riales y Métodos,fueron corridos,sin tratar (a) ó tra
tados con KOH 1N en las condiciones descritas en los 
Materiales y Métodos (b), en electroforesis en papel 
Whatman 3 MM, con amortiguador ácido fórmico 0.5 M (pH 
2.0), 450 voltios por 75 minutos. La radiactividad en 
las tiras de papel fue determinada como se describe en 
los Materiales y Métodos. (O) origen. (-) polo negati
vo. (+) polo positivo. 
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digerido. (b) leucil( C)-ARNt digerido con ribonuclea 
sa pancreática bovina. (O) origen. (-) cátodo.(+) á- -
nodo. 
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Estos razonamientos fueron reforzados al correr en electroforesis en 

papel a pH 6.o, muestras de leucil( 14c)-ARNt hidrolizadas con álcali o con 

ribonucleasa pancreática bovina (Fig. 33). 

La Fig. 34 muestra la electroforesis en papel a pH 2.0 de una muestra 

de la mezcla de reacción de hidrólisis alcalina de seril(1l~)-ARNt de hÍg! 

do de rata estim~lada. Se observan en ella (Fig. 34b) dos picos de radiac

tividad, uno que permanece en el origen y al cual corresponde un 6~ de 

las cuentas de radiactividad y otro que emigra con un Rf de 0.392 hacia el 

cátodo y al cual corresponde un 38% del total de la radiactividad. Este P! 
co coincide con el patrón electroforético de la L-serina (Figs. 20 y 21). 

El pico que permanece en el origen indica que la molécula de serina 

se encuentra neutralizada. Ello puede deberse a que el grupo alfa amino 

del aminoácido está bloqueado o bien a la presenciad& una carga negativa 

en la molécula. 

La parte (a) de la Fig. 34 es el patrón electroforético de la prueba 

(b), es decir seril(14c)-ARNt no hidrolizado. 

La Fig. 35 muestra la electroforesis en papel a pH 2.0 de la mezcla 

de la reacción de digestión con ribonucleasa pancreática bovina de seril-

c14c)-ARNt de hígado de rata estimulada. La parte (a) corresponde al pa--

trón electroforético de la prueba. En la parte (b) se observan, como en el 

caso de la hidrólisis alcalina, dos picos de radiactividad de serina-14c, 

uno que corresponde a L-serina-14c libre por coincidir con el patrón elec

trofor&tico (Figs. 20 y 21) de L-serina; el otro permanece en el origen 

con ligera tendencia hacia el ánodo y que corresponde aproximadamente al 

70'/o de la radiactividad obtenida. 

La electroforesis en papel a pH 6.0 de mezclas de la reacción de hi-

drólisis alcalina o hidrólisis enzimática con ribonucleasa pancreática bo

vina de seril(14c)-ARNt de hígado de rata estimulada, se muestran en la 

Fig. ;6a y 36b, respectivamente. Tanto el hidrolizado alcalino de seril(14 

C)-ARNt como el enzimático (Fig. 36) muestran dos picos de radiactividad; 

uno :migra hacia el cátodo con una Rf de 0.108 (alcalino) ó 0.076 (enzimá

tico). El otro, más amplio, migra hacia el ánodo con un Rf de 0.526 (enzi

mático) y coincide con una banda de absorbencia de la radiación ultraviol.2, 
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Fig. 33.Análisis electroforético a pH 6.o del leucil( 14c).ARNt 
de hígado de rata estimulada con hierro-dextrán. Las mismas con 
diaiones que se describen en la leyenda de la Fig. 31, ~ero la
electroforesis fue llevadn a cabo con arnortir.uador piridina:acé 
tico:agua (1.36:14:3000, v/v.{~), pH 6.o, :iOV/cm (3600 voltios) -
por 45 minu1ijs• (a) leucil( C)-ARiJt hidrolizado con KOH 1N. 
(b) leucil( C)-ARNt dir,erido con ribonucleasa pancreática bovi 
na. (O) orir,en. (-) cátodo. (+) á.nodo:z1ahsor~ncia de la radia: 
ción ultravioleta. 
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Fig. 34. ~~lisis electroforético en papel a pH 2.0 
del seril( C)-ARNt de hígado de r~ta estimulada con 
hierro-dextrán. Muestras de seril( '+C)-ARNt (act. esp. 
140 mC/mmola) aislado de hígado de rata estimulada, 
el cual fue perfundido como se describe en los Mate
riales y Métodos, fueron corridos, sin tratar (a) ó 
tratadas con KOH 1N en las condicones descritas en 
los Materiales y Métodos (b), en electroforesis en pa
pel Whatman 3 MM, con amortiguador ácido fórmico 0.5M 
(pH 2.0), 450 voltios por 75 minutos. La radiactividad 
en las tiras de papel fue determinada como se descri
be en los Materiales y Hétodos. (O) origen. (-) cáto
do. (+) ánodo. 
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ta. Este pico tiene un 62'/4 del total de cuentas obtenidas. 

El pico que migra hacia el cátodo señala que la molécula de serina 

tiene una carga positiva. Aunque en estas condiciones la serina es práctic,! 

mente neutra (Fig. 30b), cabe suponer que existe una carga parcial (el té! 

mino carga parcial no se refiere a la carga parcial delta sino al estado 

de disociación parcial de las moléculas correspondientes) positiva en la 

molécula, que explicaría su comportamiento. El patrón electroforético de 

1-serina coincide con este pico (Figs. 24, 25 y Tabla V). Consecuentemente 

este pico corresponde a la L-serina-14c liberada al hidrolizar el seril-

14c-ARNt. 

El componente que migra hacia el ánodo con un Rf de 0.579, pone de m.! 

nifiesto que tiene una carga negativa que corresponde al grupo carboxilo 

disociado de la L-serina-14c, la cual no está neutralizada, indicando por 

lo tanto que el grupo alfa amino del aminoácido está bloqueado (Fig. 30f). 

La Fig. 36b muestra la electroforesis a pH 6.0 de la mezcla de la reac 

ción del seril( 14c)-ARNt con ribonucleasa. Se observan dos picos de radi~ 

tividad, que se comportan en forma similar a los encontrados cuando el se

ril(14c)-ARNt es hidrolizado en medio alcalino (Fig. 36a). El componente 

que migra hacia el ánodo indica que tiene una carga negativa. 

