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Resumen

La sorprendente complejidad del cddigo genético v su
importancia esn la sintesis de protefnas hacen constituir al
problema de su surgimiento comp uno de los enigmas a resolver en
el campa del origen de la wvida. De entre las miltiples
‘estructuras moleculares participantes en el mecanismo de la
lectura de la informacidn genética encaontramos a las aminoacil-—
tRNA sintetasas. Estas son moléculas de naturaleza enzimatica
cuya funcidn consiste en catalizar la transferencia de los
aminoacidos hacia su tRNA correpondiente. La ausencia de alguna
de ellas llevarfa a la pérdida de informacidén en el proceso de

traduccidn y en consecuencia en las protefnas sintetizadas.

En el presente trabajo se da wuna visidén general de
conocimiento hasta hoy acumulado sobre las aminoacil -tRNMA
sintetasas v las implicaciones que dichos conocimientaos tienen
para dilucidar el origen de los sistemas vivientes, asl mismo,
se presentan observaciones y sugerencias que nos permitirdn

conocer mas sochre la formaciodn de las aminoacil-tRNA sintetasas.

La informacitdn agqul reportada de sus caracterfsticas arroja

los siguientes resultados:

Las caracteristicas presentes  en las aminoacil-tRMNA

sintetasas, muastra gue son enzimas formadas en wn estadio



posterior a la evolucidn quimica, durante los procesos de arigen

de la vida.

lla similitud entre la glutamil—, glutaminil y arginil-tRMA
sintetasas, asf como la existencia de homologfas en tcdas las
aminoacil-tRNA sintetasas estudiadas, nos permite considerarlas
como un  grupo de enzimas primitivas asociadas a los sistemas
vivos més arcaicos y gue posiblemente surgieron a partir de un

ancestro comdn.

Las observaciones anteriores respaldan el modelo biopoyetico
propuesto en orden filetico de Replicacidén, Traducciédn {(con 1la
participacidn de las aminoacil-tRMA sintetasa) y Transcripcién,
lo cual no excluye la formacidn abiética de moléculas de otra
naturaleza que pudieran realizar las funciones de las aminoacil-

tRNA sintetasas.



INTRODUCCION

A través de =u historia el hombre ha presenciado un sinfin de
sucesos Yy acontecimientos gue inevitablemente 1o han llevada a
cuestionarse acerca del origen y naturaleza de las cosas,
incluyendao, las causas de su propia existencia y de los demds

seres animados.

La respuesta a esta dltima interrogante ha dado lugar a las
miltiples concepciones tedricas elaboradas en biologfa [1]1 , en
su mayorfa infructuosas, que pretenden esclarecer un problema

poco explorado.

Entre las diversas concepciones empleadas a través de 1la
historia de la biologfa para explicar el origen de la vida,
destacan enfoques tan importantes como el vitalismo, el
mecanicismo, &1 materialismo dialéctico y el de la panspermia
entre otros. Todas estas acepciones siguen constituyendo, aungue
con pequefas modificaciones, tema de debate en 2] Ambito de la
investigacidn bioldgica. (Un anilisis mas amplioc a este respecto

se encontrard en las referencias 1, 2 y 3).

Hacia la segunda década de este siglo Oparin vy Haldane
propusieran, independi=entements, las praobables condiciaones
gufmicas gque praopiciaron la sintesis de compuestos orgdnicos en
la Tierra primitiva. Idea que 3I0 afMos mds tarde se wvio

~mnenlidada con los trabasjos experimantales de Miller.



El HAe=arrollo de esta tipo de trabsjos generd un  drea de
intensa investigacién cientfficar la gufmica prebidtica, misma
que =e Ha conformado desde 1950 hastsa nuestros dias y cuye  fin
consiste en reproducir los fendmenos qufmicos due dieron origen a
los monomaros  fundamentales de las  seres vivos, los cuales
debieron {ormar la base para constituir los primeros organismos

vivos, evento acontecido probablemente hace aprovimadamente tres

mil guini=zntos millones de afos [41.

Actualmente todos los investigadores gue trabajan en este
campo estdn de acuerdo en que la formacidn abidtica de los
compuestos organicos precedid al origen de la vida. Sin embarao,
no existe un acuerdo general sobre la constitucidn de la
atmésfera primitiva ni sobre los mecanismos detallados de
sfntesis de los compuestos orgénicos. De ahf gue un gran numero
de ellos continten elaborando métodos y técnicas nuevas gque
permitan esclarecer y extrapolar el alcance de los exuperimentos
de simulacidn con los eventos quimicos previos al origen de la

vida.

En la tabla 1 se presentan algunos de laos trabajos de
simulacidén mds scbresalientes que se han desarrollado en la
quimica prebidtica.

En dicha tabla se hace menciédn a la/mezcla de reaccidn, la

fuente de energfa y las condiciones fisico-quimicas empleadas en

cada una de los experimentos.

o
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Como se puede apreciar, se han logirado sintetizar los

mondmeros bésicos de la vida tales como aminocdcidos, bases
paricas (adenina y guanina) y pirimfidicas (timina, citocina vy
wracilo), lipidos, azdcares de la clase oxi v desoxirribosa, asi

como gran namero de agentes condensantes o activantes del arupo
de las cianamidas o del propio ATF, moléculas que graclias a su
natwaleza quimica actuan como agentes que facilitan la

poilimerizacidn entre mondmeros.

Uno de los factores esenciales qgue hace factible 1la
produccién de dichas moléculas (aminodcidos, carbohidratos,
lfpidos, hidrocarburos, d&cidos grasos, porfirinas, etc.) es el
de suponer en tales experimentos la existencia de una atmdsfera
de tipo reductor, sugerencia que para algunos autores [4,7]1 esté
en contradiccidn con las evidencias geoldgicas. Este es un

aspecto crucial para dilucidarse.

En cuanto a los compuestos obtenidos utilizando wun medio
oxidante, podemos decir gue los resultados han sido poco
satisfactorios, ya que su produccidn y complejidad es de orden

inferior a los sintetizados en condiciones reductoras [38,%,107.

Es asf como 21 éxito obtenido con los trabajos de sintesis
abidtica ha 1ido desarrollédndose gradualmente y de mansra
paralela a los avances conseguidos en el campo de 1a biologfia
molecular. Estos avances, han permitido gue €l drea del origen
de la vida diversifique sus fronteras de investigacidn y las

encamine hacia nuevas perspectivas de estudio, tales como las



del origen del cdédigo genético, que es un problema tan

importante como la misma guimica prebidtica.

Una de las interrogantes fundamentales gue debe encontrar
respuesta para poder dilucidar el problema del origen de la vida
s, sin  duda, el origen del cbédigo genético; esencial vy

fundamental para 21 mantenimiento de la vida misma.

En los arganismos contemporineos, la manifestacidn del
codigo genético se realiza por medio de la transcripcidn v
traduccidn, mecanismos en los gque se involucran moléculas v
estructuras tales como los tRNA, mRNAs y ribosomas asi como
enzimas especificas, entre las que sobresalen las aminoacil-tRNA

sintetasas.

La importancia de estas dltimas enzimas radica en su
capacidad para activar no sdlo los aminodcidos, hacienda asf
posible termodindmicamente la formacidn de enlaces peptidicos,
sino que, ademds unen el aminodcido seleccionado al tRNA
correspondiente; Mecanismo gque de no existir implicaria la

perdida total del manejo de la informacidn genética.

fAsfi, resulta interesante estudiar mds de cerca a las
aminoacil—-tRNA sintetasas (enzimas ordenadoras en el proceso de
traduccidn) con la cual se logrard una mayvor comprensfon dz su
grada  de camplejidad, 1o gue a su vez puede ayudar a formular
tantno uwna posible hipédtesis sobre su origen como de algdn

probable mecanismo  primigenio capaz de cumplir de manera



semejante con la misma tarea.
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CAFITULD I

En las dltimas décadas, la bioloafa molecular ha podido
demostrar gue la informacidn hereditaria gque especifica la
disposicidn de los aminoacidos en las proteinas de los
organismos vivos se encuentra contenida en las mol&culas de DNA
.y en el caso de algunos virus de RNA. GSin embargo, el mecanismo
para llevar acabo el flujo de informacidn de un tipo de lenguaje
constituido de cuatro bases a uno de veinte aminodcidos reguiere
de tres procesos fundamentales. For medio de la replicacidn se
produce la formacidn de moléculas idénticas a partir de una
molécula wriginal de DNA. Después , el mensaje genético del DNA
es transcrito en forma de RNA mensajero, mediante el procesao
conocido como transcripcidédn. Finalmente, se da el mecanismo de
traduccidn o sintesis ribosomal de proteinas, el cual esté
caracterizado por la intervencidn de moléculas complejas de la
clase del tRNA, RNAm, ribosomas factores de iniciacidn vy
elongacidn asf como de complejos enzimdticos cuya Ffuncidn
conjunta es la de llevar a cabo en los ribosomas la traduccidn
del mensaje genético en secuencias especificas de aminoidcidos

durante la biosintesis de las protefnas.

A fin de esquematizar este complejo mecanismo Yy para  su

mayor comprensidn vamos ha dividirlo en varias etapas:

1.- Activacidn

11



rme Iniciacidén
Srai= Elongacidén { Transpeptidacidn v
Traslocacidn )

4. TermLnacidn { Separacidn del dltimo tRNA
y MN-deformilacidn )

La activacidn (aspecto fundamental al que se hard especial
referencia en el presente trabaio) como su nombre lo indica,
consiste en la activacidn del grupo carboxilo del aminodcido por
medio del ATP. En seguida, en el curso de una segunda
reaccion dicho aminodcido s  enlaza covalentemente a su
respectivo  LtRMA. Tanto la activacidn del aminodcido, como  la
aminoacilacidn con suw LRNA correspondiente, se realiza por medio
de enzimas especificas denominadas aminoacil-tRNA sintetasas
(que denominaremos por su naturaleza codificadora y por razones
de brevedad, codasas [113) vy su interaccidn con los respectivos

sustratos gueda expresada de la siguiente forma:s

E + aa + ATP =——— E-aa-AMF + FPi

E-aa-AMF+ tRNA ———— E + tRNA-aa + amMP

E = Codasa
aa = aminodcido

Como se puede observar, la funcion de dicha enzima es
esencial, ya que no podria existir ningdna asignaciin especifica
entre amincdcidos v anticodones si no fuera por su capacidades
tinicas de reconocimiento. Es razacnable pensar gue la transmisidn

de  la intormacian desde los albores de la vida ha sido posible

L2



gracias a esta familia de enzimas.

CODASAS

El descubrimiento original de las codasas es ¢l resultado de
una progresion ldgica de investigaciones dispuestas a resolver

el problema ensrgético de la bicsfintesis de las protefinas.

Hacia 1941 Fritz Lipmann publicd un arbiculo referente  al
problema de la utilizacidn de la energlfa para los procesos
biosintéticos, en donde, aportaba una visidn global de los
conocimientos acumulados sobre la sintesis proteica gue por

aquel entonces se estaban eshozando [121.

En laos alos posteriores y una vez terminada la ssgunda
guerra mundial, surgieron nuevas técnicas de  laboraterioc vy
métodos de estudio tales como el uso de marcadores radiactivos
[13], 1inhibidores de la sintesis proteica [141, asf caoro la
aplicacidn de sofisticados procedimientos cromatogridficos [15]
gue dieron lugar a gue tanto el mismo Lipmann, entonces profesor
de la Universidad de Harvard, como Fyodor Lynen, en Munich,
Alemania, esclarecieran de manera independiente un mecanismo de

activacién del grupo carboxilo del acetato [14,171.

Este mecanismo (muy similar al realizado por las codasas),
es catalizado por las enzimas llamadas acetil-coenzima A
sintetasas, y se utiliza en un amplio espectrn de reacciones

jugando wn papel central en numerosas vias metabdlicas. La



reaccion se lleva a cabo en dos stapss:

13 CilgTI0OH + ATF ¢ Enzima

— = o e o~ . A
—_—  (CHyCO ™~ AMP Erimimal) A

=3 (CHy CO~AMF=Enzima: ¢+ CoA-G8H —— Gl DO~S0a" + AMP £ Enzima

Con base en =lla, uno de sus ¢ol sbor ador

s, Mahlon Hosgland,
preccupado  por el problema enscgético de la slntesis proteloa,
decidid buscar  wan método de activacidn de los  aminodcidos

andlogo al encontrado para ol eacetato en el laborstorioc vecino.

Fue asf como en 1993 Hoagland y Zamecnil Gtrabajando con
extractos de higsdo de rats encointraron ciertos Tactorss gue
reguerfan la presencia de aminodcidas para llever a cabo el
intercambio isotdpico del P entre el piragfosfato y el ATF.
Fosteriarmente en otros laboratorios se descubrid gue en  dicha
reaccidn el aminocdcido interaccionaba con la molécula de ATE
para formar aminoacil-adenilato el cual permanecfa fuertemente

ligado a la enzima.

l.a importancia de estos hallargos reside en gque en los
extractaos de higado de rata se presentaba una enzima diferents
para cada uno de lo= veinte aminocdcidos naturales.  EBEste hecho
causd escepticismo por parite de algunos bioguimicos quienos
argumentaban que tarpodindmicamente el hecho Jde  sintelizar
veinte enzimas distintas con la misma funcionalidad resultabs
para la célula energdticamente i1ncosteable. Sin embargo, nid s

adelante veremos gue dicho gasto se justifica plenamente [131.
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El estudiac de ia estructure de las codasas nostrd gue se

pusden encontrar en cinco diferentes tipos de subunidad C1%,200:

D<l’ 0(2 * D(f L] b(% . 0(252"

La Xy estd definida como una sole subunidad; Xa respresenta

un  dimero constituido de subunidades idénticas (y diferente de
o) s XY es un tetramero de subunidades idénticas (y diferentes de
X3y Xz ) mientras que X P  es un dimero de subunidades diferentes

{y diferentes de Xy, Xa y CAY) yAz8, &s un tetramero farmado

por 2 subunidades & iguwales wunidas a otras dos  subunidades
Piguales entrae ellas pero diferentes de K\ (ambas subunidades

diferentes de Xy, Xz , Xv yXB)

(Algunas caracteristicas de las subunidades para cada codasa

purificada se muestran en la tapla 20.

Esta clasificacidn es por supuesto tentativa, va gue todas
las determinaciones se han hecho sienpe ino vitro vy no s  tiene

una vision muy clara de lo que suceds Lo vivo.

