ESTUDIOS SOBRE LOS NUCLEOTIDO-PEPTIDOS
b EN EL HIGADO DE RATA.
por
RAUL ONDARZA V.,

Tesis para obtener el grado de Doctor en Biologia

UNIVERSIDAD NACIONAL .}XUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE CIENCIAS

Departamento de Biologfia.

1963



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



. A la memoria de mi Madre.
A mi Padre.

A Stella.



Los datos que se presentan en e,-éta Tesis Doctoral son, parcial=-
mente, el res’ultado dé los trabajos de-investigacidon realizados por el
autor como Prbfesor de Tiempo Completo en el Departamento de Bioquimi-
ca, de la Facultad de Medicina, U.N.A.M., C.U.

En,granA parte la informacién se encuentra en los siguientes traba-
jos publicados:

a) R. N. Ondarza y M. Aubanel, Isolation of Free Acid Soluble
Nucleotide Peptides From Normal Rat Liver. '
Biochim. Biophys. Acta, 44 (1960) 381.

b) R.N. Ondarza, Isolation and Identification of Nucleotide Pepti~
des from Animal Tissues. Vth International Congress of Bioche-

mistry, Moscow, (1961) section 3, p. 77.

c¢) R. N. Ondarza, A New Dinucleotide Peptide From Rat Liver.
Biochim. Biophys. Acta, 59 (1962) 728.

d) R. N, Ondarza, Studies on Nucleotide Peptides 1.- General
Screening of Nucleotide Peptides From Rat Liver.
(Sometido para su publicacidén a Biochim. Biophys. Acta, 1963).



INTRODUCCION
El descubrimiento de los nuclebtido - péptidos se debe a Park y
-Iohnsonl quienes lograron obsefv@r en 1949, la acumulacién de compues-

tos con uracilo, al inhibir el desarrollo de Staphylococcus aureus por la

accidn de la penicilina. Mé&s tarde el mismo Parkz, en 1952, identifico
estos productos acumulados en los cultivos como tres distintos compues—
tos con las siguientes estructuras: é) _, UMP-N-acetilamino-azlcar (*):
b) UMP—N—acetilamino%azﬁcar—L—alanina; y ©) UMP-N-acetilamino-azi-
car-DL-alanina-D-glutdmico-L-lisina. |

La funcidén bioldgica de estos nucledtido - péptidos descritos por

Park, ha sido aclarada tanto en S. aureus como en Escherichia coli y

otros microorganismos, principalmente por Stromingers. Se demostrd
que participan el azlcar §minado, junto con el péptido, como precurso-
res directos en la formacidn de la estructura quimica de 1;3 pared celular
de estas bacterias.

(*) Este amino-azficar fue identificado como N-acetilamino-azlicar-lac-
tico (acetil-murédmico). El dcido murdmico fue sintetizado por Strange
y Kent4.

Abreviaciones: AMP3' = adenosina 3' fosfato; AMP 5' = adenosina 5' fos-
fato; ADP = adenosina 5' difosfato; ATP = adenosina 5' trifosfato; CMP =
citidina 5' fosfato; GTP = guanosina 5' trifosfato; IMP = inosina 5' fosfa-
to; RNA = 4cido ribonucleico; UMP = uridina 5' fosfato; TMP = timidina 5'
fosfato; UDPAG = uridin difosfato de acetilglucosamina; y UDPG = uridin
difosfato de glucosa.
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Por lo anteriormente descrito, podemos apreciar que los dos Gltimos
compuestos estan constituidos por tres partes fundamentales que son: la
unidad nucledtida, el acetilamino-aziicar-lactico-(acetil-murdmico) y el
aminoécido o el péptido. Es decir que en este ejemplo, como se sabe, el
acetilamino—-azﬁcar—lééticovsirve de puente de unibén entre el nﬁclec')tido v
el péptido (o el aminoécido, segin el caso).