En el caso del hidrolizado alcalino del seril(14c)-ARNt, esta carga 

negativa corresponde al grupo oarboxilo del aminoácido, y en el hidroliza

do enzimático el pico que migra al polo negativo debería corresponder a se 

ri1-14c-A (Fig. 30e). Sin embargo, el hecho que coincidan estos picos pro: 

venientes de diferentes hidrolizados, hace suponer que en ambos casos el 

producto que se obtiene en dicho pico es serina-14c bloqueada en su grupo 

alfa amino. En el caso del hidrolizado enzimático el residuo de adenosina 

parece haberse desprendido. 

Altracterización del grupo bloqueador del ¡rup0 alfa amino de la seri~ 
na proveniente del seril-ARNt de hí~ado de rata. su presencia en el hígado 
de rata control y en el hígado de rata estimulada con hierro. Sospechando 
cambios en los niveles de N-acetil-seril-ARNt como consecuencia de la admi 

nistración de hierro y como posible efecto estimulante del metal, se per-

fundieron hígados de rata con L-serina-14c y con acetato 3H de sodio. La 
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evidencia que se tiene y los datos anteriores sugieren lo siguiente: 

1. El aminoácido N-terminal de la ferritina es N-acetil-serina (34,35) 

2. Una fracción del seril( 14c)-ARNt hidrolizado con álcali, se compo! 

ta electroforéticamente como patrón de N-acetil-serina (Figs. 24 y 25). 

a) Hidrólisis alcalina o di~estión con ribonucleasa ancreática bovi

na del seril(1 C)-ARNt de hí ado de rata control estimulada con hierro 

perfundido con L-serina-1 C y acetato-3H de sodio. La captación de L-seri

na-14c y acetato-3H por el hígado y su incorporación al ARNt del mismo ór

gano, no mostró cambios significativos entre el sistema control y el siste 

ma estimulado. (Tabla III). 

La Fig. 37 muestra la electroforesis en papel a pH 2.0 de seril( 14c)

ARNt (a) y seril( 14c)-ARNt hidrolizado en medio alcalino (b) ambos de híga 

do de rata control perfundido con L-serina-14c y acetato-3H de sodió. La -

parte (a) de la Fig. 37 es el patrón electroforético de la prueba. En la 

parte (b) de la Fig.37 se observan dos picos de radiactividad de L-serina-

14c o un derivado de ella. El pico mayor se encuentra en el origen y co--

rresponde al'B&/4 de las muestras de radiactividad para carbono 14 (L-seri

na-14c). El otro pico migra hacia el cátodo a la posición de la L-serina 

libre,(Rf 0.392, Fig. 21). 

Un pico pequeño de radiactividad de acetato-3H coincide con el pico 

mayor de carbono 14 anterior, (Fig. 37a) aunque no en su máximo. Este he-

cho pone de manifiesto que probablemente una fracción de muestra que perm.! 

neceen el origen es N-acetil-serina (Fig. 21). 

En la Fig. 38 se muestra la electroforesis en papel a pH 2.0 de la hi 

drólisis alcalina de seril(14c)-ARNt de hígado de rata estimulada y perfU: 

dido con L-serina-14c y acetato-3H de sodio. Comparativamente con el seri; 

C14c)-ARNt de hígado de rata control hidrolizado en medio alcalino, el de 

origen de animal estimulado tratado en las mismas condiciones alcalinas 

muestra dos picos de radiactividad (carbono 14), que corresponden a la mis 

rna posición descrita para el caso anterior (seril(14c)-ARNt, control), a~ 

que en este caso el pico en el origen contiene sólo un 5<Y/4 de la radiacti

vidad total. 
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Fig. , 14 Análisis electroforético en papel a pH 2.0 del 
seril( C)-ARNt de hÍP.:ado de rata control. Electrofore
sis en papel Whatman 3 MM,· con amortir,uador ácido fórmi
co 0.5 M ( pH 2.0), 450 voltios por 75 minutos de prepa
raciones de AA-ARHt ct;4híp;ado de rata control perfundido 
con 50 uCi de s3rina- C (act. esp. 140 mC/mmola) y ~00 
uCi de acetato- H de sodio (~4t. esp. 100 mC/mmola)· du
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AA:ARHt de hí~ad~!j. de r~tas es~imul~das con hierr~-ct;~
tran. (a) seril( C)-AR.·it no h~.drollzado. (b) seril( C) 
ARNt hidrolizado con KOE 1r~. (O) origen. (-) polo nep.;at_! 
vo. (+) polo ~ositivo. 



?orlo que toca al 3H, se observa~or. picos de 

cidieron con los del carbono 14, corresponc.iendo "'1-

del total de cuentas para 3H. 

,-~_ae,.:.._vidad que coin

···.'.':Lgen a un 7!J'/o 

Comparativamente con el hígado de rata control. 2::. seril( '4c)-ARNt de 

hígado de rata estimulada muestra un i1cremento de ::&d1actividad (3H) en 

la zona de coincidencia con el carbono 14. 

La digestión con ribonucleasa pancreática bovina :iel seril(14c)-J,.RNt 

de hígado de rata estimulada y perfundido con L-ser::.L.-14c y acetato-3H de 

sodio, muestra en electroforesis en papel a pH 2.0 ~ti~.39b) dos ryicos de 

radiactividad para serina-14c, el menor (1~6 de la radiactividad) corres-

pende a seril(14c)-A (Fig. 29e), y el mayo~ (73% de la radiactividad) se 

encuentra en el origen y se extiende ; cm hacia el polo positivo ·::on un i:iá 

ximo en el cm +2. A cada uno de estos dos picos se sobreponen dos picos de 

acetato-3H (2% y 34% de las cuentas de radiactividad respectivamente), ob

servándose además un pico mayor (60J&) que se enc~entra en los cm 3 y 4 en 

dirección al ánodo. 

Por Último, se encontró un pico muy pequeño de radiactividat, corres

pondiendo tanto al carbono 14 como al tritio, en el cm 3 en dirección al 

cátod9. Este pico contenia un 97& de carbono 14 y un 3% de tritio. (Fig 39b) 

Dadas las características electroforéticas de este pico es posible suponer 

que se trata de N-acetil( 3H)-seril( 14c) Adenosina (Fi~. 29g). La identidad 

de los demás picos se discutirá mas adelante. 

La Fig. 40 muestra la electroforesis en papel a pH 6.0 del hidroliza

do alcalino y con ribonucleasa del seril( 14c)-ARHt de hígado de rata con-

trol el cual fué perfundido con L-serina-14c y acetato-3H de sodio. El com 

portamiento electroforético a pH 6.0 de los hidrolizados de seril( 14c)- -

.AR11t tanto alcalino como enzimático (ribonucleasa pancreática bovina) es 

similar. 