Es puaes Lwn casso  aparente el [RTRT=) las varitaciones
estructurales en las subunidades ssté determinada in vitro, va
que Como sabemos una proteslisis oCurrida durante la
purificacion de esta  @nzima  pueds  sroducir una  asighnacion
incorrecta al valor del peso molecular, vy &@n consecusncia de la

estructura cuaternaria. En

i

f, @3 2l mizmo prublema presentado
por los complejos enzimdticos (la agoclacidn de diversas

codasas) & los gue mis adelante sz hard referencia.



FPURIFICACION

La purificacidn de las codaszas se ha llevado a cabo mediante
el empleo de un conjunto de técnicas biogufmicas que se
describirdn més adelante. El ndmero de codasas descubiertas a la
fecha asciende a 150, incluyendno las obtenidas de organismos
procariontes vy los complejos multienzimaticos encontrados en
eucariontes supericres (anfibios, reptiles, aves y mamiferos)

(Tabla 2).
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codasa

Alanina

Arginina

Ac.aspartico

Aspargina

Tabla 2

Pesos moleculares y subunidades de algunas codasas purificadas [21]

organisac

Ezchericha
coli
E.coli

Bacillus stearc-
thersophilus
Saccharoayces
cerviseae
higado de rata
E.coli
E.coli K-12
E.coli
B.stearotherac-
philus
Neurospora
crassa
levadura de
pan
S.cerevisiae
gera. de trigo
Lupinus luteus

higada de rata
higado de rata

neaplasica
Holobacteriua
cutirubrua
E.coli

B.stearotheraso-
philus
N.crassa
mitocondria de
N.crassa
S.cerevisiae
S.cerevisiae
Phasealus aur,
Lactobacillus
arabinosa
hoja de tabaco
levadura de pan
E.coli
B.stearotherso-
philus

L.arabinosa

Mr
1)
140

380

173
130
72
63
74
78
85
3
73
140

89

119

129

120

113
100

127

subunidad
estructural
(B X 10°%)

=z
(==80)
oy
(o%=95)

o5

X2
X =70)

=41
loEbl)

o<y
le=b0]
(o¢=57)

=<2
lex=51)

codasa

Histidina

Isoleucina

Leucina

organisac

B. stearotherao-
philus

eabrion de pollo

Staphyloccocus
aureus

E.coli

B.stearotheraa-
philus
Salmonella
typhisuriua
S.cerevisiae
levadura

hoja de tabaco

reticulacitos
de conejo

higada de rata

E.coli B

E.coli MRE 600

B.5tearotherao-
philus

S.cerevisiae
levadura de Pan
hoja de tabaco
higado de rata
H.cutirubrua
E.coli
E.coli MRE 400
B.stearotherao-
philus
S.cerevisiae

Candida utilis
Levadura de pan
N.crassa
N.crassa

de mitocondria
Euglena gracilis
cloroplasto de
E.grasilis
T.pyriforais

Hr_
o1

120

85

102

80

122
112
102
110

125

104
o

110
120

1o

%0
110

105
120

subunidad
estructufgl
(Mr X 107

Kz
{&X=40)

>
(=42, 5)

Xy
(ot=54)

=4
A4

XKy

<L

=<y

o2
(#=40)

=

= 9%
Y



Codasa

Cisteina

Ac.glutasico

Blutaeina

Glicina

Organisao

N.crassa
linfona de Bard-
ner
P.aureus
E.coli K-12
B.stearotherso-
philus
levadura de pan
P.aureus
Astragalus
crotariae
A.bisulcatus
R.racemosus
A.lentigenosus
hoja de tabaco
higado de rata
placenta hua.
E.coli
E.coli
E.coli
E.coln
E.coli
B.stearotherao-
philus
Levadura
hoja de tabaco
higado de rata
cerebro de res
cereb.de ternero
E.coli
B.stearotherao-
philus
N.crassa
P.aureus
Albizzia
julibrissizn
cerebro de res
hig. de puerco
B.subtilis
E.coli

E.coli CH734
(pLC 1-31

B.brevis

Sarcina lutea

Hr

i 16%)

35

&l
160

240

30

82
36
102

180

8%

128

ray)

205

CONTINUA TRELA 2

Subunidad
estructural
X 1073

2P
(=X=33)
( B=80)

x By
(==204)

{ B=45)
C’iz‘lq
(=30 000)
{ B=81 000}

Codasa

Lisina

Metionina

Organisao

ai1tocendria

Lupinus luteus
seaillas
gers.de trigo

soya
Aesculus
hippocastanua
hoja de tabaco
P.aeruginosa
higado de rata
Drosophila
selanogaster
tenebrio molitor
gland.sagaria de
vaca

B.subtilis
H.cutirubrua
E.coli MRE 400

B.stearothermo-
philus

B.subtilis
S.cerevisiae

levadura de pan

levadura

higado de rata

reticulocitos
de canejo

E.coli

S.faecalis
Mycobacteriue
seegaatis A
M.saegqaatis B

B.brevis
levadura
aitocondria de
levadura
S.cerevisiae
B.stearotherao-
philus

higado de rata

Mr
10

100

174
o

108

75
99

182

13

138
150
13
129

12
170

85

83

110

153

%0

subunidad
estructural
(r X 1072

L ¥

=2
(e¢=43)

(o¢=491

X2
xa
(=B85}

=2
{ee31)

{®=10}

K2
(=82)



CONTINUA TRBLA 2

Codasa Organisso Hr_a Subunidad Codasa organisaso I'!r_3 Subuni dad
X1~} estructural X107} estructural
(¥ 10} M X 10°%)
gern. de trigo 163 x>z higado de gallina 122 XKz
feX=T4] (X =431
qerm.de trigo A 115 oy Treonina E.coli 17 i
gers.de trigp B 70 E.coli 152 A
ses.de L. luteus 170 AR (=74}
e<=83) B.stearotherao-
glandula mas.de philus 120 -
cordero 8 x4 S.carlsbergensis 150 o
hig.de cordero 8 ey (%=82]
reticulocitos levadura de pan 170 [= ¢}
de conejo A.hippocastanua
higado de rata %0 - higado de rata 170 x2
Fenilalanina E.coli B 180 =7 Triptofana E.coli 7 =2
lew=43) (e=x=171
E.cali K-10 270 XaPz B.stearstherao-
(=¢=38) philus 70 >
{ P=95) (ex¢=135)
B.subtilis B.subtilis B7 ®
B.stearotherac- S.cerevisiae 110 Sz
philus 2 = (==55)
5.cerevisiae 230 et By sea.de L.luteus 200 {o=37)
[ o&=536) P.aureus
{ §=63) Polygonatua
S.cerevisiae 270 2Dz sultiflorua
(e=43) pancreas de res 108 2
| B=73) fet=54)
levadura dé pan 180 < pancreas de res 120 oty
levadura de pan 276 Hzba cerebra de bufalo 150 =3
{o=43) placenta humana 116 ™
{ =75) (ex=58)
sitocondria de t piel humana 116 =%
Levadura 266 ‘;251 (eX=58)
(og=5T) fibrobl,hugano
(g=72) celulas de
cotil.de soya hamster
sen.de L.luteus 240 xaPy Tirosina E.coli 97 b 8
[ ==59) B.stearotherao-
(p=78) philus 88 e
germ.de trigo 250 o B2 B.subtilis 88 =
| o=501 S.cerevisiae 11é Xy
{ &=B0) S.cerevisize 45.5 oy
250 (=) levadura de pan 80 o
L eebl} (=¢=40)
fesculus Soya 122 N
californica clorop.de soya 86 =2
A.glabra P.aeruginosa
A.hippocastanua hig.de ternero a5 -
A.parviflora higado de rata 150
N.crassa {ex=48)
=B



Codasa

Prolina

Serina

Organisao Nr

(10
E.gracilis 85
D.selanogaster 180
higado de rata 287

higado de rata C
higado de rata C
mitocandria de
rata
placenta humana 130

H.cutirubrus
E.coli 94

B.stearotherso-
philus 125
P.aureus
Delonix regia
higado de rata

E.coli B 103
E.coli K-12 95
B.stearotherso-

philus 88
Saccharomyces
calsbergensis 93
S.cerevisiae 120
S.cerevisiae 89
sea.de L.luteus 110

CONTINUA TRELA 2

Subunidad
estructural
N X 10%)

xaBg
| o4
[B=74.5)

xp
(e4=55)
(p=72i

x
(==47)

Xz
[ @=51)

(ot

=2
(ot=49)

Ha
[ o=47.5)

b}
{ee=50)

=2
(X=55)

Codasa

Valina

Organisao

higado de rata

pancr.de cerdo

pancr.de cerdo

E.coli K-12

E.coli

E.cali (T4

fago mndificado

B.stearotherao-
philus

B.subtilis
S.cerevisiae
S.cerevisiae
levadura de pan

M.smegeatis
N.crassa
cloroplasto de
E.qracilis
E.gracilis
T.pyriforais
mitocondria de
T.pyriforais
hoja de tabaco
A.californica
sen.de L. luteus
S.typhisuriua

cerebro de eabr.

de pollo
higado de res
higado de rata

- = No se identificd el tipo de subunidad que constituye a la codasa.

124

118

10

100

170

110

140

122

130

120

126
125

125

110

Subunidad
estructural
r X 103

=<p
leg=bli
tg=é.’.‘i
>z
| o6=58)

xi

=y

oy
el

=g

=y

=y



TABLA 24
Resumen de las codasas purificadas de los diferesntes orgamisaes(21].

Fuente * Ala Arg Asp Asn Cis Elu 6ln Bli His Ile Leu Lis Met Fen Pro Ser Thr Trp Tir Val

E.coli [ S S T S T S S
B.stearoth P T T T T T S S S
B.subtilis +
S.cerevisiae + + + + ¢ % P
S.carlsberg v+
N.crassa +
N.crassa mit
P.aureus
L.arabinosa
G.linfoma +

B.brevis + +
A.crotoriae
A.bisculcatus
A.raceansus
A.lentigenos
Ao julibrissin +

S.faecalis +

S.aureus +

P.aultitlor +
S.typhisurium o+ o+ 4 A
H.saegmatis 4 +
i, selanoganster + +

C.utilis
S.lutea ¥
F.aeruginosa
E.gracilis
E.gracilis. chi.
T.pyriforais
T.pyriforaic.ait
T.aolitor
fi.hyppocast.
A.california
A.gabra
A.parvifl
D.regia +

L.luteus t + o+ + +
M.cryophilis + +

Hocutirubrua t ER +

Geraen de T. + + + 4

Soya + 4
Cl.soya +
Hoja de tabaco + " o4+ +
glnd. de cor. 4

nigado de Cor. +

Hig. de cerdo +

Hig. Rata. + + 4+ L T S S S S S R
Hit.Hig.rat. N

Hig.res +
Cerebrao res + o+

+ o+
+ + o+ o+
*
- o o
-
+-
-
+ o+ o+
+ + o+
+ + + o+

+ + o+ +
-
e
-
+
+

- o+ o+

-+
+ o+ o+

e S R S

+ o



CONTINUA THBLA 24
Fuente Ala Arg Asp Asn C1s Glu Bln GIi His Ile Leu Lis Met Fen Pro Ser Thr Trp Tir Val

Fancreas res +
Cerebro ternero t

Hig.res +
Retic.conejo + 4+

gln.maa.vaca +

Flacenta.Hua. + t #*

Piel Hum.

Fibrobl,Hua. t

Cerebro Bifalo +
Pancreas cerdo +
Higado gallina + )
Eabridn polle + +
Hamster + 4+ + + + + + +
Cel.ratdn t



No exizste un esquema universal de puriticacidn que permita
vbtener todas las codasas de una preparacidn, sin embargo, si se
dispone de precedimientos especifficos que permiten aisla- varias

de ssktas enzimas.

e

Kalousek vy Konigsberg [22] proponen un esquema de separacidn
que  puede ser usado para purificar cierto grupo de codasas &
partir de un sd8lo extracto. El procedimiento se esguematiza a

continuacidn.

L 3
Lo



Extracto bacteriano

Frecipitacidn de &cidos nucleicos en Folieti! enimina

Cromatografia en celulosa-DEAE, pH 7.5

ArgRs HisRS
SerRS ValRS LisRS
LeuRS GluRS
Fosfocelulosa,pH 7.0 Hidroxilapatita,pH 4.8
HisRS SerRS GluRSG LisRS

LeuRS

Hidroxilapatita, pH 7.0

SerRS LeuRS

Figura.l. Esquema d& purificacién de alginas codasas de E.coli
Lz221. (RS=tRNA sintetasal.



Kalousek y Konigsberg encontraron gua la adicidén e

polietilenimina  al  0.2% Bs un agente eficaz para remover las
membranas  celulares, dcidos nucleicos vy algunas  protefnas
citoplasmicas. Luegn de la centrifugacidn se adiciona més
polietilenimina al 0.5%4 para preciLpl bar las protefnas

adicionales. aAlyguanas codasas como la fenilalanil-codasa pueden
precipitar a esta concentracidn mientras gue otras permanecean
solubles. La principal ventaia gque afrece la precipitacian del
polietilenimina =2n contraste con otros procedimientos tales como
la adicidn de (NH¢)aS80y & estreplomicina es el de gue la mayoria
de las cadasas  retienen su  actividad en presancia de

polietilenimina.

Existen otros factores gue ayudan a pressrvar la aclividad
de las codasas. Estos incluyen la adicidn de inhibidores
protedliticos como el fenilmetil sulfonil fluoruwro (FMFS), 1a
presencia de gliceral ( 204 v/v) v &1 manejo rdpido del material

a bajas temperaturas.

Después de la centrifugacidn el sobrenadante puede tratarse

en una columna de Sephadex G-200. Esto es principalmente

ukilizado para alslar codasas de peso molecualar elevado
taproximadamente 100,000 D). Alternativamente el sochrenadante
puedes pasar se [REaly cromatogratia an [T columna de

dietilaminoetil (DERE) de celulosa a pH 7.0. El orden de elucidn
para algunas codasas de E. coli es el siguiente; arginina,
sarina, histidina, laucine, wvalina, lisina y glutamina. La
frazcion posesedora de las codasas de ionlerés pueden ser esntonces

refraccionadas en DEAF de celulosa a pH bajo, o en DEAE S=aphadex



A-500 usando gradiente de fuerza fonica. También se ha utilirado
fosfoc=zlulasa con mayor ventaja en la pwificacidn de seril-
codasa de levadura [23] y de histidil -codasa de §S. Eiphimurium

[241 y E.coli. [251.