Otros investigadores han conseguido aislar compuestos semejan-
tes, es decir, con estructuré de uridin nucledtido, pero asociados a di-
versos azlcares aminados que se relacionan estructuralmente con el aci-
do muréfnico, como la acetilglucosamina y el acetilneuraminico. Sin em-
bargo, estos ﬁltimos_» nucledtidos derivados (UDP acetil—glucosamina5 vy
UDP acetil-neurarhfﬂicoG) no se han encontrado asociados a aminoacidos
o a péptidos.

Ahora bien, aunque la membrana celular en lgs mamiferos no co-
rrésponde de ninguna manera a la pared celular de las bacterias, pensa=
mos en la posibilidad de encontrar estructuras quimicas semejantes y que
pudieran correqunder a una estructura de nucleétido—péptido, aunque
probablemente con una funcidn particular en el metabolismo de la célula
animal. En efecto la revisidon de la bibliografia al respecto sugirid esta
posibilidad, ya que tanto las células animales como las vegetales acti-
van los aminodcidos por medio de una enzima descrita originalmente por

7 .
Hoagland , la cual, en presencia de un nucledtido como el ATP, hace
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reaccionar el aminodcido con el nucledtido formando un amindaciléadeni-—
lato y liberando pirofosfato, estableciend;ésev asi una unidn de »t'i"po'fds-
| foacilo. Sin embargo, este tipo de compuesto tiene una yidamiry ‘corta
debido po’f urfa parte a su labilidad tanto en-un pﬁ acido.-como alealino y
por otra a que’ se :transfiere inmediatamente a'u’n.acep’cor, como el acido
ribonucleico soluble. De cualquizr manera, o._tros inv’estigavdoreév ¥ noso-

tros mismos reportan la presencia de algunos nucledtido-péptidos én te-

9 10

jidos hepatico de bovinog, cuy”’, conejo*”, y rata

ll’, 1:2‘_( 13,:14, 15. v
Como la estructira y la funcidn de estos’ compuestos aﬁnﬂ no habfé sido
estudiada suficientemente y faltaba eﬁl'iminar.~ la posibilidad de . due
varios ejemplos fueran artefactos de técnica, (**) se decidid trabajar los
distintos c;)mpuestos .que se obtienen de fracC'iQnes separadas pdr cro=
matografia en columna de intercambio idnico.

Era interesante conocer, ademds, hasta d'onde-’f'uese_ posible,‘ cuan-
tos tipos de nucleotido-péptidos podrian enCont;arse en extractos percld

ricos de higado de rata y como se distribuirian al ser separados por cro-

matograffa en columna utilizando un gradiente de elucidén de HC1-NaCl.

(**) Es decir, que en realidad no existiese un enlace quimico entre el
nucledtido y el péptido. En este tipo de extractos se encuentran
presentes, ademds de los nucledtidos libres del tipo del AMP, ATP,.:
UDPAG y UDPG, otras sustancias, como aminodcidos libres y pep-
tidos.




MATERIALES Y METODOS
-Animales.- En este trabajo se utilizaron alrededor de 500 ratas
Wistar (de un peso entre 200-300 g.) alimentadas ad libitum con la die-
ta comin de laboratorio. Estos animales se sacrificaron por grupos va-
riables, generalmente dé 12,
Método perclori-

a).- para la extraccidén de los nucledtidos con_&cido

_gglG' 17 a1 3% en frio {4°C) .- Los animales se sacrificaron por golpe en
la cabeza yk los higados se extrajeron rapidamente colocdndolos sobre
hielo seco-acetona (=70° C) hasta el ﬁomento de pesarlos en lote (vesta
operacidén toma un tiempo aproximado de un minuto por énimal) « Se homo-
geneizaron durante 1 minuto en una licuadora "Waring blendor" a la tem-
peratura de 2-4°C, con un volumen de agua fria igual al peso de los hi-
gadés y dds volimenes de acido perclérico al 6%, quedando una concen-
tracion final de 3%. Despﬁés de centrifugar la mezcla en vasos de cen-
trifuga de 250 ml durante 10 min. a 4°C y a una velocidad aproximada de
2000 RPM, el sobrenadante se filtrd por papel Whatman No. 1, neutrali-
zando inmediafamente con KOH 2N, El alcali se afiadid en frio, poco a
poco y agitando continuamente por medio de un agitador magnético, para
evita una concentracidon local de &lcali. El KCLO4 formado por neutrali-
zacidn del perclérico se elimind centrifugando; el sobrenadante se some-
tid6 a liofilizacidn, reduciendose hasta 1/4 el volumen original del ex-