Dos hechos llaman la atención en ésta gráfica: 

1. Parece existir una especie de la L-serina-14c con carga negativa, 

que en el hidrolizado representa un 9<Y/4 del total de L-aerina-1\ .. :, corres

pondiendo el 1<Y/4 restante a L-serina-14c libre. 
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Fir,. 3~4 Análisis electroforético en papel a pH 2.0 del 
seril( C)-ARHt de hígado de rata estimulada con hierro
dextrán. Las mism~s condicones aue se descrihen en la le
yenda de la Fi.r;. 37, pero utilizando preparaciones de AA
ARNt de híp,ados de ratas estimuJ.adas con hierro-dextrán 
no digeridos (a) y di~eridos con ribonucleasa pancreáti
ca bovina (b). (O) ori~en. (-) polo negativo. (+) polo 
positivo. c-rG absorbencia de la. radiación ultravioleta. 
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contro~\perfundido comos~ describe en la leyenda de la Fig. 37. ~ij) 
seril( C)-A..1rnt hidrolizado en medio alcalino (KOH1N). (b) seril( C)
ARNt diF,erido con ribonucleasa pancreática bovina. (O) origen. (-) po
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2. Se observa la no coincidencia de ~ritio del acetato-3H con alguno 

de los picos de carbono 14. 

En contraste con éstos últimos datos, la digestión con ribonucleasa 

pancreática bovina del seril( 14c)-ARNt de hígado de· rata estimulada y per

fundido con L-serina-14c y acetato-3H de sodio y el análisis electroforéti 

co en papel a pH 6.0 del producto, que se muestra en la Fig. 41, presenta 

un pico de carbono 14 en la posición correspondiente a la serina libre (Fi 

gura 25) y otro·a 18 y 19 cm del ori~en en dirección hacia el ánodo (Rf -

0.529). En ésta posición se encuentra un pico trifásico amplio de tritio 

que abarca desde el cm 15 hasta el 26 a partir del origen en dirección al 

ánodo. El pico mayor de los tres coincide con el de L-serina-14c en el cm 

+19. 

b) Hidrólisis enzimática múlti le de seril( 14c)-ARNt de hí ,ado de ra

ta control y rata estimulada con hierro y perfundido eon L-serina-1 C y 
acetato-3H de sodio. En la electroforesis en papel a pH 2.0 y pH 6.o de 

mezclas de la reacción de hidrólisis alcalina o digestión con ribonucleasa 

pancreática de seril( 14c)-ARNt (Figs. 38, 39, 40 y 41) se ha observado la 

presencia de. tritio en posiciones donde no hay serina-14c, pero sí una ab

sorbencia a la radiación ultravioleta. 

Con el objeto de determinar si este 3H está incorporado a las bases 

de algún oligonucleótico, y también con el fin de obtener un sistema de 

análisis más limpio, se procedió a digerir el seril( 14c)-ARNt de hígado de 

rata control y rata estimulada, perfundido con L-serina-14c y acetato-3H 

de sodio, con ribonucleasa pancreática bovina, veneno de serpiente y fosf,! 

tasa alcalina bacteriana durante 6 horas a 37°. 

El producto analizado en electroforesis en papel a pH 6.o, se mues-

traen la Fig. 42. La parte (a) de la figUra corresponde al seril(14c)

ARNt de hígado de rata control. En ella se observa un pico único y grande 

de carbono 14 que va desde el orieen hasta el cm 2 en dirección al polo n.!. 

gativo. Se aprecian también tres picos pequeños, aislados, de tritio, uno 

en el origen y los otros en dirección hacia el ánodo. 

En la parte (b) de la Fig. 42 se muestra el hidrolizado múltiple del 

seril( 14c)-ARNt de hígado de rata estimulada. Al igual que en el caso del 
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Fig. 41. ·Análisis electroforético en papel a :pH 6.0 del seril( 14c)
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los Materiales y Hétodos. (O) origen. (-) polo negativo. (+) po-
lo :positivo .fITi:1 absorbencia de la luz ultravioleta. 
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hidrolizado del sistema control, se observa un pico grande de carbono 14 
que se extiende del origen hasta el cm 2 en dirección al cátodo. A-!emás, 

se observa un pico pequeño (aproximadamente 1CP/4 de las cuentas totales de 

carbono 14) que aparece en el cm 19 (Rf 0.52) en dirección al ánodo. En am 

boa picos de carbono 14 hay tritio, siendo más amplio el pico que emigra 

hacia el polo positivo, el cual se extiende desde el cm 8 al 25, partiendo 

del origen. 

Al companar estos resultados con los obtenidos en la digestión con ri 

bonucleasa exclusivamente, tanto para el caso de rata control (Fig. 40) c,2 

mo rata estimulada (Fig. 41) se observa una diferencia notable. En el caso 
1 t alm t 1 t ., . d . 14c de rata contra desaparece ot en e e componen e an1on1co e serina-

(pico 19 de la Fig. 40b), apareciendo ahora toda la radiactividad (carbono 

14) en el origen mostrando este pico una tendencia a desplazarse hacia el 

cátodo. 

Para el caso del sistema estimulado con hierro también se aprecia un 

pico de radiactividad grande en el origen, que al igual que en el caso con 

trol, muestra una tendencia a desplazarse hacia el cátodo. Sin embargo, 

aquí prevalec~ un pequeño pico de radiactividad correspondiente al N-ace-

til-serina. 

Ei corrimiento electroforético del tritio permanece virtualmente inal 
' -

terado. 

c) Hidrólisis alcalina del seril( 14c)-ARNt de hígado de rata control 

perfundido con L-serina-14c y acetato-3H de sodio y tratada la mezcla de 

reacción con DEAE-celulosa. Al igual que en el inciso anterior el objeto 

de ésta técnica fue establecer un método que redujera al máximo la contami 

nación del hidrolizado alcalino del seril( 14c)-ARNt corrido posteriorment: 

en electroforesis en papel. 

En la técnica se adsorben a la DEAE-celulosa los oligonucleótidos y 

quedan en el sobrenadan.te las bases y las especies de serina, que finalmen 

te se someten a electroforesis. 

f , ··1c14) • En esta orma se trato una muestra de seri C -ARNt de higado de ra 

ta control perfundido con L-serina-14c y acetato-3H de sodio corrido el so 
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brenada."'l.te del tratamientc- con DEAE-ce11.tlosa en elenroforesis en ~apel a 

pH 2.0 (Materiales y Métodos). 