Existen numerosos raportes gque sefalan al ATF y al ien Méﬁ
como agentes estabilizadores de la enzima durante s

purificacidn.

También, como dltimo paso en la identificacidn de las

codasas se emplean anticuerpos especificos o marcaje radiactivao.

Un procedimienta gue2 ha resultado bastante Gtil en la
identificacién de codasas [26]1 v gue permitirfa establecer
homologfas entre las subunidades de las codasas es el empleo de

anticuerpus especificos para dichas subunidades.

DISTRIBUL L i

Los estudios d= purificacidn de codasas han mostrado la
presencia de moléculas con un peso moalecular menor de 25,000 en
organismos pracaricontes vy hasta de 270,000 D para organismos
eucariontes. Esta gran disparidad en peso la podemos atribuir a
la rnabturaless intefns=ca de la enzima, Ya que en =21 casao de
arganismos eucariontes la codasa puede estar constituida hasta
de cuatro subunidades, aspecto que no es tan evidente en los
arganismos procaricntes. También se ha reportado la presencia de
s8lo wna cadasa para cada uno de los 20 aminodcidos naturales.
La =xcepcién a la regle la encantramos en glutaminil codasa de

B.megatarivm v de Dacillus subtilis donde no ss ha hecho




evidente la existencia de Gln-codasa [Z24&1].

La_ ausancia de Bln-codasa nos llevarfa inevitablemente a
pensar que su aminodcido correspondientela glutamina no serifa
activado vy en consecuencia no aparecerfa en la cadena protefca
aintétirada- Sin embargso, no sucede asf. Al parecer glu-codasa
tiene la capacidad de acilar al tRNAM y al tRNAYN.  |_a Glu-tRNAIN
sintetizada es entonces convertida en Gln-tRNAPN  mediante una
reaccitn de transaminacicn llevéndose de este modo su activacidn

e incorporacidn a las protefinas [271.

La facilidad de obtencidn de codasas libres en células
bacterianas contrasta de farma sorprendente con las
incertidumnbres Y confusiones gue  se presentan en la
interpretacion de los resultados al obtenerlas a partir de

organismos eucariontes.

Ern  organismos eucariontes se ha demostrado gue existen
codasas para un mismo aminodcido tanto en £l ndcleo-citoplasma
como  en las mitocondria v, aparentements, con afinidades
diferentes. S5in embargo, la dificultad estriba =2n conocer
exactamente su procedencia, es decir, saber si la codasa se
origina en las mitccondirias o en el ndcleo- citoplasma, o si

ambas codasss actdan caonjuntamente.

En un trabajo reportado por Gross se logrd aislar por

cromatogratfa de intercambic isptdpico dom especies diferentes

de codasas  de Newrospora, vy aparentemente la enzima ntcleo-
citopldsmica aminoacila preferencialmente  al Ernples dal

citaplasma mientras que la codasa mitocondrial aminocacila al

k3



tRNAhu de mitocondria. Aundque los resul tados no son del  thtodos
concluyentes, el autor infiere que las diferencias, al menos en
este caso, son rasullado de las nodificaciones gue se presentan
despuds de la traduccidn una we: gue la enzima ha sido

codificada por més de un gen nuclear [281.

Con respecto a las codasas procedentes de claroplastos se
cree que igualan en namerac al de mitocondrias y a las de
niicleo—citoplasma. 5Sin embargo, se desconocen las afinidades de
aminoacilacidn de cada una de ellas en los diversos vegetales

[291.

La tabla Z muestra el peso molecular de codasas extrafdas de
citoplasma v mitocondria de higado de res comparandolos con los

valores registrados por otros autores [30].
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Aainodcido

His

Thr

Ser

Asn

Trp

Ala

6li

Tir

Pro

Localizacifn
subcelular

en hepatocitos
(datos de fil-

tracion en
gel}

Hito
Cito

Nito
Cito

Mito
Cito
Mito
Cito
Mito
Cito
Mito
Cito
Mito
Cito
Mit

Cito
Hito
Cito

Mito
Cito

Cito

27

Feso
solec.
(X10®)

154

153 + 1%
ah

124

nultiples de

45¢

206

195 + 10%
166®

0

162

166 + B
102=

189
175+ 72
91

rl
170%

162

141 4 9%
189

202 + 112
170

88

93 4 101

-

82

262
162
155 + 14X
{:m‘: pi
gregados
117 + 41
7

Nisero
de

deterai-

naciones

i

13

(1

(3)
}

)

(3
(i
(1)
(4)
(23]

(1
)
i

31
1)
3)
(1
1)

(31
i
th
]
4
3

{3

TRBLA 3 (301

Otras
Clrl]il'll!'\l.

no-samifero

paeifero

no-saeifero
laafferu
no-aasifero
panifero
no-samifero
no-samifero
panifero
no-samifero
no-samifero
no-samifero
no-aamifero
samifero
no-saaifero

samifero
no-aaaifero

no-eamifero

Dato Cupi!edn‘
Peso molec.
()

B0-120

17-170

170
88-120

90-122
100-127
go—na
00
108-150
1130-173
bao

1120
bos-227

7
5-122

3
118-150

[1e0

240
94-125

113-129

Subunidad

=2

= &1
= 1.1

Lo

Nigero
de

deterai

nacicnes

(3)

3%

i6})

(1)
(7

(2)

(2)

(4}
(1
1]

(3

3t
{3

i)
(b1
(1
(3)
(1
(1)
(1
()

i3



CONTINUA THEBLA 3

Aminoacido Localizacion Peso Nuaera Otros Dato Copilade™  Subunidad Ninerg
Subcelular eolec. de organisa. Peso splec. de
en hepatocitos  (X10%) deterai ey deterai
(datos de fil- naciones naciones
tracion en
gel)
Fen Mito ) no-samifero 45 51]
180-276 2Bz (in
Cito 60 + 1B% (3 sanifero 130 xp (1
287 oGRa (1
Val Hito 162 i no-aamifero 100-170 =X (11
Cito J61 & 141 (34 pamifero 110 (1
Gln Hito 138 i no-aaaifero 89 oty (1
124 (
ile Cito 162+ 21 2) no-aaaifero 100-125 Xy 151
Blu no-saaifero 42-82 oy (51
102 B (1
Cito 11 [31] aamifero 180 (1}
Lis Kito 162 34 no-samifero 104-150 =2 1Y)
Cita 180 (1) no-aaaifero 122-129 =&Y {2)
Leu no-saeifero 90-126 =&Y {15)
Cito 143 (1 pasifero |103 i
182 0% (n
Het Hito 19 30 no-aamifero 3-110 =, (5)
153-170 K2 14
Cito a2 34 mamifero 78-%90 oty (3
frg Hita 100 ity no-nasifero FS-BS oty mn
140 oAa (1
Cito 95 (1 aamiferos 89 2]

Pesos moleculares de aminoacil-tRNA sintetasas (codasas) libres obtenidas de citoplasea y sitocondria de
higado de res, los valores se coaparan con los reportados en la literatura.

2 Joachimiak y Barciszewski [19801.

Blos valores ancrmales de bajo peso molecular se deterainaron en presencia de

PHFS.

© Los valares anorsales de bajo peso molecular se detersinaron an ausencia de PHFS,

los datos de filtracidn en gel en paréntesis se observaron en una elusidn vertical (301,



Estos resultados reaftirman de alguna forma la discrepancia
presentada entre codasas citopldsmicas y de organelos, hecho que
no sdlo es aparente por su peso molecular, sino también por su
comportamientao cromatogrdfico, reactividad inmunoldgica v
especificidad con respecto a diferentes tRNAs, Junto con otros

parametros reportados por diversos autores [311.

Es ademds una incdgnita ] grado de similitud entre codasas
de organelos y las de organismos procariontes. Argumento  que
para algunos investigadores es aparente ya que sus
caracterfsticas son semejantes mas no idénticas [32], lo cual
resulta interesante desde el puntao de vista de las teorfas del
origen de la célula eucariontica. Estas similitudes son

presentadas en la Tabla 4.

Del estudio de las codasas en organismos evolutivamente mis
antiguos, como las Archaesobacterias esperarfamos establecer, de
acuerdo con la teorfa de endosimbiosis (1711 similitudes con las

codasas de nldcleo-citoplasma de organismos eucariontes.
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codasa

Histidina
Threanina
Serina
Aspargina
Triptofano
Alanina
Blicina
Tirosina
Cisteina
Pralina

Ac. Aspartice
Fenilalanina
Valina
Blutamina
Lisina

Ac. glutasico
Isoleucina
Leucina
Hetionina
Arginina

Mitocondria
de masifero

Hr G

80-120
117
80-122
127
70-110
130-170
120
B5-122
&l
94-123
180-276
100-170
69-126

108-150

£5-110
§3-85

S.E.

Hapa

=y

o2

oy
ey

THBLA 4

B, Stearo-

tersoph

Mr (116

102
120
B8
127
70
173

g8

&l

128
129
22
e
126
110

)
F4

12
110
153
Ik}

S.E.

Eucali

Hr (0167

83
17
95
100
74
160
27
97

94
19
180
100
89
112
50-59
104
104
170
74

Pesos eoleculares de codasas cbtenidas de mitocondria de vdrios eamiferos [201.

valores se cosparan con los reportados para E.coli y B, stearotherzaphilus,

5.E.= Subunidad Estructural.

T
i

los

S.E



La complejidad exhibida por las codasas en organismos
procariontes estimuld a los cientificos a fijar su  atencidn
hacia el estudio de ellas en anfibios, reptiles, aves vy

mamiferos. Sin embargo, ias incdgnitas se multiplicaron.

Desde 1970 con los primeros trabajos en eucariontes

superiores, especialmente mamfferos, las codasas mostraron la

‘caracterfstica de presentarse en complejos moléculares
constitufdos de tRNAs, factores de elongacidén, lipidos,
protefnas etc. que en conjunto conforman  una estructura

molecular de aproximadamente 10° D [19,26,33,34,351. A partir de
entonces los reportes haciendo alusidn a tales compleios se han
descrito en hfgado de rata, embridn e hfgado de ratdn, glandulas
mamarias de rata, reticulocito de ratdn, glandula tiroidea de
bovino, misculo esquelético de rata, hfgado v gldndulas mamarias
de oveja, cerebro de bovino, placenta humana, células de ovario
de hamster, células HelLa, células leucémicas, ococytos de Xenopus

leavis, Drosophila, cé&lulas de planta (Fhaseolus aureus,

Folygonatum multiflorum), levadura, reticulocitos de conejo etc.

£36,37,381.

La composicidn del complejo dilucidada & través de la
actividad de cada uno de los componentes gue se escinden durante
su aislamiento hizo sugerir a los investigadores que la
estructura del complejo esta constitufda de tres regidnes
denominadas arbitrariamente como complejo nuclear, regidn
intermedia y regidn externa [30]. Mirande [37]1 considera gue no

son tres las regidnes sino dos, el complejo nuclear y la regidn
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externa.

De una u otra forma existen evidencias de qgue el complaio

macromilecular es demasiado frdgil, de tal suerte gque durante
estados bien definidos de homogenizacidn se fragmenta en
peguefios segmentos del gue sobresale un complejo nuclear muy

estable constituido de 7 a ? codasas.

A pesar de que la estructura de este complejo nuclear es muy
similar en todos los resultados reportados por los diversos
laboratorios persiste la duda de 51 su conformacidn es
homotfpica, es decir, conformada de un =dlo tipo de codasas ¢ de
naturaleza heterotfpica, o sea, configurado de diferentes tipos

de codasas.

Aungque las evidencias encontradas no favorecen la primera
suposicién autores como Dickman y Roll [40] argumentan gque los
métodos de purificacidn son lo suficientemente eficaces como
para disgregar el homocomplejo gue segdn ellos existe v
estudiarlo en detalle. En favor a este punto [32,33,341 han
acumulado evidencia de la existencia de sitios inseparables de
los homocomplejos con propiedades similares a las vistas en los
heterocomplejos [41,42,431. 8in embargo, dichas estructuras
estudiadas con las técnicas de gradiente de densidad en
sacarosa, los homocomplejos resultan ser estructuras mucho mas

pequeflas que los heterccomplejos.

Las pruebas hasta ahora acumuladas hablan en su mayorfa en

favor del complejo heterotipico o heterocomplejo de estructura vy
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composicidn definida [301. Este argumento tiene su fundamento en
la wveracidad de ciertas técnicas de purificacidn que han
parmitido descubrir el tamafio v caracterfsticas de cada uno de

los componentes constituyentes del complejo [19,39,441.

La Tabla 5 muestra las codasas presentes en el complejo
macraomolecular aislado de arganismos eucariontes [361.
TABLA 3 [I8]

Procedencia  Ala Arg Asp Asn Cis Bln Blu 611 His Ile Leu Lis Met Fen Pro Ser Thr Trp Tir Val

hig.raton [ t [ T T D T T T R bt
hig.raton + o+ + 4 o+ o+ 4 +

eabr.raton + ot + o+ EE T T + +
hig.rata L LR S S T S S S I TR S T S A
hig.rata " + + P I S P +
hig.rata + ¥ % PR S T +

hig.rata + P

hig.rata + 4 L [ N O O +
hig.rata + P T T

hig.rata + +

glnd.aza.

de rata + + + o+ o+t +
ausc,esq.

de raton + o4 FREE S + +
retic. de

conejo + L S

glnd. tir.

de porcing LI T + P R S T S S S P4
hig.cor. + + o+ L

cerebro de

bovino LI + 4 + 4 + +
cerebro de

vaca o+ R T S S S SR S o+
plac.hua. + + o+ T S S

eebr,pollo + + ot S +

cel, leuc. + 4 bt o+ 4 4 +

cel.ovario

de hamster + o4 + o+ b4 + +
cel.ascitis

de Ehrlich EE S S

drosophila + + + +
gera.trigo t + o4

levadura +

La actividad se examind a sblo unas pocas codasas.



La discusidn de la naturaleza del complejoc no se detiene
agui, sino que, se enfrenta a otro problema gue quizd cea el mas

grave.

Todo 1o gue se conoce hasta la fecha de las codasas ha sido
logrado mediante trabajos realizadeos in vitro, aspecto gue no ha
resultado satisfactorio dada la diversidad de wvariaciones en
tamafio y contenido de codasas reportadas en ocasicnes hasta para
el mismo complejo molecular. Ello ha motivado dudas y  algunos
ven con escepticismo la existencia in vive de los complejos
enzimdticos, opinion gue si1 bien no ha dado frutos, no ha padido

refutar la existencia de tales caomplejos.