tracto y eliminandose por filtracién el KC1Oy4 precipitado nuevamente.
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b).- Separacidén de los nucledtidos por cromatograffa en columna de in-

tercambio'iénicéo- Se utilizaron columnés de resina Dowex=1-Cl7 ségfm
método descrito por Cohnl8. La resina se activd con HCL IN y se lavd
varias veces con agua destilada hasta que el liquido tuvo uvn pH casi
neut;to y no presentd absqrcién a 260 mp. .El extracto preparado de la ma-
nera pre\}iamente descrita en (a)vse aford a un volumen adecuado con agué
f(aproximadament‘e ,de 100_m1 para un peso de 100 g. de tejido) y se pasé
lentamente va'través de la columna para su adsorcidn, preVi§ ajuste dél
pH del extracto utilizando algunas gotas de NH4OH al 10% en frio hasta
un val‘or de 8. Después de lavar la columna con agua destilada hasta ob-
: 't‘enef un liquido con una dehsidad Optica menor de 0.1 a 260 m'p, ée co-
menzd la elucidn utilizando un gradiente de HCl-NaCl de la éigUiente
manera;

Disolven’tbe‘ 11;- HC1 0.005 N,Z- HC1 kO'.A‘Ol N-NaCl 0.01 M; 3.- HCl
' 0.01 N—NaCl 0.03 M; 4.- HCI1 O?Ol-NaCl 0.05 M; 5.- HCl 0.01 N-
NaCl 0.1; y 6.- HCl 0.01 N-NaCl 0.5 M. La,cromafograffa se efec-
tud en un col‘ector’autorrAlético de fracc’:iéneé IKB, adaptado a un registra-
dor dbe absorcivén ultravioleta (Uvispec, a 253..4 mu). Sin embargo, la
'dénsidad Optica final de los liquidos se determind con el espectrofotdme-
tro de,Beckfnan, a 260 mp. Todo el proceso deAelu'cv:ién en columna se
efectud a la ‘temperatura de 40C - 6°C utilizaﬁdo un baﬁd refrigerado con

@

agua circulante.
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c).- Método de adsorcibén en carbdn y elucidn con etanol-agua.= El mé=

19 , se efectud en la siguien-

todo, previamente descrito por Smith y Mills
te forma:

Se afiadieron aproximadamente 30 mg de carbdén activado (**) por cada

umola de nuclebtido (*¥**) presente en el liquido procedente de la colum-

na, a un pH de 2 y por un tiempo de 10 minutos. Después de este periodo

de adsorcidn se centrifugd la suspensidn y el carbon sedimentado se elu-
yb con aproximadamente un volumen de 20-30ml de etanol agua (SO%V V)
a un pH de 8, obtenido después de afiadir en frio unas gotas de NH4OH
al 10%. La elucidén se hizo durante 30 minutos, pero se puede eluir por
kun tiempo mas largo paré aumentar el rendimiento. Después de centrifu-
gar se Adescarté el carbdn y la fase etanol -agua se filtrd a través de una
pequefia columna de talco (para eliminar cualquier contaminacidon por car-
bdn) y se concentrd en corriente de aire hasta un pequefio volumen.
(*¥*) El carbdn activado se prepard de la 31gu1ente manera:
200 g. de carbdn animal se hirvieron en 1 litro de HCI1 al 10%. Des-‘
pués se filtré por succidn y se lavd varias veces con agua destilada

hasta que el agua de lavado did reaccidén muy débil al idn férrico en
presencia de ferrocianurty de K al 1%.

Finalmente se secd el carbdn en el horno a 110-120°C toda la noche.