Los !'1::sultados se muestran en la Fig. 43, donde :,~ o":)servan dos picos 

de carbono 14, uno en el origen, que corres::-lnnde al <:.:"' de 7 e. cuenta y o-

tro que emigra hacia el cátodo, con un 35% de las e· ~~ ~e.s y que correspon

de al sitio de la serina libre. (Fig. 

El conjunto de los datos presenta!;.os en la sección cor!'espondiente al 

establecimiento de un bloqueo en la serina y a la ceracterización del gru

po bloqueador, dan lugar a las siguientes consideraciones: 

1. En el hígado de la rata hembra adulta se enc~entra de un 6CY/4 a un 

8CY/4 de la población del seril-ARNt con un blooueo en el aminoácido (Fif,s.-

37 y 38). 

2. No ha.y diferencias significativas en .La pob:.J.ción de seril-ARNt 

con un bloqueo en el residuo de serina de hígado de rata estimulada con 

hierro durante 4 horas en relación al sistema control (Figs. 34b y 43). 

3. La mayor parte del seril-ARNt bloqueado corresponde a 0-fosfo-se-

ril-ARNt, ya que al digerir el seril-ARNt con fosfatasa alcalina (Figs, 40 

41 y 42) desaparece la carga ne~ativa debida al grupo fosfato (Figs. 4.l~c, 

d y 45c, d) para convertirse en catión (Fig. 21). 

4~ Existe un nivel basal de N-acetil-seril-ARNt que no es det-.. ctable 

en nuestras condiciones experimentales (rata control) pero al estimularla 

con hierro por 4 horas se manifiesta un aumento del 1<1/4 en ~elació~ a la 

población total de seril-ARNt que corresponde al 12i; del total de seril--

ARNt con la serina bloqueada. (Fip:s. 39, 42, 44 y 45a, b). 

5. El acetato no se incorpora a las bases del ;, ::-rt, pues al efectuar 

una hidrólisis completa de éste (con ribonucleasa, fosfodiesterasa y fosf,! 

tasa alcalina) las bases se comportan como cationes, como lo demuestra la 

absorbencia a la radiación ultravioleta que se observa. del orir,en hacia el 

cátodo y desaparición de ella y la permanencia de acetato en la región del 

ánodo. (Figs. 41 y 42). 

6. El acetato que se encuentra en el orip,en y en la región del ánodo, 

excepción del que forma parte del N-acetil-serina, se debe probablemente a 

otros N-acetil-aminoacil-ARNt descritos (61) y/ó acetato libre. 

?. Por último no se puede descartar una entidad del tipo: N-acetil-0-

fosfo-seril-ARNt ya que el comportur::iento electrofo~ético de algunas subs-



N e 
u .,, ... 
o a. 
e 
{ 
• a -e: • :::, 
u 
• .,u -1 

a 
e ... 
• U) 

.!J 

100 
(-) 

80 

60 

40 

20 

o 
-10 -8 

93 

-6 -4 -2 

o 
~ 

(+) 

f +2 +4 +6 

distancia, e m 

Fig. 41~ Análisis electroforético en papel a pH 2.0 del 
seril( C)-ARNt de hígado de rata control. Electroforesis 
en papel Whatman 3 MM, con amor.tiguador ácido fórmico 0.5M, 
450 voltios por 75 minutos de la mezcla de la reacción no 
adsorbida , 41a DEAE-celulosa de la hidrolisis alcalina (KOH 1N) 
del seril( C)-ARNt de q4eado de rata control perfundido 
con 50 uCi de Ljserina- C (act. esp. 140 mC/mmola) y &o~ 
uCi de acetato- H de sodio (act. esp. 100 mC/mmola). (Ver 
Materiales y Métodos). (O) origen. (-) polo ner,ativo. (+) 
polo positivo.Cilllabsorbencia de la radiación ultravioleta. 
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tancias en las condiciones empleadas en este trabajo, lo hacen suponer (Fi 
guras 44e, f y 45e, f). 

En resumen en hígado de rata hembra adulta existe una población de 0-

fosfo-seril-ARNt y una de N-acetil-seril-ARNt. Esta última solo es detecta 

ble en animal estimulado con hierro. 

Síntesis de N-acetil-seril-ARNt a partir de ARNt y sobrenadante 

105000xg de hígado de rata control y estimulada con hierro. El ARNt de hí

gado de rata control y de rata estimulada con hierro por 4 horas, se aisló 

se desaciló y se cargó con L-serina-3H (act. esp. 128 mC/mmola) como se 

describe en los Materiales y Métodos. 

Se ensayó la reacción de transacetilación con aceti1-14c-CoA (act. 

esp. 48 mC/mmola) en un sistema que tenía seril(3H)-ARNt de hígado de rata 

control y de rata estimulada y el sobrenadante de los 105000xg de hígado 

de rata control y de rata estimulada. Las demás condiciones se describen 

en Materiales y Métodos. 

La Fig. 46a muestra la electroforesis en papel a pH 2.0 del hidroliZ!, . 
do alcalino del producto de la reacción de transacetilación usando seril( 
3H)-ARNt y el sobrenadante 105000xg de hígado de rata control. La Fig. 46b 

muestra un ensayo similar en el que se empleó el sobrenadante de hígado de 

rata estimulada con hierro durante 4 horas. Se observa, en el sistema horno 

lego, que el 1.5% del seril(3H)-ARNt se acetila en el grupo alfa amino del

residuo de la serina. En el heterólogo, con sobrenadante de animal estimu

lado, se acetiló el 6%. 