Como consecuencia de la discordancia de datos aportadosz de
los complejos multienzimaticos duwrante su alslamiento en
diferentes laboratorios, Dang [44]1 propone & causas principales:
a) emplen de diferentes tejidos b)) diferencias en las técnicas
de purificacidn c) inactivacidn de la actividad sintetasa d)
formacidn del complejo tRNA sintetasa  e) imprecisidn en la
determinacion del Mr (movilidad relativa en electroforésis) y &

sw. (unidades de sedimentacidn en ultracentrifuga).

For otra parte, las investigaciones aplicando el mismo
procedimiento de purificacidn de forma contfriva a un grupc de
organismos, han revelado gue complejos aislados de diferentas
tejidos de una misma especie presenta el mismo patrdn en  gel,

mientras gque los complejos aislados de wun mismo tipo celular de



distintas especies ostentan diferencias en el Mr del ndmeroc de

los polipéptidos que constituyen a las codasas.

Estas variaciones observacionales muestran a la composicidn

polipeptidica como especifica para cada especie.

Todo =2llo constituye, para algunos, una pruasba irrefutasble
de que el complejo enzimdtico no surge como un  artefacto de
preparacidn y es tan sdlo una expresion real de la organizacidn

estructural que hay en la célula [45].

Una caracterfstica comin, antes mencionada, de todos laos
complejos codasas purificados es su camposicidn nuclear, ean
donde invariahblemente se presentan de 7 a 9 codasas. (2]
excepcidn de los homocomplejos reportados por [41,42,431 los
demis han resultado ser heteroccomplejos conformados por
metionil-, lisil-, leucil-, e isoleucil-codasas seguidos en
frecuencia por arginil-, glutamil-, glutaminil—-, vy prolil-
codasas. Estos resultados documentando dicha infarmacidn se
representan en la Figura 2 en forma de histograma, en donde se
tabula la frecuencia de i1nformes en donde se ha reportado
actividad particular de cada una de las cadasas dentro del
complejo, de donde se ha podideo inferir a las cinco codasas

nucleares y periféricas [446]1 i{no representadas en la figura 2).

La Figura I esquematiza la estructura y desensamblaje por

proteslisis enddgena del complejo nuclear [4473.
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La existencia de una organizacidn estructural en forma de
complejos Jjunto con el sigmificado fisioldogico que cumple, son

atn desconocidos.

Explorando las propiedades {funcicnales por medio de andlisis
cinéticos, Mirande et al. [47]1 encontraron que las 7 codasas
constituyentes del complejo enzimdtico en higado de cordero
carecen de interdependencia funcional. For otro lado, la funcidn

catalftica de una de ellas, no interfiere con la funcionalidad

enzimdtica de cualguiera de los otros componentes del complelio.

El hecho de que Gnicamente se reporten ciertas codasas como
componentes del complejo no implica gue las restantes no  se
presenten o queden excluidas de toda actividad celular. Las
codasas no mencionadas como parte del complejo nuclear se  han
localizado como unidades libres e independientes, lo que pusde
ser producto  del aislamiento del compleio supermolecul ar

poseedor de las 20 codasas in vivo.

Se piensa que la existencia in viva de 1los complejios
contribuye a la eficiencia en la sintesis de proteinas. B8in
embargo, es de esperarse gue de encontrar tales complejos de
codasas in wviwvo se podrdn confirmar todas las especulaciones

fascinantes hechas acerca de su mecanismo de accidn.

ELUCTIDACION ESTRUCTURAL
Un  primer paso en 2] entendimiento del mecanismo vy funcién

de cualguier enzima s el de definir su estructura primaria  en

3%



terminos de su secuencias de aminodcidos. En el caso de las
codasas es de gran interés yva gue cabria esperar gque enzimas con
Lan Qartada similitud funcional presentaran estructuras
semejantes. A partir de esa informacidn uno podria imaginar la
evolucion de las codasas como surgidas de una especie comdn que
sufrid una serie de arreglos graduales en su  secuesncia para

interaccionar con diferentes aminoadcidos y tRNAas.

Fuesto que su peso molecular no da evidencia de ello, las
subunidades estructuwrales gue lo conforman podrfan aportar una
homologfa de los sitios especificos de unidn para el ATF, tRNA y
el amincdcido. Todas estas interrogantes podrian ser analizadas
mediante la determinacidn de secuencias de aminocdclidos.
Lamentablemente sblo 3 codasas se han secuenciado y todo indica
que no existe una aparente similitud entre sllas, dificultad gue

complica mds el conocimiento sobre su origen [191.

A falta de wna correlacidn entre la diversidad de
estructuras cuaternarias de las codasas con los eslabones
evaolutivos propuestos para el céddigo genético, su estudio se ha
encaminado hacia la posible relacidon con Sus funciones
regulatorias mas gue con su funcidn basica que es la de

aminoacilacidn especifica de los tRMAs [481.

La composicidn aminoacidica de 12 codasas para E. coli e

enlistan en la Tabla 6&.



TRELA &

Aminoacil-tRNA sintezasal
(codasal

Aaing
ac. BIn GBlu His lle Lew Lis Met Fen Ser Tr Tir Val

Lis 30,7 76 35.5 65.3 56 53.8 M3 47.8 3B S8 82 4
His 147 42 &6 24.8 17 2.7 19.0 420 20,5 18 13 §
Arg  J4.4 54 157 48.7 42 §9.9 AL 18,4 61,4 30 M 3
Asp 59.4 100 3.3 99,0 93 107.9 9.7 166.2 96,4 B %0 140
Tr 25.4 4 346 48,2 54 5L A58 BTL0 466 28 A0 2
Ser 24,8 51 366 46,4 26 47.1 49,6 TO.B 48,0 42 3B 33
Blu 56,8 92 B2, 99.3 95 1342 100.3 182.2 124.0 @& 1Hl 150
Pro  28.% 29 22,5 47,2 41 0.5 358 80.7 404 36 37 22
6li 3446 B! 75,9 82.0 &1 954 71T 126.8 667 48 7% 93
Ala 396 90 7.5 100.0 78 M1S.6 BZ.S 145.8 7.2 6B 77 145
is 17,78 7.9 180 & &5 10,1 2.9 %5 & 11 11
Val 352 57 40.3 767 72 BZ.7 5.6 130.5 59.8B 54 51 78
Met L4 19 104 4.5 30 40 186 0.7 260 4 18 17
lle 3.6 50 29.2 4#8.7 37 0.1 461 89.5 358 3 51 S
Llew 41,1 58 842 B80T &% 944 B804 1617 %5.B 36 B4 &7
Tir 203 23 35 32.7 33 123 5.1 3.2 2.9 18 2 019
Fen 22,0 24 22,0 3.1 29 3.3 37 6L.2 W0 18 M R
Trip N.D. B 1.B2 24.5 24 ND. 87 140 &8 4 18 1

Coaposicifn de |2 cedasas en E.coli [22].
¥ Expresado en residuos por scl de enzima; N.D.= No Deterainado
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En ocasiones la comparacion de dos codasas de la  misma
especificidad vy de diferentes organismos presentan marcadas
diferencias en su composiclon, tal como o expresan los estudios

de lisil-codasa de levadura v de E.coli. [22,49,301.

Investigaciones llevadas a cabo por medio de mapeo de alta
resolucién probadas en dos dimensiones demostrd que metionil-
codasa (dimero de 44,000 D) y leucil-codasa (cadena tnica de de

110,000 D) procedente de B. stearotermophilus exhiben secuencias

repetidas internas [19].

For otro lado los estudios de Blow et.al. [S1] de 1la
estructura tridimensional por difraccidn de rayos »# de metionil-

codasa de E.coli. vy tirosil-codasa de EB. stearothermophilus,

ambas de estructura dimérica vy distinto peso molecular,
presentaron notable semejanza estructural. Fara este caso la
regién de homoloagfa parece estar conformada de § cadenas beta
plegadas, incluyendo un plegamiento gue se ha especulado darfa
cabida a un mononucledtido (a pesar de gue se desconoce la
capacidad de las codasas para unirse con mononucleotidos)
constituido de 2 estructuras beta paralelas unidas a 2 hélices
alfa que ligan'a una de las cadenas betas con la siguiente.
Dentro de estas conformaciones se ha identificado una homolagfa,
pero, en esta pcasidn, a nivel de secuencias de aminocdcidos. La
homologfa se presenta a lo largo de wuna secuencia de 14
aminodcidos, en donde la cistina e histidina se disponen en

posicidn idénticas en ambas codasas [52]



Los resultados de secuenciacisdn, muestran que no sisnpre las
cotlasas  presentan  secuesncias  repetidas. P @iemplo, la

triptofanil-codasa de de E. coli, E.stearothermophilus vy

pla:enéa humana (las  dos primeras constitufdas de un  dimero

tdéntice de I7,000 D cada wnn oy la dltima de dos dimeros de

58,000 D rada wno) en ningdn cazo pressntan secuencias repetidas.
Los mismos resultados se han obtenido con seril-codasa de E.coli.
En contraste las subunidades S%2pa de fenil-codasa de levadura (en
donde la subunidad beta tiene un peso molecular de de 60,000 D. vy
la alfa de 70,000 D) mostraron repeticiones en cada una de las

subunidades [17].

Finalmante, de las codssas gque constituyen el complejo
nuclear en organismos superiores, cinco de ellas se presentaran
como mondmeros vy la lisil-codasa (y posiblemente metionil-—

cadasa) son dimeros (vease Tabla 7).

TAEBLA 7
codasa hepatocito de levadura E.coli
aveja conejo
< -3 -
MeX1a> MrX10 estructura eriuB estructura
ot
Ile ND® ND* 124 112 o
Leu 129 129 1285 105 <Xy
Mt 103 og) 105 (ew) MD% 85 Xz
Gln 74 & Np2 &9 (=Y
Glu 85 150 D% 56 oy
Lis 79 @76 @ 7Z 68 oty
Arg 73 74 73 &3 oy

Movilidad relativa en electrofordsis (Mr) del compleioc en
hepatocitos de conejo vy oveja, los cuales se comparan con
algunas codasas en levadura y E.coli [321.

*ND = No Determinada
*de Candida utilis



El porgqué leucil-,arginil-, vy lisil codasa presentan pesos
molecul ares semeiantes en hepatocitos y en levadura a pesar de
que en los primeros las codasas estdn asociadas en un  complejo
nuclear v en las levaduras existen aisladamente (nho asociadas a

un compleio nuclear) constituye un enigma a resolver.

Como se puede observar, la mayorfa de estos estudiocs tienden
a confirmar la hipétesis de gue en las codasas de gran peso
molecular de cadenas dnicas o las constituidas por varias
unidades contienen secuencias repetidas a diferencia de las

codasas poseedoras de subunidades pequefas.

La existencia de secuencias repetidas en codasas de gran
peso malecular y de cadenas dnicas nos permite establecer su
eguivalencia con las codasas de subunidades diméricas [17,531.
La disposicidn de tales secuencias se presenta como wuna
evidencia vestigial de un proceso evolutivo de duplicacidn vy

fusidn de genes [1%9,20,22,54,55,546,571].

El apayo a esta sugerencia la encontramos en las
caracteristicas estudiadas para 1la glutamil-, glutaminil—- vy
arginil-codasas de E.coli. Todos ellos estdn constituirdos por
una sola cadena con diversos grados de homologfa en s
estructura primaria, siendo mayor en la glutamil vy arginil-
codasas vy ligeramente menor (relativa a las anteriores) en 1la
glu-caodasa. Esto ha llevado a sugerir [58] gue probablemente los
genes estructurales de glutaminil y arginil-codasa evolucionaron

por mutacion vy duplicacidn de un gen gue codificabha para una
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glutamil-codasa primitiva.

Eéta propussta resulta ser muy atractiva Y puede
corroborarse con el mecanismo  particular de catdlisis que
realizan (pag.47) asf como con los estudios de HE.Subtillis en
donde como ya habfamos mencionado (pag.24) no se presenta la

gln—-codasa, por lo que la activacidn de gln se lleva a cabo a

través de glu-codasa.

Esta serie de caracterfsticas en comin presentes en glu., gln
y arginil-codasa nos permite considerarlas como posiblemente las
primeras codasas con funcionalidad bioldgica, surgidas

probablemente de un ancestro comin.

FUNCION CATALITICA

Al inicio del presente capftulo se esbozd, grosso modo, las
reacciones de catdlisis en las gue participan las codasas. A
continuacidn desglosaremos este aspecto abarcando desde los
sustratos implicados hasta las condiciones fisfco-qgquimicas

dptimas para llevar acabo dichas reacciones.

Las codasas catslizan dos reacciones gue experimentalmente

son distinguibles.

La primera ieaccidn {de activacidn) comprende el ataque

nucleofflico del enlace anhidrido de la porcidn alfa y beta del



grupc trifosfato del ATP con la consecuente formacidn  de

amingacil “AMP-codasa v la liberacién de pirofosiato inorganico.

AR+ ATP + E —— AR-AMP-E  + PPi

Es importante sefMalar que en E.coli, por ejemplo, la

glutamil.—-glutaminil y arginil-codasas necesitan de su tRNA affn
para llevar a cabo la reaccidn de activacidn [59,601, mientras
que las cndasas restantes solamente de su aminodcido o de algdn

otro semejante.

El estudio de la catdlisis en estos casos resultarfa de
gran i1mportancia ya gue el tRNA funciona como un cofactor en la

reaccion.

Se sabe desde hace ya varios afios gue la molécula de tRNA
ademds de cumplir su funcidn de transportadora de aminodcidos
durante la sintesis de protefinas ejerce otras funciones. Entre
ellas el de actuar como coenzimas para la iniciacidn en la
sfntesis de DNA catalizada por la reversa transcriptasa [611,
coma regulador metabdlico [42,831, en la sintesis de pared
celular [&41, como molécula capaz de incorporar aminodcidos en
ausencia de ribosomas [465]. Seguwramente que estas funciones

fueron capitales en los inicios de la replicacién L[&6].

La participacidn del tRNA como cofactor en los inicios de 1la

traduccidén se hace patente al analizar las caracteristicsas de
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glutamil.-glutaminil y arginil-codasas de E.coli.

Ellas estdn constituidss de pequafas unidades monoméricas
(846,000, 6,000 y 74,000 D respectivamente) vy con mencr ndmero
de secuencias de duplicacidn gue las encontradas =0 codasas

monoméricas de pesos moleculares mayores de 100 D L6711,

51 relacionamos la naturaleza monomérica con los
requerimientos catalfticos de cada una de estas enzimas  que
utilizan rcomo coenzima a su respectiva tRNA, quiza estemos
siendo testigos de uno de los primeros mecanismos de catélisis
de las codasas, 2n el gue la activacidn del aminodcido asf como
su esterificacidn al tRNA affn se presentaba en una sola
reaccion,es decirs:

—t

E + AA + ATF + tRNA —— AA-tRNA + AMF + FFPi + E
Bue es tal y como se lleva a cabo en glutamil—-, glutaminil vy

arginil-codasas de varios organismos contempordneos.

Glutamil—-,arginil-—, ¥ glutaminil-codasas necesitan de su
tRNA afin para llevar acabao la reaccidn de activacidn [47,481,
mientras gue las codasas restantes solamente de su amincacido o

de algin otro semejante.

La reaccidn de activacidn no siempre as especffica poera cada
aminodcido [&81. For ejemplo, la isoleucil-cadasa de E.coli.

cataliza 1la formacidn de leuwcil -, v walil-adenilato, vy de
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manara similar la valil-codasa cataliza la formacidn de treonil

adenilato C[221.

Los métodos utilizados para el estudio de la reaccidn se han
realizado mediante =] uso de FPP1 el cual se intercambia con el
fostato del ATPF, formdndose ATF marcado, el cual es facil de

cuantificar una vesz filtrado en carbono.

La reaccidn de activacidn se puede identificar por la
formacidn de aminoacilhidroximato cuando se adiciona

hidroxilamina a la mezcla de reaccidn [501].

—_——

AA + ATF + E ——

E--AMF--AA  + FFi
NH; OH

E + AA--NHOH + AMP

Aungue de gran utilidad en un principic, ha sido substituido
por la sensibilidad del método de intercambio radiactivo ATF-

FPi.

La segunda reaccidn catalizada por las codasas es la

transferencia del aminedcido del adenilato al correspondiente

tRINAE
AA-—AMF-—E + LtRNA —— AA-tRNA -+ AMP + E
Esta =zegunda reaccidn, bésicamente de esterificacidn,

muestra un alto grado de especificidad tanto para el tRNA como

para el aminoacido transterido.
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El grado de afinidad alcanza una armonizacidn tal gue cuando
un aminoacido se aswcia a un tRNA no afin, la codasa reconoce
este tRNA incorrecto y de inmediato produce la hidrdlisis del
aminoacil-—-thilA. El suceso se ha reportado para IlE“tRNﬁeﬂ en

donde 1la fenil -codasa produce la rdpida separacian del Ile-

tRNA en sus componentes originales [221.

La misma situacidn se presenta cuando interviens un

aminpdcido de clase D [&%1.

Los mecanismos de correccidn gue llevan a cabo las caodasas
son bastante bien caonocidos [70,711. Tres de ellos han sido
descritos y de acuerdo a su capacidad correctora se conocen
comos: correccldn cinética, carreccian conformacianal v

correccion quimica.

La correccidn cinética ocurre durante la activacidn de un
aminodcido no afin & la enzima, si1 esta correccidn no =e

ejecuta, la segunda reaccidn, que es la de amincacilacidn del

aminodcido can el tRMNA pusede dar origen a un cambio
conformacional en la codasa al interactuar con 1 tRNA ({=in
llegarse a formar el complejo aminocdcido no affin—-tRNA-codasal vy

asf producir hidrdlisis y separar el aminodcido de la codasa.
Finalmente, =1 ningdna de las correcciones arriba citadas
funciona vy se logra formar el complejo aminocdcido no affn-tRNA-
codasa, la correccidn guimica produce entonces disosiacian  del

complejn AA-ERMNA (Véase la figura 4).
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La elevada capacidad correctora de las cadasas en la sintesls
de protelfnas suglere gue son enzimas altamente conservadas [72]
Gue seguramsnte durante  la evalucidn han  sufrido poca

modificacidn en su estructura.

For otra parte la estabilidsad del complelo aminoacil-AMF v
2]l tRNA depende de la concentracidn de iones Hﬁ'. Se sabe ademds
que la activacion de la reaccidn depende del pH, el cual puede
variar notoriamente con la proporcidn de I“h;fW y ATP, que en cada
caso tiene un Sptimo diferente. Proporciones de Mg: ATP de 1O a
1 causan efectos inhibitorios; lo mismo ocurre cuanda se
presenta un exceso de aniones. El arado de inhibicidn varia para

cada una de las codasas.

La esterificacidn del amincdcido can un tRMA no afin  puedes
suceder en condiciones elevadas de Mg** 1 ATF; cuando la
concentracion enzifatica es muy elevada & e&n presencia de

solventes tales como dimetilsul féxido & metanol [22].

Aniones como el pirofosfato ademds de producir alteraciones
enzimdticas inhibe la reaccidn de esterificacidn. Arginil vy

seril-codasas son las mds afectadas por el FP1 L1211,

Ern cuanto a la wnidn del aminodcido con la ribosa del
nucledtido terminal en el tENA (extremo CCA) se sabe desde hace
20 afos gue el amincdcido fenilalanina se enlaza con la ribosa
en la posicidn 37 de su respectivao tRNA  [&2]. En un principio
se creyd que dos tercios del aminodcido se localizaban en la

poasicidn 37 y la parte restante en el 27. Estudios posteriares



pusieron en duda dicha distribucidn y mostraron como la
migracidn del grupo acil se producfa durante el aislamiento del
adenosin terminal aminoaciledo. Sin embargo, trabajos recientes
contradicen las anteriores conclusiones [22]1. FRecientemente un
grupo de investigadores propuso un mecanismo razonable a partirc

dix 1as resultados conocidos.

Sus conclusiones son las siguientes. a) El sitio de unidn no
es &1 mismo para todos los tRMAs. Algunos utilizan la posicidn
3 otros la 2" y los hay quienes pueden utilizar cualquiera de

las dos posiciones (véase tabla 8).

A pesar de existir intentos de explicar 2sta distribucidn de
enlaces de unidn no se ha encontrado una explicacidn bioldgica
para dicho resultado. (Guizd la distribucidn es una consecusncia

de la relacidn evolutiva entre diferentes codasas [ 19,20,731.

Asf lo muestra la similitud de los sitios de amincacilacidn
para E.coli. Y Levadura lo cual sugiere wuna aparante
conservacitn de la posicidn inicial de aminoacilacidén del tRNA
durante la evolucidn de organismos procariontes a organismos

eucariontes [7S5].

b} Existe una constancia sorprendente en 21 sitio 1nicial de
acilacién entre el aminodcido vy el tRNA en les distintos
organismos. Los datos presentados en la tabla B ilustran ests

aseveracidn.

A



THBLA 8

amino coli levadura gera.de Trigo hepatacito de bovine
acido

74 3 76 76 17 78
hla ¥ I 3 ¥ 3 3
frg 2,3 13 2 bl 2,3 'y
Rsn ¥ 2" 253" 2,¥ ¥ 253
Asp 3 [ [ ¥ g 3
Cis I 2,3 3 253 3 A
Gln 2 I I 3 2 I
6lu 2 1 2 I 2,3 i
Gli ¥ 3 3 ¥ ¥ ¥
His 37 3 : b 3 iy 3
Ile 23 i i bl 2! ’is
Leu i 2 2 2 2 2
Lis h i ¥ 3 ¥ 2', 3 ¥
Het 2,3 i 2" ry 7.3 1
Fen 2: 2 b 2 23 2
Pro 2,7 I 3 ¥ i I
Ser 253" i ¥ ¥ 3 kg
Thr 3 3 ¥ 3 3 ¥
Trip 2,3 2 2 3 iy ¥
Tir 74 2,3 2,3 2,3 2 2,3
Val 2 2 2 = 2 2

Cosparacion de tRNAs procedentes de E,coli,levadura, germen de trigo y hepatocito de bovino
en donde se muestra el sitio en el cual el aminoacido es localizado una vez aminpacilade [191.
I = Indetersinaco.

RECONOCIMIENTO DEL tRNA FOR LA CODASA

La mayor parte de los estudios acerca del ensamble de las

codasas con sus ligandos afines se han enfocado al estudio de

los requerimientos estructurales de los distintos tRNAs con la
enzima respectiva. Es poar tal motive conveniente realizar antes

una descripcidn somera de las principales caracterfisticas de los

tRNAS.

La primera evidencia de la edistencia de los tRMAs se lagrd

en 1957 por Hoagland vy Zemecnik. La molé&cula aceptora



descubierta, resultd ser un tipo de Acido ribonucleico presente

en la fraccidn soluble del extracto de higado de rata [4F].

Faul Berg vy sus colaboradores en la Universidad de G.
Washington, demostraron claramente gue habfa no una sola clase
de molécula aceptora sino una verdadera familia de A&cidos
ribonucleicos solubles (sRNA o tRNA como habfa de llamdrseles

después aduciendo a su funcidn de transferir grupos aminoacilos)

£1813.

Antes de 1563 no se habfan desarraollado técnicas
satisfactorias para lograr la separacidn o purificacidén de los
tRNAs. Sin embargo por aquella época no existfa la duda de la
presencia de los 20 aminodcidos en la célula con capacidad de
unirse a 20 diferentes tRNAs. Todo &1 trabajo acerca de la
estructura del tRNA era elaborado mediante mezclas poco
fraccionadas de s8lo un organismo de donde las conclusiones se

extendlan a los demds organismos.

En la actualidad los sofisticados métodos utilizados han
revelado la presencia de mds de 73 diferentes tipos de tRNAs.
Su tamafo wvarfa de 75 a 93 nucledtidos a los cuales se les
respresenta esquemdticamente con una estructura en forma de

"hoja de trebol'.

Sin excepcidn alguna todos los tRMAs caontienen 4 asas
denominadas el asa D (dihidrouridina), el asa TYLC, el asa del
anticoddn y el asa de la zona aceptora. Algunos presentan un asa

variable.



De lps tRNAs secuenciados, existen bases
posicidon invariable y saon laos siguientes Us,
» Usz s Bes s Toy v Y55 5 Cse s Ase s Ca 3 Loy 5 Cp

poco variables sequidas en frecuencia son Yy

que permanscen an
'E‘w L] BIB L] Gn L] gzl
+ Y Ay - Las bases

i Ra s Pags Yo Ha

s Yﬁ s Rg s Yeo v se denominan bases semivariables. En la figura

S se representan dichos nucleotidos. (un estudios comparativo de

los tRNAs se encuentra en Dillon [721.
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Fig. 3. Diagrama de Lodos los tRENAs secuenciadas, exceptuando
tRNAs de iniciacidn y Archaschbacterias. Y = pirimidina, R =
purina, H = purina hipermnodificada. RE y Y% frecuentenenite son

complementarios L[EOIT,



Hasta aquf lo referente a las caracteristicas estructurales
de los tRNAs. Ahora veamos algunos aspectos de su reconocimiento

por las codasas.

l,La base molecular de la interaccidn especifica de las
codasas vy su LRNA correspondiente ha sido analizado ampliamente

[261.

Los intensos esfuerzos para correlacionsar la estructura de
los tRNAs v su habilidad de reconocimiento por la codasa afin no
se ha traducido en una probable semejanza estructural comdn
capaz de ser reconocida por las codasas. Al parecer la enzima
reconoce ciertas regiones de la estructursa terciaria de zu tRNA
correspondiente y las bases implicadas en la region de
reconocimiento de la estructura terciaria son diferentes en cada

tRNA.

Los estudios a este respecto se han llevado a cabo
utilizando dos métodos. Uno de gllos consiste an alterar la
estructura del tRNA y determinar el efecto de las modificaciones
en su interaccidn con las codasas. La realizacidén de dicho
estudio incluye modificaciones guimicas en el tRNA,
aminoacilacidn de moléculas fragmentadas, andlisis de tRNAs

mutantes, hidrélisis de codasas con proteasas.

La segunda clase de estudios cansiste en mapear directamente
los puntos de contacto de las codasas después de la formacidn de
complejos covalentes fotoactivados, marcaje isotdpico,

aminpacilacidn heterdlega. Dichos métodos preoporcionan gran
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cantidad de informacidn v aungue no resuslven el problema  del

recanocimiento, constituyen uwuna fuente invaluable para

lagrar
una descripecion de sus caracterfsticas principales.
A) Modificacidn quimica del tRNA.
Modificaciones quimicas can bisulfita, acetona,

claorocetocaldehida, fotooxidacidn, o cianoetilacidn son algunos

de los métodos empleados para provocar modificaciones en  las

bases de los tRNAs.

Varios de estos tratamientos aplicados en tRNA™E v sy

interaccidn con metionil-codasa se representan en la figura 6.
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Las 4&reas en cubos representan las modificaciones guimicas
tratadas. L.a alteracidn de 2280 a V89 bases no causa la
inactivacidn del tRNA. Sin emnbargo, modificaciones =2n las dos
primeras bases del anticoddn, de la zona aceptora o de una base

en el braro varitable producen la inactivacidn del tRNA.

Los estudios reportados para diferentes tRNAs no permiten
generalizar estos resultados (811, probablemente los puntos de
modificacidn son =itios més suceptibles de producir cambios

conformacionales en la sstructura del tRNA.

B} Aminocacilacidn de moléculas fragmentadas

Este método consiste en seccionar porciones del tRNA no
requeridas para la interaccidn con su codasa, dejando aguellas

que son esenciales.

La eliminacidn del anticoddén en el tRNAMY de  levadura no
inhibe su aminoacilacidn con su respectiva enzima, por lo tanto,
el anticoddn no es esencial para 2] reconocimiento en este caso
[82]. Un resultado diametralmente opuesto al anterior es el de
tRAY para el mismo organismo. Al remover cualguiera de los
nucleotidos del anticodén se pierde por completo la capacidad de

ser aminoacilado por la enzima [BE].

Estos resultados revelan cdmo en determinados casos la
enzima interactda con la region del anticoddn mienbtras gue en
otros casos no lo hace. Por consiguiente, las codasasn  pueden

reconocer diferentes partes de la estructura de los tRNAs v no



necesariamente interactdan con el anticoddn. Debe destacarse gue
en ciertos casos, aun cuando lea codasa no utilice como centro de
reconccimiento al anticoddén, es capaz de hidrolizar el grupo

acilo cuando se encuentra un aminodcido no afin al tRNA [711.

C) Andlisis de tRMNAs mutantes

Comparaciones de los tRNAs mutantes de E.col:i con  tRNAs
silvestres por medio de la manipulacidn genética hacen posible
afectar el reconocimiento del tRNA por las codasas vy la
consecuente aminoacilacidn por una codasa no affn. Mutaciones de
ésta Indole ocurren tanto en la zona del anticoddén como en la
zona aceptora, regilones ampliamente separadas en la estructura

tridimensional.