La Fig. 47a muestra la electroforesis en papel a pH 2.0 del hidroliz! 

do en medio alcalino del producto de la reacción de transacetilación usan

do seril(3H)-ARNt de hígado de rata estimulada con hierro por 4 horas y s,E_ 

brenadante 105000xg de hígado de rata control. En la Fig. 47b el sistema 

contenía seril(3H)-ARNt y sobrenadante 105000xg de hígado de rata estimul!, 

da con hierro por 4 horas. En el sistema heterólogo se observa que un 2.5% 

del seril(3H)-ARNt fue acetilado en el residuo de la serina en el grupo a! 
fa amino. En el homólogo se acetiló el 38% 
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Fig. 46. Análisis del producto de la reacción de transa 
cetilación "in vitro". Electroforesis en papel Whatman-
3:till•I, en ácido fórmico 0.5 N, pH 2.0, 450 voltios, 75 mi, 
nutos. El ARNt aislado de ratas control fue3carr;ado en 
presencia de la fracción pH 5.0 con se3ina- H (1.23 Ci/ 
mmola). Una vez recuperado como seril- H-AR!it, fue inc~ 
bado con un sobren~dnnte de un homogeneizado de hígado 
control (A) o de hígado estimulado con hierro(B), cen-
trif~~ado a 105,000 xr,, 30 minutos, en presencia de ac! 
til- C-coenzima A (4Fi.6 mC/mmola). El ARNt fue aislado, 
hidrolizado con álcali, concentrado y sometido a elec-
troforesis. (O) ori~en. (-) polo negativo. (+) polo po
sitivo. 
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ARNt de híeados de ratas estimuladas. (a) sobrenadante 
de homogeneizado de hígado de rata control. (b) sobrena 
dante de homogeneizado de hÍP,ado de rata esti~ulada. -
(O) origen. (-) polo ner,ativo. (+) polo positivo. 
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En ambas Figuras ( l¡.6 y 4, ) e __ pico de acetato-' C oue 3e o,.,serva en 

la región de ánodo es de·acetil-CoA (Fir,. 23). 

Estos datos ponen de maJ1ifiesto ane: 

1. Existe en el hígado e.e rat:::. U...'la e~z~.:na que 

ción de transacetilación entre acetil-Go/ y ser: . .i··.'· r-· 

~ :a~o la reac--

, r : ';ilánciose el 

grupo alfa amino del residuo de ].o. se:r.i .?. \ 2,c; ~r. .,_ '1S ;ara(:·: ::-rística.s elec

trof oréticas, Figs. 21 y 44a). 
2. La actividad de ésta enz:=.:na :10 3t? mod~.~ica a~ est .::.lla.1~ la rata 

con hierro por 4 horas, pero que sí parece aumentar al ..e:-·- -~r como "1Ubstra

to seril-ARNt proveniente de hígado de ~ata estimulada con hierro ,or 4 
horas. 
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DISCUSION 

Se ha establecido que el hierro induce la síntesis de la apoferriti

na de hígado de rata (10, 14, 15) y que este efcto no es abolido por la a.9; 

ministración de actinomicina Den una dósis que inhibe la transcripción(10). 

Estos datos sugieren que la apoferritina es inducida por el hierro a nivel 

de la traducción del mensajero. 

Los niveles de la traducción que serían regulados por el hierro en la 

síntesis de la apoferritina fue objeto de una hipótesis de trabajo, que co

mo se muestra en la Fig. 1, involucra tres identidades relacionados con la 

iniciación (19): 1. El ARN mensajero para la subunidad de apoferritina. 2. 

ARNt iniciador de la síntesis. 3. Un factor de iniciación. 

Los estudios presentados en este trabajo fueron desarrollados para es

tablecer la posible relación de la inducción de la ferritina por el hierro 

con la presencia de N-acetil-seril-ARNt en hígado de rata. Este N-acetil

seril-ARNt suponemos podría ser el ARNt iniciador para la subunidad de apo

ferritina, pues estudios en este laboratorio han demostrado que la apoferr,i 

tina de híga~o de rata tiene como residuo amino terminal N-acetil-serina(34, 

35). Con este fin se procedió a establecer la presencia de N-acetil-seril

ARNt en hígado de rata antes y después de estimular con hierro la síntesis 

de la ferritina. 

La discusión será enfocada en dos partes: una a la síntesis de la fe

rritina y la otra a los cambios que ocurren en la población de los seril

ARNt por efecto de la administración de hierro. 

Síntesis de ferritina. 

En este trabajo no se estudió el efecto de la actinomicina D sobre la 

síntesis de la ferritina porque éste ya es bien conocido (10, 15). El efec

to inductivo que ejerce el hierro sobre la síntesis de la ferritina de hí

gado de rata no desaparece al administrar actinomicina Den una concentra

ción de 1.5 ug/g de tejido, dósis que inhibe la transcripción en un 80% (10). 

Esto pone dé manifiesto que dicha inducción es a nivel de la traducción tiel 
mensajero. 
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La cinética de la inducción de la ferritina, estudiada por la incorpo 

ración de L-leucina-14c en la·ferritina después de la administración agud~ 

de hierro, presentó un inicio rápido, pues aunque se observó un período 1~ 

tente de aproximadamente 15 minutos (Fig. 15), éste puede deberse a que no 

se detectan cambios por el método de medición aplicado ya que cantidades 

muy pequeñas de hierro son capaces de estimular la síntesis de la ferritina 

(Fig. 16) que llega a ser 7 veces más en,relación al control,6 horas des

pués del estímulo con hierro (Fig. 13). Además esta inducción por el hie

rro fue específica para la ferritina dado que no se observaron cambios en 

la síntesis del resto de las proteínas solubles del hígado de rata (Fig. 13). 

Estos datos estan de acuerdo con los reportados por Drysdale y Munro 

(18). Ellos llegaron a concluir que el hierro tiene efecto tanto sobre la 

estimulación de síntesis de novo de la ferritina como de proteger de la d!:_ 

gradación a las moléculas ya existentes. Esta ultima idea fue originalmente 

postulada por Granick (16) y apoyada por Mazur y Shorr (17) basados en que 

la .apoferritina (la parte proteíca de la ferritina) es más suceptible a pr,2 

teolisis con pepsina que la ferritina. Los estudios de Crichton (62) demos

traron que la apoferritina y la ferritina eran digeridas con la misma velo

cidad y exte~sión con pepsina y catepsina Da pH 3.0. El hecho de que la a

poferritina fuera más suceptible a la degradación proteolítica se debía a 

cambios conformacionales dependientes del pH, pues el mismo Crichton (63) 

encontró que a pH de 2.5 la apoferritina fue digerida de 2 a 5 veces más 

que la ferritina. 

Millar et al. (15) encontraron que la disminución de la radiactividad 

en la ferritina hépatica de la rata, después de la administración de ciclo

heximida, no cmbió cuando se administró hierro y que la degradación de la 

ferritina fue la misma en ratas normales que en ratas sangradas. Linder et 

al. en un reporte reciente (64) establecen que en el hígado de ratas hembras 

se encuentra de 4 a 5 veces más hierro no hérnico y hierro de ferritina en 

comparación al hígado de ratas machos y no encontraron diferencias signif! 

cativas en la velocidad de degradación de la ferritina en ambos sexos. 

En nuestro estudio no encontramos una estabilidad de la actividad esp!:_ 

cífica de la ferritina, no obstante que se administró a las ratas una dósis 

grande de hierro (que se comportaría como un estimulo continuo de acuerdo 

a lo que se discute más adelante), sino que por el contrario a las 12 horas 
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después de la administración de hierro ya hay una caída, de pendiente pe-

queña, de esta actividad específica de la ferritina debido quizas a que la 

marca radiactiva (consistente en un solo pulso de L-leucina-14c) se está 

diluyendo al aumentar la síntesis de moléculas de la ferritina. Por estas 

consideraciones, suponemos que el efecto del hierro es predominante sobre 

la estimulación de la síntesis de novo de la ferritina. 

El contenido de hierro de la ferritina presentó un aumento súbito a 

los 2.5 minutos después de la administración del hierro debido a que las 

moléculas existentes de apoferritina se están satur.ando con el hierro que 

va penetrando a la célula, hierro que casi simultru1eamente induce la sínte 

sis de la apoferrJ.lina y se incorpora a las moléculas insaturadas de la 

misma. (Fig. 17). 

Al aumentar la síntesis de la apoferritina, que es rápida, hubo una 

caída en el contenido de hierro de la ferritina por sobrepasar el conteni

do-de moléculas insaturadas al contenido de hierro celular, equilibrándose 

alrededor de las 4 horas de la estimulación de la síntesis de la ferritina 

para volver a mostrar otra caída que coincide con la síntesis máxima de la 

apoferritina debido a la presencia de moléculas de ferritina insaturadas 

de hierro (Fig. 14). Esta explicación es reforzada al observar que al au-

mentar la dósis de hierro adminiatradot aumenta la síntesis de la apoferri 

tina pero oon disminuoi6n de hierro de ferritina (Fig. 18). 

Al considerar el contenido de hierro no hérnico por gramo de tejido hQ 

medo, después de la estimulaoi6n de la síntesis de la ferritfoa con hierro, 

se observó que este asciende y desciende como en el caso de la ferritina. 

(Fig. 14). No .hay una explicación satisfactoria para éste fenómeno. Se co

noce que el hierro libre es hepatotóxico, el mecanismo bioquímico por el 

cual esto sucede no ha sido establecido, pero parece que es debido a que 

ocaciona una disminución de los equivalentes reductores de la célula con 

consecuente iniciación de la peroxidación de los lípidos (65). Smith y Fi

nerberg (66) han demostrado la necesidad de un factor del suero, identifi

cado como albúmina, para que la inducción "in vitro" por hierro de la apo

ferritina se lleve a cabo, cuyo mecanismo probable es por actuar como desi~ 

toxioante del exceso de hierro. Este hecho es apoyado por nuestro estudio. 

Al administrar una dósis de 35 mg de hierro/100 g de peso del animal no se 



103 

observó una inhibición en la síntesis de la ferritina de hígado de rata, 

poniendo de manifiesto, que a·pesar de usar una dósis elevada de hierro, 

no hubo daño hepático. (Fig. 18). 

La conjunción de estos datos nos lleva a suponer que el comportamien

to del contenido de hierro no hémico/g de hígado húmedo al inyectar una d2 

sis única grande de hierro y medirlo a varios tiempos después, se debe a 

mecanismos de desintoxicación que operan en el hígado en el que algún fac

tor o factores tienden a 11sacar" el exceso de hierro (hierro que es el r.ue 

queda libre por encontrarse las moléculas de apoferritina saturadas y es-

tar la máquina sintetizadora de proteínas trabajando al máximo) para evi-

tar una sobrecarga ahuda que ocacionará una lesión en el hígado. 

Este comportamiento no se observó en la rata macho (Fig. 11) a la que 

se midió el contenido de hierro no hérnico en hígados a tiempos más largos. 

Lindar et al. (64) establecieron que existe, en el animal control, una di

ferencia en el contenido de hierro no hérnico y en la velocidad de síntesis 

de apoferritina en hígado de rata con respecto al sexo, siendo de 4 a 5 v! 

ces más de hierro no hérnico y 50}~ mayor de velocidad de síntesis en ratas 

hembras. Estas diferencias son atribuidas a un aumento en la velocidad de 

absorción del hierro ocacionada por estrógenos. Cuando la rata fue estimu

lada ningún cambio fue observado, pero ellos no efectuaron un estudio ciné 

tico sino una determinación, por lo que habría necesidad de ampliar estos 

estudios y llegar a establece con mayor precisión el comportamiento del 

hierro con respecto al sexo. 

Seril-ARNt. 

En la literatura hay varios trabajos respecto a la existencia·de deri 

vados de AA-ARNt con el grupo alfa amino del residuo del aminoácido blo--

queado: hidroxipiruvil-ARNt ( 67 ) .. N-formil-metionil-ARNt ( 68), N-formil-se

ril-ARNt (69), N-acetil .. glicil-ARNt (61), pirrolidonecarboxilil-ARNt (70), 

y N-succinil-S-succinil-cisteiril-ARNt (52). 

Liew et al. (71) determinaron la presencia de N-acetil-seril-ARNt en 

hígado de rata en regeneración en relación con la biosíntesis de histonas. 

Las condiciones experimentales usadas respecto a la vía de administración 

del material radiactivo no fueron adecuadas, ya que era necesario adminis-
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trar dósis elevadas del material radia:tivo para obt0ner resultados apenas 

perceptibles. Por este motivo esos datos fueron puestos en duda posterior

mente. 

En est., trabajo, el interés primordial fue establecer la presencia de 

N-acetil-seril-AR!1t en hígado de rata y su alteración al estimular la sín

tesis de la apoferritina, se usó la técnica de perfundir con el material 

radiactivo el hígado con el fin de que este material radiactivo se concen~ 

trara en el hígado. Con esta metodoloP;Ía la captación por el hír,ado (Tabla 

III) e incorporación al ARNt (Tabla IV) del material radiactivo fueron sa

tisfactorias. 

El AA-ARNt (seril( 14c)-ARNt y leucil( 14c)-ARNt) aislado de esos híga

dos fue sometido a hidrólisis alcalina y enzimática nnalizando la mezcla 

de la reacción en electroforesis en papel, proceso que nos permitió compa

rar modificaciones en las poblaciones de seril-ARNt de hígado de rata con

trol y estimulada y en ésta la comparación de las poblaciones de seril-ARNt 

y leucil-ARNt. 