Asl pues, estos estudiaos no definen el mecanismo especifico

de reconocimiento, aungue si retlejan la extrema precision del

mismo.

D) Formacidn de complejos covalentes fotoactivados

La activacion fotogquimica del complelo aminoacil-tRNA codasa

se lleva acabo por irradiacidn directa a 254 nm.

Se conoce una variedad de bases nucleotfdices y de cadenas
de amincdcidos gue puesden unirse covalentemente bajio la accidn
de luz ultravioleta. Este es un procedimiento ideal para que se

presente la unidn fotoguimica, lo cual ha permitido estimar los

&1



puntos de contacto de occho diferentes codasas.

Los resultados al respecto sugieren la existencia de
caracterfstica comin de la organizacidn estructural de
codasas. En la figura 7 se describen dnicamente las regiones

son  generalmente observables como sitios de contacto en

compleio tRNA-cadasa.
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Fig. 7. Ilustracidn esquemdtica de la estructura tridimensional
del tRNMA. Las areas sombradas idenltifican reglones cercanas a la
superficie de la caodasa, de acuerdo con loas resultados
presentados en varios sistemas (193],



E} Aminoacilacidn heterdloga

Como se menciond anteriormente, algunas codasas san capaces
de aminoacilar tRNAs no afines de diferentes fuentes celulares.
Conocer gué bases son las escogidas por la enzima puade

realizarse comparando la secuencias nucleotfdicas de laos tRNAs.

Se ha observado [B4] que la fenil-codasa de levadura puede

aminoacilar tRNA™S, tRNA™, tRNA" vy  tRNA™ de E.coli.

Una explicacidn a este respecto la podemos encontrar en
Crother et.al [85]. El citado autor ha sugerido que £l probable
sitio que reconoce la codasa de su respectivo tRNA es el de 1la
bhase discriminadora (ver Ffigura 5). De acuerdo can esta
hipdtesis los aminocdcidos con caracteristicas quimicamente

similares tendrdn la misma base discriminadora .

Si bajo esta serie de consideraciones analizamos a tRNA™F "
ERNAYS | pRmale o bRNAF de E.coli y de levadura encontramos que
exlsten caracteristicas gue son comunes. Ellas son: la presencia
de adenina como base discriminadora, la capacidad de llevar a
cabo la aminpacilacidn en el extremo 27 [20] v finalmente, el de
que en los cuatro casos sus respectivos aminocdcidos, todos
hidréfobos, son codificados por wracilo como base central del

cadén.

A diferencia de lo que sucede en la levadura, en E.cali se ha
reportado una relacion muy estrecha en las secusncias

nuclantidicas de tRNA™T, tRNAY , v tRNA® [B41.
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Asf mismo, en el caso de B, Stereathermophilus, también se ha

reportado la presencia de cierta homologla de reglones
peptidicas en mationil—, leusil 4y valil codasasz. Resultarfa muy
interesante comparar estas codasas con las de E.coli v las de

levadura.

Basandose en las similitudes de tRNQMdE tRAle y tRNA de
E.coli Dudock [B71 argumenta gue nueve nucledtidos del asa D vy
cuatro nucledtidos del extremo 27 de estos tRNAs constituyen el

sitio de reconocimiento para la fenil codasa de levadura.

Roy [BB1 vy Vlassov [B9] han apovado dicha idea v/ sugieren
como probable zona de reconocimiento, ademds del asa D, &1 ssa

variable y 21 anticoddn.

Todas estas similitudes conjugadss tanto en los sitios
activos de reconocimiento de las codasas con  sus  respectivos
sustratos asf como la de los sustratos respaldan la idea de un

ancestro comdn tanto del tRNA como de las codasas.

Los estudios con fenil-codasa procedente de Saccharomyces
cervisiae mostraron gue puede realizar la aminoacilacion del
tRNATEN de Schizosaccharomyces pombe. El LRNAYEN roconocido de la

Schizosaccharomyces pombe carece de los nucledtidos de

reconocimiento que se presentan en el tRNAfen propio de 1la

Saccharomyces cervisias [F0].

Frobablemente la clave del acertijo a resolver se sncuentre

en la estructwa terciaria de los tRNAs. Sin embargo, esta



consideraci dn tendra

comprensidn de ella.
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CARPITULD 2

ASFECTOS CINETICOS Y TERMUDINAMICOS DE LA ACTLACION FOR

CODASAS

S2 ha wvisto gue el sistema constituido por codasa, tRNA vy
aminodcido 2n su conjunto, &5 mas estables a pH de 5.5 que a pH

de 7.5.

For otra parte la estabilidad del comple=jo tRNA-codasa es
mayor cuando tanto el tRNA como su codasa {(afin) proceden del
mismo organismo (sistema homélogo). La inestabilidad es mas
frecuente cuando la codasa se une a cualguier otro tRNA de

procedencia distinta al de la enzima (sistema heterdlogo).

al Fardmetros termodindmicos.

lLa constante de asociacidn para los dos sistemas, homé&logo y

heterdlogo, se estudian en funcidn de su temperatura.

Los resultados presentados muestran algunos obstdculos vya

que al parecer exsisten fluctuaciones an los valores de las AH y

AS registrados para ambos sistemas. Se dice gue esto es debido a
e entran en Juego otros factores como la interaccidn

electrostdtica o la influencia térmica en la regulacidn de 1a

expresidn del gene de la codasa (911.



Las codasa del complelio nuclear en organismos superiores son

de naturaleza termolabil y probablementes ejaercen otras
‘Fl_lnCilTH';i:'!Ei, como la de regulacidn génica.

bl Farametros cinéticos

Ebel et.al. [P2]1 sugisren que la discriminacidn por la
enzima depende no s6lo del enlace especifico del tRMA, sino que
en pcasiones principalmente de la velocidad maxima.

Algunos pardmetros cinéticos para sistemas homdlogos vy
heterdlogos se muestran en la tabla 9.

TARBELA 7

ERNA Em  (uM) Vimax
levadura-tRNAtes 0.83 10
trigo-tRNAfen 0.56 1.2
E.coli-tRNAfF" 5.8 0.2
E.coli-tRNAT 37 0.1
E.celi-tRNAZ 4.2 Q.05
E.coli—-tRNAY 5.2 0.02
E.coli-tRNA 3.4 0.02
E.coli-tRNAZL 1.5 .01
E.coli-tRNA" 1.3 0.007
E.coli-tRNA™E 1.0 0. 007

FParametros cinéticos de aminoacilacidn heterdloga
correcta e incorrecta de fenil-codasa de levadura. (La codasa
empleada en todos los casos fue la de levadura ).

La aminoacilacidn se llevd acabo & 20 en S0 oM Tris, 40 @M

MgCl, , pH 8.2 [921.
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Como rs de esperarse, estos datos muestran gue en un sistema
heterdlogo {es decir, fenil-codasa pracedente de levadura gue

actdia en E.coli-tRNA) la Vmax es inferior al caso homdlogo

(cuando fenil-codasa de levadura se asocia con levadura tRMA).

ta no acilacidn aun en sistemas homdlogos puede inducirse
por modificaciones en las condiciones de la soclucidn. For
ejemplo, la adicidn de solventes orgdnicos usados en la mezcla
de reaccién pueden causar miltiples variaciones de no acilacidn.
Ello nos da una idea de la sensibilidad del reconocimiento y de
los riesgos de modificacidn que implica el sdlo manipular el

sistema enzimdtico [17].

REACCION DE UNION ¥ ACTIVACION DEL AMINDACIDO FOR LA

CODASA

Debido a que 21 grupo amino (de un aminodcidao) es esencial
en la Fformacidn del enlace peptidico durante la sintesis de
protefnas en el ribosoma, no es extrafo que moléculas con grupos
aminos compitan cinéticamente durante dicho procesoc. Asf los
amino alcoholes, aminpdacidos no naturales y adenilatos
aminoalquflicos actian coma inhibidores competitivos can
constantes de inhibicidn cercanos a los valores de ¥m de los
aminodcidos correspondientes. La constante de equilibrio de
disociacidn del caomplejo enzima—aminodcido para la mavorfa de
los aminodcidos se ha medido por equilibrio de didlisis, o bien

se ha deducido de mediciones cinéticas.
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Como se menciond anteriormente, slo  aminodcidos L son
activados, mds no los de la serie D, a excepcidn de la D-
tirosina que también puede activerss. No obstante su valar eas
bajo en comparacidn al isdmero L. Los valores de Vmax son mucho
menores para el isdmerao D caompardndolo con la L-tirosina, siasndo

que el valaor para Em es bastante similar.

Ademas, el complejio D-tir-tRNALY estd sujeto a una
hidrélisis mas rapida que L-tir—tRNAYY en presencia de tirosil-

codasa de varios organismos [221.

al Union del ATF con la codasa.

Todos los resultados sefMalan la existencia de un sd8lo sitio
de enlace del ATF por codasa. Lo que reafirma el hecho de gue

son enzimas altamente conservadas.

Los reguerimientos estructurales del ATP elevan a la adenina
al rango de esencial. Ningdna otra base pirica o pirimidica
puede actuar como sustrato para cualguiera de estas enzimas. En
ocasiones la sustitucidén del ATF por GTF es tolerado, sin
embargo, actda como inhibidor. El sustrato utilizade en la
mayorfa de las codasas investigadas ha sido el desoxi ATF (dATF?
el cual participa en la reaccidn de activacidn Y e

aminoacilacidn in wvitro.

La constante cinética al emplear dATF presenta un valor
mucho mayor a la del ATP, mientras gue la Vmax en la reaccidn de

esterificacidn del amincdcido y su tRNA afin es aprorimadamente
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la misma para ambos derivados.

Se¢ ha encontrado ademds que la & aminopurina es la mejor
fuente de enlace energético entre el ATF y la enzima, de hecho,

la adenina sdla se une mds estrechamente a la enzima gue al ATF.

Conclusiones definitivas de la forma de unidn del ATF caon
las codasas deberdn realizarse hasta gue su estudio comprenda

parametros cinéticos.

bl Influencia de los cationes divalentes en la actividad

de la codasa.

Los cationes divalentes tales como el Md*, Hn“; o ca’ son
indispensables en la actividad de las codasas. Es sabido que los
cationes divalentes también catalizan la transformacidn del tRNA
de la Fforma inactiva a una actiwva, siendo reversible su

participacidn.

El ion Mg'f resulta ser el ma&s efectivo de todos los cationes
conocidos.

c) Mecanisma de catdlisis

Los escasos estudios cinéticos en codasas demuestran la
existencia de tres sitios activos. El ATP, el tRNA vy =l
aminodcido se enlazan independientemente wno del otro sin

existir un orden de adicidn de los sustratos.

S5e dice que estas mdltiples reacciones de acoplamiento en

los centros activos, aumentan la eficiencia catalftica de la
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enzima [941.

Mo existe un reparte general del mscanismo de catdlisis para
todas las codasas por lo gue nos limitaremos a comentar 1la
secuencia de reacciones propuesta por KHalousek [221. El citado
autor arqguye gque la aminoacilacitn ocurre via ciclica a traves
de numerosos pasos. El mecanismo se resume en las siguientes

reacciones:

1)Ile-caodasa + Ile + ATP ——————— » Ile-codasa-Ile-AMF + FF1
2)Ile-codasa-Ile-AMP + tRNAVE - ——m [1e-codasa—-Ile-tRNA'S aMP
I1e-tRNaYe
3)Ille-codasa—Ile—tRNA"® Ile + ATP——-BIle-codasa + FFPi
1le-AMP
Ile-tRiAYe
4)Ile-cadasa + FPi——————— »lle-codasa-Ile-AMF + Ile-tRNAY®
1le-AMF
5)Ile-codasa-Ile—AMP + tRNAlle ———— plle-codasa-Ile—tRNE"S ame
Beto

Con respecto a la Hfuncidn catalitica de los complejos
codasas de organismos superiores, se dice gue éstos a diferencia
de otros sistemas enzimaticos existentes en la cé&lula catalizan

reacciones mas hien paralelas gue secuenciales [341.

Aunque se ha reportado la presencia de Zn*t en algunas codasas



[23]1, no se ha investigado a fondo su participacidn durante la

catdlisis. Es de esperarse gue las investigaciones minuciosas a

este respecto en las distintas codasas de los variadaos
CIrganismos nos  permitird  establecer uwna comparacion Mmas
estrecha de =u grado evolutivo.

REGULACION GEMETICA DE LAS CODASAS

La traduccidn en el ribosoma de los nucledtidos del wRNA en
una secuencia de aminodcidos de una protefna requiere de la
participacidn de un gran nimero de enzimas no ribosomales. En E.
coli, estas 1incluyen las veinte codasas, tres factores de
elongacidn y dos factores de liberacién. La interaccisdn
existente entre las codasas con dichas moléculas se ha logrado a
través de mutaciones inducidas a nivel genético para la codasa,

lo que ha permitido localizar el gen estructural de la enzima.

Se ha visto gue la cantidad disponible de enzimas (codasa)
en la célula actdan como elementos reguladores en los niveles de
produccidn y participacidn de las mismas enzimas. Ademds, las
enzimas regulan la ruta biosintética de ciertos aminodcidos, los

cuales a su vez regulan la sintesis de codasas [95].

Un aminodcido esterificado con su respectivo tRNA  funciona
comao correpresor del operdn para la codificacidn de la enzima

[191.

Los procedimientos de clonacidn han resultade apropiados

para comprender los diferentes papeles funcionales de gran
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cantidad de codasas en los procesos celulares 121, S5e  espera
que este wvehiculo sea a su  vez de utilidad para la
investigacidn de procesos de regulacidn celular tales como la
divisidn celular, zintesis de compuestos regul adores

polifosfatados y en el transparte de polipéptidos.

Estudios en los tltimos afMos han resultade ser reveladores,
ya que muestran el efecto de antibidticos convencionales en  las
codasas vy su 1nhibicidn en la sfintesis protéica [941. Otras
investigaciones han podido mostrar la influencia de la actividad
enzimdtica de las codasas en los distintos estadfos de
desarrollo [97]1, vy de los factores que estimulan la reaccidn de

aminpacilacion en semillas de plantas [72,98,991.

51 bien es cierto gue se ha avanzado bastante en el
conocimiento de las codasas, resulta mfnimo lo gue hasta hoy se
ha podido resolver, comparado con la infinidad de incertidumbres

que restan por resolverse.