De esta.manera se determinó la presencia de N-acetil-ARNt en hígado 

de rata estimulada (Figs. 38,39,41 y 42) y ésta no fue detectada en hígado 

de rata control (Figs. 40 y 42). No se encontró una entidad de leucil-ARNt 

en el que el residuo de leucina tuviera bloqueado el grupo alfa amino. (Fi 

guras 31,32 y 33). Esta diferencia claramente establece que cuando la sín

tesis de la ferritina en hígado de rata fue estimulada, aumentaron los ni

veles de N-acetil-seril-ARNt. 

El mecanismo por el cual aumentan los niveles de N-acetil-seril-ARNt 

en hígado de rata al estimular la síntesis de la ferritina deberá ser per

fectamente esclarecido. 

Existen bases para suponer que el N-acetil-seril-ARNt es iniciador de 

la ferritina: 

1. El N-acetil-serina constituye el extremo amino terminal de la fe-

rritina de hígado de rata (34,35). 
2. Varias evidencias sugieren la participación de ciertos N-acetil-a

minoacil-ARNt en la iniciación de la síntesis de proteínas un organismos 
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superiores. (30): 

i. Narita et al. (61) suponen que en la iniciación de la síntesis de 

la de la ovoalbúmina en oviducto de gallina es necesaria la partieipación 

de N-acetil-glicil-ARNt. 

ii. Liew et al. (71) atribuyen al lJ-acetil-seril-ARI;t como el ARNt i

niciador en ·1 ;, síntesis de histonas f2& en híeado de rata en regeneración. 

La demostración de que el N-acetil-seril-ARNt es indispensable para 

iniciar, en un sistema libre de células, la síntesis de péptidos sería una 

indicación de que el N-acetil-seril-ARrit es el ARNt iniciador. 

Partiendo del hecho de que el N-acetil-seril-ARNt es el ARNt inicia-

dor de la síntesis de la apoferritina es posible suponer que el hierro in

duce un incremento en los niveles de N-acetil-seril-ARJt por: 

1. Inducir la síntesis de un ilnuevo11 ARNt que sería el inicia.dar (Fig.1) 

2. Inducción de una transacetilasa específica para la acetilación de 

una de las cuatro especies de ARNt de serina presentes en el hígado de ra

ta (37). 
3. Modificación de una de las especies de ARNt de serina probablemente 

por estimulación de una metilasa específica (36), transformación cue perm! 

te se acetile la serina y participe en la iniciación de la síntesis de la 

apoferritina. 

Los datos del presente estudio van acordes con el mecanismo ele lamo

dificación de una de las especies de ARNt de serina: 

i. Se encontró una acetilación mayor de seril-ARNt, en la reacción de 

síntesis de N-acetil-seril-ARJ.l't "in vitro11 (a partir de ARNt y sobrenadan

te de 105000xg de hígado de rata) cuando se usó ARNt proveniente de híga

do de rata estimulada que cuando se usó ARNt de hígado de rata control (-

Figs. 47 y 46). 

ii. No se observaron además cambios en la actividad de la transaceti

lación, siendo por lo tanto poco probable que el hierro induzca o active 

la transacetilasa. 

Los datos anteriores nos permiten además establecer la existencia de 



10b 

esta transacetilasa en el citoplasma de la célula hepática y que la reac-

ción de acetilación de la serina se lleva a cabo usando como substrato se

ril-ARNt. 

La inducción de la síntesis de un "nuevo" ARNt es poco probable pues 

no se observaron diferencias en la incorporación de acetato-3H y L-serina-

14c en el ARNt proveniente de rata control y rata estimulada (Tabla IV). 

Esto mismo fue estudiado por Franco (49) al comparar las incorporaciones 

de L-serina-14c a preparaciones de ARNt de hígado de rata control y de hí

gado de rata estimulada, obteniendo resultados similares. 

Existen evidencias en contra de estas consideraciones: 

1. Si bien el N-acetil-seril-ARNt es un iniciador de la síntesis de 

la apoferritina, cabe la posibilidad de que no sea u~ ARNt iniciador espe

cífico para la apoferritina, pues existen otras proteínas que como ella, 

tienen en el extremo amino N-acetil-serina (30). Esto querría decir que 

probablemente el N-acetil-seril-ARNt fuera un iniciador común para todas 

ellas. 

2. Dado.que el efecto inductivo del hierro es específico para la sín

tesis de la ferritina (fig. 13), bien pudiera ser entonces que al estimu-

lar la síntesis de la ferritina lo que observamos es un efecto indirecto y 

lo que realmente el hierro estuviera haciendo es liberar al ARI'GI de la fe

rritina de un represor que le impidiera traducirse (Fig. 1). 

Ahora bien, si la función del N-acetil-seril-ARNt no es como inicia-

dor, ¿cuál sería su papel? 

Se han descrito AA-ARNt cuyo residuo de aminoácido es transferido, 

por medio de una reacción catalizada por una transferasa, el extremo amino 

terminal de una proteína una vez sintetizada ésta, tal es el caso de la ar 

ginilación de la tiroglobulina bovina (72) en el que la arginina es trans

ferida del arginil-ARNt al N-terminal de la proteína. Una función similar 

se podría atribuir a esta entidad de N-acetil-seril-ARNt cuya finalidad se 

ría proteger a laºproteína recien sintetizada de su degradación. 

La presencia de acetato-3H en las preparaciones de AA-ARNt, además 
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del corres;,(.:1diente al N~e..cetil( 3H)-seril-( 14c)-ARNt, se debe a otros N-a

cetil arninoacil-ARNt de los cuales ya se han encontrado al~unos (61). Es 

poco probable que este acetato forme parte de bases acetiladas ya que no 

se han descubierto como parte de ácidos nucleicos en hiGado de rata no obs 

tante que se han tratado de determinar (73). Nuestros datos van acordes 

con esta consideración. L~ digestión múltiple de las preparaciones de ARNt 

no mostró cambios electroforéticos en la posición del tritio y sí en las 

bases, en relación a la digestión con ribonucleasa exclusivamente. 

Se determinó que en hígado de rata eY.iste un ARHt para fosfoserina 

(0-fosfo-seril-ARNt) en una concentr.aci6n mayor que el N-acetil-seril-ARNt 

y en la misma concentración para rata control y estimulada. Esta entidad 

también ha sido descrita en ·este sistema (hígado de rata) por Kaenpaa (74). 

Llama la atención la cantidad de 0-fosfo-seril-ARNt que se encuentra. 