Asf pues, el estudio de las codasas garantiza un  futuro

prometedor capa:z de responder numerosas e importantes preguntas

tales como émué relacidn existe entre ellas? gCuanta5 codasas
existen por aminoacida? éEDmD se van dichas enzimas
influenciadas por hormonas? ¢Cdmo se ogrganizan en cada uno de
los niveles de Jerarquizacidn bioldgica? aCuales son los

detalles de la cinética enzimdtica asociada a su  accidn? 20ue
significado bioldgico poses 21 complelo enzimdbico en organlismos
superiores”? dlbdmo se lleva acabo la interaccidn con los

factores de transcripcidn? aCuél es el desempefo de las codasas
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en las funciones requlatorias? etcétera.
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CAPITULO 3

ASFECTOS GEMERALES EN EL ESTUDIO DEL ORIGEN DEL CODIGO

GENETICO

Se dice gue Daunce fue la primera persona en sugerir que la
informacién genética contenida en una secuencia de DNA es
transcrita a otra de RNAy, mediante la intervencidn de moléculas
intermediarias a las que denomind protefnas adaptadoras
(postul adas mdas tarde por Crick como tRNAs) en donde tres

nucledtidos especfifican a un aminodcido L1001,

Esta propuesta formulada en 1952 constituye la primera

sugerencia de la existencia de un cddigo genético [1011.

Hacia 1933 cuando 1= realizd el importantfsimo
descubrimiento por Watson vy Crick sobre la estructura de 1la
doble hélice del DNA, un grupo de investigadores del que
sobresale el cosmdlogo George Gamow se dedicd a proponer  las

bases tedricas de una probable clave genstica.

La hipdtesis propuesta pretendfa dar explicacidn a la
conformacidn vy funcionalidad del cddigo genético con base en
supuestas interacciones. En ella se consideraba, la interaccién
directa de los veinte aminodcidos naturales con las cuatro bases
nuecleicas, sin la intervencidn de enzimas, tRNAs o ribosomaz. La

aquivalencia de tres nucledtidos por aminodcidos fue aceptada



desde wun principio como la mas adecuada, yva que. de esta manera
s2 tenfan sesenta y cuatro posibles codificaciones, mds gue

suficientes para la codificacidn de los veinte aminodcidos.

Este gran ntmero de alternativas hizo pensar en la
posibilidad de una clave con superposicidn de mensajes [181, es
decir, un codigo genético constituido esencialmente por tres
diferentes categorias de codones: de un coddn por aminodcido o
con codones no sobrepuestos; codones completamente sobrepuestos

y finalmente codones parcialmente spbrepuestos (Figura 8).

Figura B
t. Traduccion no sobrepuesta

fcidonucleica U C 6 A U C 6 4 U C B A U C B A U C.

Codan {101 AlC GAU CEBA lice AUC
Polipéptido Ser . Ile . Asp . Arg . Ser . e
nucledtidos
Porciento de codificacidh ———— =73
aminodcidos

2. Traduccidn cospletasente schrepuesta
Acidonucleico U C 6 A U C 6 A U C & A U C & A U C....
Coddn UCG C6A GAU AUC UCS CBA BAU AUC UCG CBA SAU AUC UCG CGA GAU AUC UCE CBA
Polipéptido Ser.Arq.Asp.lle.Ser.Arg.Asp. I1e.5er. Arg.Asp. [1e.Ser. Arg. Asp. [le. Ser. Arg

Porciento de codificacion =1

3. Traduccicn parcialsente sobrepuesta
Acidonucieica U C 6 A U C & A4 U C 5 A U € 6 A& U C....
Codan ics GAl uce GAU uce G lce GAU uce
Folipeptida Ser . fAsp . Ser . Asp . Ser . azp . Ser . Asp . Ger

Porciento de cedificacion = 2
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Sin embargo, dicha sugerencia se descartd poco después de
publicarse la hipdtesis de la molécula adaptadora (ERNA)  por
Crick y de darse a conccer un andlisis eshaustive de las

secuencias peptidicas estudiadas.

Ocho afios mas tarde, es decir en 1941 con la sintesis in
vitra 1llevada a cabo por Nirenberg y Matthaei [102] de un  mRNA
artificial constituido de Acido poliuridilico capaz de
incorporar Gnicamente al aminodcido fenilalanina proporcionaba
la herramienta fdonea que habria de permitir descifrar al cdédigo

genético.

El interés experimental por descifrar =l cédigo genético se
propago tan rdpidamente que para 1945 los grupos de
investigadores encaberados por Nirenberg en al National
Institute of Health, de Bethesda, Maryland, vy por el profesor
Severo Ochoa de la Universidad de Nueva York, consolidaban el
esfuerzo de sus trabajos proporcinando un esquema completo del

cédigo genético.

Una wvez descifrado el cddigo genético no tardaron en

esbozarse nuevas ideas y sugerencias sobre su origen.

Los supuestos del probable mecanisma para 21 origen del
codigo genético se han desarrollado a traves de dos rutas [103]
La escuela nombrada mecanicista, (con 21 modelo esterecquimico)
supone que las afinidades directas entre aminodcidos y Acidos

nucleicos son los factores responsables que dieron lugar al
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actual ciodigo gendtico. La escusla alternativa, ilamada
darwinista, argumenta que las interacciones originales de
amincdcidos y dcidos nucleicos eran inicialmente al  azar vy

mediante el proceso evolutive su funcidn =e vio fortalecida.

a) Modelo estereocquimico

La hipdédtesis estereoquimica propuesta originalmente por
Samow resurglid en 1966. Los seguidores de esta hipdtesis Felec y
Welton, en ésta ocasién la adoptaban para sugerir el origen del

cédigo genético.

Trabajando con cristalograffa de rayos X reportaron la
existencia de afinidad guimica entre aminodcidos y los codones

de sus respectivos mRNAs [1041.

Aungue sus trabajos fueron repetidos y refutados por Crick,
la incertidumbre de quién tenfa la razdn persistfa. Dunnill
realizd estudicos semejantes vy pudo hacer constar que la afinidad
evidenciada s=e presentaba mis bien entre el aminodcido vy su
anticodén ([1051. En esta ocasidn los resultados fueron wvistos

con optimismo y respaldados por Crick y Woese.

La =sdla idea de una ligera afinidad gufimica de aminocdcidos y
dcidos nucleicos  fue motivo suficiente para que en los afos
posteriores se hilvanaran miltiples investigaciones de cardcter

serio y profundo destinadas a reslover tal especulacidén.

Estas investigaciones han consistido en  encontrar la

correspondencia  entre amincacidos y las bases nucleotidicas
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1061, la polaridad vy tamafo de los aminodcidos con su codon
[107,108,109,110]1 v anticodén [10%,110,1117; afinidad de bases
pirimidicas con aminoacidos hidrdfobos v de bases paricas  con
aminodacidos hidré&filos E112, 1150 interacciones de los
aminodcidas con: manonuciedtidos, ldc.adenflicno)
C114,115,114,1171, ATF [114,115,11413, con las cuatro diferentes
mononucledtidos (GMF,CMF,AMP,UMF) [114,118]1, con polinucledtidos

L1151, etcétera.

=3} Modelo darwiniano

Por otra parte, los trabajos de la escuela darwiniana que
intenta simular el cardcter fortuito y selectivo de los {actores
que dieron origen y permanencia al cdadigo genético, han
propuesto sofisticados modelos matemdticos de conputacidn
[119,120,121,1227, minuciosas investigaciones de laboratorio
[125,126,1271 y han formulado especulaciones y sugerencias de su

evolucioén C119,129,130,131,132].

Los esfuerzos exhaustivos aplicados por parte de ambas
escuelas no ha aportado ningdna prueba contundente gque permita

formular algdna conclusidn sobrz el origen del cdédigo genético.

Le més seguro es gque como sucede en la mayoria de estos
casos de la investigacidn cientifica, ambas escuelaz tengan

razdén [103].

La 1dea no resulta nada descabellada ya gue en la asctualidad

podemos darnos cuenta de como la interaccidn guimica =nkre
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dcidos nuclelcos vy protelnas es necesaria para gue los primeros
puedan controlar la sintesis de los segundos, si1 a =lla le
afadimos los eafectos selectiveos on dichas moléculas [125]
oblendremos algunos de los probables ingredientes entre  tantos

gue hicieron posible el origen del codigo genético.

ALGUNAS COMNSIDERACIONES SOBRE EL ORIGEN DE LAS CODASAS.

Wetzel [Z20]1 ha recopiladeo informacidn recabada sobre las
codazas, asf como de la estructuwra terciaria de los tRMAs. Dicha
informacidn, afirma &1, permite indagar el origen y desarrollao

de las codasas en el proceso de codificacidn gendtica.

Al  examinar la estructura cuaternaria de estas enzimas en
E.coli  junto con la especificidad por el extremo 2°70H & I70H v
tle 1la base discriminadora en las tRNAs (cuarta bass del extremo
3" del tRNA, Figura S), el citado autor ha establecida una
secuencia evolutiva del orden de aparicidn de los grupos
coddnicos de la siguiente manera: K{UX ————w XRX —= - VX (X=
cualesquiera de las cualtro bases; R= purinas: Y= pirimidinas; U=

uracilo).

En el esqguema propouesto por Wetzel [20] el ndamero de tRENAs
es inferior al actual ndmero de tRNAs. La formacidn de las
veinte codasas la explica en base a la duplicacidn génica de las
cinco codasas primitivas. La modificacidn sufrida, Segan
EHRPONE, resulta ventajosa de tal Fforma que substituwirfan

funcionalmente a las enczimas originales.



Le rdea de un eddigo primitiveo constituido por cuatro grupos
coddnicos v cinco codasas es también tomado en cuenta por Kaplan

L1333,

Lapainte [481 ha seffalado que la diversidad de estructuras
cuaternarias de las codasas no se relaciona con los eslabones
evolutiveos sugeridos por varias teorfias evolutivas del cdédigo
genético, por lo gue ha sugerido que probablemente dichas
estructuras se relacionan mads con sus funciones regulatorias gue
con sus funciones especificas gue es la de aminoacilacidn de los

tRMNAs.

Dicho autor arguye gue la evalucidn del cdéddigo genético
puede comprenderse a partir de la comparaciédn de las propiedades
catalfticas que poseen tales enzimas, como es‘el caso de la
arginil-codasa, la glutamil-codasa y 1la glutaminil-codasas,
cuyas propiedaes cataliticas comunes llevadas a cabo en una sdla
reaccion  y no en dos como en las demas codasas (ver pag.4é) las

agrupa en una familia de enzimas [481].

Entre otras de las caracterfsticas ya citadas para tratar
de eiplicar el origen del cddigo geneético, esta la de

aminoacilacidn del extremo 270M o 3°0H por las codasas.

La selectividad de la enzima por alguno de tales sitios se
ha dicho est& gobernada por el segundo nucledtido del anticoddn
del ERNA, por lo tanto, los gue poseen A en tal posicidn
{i1le.leu,met,fen,val) son aminocacilados en el extremo 270H

mientras que las que portan uwuna G (ala,ser,pro,thr) son



aminoacilados en el extremo Z"0H. Aquellos con C o U son
aminoacilado en cualguiera de ambos extremos C1333. La
impaortancia del nucledtido central del anticodon v el extremo
304 para que la codasa puesda reconocer tanto al tRNA como  al
aminoacido se ha propuesto ser el resultado del acercamiento

entre un par de tRNAs, el aminocdcido y la codssa especifica.

Esta idea se conoce con el nombre de modelo de interaccidn
tRMA-tRMNA, qgue se postula twuvo importancia también en =21 origen

del cédigo genético [1341.

Aungque se desconoce la funcidn real del complejo nuclear en
organismos superiores se& ha sugerido gque cumple con otras

funciones en la codificacidn genética [19,22,34].

Las observaciones realizadas por Ryazanov a este respecto,
son en cierta forma un apoyo a1 efecto bamboleante (wobble)

propuesto originalmente por Crick.

El efecto bamboleante nos dice que la primera base del
anticoddn (en direccidn 5'-——- 3%}, al interactuar con la
tercera base del coddn lo hacen de manera imperfecta, sin
cumplir las estrictas leyes de apareamiento de bases propuestas
por Watson y Crick. Ahora bien, al amalizar el cddigo genético
los aminodcidos de las codasas que frecuentemente se presentan
en el complejo nuclear (leu,ile,glu,gln,lis,arg), corresponden a
los aminoAcidos codificados por familias mezcladas (se da esta
denominacidn cuando en el cddigou genético un grupc de cuatrao

codones codifica para mds de un aminoacidol. Ademds FRyazanov



L1351 postula gue la codasa codifica al nucleotido U en la
primera posicion del anticoddn, afin de poder codificar a dos

aminodcidos distintos en dichas familia mezclada. (Tabla 10.)
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TARLA 10

UL Fen Ly Lal | Tir UGU |Cys U
uue l ucu | ser UAT UGe C
U UUA UcA UAA ocre UGA opal A
UUPI UCE UAE ambar UGG Trp G
cut cou cal(His oou u
CUC | Leu CCC|Fro cad CGC 1 Arg C
CuA CeA r:ml CGA A
cus CCG CAG CGE @
AUl acu AUU] Asn AGU| Ser u
aucllite] | acc|The mc' AGC £
ALIA Ch AAA AGA|[AFg ] £
AUG| Met ele Anal FiBEI G
GUL ETuil] GAL| Asp EEU u
BUC| Val GCCl Ala GAC GGRC| Gli C
GUA GCA GAA GEA A
GUG GLE GAG GGG 5]

La importancia de dicha cbservacidn estriba en que se ha
reportado gque las familias codénicas mezeladas sufren  una
modificacidn por enzimas modificadoras en =21 nucledtido U de 1la
posicion bamboleante. De no existir esta modificacidn, entonces,
los cuatro codones, especificarfan a s0i0 un aminodcido, lo que
llevarfa a una descodificacidn. FPero, éCuél es el papel de las
codasas  en este mecanismo? La respuessta se encuentra an gue se
cree que la enzima funge como un filtro, en el gue wna ves
modificado v amincacilado &1 ERNA por las enzimas modificadoras
{o la misma codasal se evita una mala lectura del amino&cido en

2l ribosoma [125].



CONCLUSTUONES

A la largo de este trabajo s= ha hecho hincapid en la
importancia gue reviste el conocer las codasas, con &1 propédsito
de obtener una mayor comprensidn de su participacidn en los

albores mismops de la vida.