Podría ser que no f11era lo real, pues cabe suponer que esta entidad es más 

estable a la desacilación que el seril-ARNt (la misma explicación se daría 

para el caso de N-acetil-seril-APJ~t), por lo (!Ue el proceso de aislamiento 

del AA-ARNt no lo daña como al nl seril-ARNt (no obstante Que se efectúa 

en condicion~s óptimas para que esto no suceda en el caso de seril-ARNt). 
-

Además hay que relacionar esta concentración con respecto al sexo (en este 

caso son ratas hembras). Se sabe que los estrór;enos incrementan esta 0-fos 
' 

fo-seril-ARNt (75). El posible mecanismo de formación y función de este 0-

fosfo-seril-ARNt ha sido analizado por Haenpali (74). 

Trabajos en progreso están encaminados a esclarecer el papel del N

acetil-seril-ARHt en la iniciación de la síntesis de la apoferritina. 
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CONCLUSIONES 

1. Se estableció un método que determina la concentración de hierro 

no hérnico, descriminando el hierro hérnico (Fig. 8). 

2. La dósis usada de hierro (35 mg/100r, de peso) no fue hepatotóxica 

(Fig. 18). Probables mecanismos de destoxificación (66) permitieron una m! 

jor distribución del exceso de hierro en el organismo. 

3. Existe, probablemente, un comportamiento diferente del hierro en 

el hígado de rata con respecto al sexo. La explicación para este hecho no 

es clara por carecer de datos mas precisos, creemos que factores de la ve

locidad de absorción del hierro, ocacionados por estrógenos, y factores de 

destoxificación son los causantes de este fenómeno. 

4. Se estableció que el efecto del hierro sobre la ferritina de híga

do de rata fue estimular la síntesis de novo de la parte proteínic:'.' (Fig. 

13), sin descartar un posible papel en la estabilización de la molécula. 

5. Cantidades muy pequeñas de hierro son capaces de estimular la sín

tesis de la ferritina (Figs. 15, 16 y 17). Se observó incorporación de L

leucina-14c a la ferritina de hígado de rata a tiempos donde no hay cam--

bios en la concentración de hierro no hémico determinado químicamente en 

el hígado, pero sí cuando se midió en forma de 59Fe. 

6. El hierro captado por el hígado se incorpora a moléculas de ferri

tina (saturándolas de el metal). Al aumentar la síntesis de la apoferriti

na, aumenta el número de moléculas disponibles para el hierro, manifestán

dose una insaturación de la proteína por el hierro (Figs. 14 y 17) para 

volver a equilibrarse después de un tiempo. 

7. Se obtuvieron incorporaciones satisfactorias de L-serina-14c yace 

tato-3H a ARNt (Tabla IV). Se pefundió el hígado con el material radiacti: 

vo durante 15 minutos. El uso de esta técnica permitió mejor incorporación 

del material radiactivo a ARHt, que sí se administra al animal entero (71). 

8. No se encontraron diferencias en la incorporación de L-serina-14c 
y acetato-3H a ARNt de hígado de rata control en relación al hígado de ra-
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ta estimulac:13. ('l'aola IV). Esto nos indica que no hay cambios en l,·a espe-

cies de ARNt de serina, pero no descarta un cambio ~elativo en una de e--

llas. 

9. Por medio de la hidrólisis alcalina ó enzimática de las preparaci2 

nes de AA-ARi~t de hígado de rata y analizada la mezcla de la reacción en 

electroforesis en papel, se determinó la presencia de dos especies de ARNt 

de serina modificadas en su residuo de serina: N-acetil-seril-A:@;t detecta 

da por controles y correspondencia de doble marca radiactiva (serina-14c; 
acetato-3H) y 0-fosfo-seril-ARNt determinada por propiedades electroforéti 

cas y desaparición de una de estas propiedades al tratar la muestra con 

fosfatasa alcalina para comportarse como el patrón de serina (]'igs. 39, 4o 

41 y 42). 

10. El N-acetil-seril-ARNt correspondió aproximadamente al 10,; (rela

ción obtenida de acuerdo al total de radiactividad) de la población de 

ARNt de serina. 

11. Al estimular con hierro la síntesis de la ferritina de hígado de 

rata hay un ,urnento en los niveles de N-acetil-seril-ARr.it. En el hígado de 

rata control no fue detectado el N-acetil-seril-ARHt. 

12. Se determinó la actividad1 en la fracción soluble de hígado de ra

ta, de una transacetilasa que cataliza la transferencia de acetatc de ace

til-CoA al seril-ARNt, acetilándose el grupo alfa amino del aminoácido. E~ 

ta transacetilasa no es estimulada al·administr8r hierro al animal. 

13. Hay un nivel mayor de acetilación del residuo de serina en el se

ril-ARNt cuando el ARHt proviene de hír.;ado de rata estimulada con hierro 

que cuando proviene de hígado de rata control (Fi.·~s. 46 y 47). 

14. Se estableció que el hierro posiblemente ocaoiona una modifica--

oi6n en una de las cuatro especies de ARHt de serina (37), tranaformaci6n 
que "permite" se acetile la serina y pa.rticipe en ln iniciaci6n de la sín

tesis de la ferritina. 

15. Se discute la funci6n del N-acetil-seril-ARNt en la iniciación de 

la síntesis de la ferritina. La demostraci6n de ésta función se determinará 



cuando en ur.. sistema libre de células ':!l N-acetil-s .r.U-.ARN-t inicie la sín 

tesis de péptidos. 

16. El acetato presente en las preparaciones d'= f.A-A:RNt se debe prob!, 

blemente a otros H-acetil-aminoacil-A:~:-lt (30) y/ó é'. ·;eta to libre (Figs. 41, 

42). 

17. Se encontró gran cantidad de probable 0-foafo-se:::--:~l-ARN-:. ¡;sto se 

debe a la técnica de aislamiento del AA-ARNt, Que r..o obs-1:.a.~te se desarro-

lla en condiciones para evitar la desacilación, posiblemente ocaciona un 

desprendimiento de la serina no bloa1:eada del ARNt en :;1s.yo:.-- proporción que 

cuando esta en forma de 0-fosfo-seril-ARNt (ó N-aceti:i.-se:--il-.ARNt) por ser 

ésta más estable. Otra causa puede deberse al sexo cie:. anin::iJ. (hembra). Se 

ha demostrado que los estrógenos ocacionan un aumento de -J-i'osfo-~eril-ARNt 

en hígado de aves (75). 
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