Lamentablemente no existe ningdna evidencia clara oque
permita integrarlas dentro del grupo de las primeras moléculas
con funcidén catalitica. No obstante, la posibilidad no estd del

todo excluida.

Los intentas tratando de entender el origen de las enzimas
han sida limitados y poco fructiferos. El problema, a mi juiciao,
no radica en los esscasos conocimientos alcanzados sobre su
naturaleza, ya que si bien es cierto su compleiidad es
sorprendente, no necesariamente i1mplica que esta se halla
presentado en un principio. Seguramente las caracterfsticas
estructurales y funcionales iniciales fueron distintas en  las

primeras enzimas bioldgicas

La importancia de lograr sintetizar moléculas funcianalmente
equivalentes a las actuales en condiciones abidticas no tienen

como objetivo central averiguar si las protefnas antecediesron o

no a los Acidos nucleicos. La empresa a sequilr es  nucho  mas
ambiciosa y pretende, entre otros ocbjetivos, @l de sxplicar la
dindmica de los mecanismos que condujeron a la serie de

reacciones quimicas conjugadas para que se constituyeran como el
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primer metabolismo, Ffuncidn gue en si mismo le confiere a los

organismos el cardcter de "vivos'.

El tratar el tema del metabolismo bioldgico raquerirfa de un
escrito particular ya gue su complejidad es extrema. Sin
embargo, algunas ideas ya se han considerado

[1,133, 136,137,138, 1391.

Mucho se ha hablado de la participacion de los diversos
agentes catalfticos precursores tales como los iones metalicos,
sales de fierro, nucledtidos (5] agentes arcillosos
C10,133,17346,140,141,142,143,144,146,147,148,149]1 en reacciones
gquimicas prebidticas. Las investigaciones han sido tan numerosas
que hoy dfa es un aspecto fuera de controversia y aceptado por

la comunidad cientfifica.

En ocasiones su actividad es notoriamente clara. Sin
embargo, este hecho no es suficiente para que puedan ser
catalogadas como estructuras enzimdticas. Fara que una enzima
pueda ser considerada como tal se requiere adefas gue realice
una funcidn catalitica especifica y un caracter polimolecular

particular.

Asombrosamente ambas propiedades han sido i1dentificadas en

polirribonucledtidos de organismps contempordneos [150,1517.

Los estudios en biologlia molecular, en especial del mRNA, han
despertado un enarme 1nterés dadas Sus caracteristicas
informacionales vy catalfticas, lo gue las hace constituirse

dentro del grupo de los primeros catalizadores bioldgicos [10].

a7



Fox [1521 ha reportado ya algunas actividadaes enzimdticas
en las estructuras que ha denominado como proteincides. Lo
sobresaliente &s gque las aptitudes cataliticas de que estdn
dotadas se asemejan en mucho 2 las enzimas procedentes de de
organismos. [For ello a estos proteinoides se les ha nombrado

también protoenzimas [1331.

La formacidn de proteinoides en condiciones abidticas se
sintetizan bajo el principio gue 2l autor ha designado como
autosecuenciacidn (self-ordering) [152,152], nombrados por
Calvin como control por el extremo creciente (growing—end-

control) [1401].

Seguin este principio, la secuencia del proteinoide se va
conformando de acuerdo a las propliedades quimicas de cada
aminodcido que se incorpora al polipéptido (proteinocide). La
frecuencia de adicidn del nuevo amincdcido dependerd de la
afinidad gquimica que exista con el Gltimo amincdcideo adicionado

a la secuencia (polimero).

En la tabla 11 se e:xpresan algunos valores de la velocidad
de reaccidén para proteinoides, que en comparacidn al de las

enzimas de organismos contemporaneos resultan ser bhajos.
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par agentes rosplejos,

50 veces aas efectivo jue la hesa-
tine i{guaiacol ccao sustratal.lInni
BiZa por agertes complejas. Despuss
de calentar existe un incresents
del 1G0% de actividad.resating Ca
lentada con Lesch peli-lis scle
tiene actividad zosa heasting i1-
bre.Cinétiza de zeudo priser ar-
den de Michaelis-Heaten,
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EN POLIMERDS

His,Lis,Asp-imida

Blu,Asp,Lis,His,Ser
Thr

His y otros AR basicos
y neutres coperativos

con Asp-inida

Favorable en In™

No hay polia.

Glu, Thr

Inhibicidn de Ile

Lis

Pigeento amerillo

la duracidn de! experimenta.

i

ACTIVIDAD (aax)
(eaoles ad'ein

illn-hﬂa'

L0
(min-hr}

%10
{hr-dia}

(hr-dias}

Selo se deterai-
ro CO (Tieapo
de rzaccisn: hr-
diasi

Solo se deterni-
nd 1400z (Tizepo
de reaccion: hr-
dias)

0.3 wole g’
aif" fein-hri

Reaccidn fotosen
sible lhr-dias)

OTROS RESULTADOS
¥ COMENTARIOS

de 1 a 10 veces mas activo que la
his.libra, [nactivacidn por calor
Cinética de Michaelis-Menten.
(Quiactripsina:dxi0  peoles ag'
sin'".Inhibicidn con DFB (reversi
blel.

A libres son inactivos.Inhibicibn
con arseniato,CuPronasa al 101
degrada,sl J9% inhibe.inhibicton
con calor,Cinética de Michaelis-
Menten.

In'"activo en microesferulas,
Proaccicn de In"conduce 3 la for
macidn de proteinoides abundan-
tes en Lis.

In™ tan activo coso el In-protei
nide de wicroesferulas.

Condicicnes anaercbias.ATP esti-
auia [a forsacion de 7 plieges,
Quidacidn de glucosa ao es cata-
litica.5ustrato con porcentaje -
alto en polisercs.Estrictasente
catalitico”.No presentan cinéti-
ca de Michaelis-Menten.

La actividad declina con el tiespo
de reaczidn.Estrictanente cataliti
tico.El calor disminuye ia activi-
dad.Ac.oxaloacético no es descar -
boxilado,

Cindtica de seudo primer orden.Pol
lisina téraico es [0 veces mas ac
tiva que Lisina libre (Enzimas 30
soles og ain §.No se determing la
dezcarbosilacion de Ac.pirdvico,sa
lico,salonico, cetoglutdrica,gluco
ronica,oxalico y aspdrtico.
Supericr 3 BO veces la velocidad
de resccion de fase obscurs.



Funicionalmente los proteinoirdes son muy Egmejantea a las
enzimas, pero, astructuralmente no se configuran del mismo modo.
En ninguno se  ha detectads la conformacidn de hélice [1531,
caracteristica gque en la mayoria de las snzimas, constituye un
elemento esencial para la formacidn del centro catalftico

activo.

Leslie Orgel [1541, investigador en Salk Institute,
California, ha tratade de reconstruir parte de la quimica
prebidtica que mas interesa a los bidlogos molecuwlares, la
sintesis de protefnas y de adcidos nucleicos. De acuerdo con
Orgel el cédigo primitivo probablemente posefa dos clases de
tRMNAs. Una clase de ellos portaba aminoécidos hidrofflicos vy
tenfa como base central del anticoddn & una base pirimfdica. La
otra clase aceptaba aminpdcidos hidréfobos v en la base central

del anticoddn presentaba una purina.

81 asumimos que la lectura del codon es md=s precisa en la
segunda posicidn, entonces, la treduccidn de la secuencia
alternada de RNAs deberd& producir un [ clipéptido alternado. La
estructura beta plegada de las pro =fnas conocidas parecen
seguir una formacidn  alternada de aminocdacidos hidréfobos e

hidrofilos [1551.

Siguiendo esta hipdtesis Orgel y Brack han hecho un andlisis
comparativo de los sitios activos en protefnas en donde se
revela ques la interaccidn de estructurss betas conforman sitios
catalfticos activos para la union del sustrato en una gran

cantidad de enzimas [15&].

91



Sin embargo, aparte de los estudios realizados por 5. Fax vy
colaboradores, la linea de investigaciones sobre el origen

prebitdtico de las enzimas se ha visto poco explorada.

En cuanto a lo gue respecta al tema central de la presente
tesis, es5 decir, algunas consideraciones sobre el origen de las
aminoacil—-tRNA sintetasas (codasas), resultarfa bastante
arriesgado y seguramente especulativo dado los escasos trabajos
elaborados, dar un esqguema de la serie de eventos y condiciones

gue propiciaron su formacidn.

Desde hace ya varios afios Cairn-5mith ha intentado ampliar
la escala de estudio del origen de la vida, adicionando para
ello un primer nivel dentro de la evolucidn gufmica. Este nivel
representa para el autor wun tipo de origen el cual SEguin
asevera, debid estar constitulido esencialmente por minerales,
sequido por una etapa uwlterior de "organismos" minerales con la
capacidad para realizar reaccianes bio-orgdnicas importantes
que finalmente dierdn lugar al establecimiento de los origenes
de la bioquimica que se conoce en los seres vivos contemporineos

[157,1581].

La sugerencia de Cairn-Smith se ha discutido y en realidad
hasta el momento ha sido poco explorada. 8Sin embargo, abre la
posibilidad de estudio a intresantes y sobresalientes

propiedades de ciertos minerales, en especial de las arcillas.

Investigaciones minuciosas de las wvariadas estructuras

minerales permitirfan, quizd, revelar uwuna funcionalidad tan
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compleja como la que ejecutan las codasas.

Una forma de conoccer mds sobre su arigen serfa 21 determinar
la secuencia de aminodcidos del sitioc activo de dicha enzima
para gue partiendo de dicha informacidn se compare con  las
estructuras catalfticas de los proteinoides obtenidos .51 laos
resultados muestran una similitud funcional, el paso a  seguir
podrid ser tratar de sintetizar al proteinoide. De esta manera
se podrifa wverificar si los proteinocides cumplen con las

propiedades catallticas especificas de las codasas.

De  no presentarse alguna semejanza, podemos extrapolar los
nuevos conocimientos de las codasas adquiridas de su funcidn vy
estructura al disefo de modelos experimentales. Esto es,
conociendo la secuencia de aminodcidos de los sitios activos de
las codasas podemos deducir la secuencia genética que la
codifica. Dependiendo de la naturaleza de dicha secuencia
nucleotidica se establecen condiciones muy estrictas de
simulacidn prebioldgica para simular la codificacidn de tales

sitios activos bajo esas condiciones.

Cabe aclarar que para desarrollar esta clase de
investigaciaones serd necesario antes que nada, conacer
perfectamente  la naturaleza de las codasas estudiadas no  sdlo
para un organismo sino de un grupo de ellos que se encuentren
emparentados filogenéticamente. En este caso los candidatos mas
aproplados de estudiar serfan las Archaesobacterias. El estudio
comparativo de las codasas en estos organismos considerados

avolutivamnente entre los mds antiguos aportarfa al igual gue eén
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@l caso de las RMAs polimerasas [10] valicsa informacién no sdlo
en el estudio del origen del cdéddigo genético sino también de las

codasas.

Otra posibilidad propuesta anteriormente L1427 es la de
sintetizdr polipéptidos abidticamente vy, & través de la adicidn
de grupos activos, producir medificaciones en la conformacion
estructural. La ventaja en la aplicacidn de este método estriba
en que las modificaciones pueden producirse =2n cualesquiera de
laos grupos de la molécula que &1 investigador crea conveniente

para inducir la catalisis deseada.

fAsT  pues, las ideas y sugerencias que se puaden elaborar
respecto a la formacidn abidtica de estructuras {funcionalmente
analogas a las codasas pueden ser variados y de muy distinta
Indole. 5in embargo, no se obtendrd ningdn beneficio de ellas a
menos gque las sugestiones se puedan verificar por medio de la

experimentacidn.

La sorprendente complejidad de que son portadoras las
codasas las hace constituwirse como un grupo de moléculas
surgidas en un estadio posterior a la evolucion quimica

[19,78,80,110,119,129,143, 185, 166,167,168, 146%].

Aungue dicha deduccidn esta Fformulada en base a los
conocimientos que se tienen hay en dia sobre su naturaleza
no excluye de ningdna manera la posibilidad de algdn
otro  agente capaz de realizar su funcidén  en condiciones

primigenias, & pesar de gue tales estructuras diffcilmente se
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hubieran preservado.

A lo largo de este escrito nos hemos podido dar cusnta de la
existencia de ciertas evidencias vestigiales del probable pasado
comin de las codasas. Entre algunas de estas evidencias
mencionaré las siguientes: la similitud en unidades y peso

molecular de las codasas de B. Stereathermophilus vy E. coli, la

preferencia de aminoacilacitdn ya sea por el extremo 27 o 2 de
la ribosa en el extremo terminal 37 del tRNA:; la presencia de
Zinc en algunas subunidades purificadas; homologlas en
posiciones de aminpdcidos con capacidad catalitica, como la
histidina y cisteina, etc. Todo ello nos permite colocar a las
codasas dentro del grupo de las primeras enzimas de cardcter
biolégico y respaldar al modelo FReplicacidn, Traduccidn,
Transcripcidn [101, el cual parte de un sistema biopoyélico
canstituido por moléculas de RMA catalitico, asf como de otras
moléculas quimicas de naturaleza prebidtica embebidas en
estructuras lipfdicas. La presidén de seleccidn en tales sistemas
condujo a su eficiencia y al origen monofilético de mecanismos
como la traduccidn (con la formacidn biddgica de enzimas
ancestrales como la RNA polimerasa, DUNA polimerasa y como hemos
visto de las aminoacil-tRNA sintetasas) y la transcripcidn  con

la participacidn de ADMN en doble cadena y de mRMA y proteinas.

El interés difundido en torrno al origen de la vida 3se ha
propagado notoriamente con el desarrollo alcanzado por las
diferentes disciplinas cientfficas. Una prueba de lo anterior es
el estudio de las codasas para lograr una mayor comprensicon del

mecanismo de codificacidn genética.
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La informacion recopilada hasta hoy acerca de su naturaleza
resulta sélo asequible para establecer ideas opacas ¥

sugerencias vagas sobre su funcidn y origen.

51 bien es cierto gque en los altimos 30 affos muchao se  ha
avanzado tanto en el terreno del origen de la vida como de la
bioloafa molecular, dicho progreso no ha sido suficiente adn vy
mucho mas habrd gque hacerse en tales A&reas para dar
explicaciones 1ldgicas y coherentes de los probables mecanismos

que propiciaron el origen de la vida en la tierra.

No  hay duda gue e]1 estudio de las codasas constituye uno de
los inumerables desaffos a enfrentar por la biologfa molecular

contempordnea.
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