(***) Para calcular la concentracion de los nucledtidos se utiliza el coe-
ficiente de extincidn molecular (E) a la mdxima de absorcion del nu-
cledtido,dividiendo la densidad optica (OD) del 11qu1do que se ob-
tenga por elucidon, segin la siguiente relacidn:

Molarida (ver. ref. 20)
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d).- Separacién de nucledtidos por cromatograffa en papel.- Las frac-

ciones concentradas de etanol-agua, obtenidas seglin se describidien (c)

'se aplicaron en cromatogramas de papel Whatman No. 1 (lavado previa-

mente con acido acético), aproximadamente en una cantidad de una umola
por cm lineal. El disolvente, etanol-acetato de amoniozl, corrié'al‘rede-
dor de 22 h a 18-25°C.
Las»éreas positivas a la luz ultravioleta se localizaron en el crométogra-
ma (después de secarse con una éorriente de aire frio), vy se fotografia-
ron por la técnica de Markham y Smith?2 utilizando‘ una lampara de luz
ultravioleta y papel Kodak AZO F-4.

En algunos casos seA separaron los nuclebtidos utilizando papel

23 como disolvente, de esta manera

Whatman 3MM con isopropanol-agua
fue posible localizar al mismo tiempo los nucledtidos y las &reas positi-

vas a la ninhidrina. Este tipo de cromatografia necesita de un periodo

" aproximado de 48 horas para una buena separacion de los compuestos.

e) .~ Inoforésis en papel.- Los nuclebtidos obtenidos por cromatografia en
columna y después de adsorbidos en carbdn y eluidos, segiin se describid

en el inciso (c), fueron separados por inoforésis, directamente (en otras

- ocasiones se separaron previamente por cromatografia en papel vy se elu-

yeron del cromatograma utilizando un volumen de 1 a 3 ml de agua fria),
aplicandolos en papel»Whétman 3 MM vy utilizando AMP y ATP como tipos.
Se empled buffer de citratos a pH 3.2 y una corriente de 0.25 mA por cm

lineal del ionoforama durante un tiempo de '12—14 h. Para separaciones
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rapidas se utilizaron 0.5 mA/cm por un tiempo de 5 h. En todos los casos
las separaciones se efectuaron a 4-6°C,

f).- vRe\}elado con ninhidrina.- Una solucién de ninhidrina al 1% disuelta
en butanol saturado en bﬁffer de fosfatos, pH 7.3, se aplicd directamen-
te con un atomizador a los cromatogramas separados por isopropanol-
agua, a los ionbforamas, o a los cromatogramas utilizados para separar
aminodcidos por cromatograffa bidimensional. Después de aplicada la
solucién se secd el papel con corriente 'cjlé aire caliente. Los n’ﬁ’cleéti—
do-péptidos o ;los aminbécidos libres dieron re_z;iccvién positiva con colo-
res que varian en,tonaliaad, rosa, violeta y amériilo.

g).- Hidrdlisis de nucledtidos para la identificacién de bases.- Los
compuestos que absorbieron luz ultraviolet_a después de haber sido sepa-;
rados por cromatogbrafi'a en papel o por ionoforésis, se eluyeron con un
volumen pequefio de HQl 2 N (2-3 ml) vy se hidrolizaron en &cido por 1 h,
a 96°C ’en_ un tubo de ensaye cubierto con un pequeﬁo bulbo lleno de
agua,. como refrigerante.

Previamente se calculd que la cantidad de nuclebtido hidrolizado
tuviese un valor aproximado de 0.250 umolas, Después del tiempo indi-
"~ cado se desecd el hidrolizado al vacio en un desecador conteniente KOH
sélido o por evaporacidn con corriente de aire caliente. El residuo libreb
de HCI se aplicd a los cromatogramas (o a ionoforamas) para separar los

productos de hidrdlisis, utilizando tipos  en la identificacidén de éstos.
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Las bases y nuclebtidos tipo fueron: adenina, guanina, CMP, UMP y

TI\/IP. Como se sabe, los nucledtidos derivados de bases pirimidicas se
hidrolizan has}ta monofosfatos bajo las condiciones aqui especificadas,
ky los derivados de bases plricas, hasta bases libres. El disolvente em-
pleado para la separacidén por cromatografia en papel fue el de HCl-iso-
propanpl por técnica ascehdente segun ha sido descrito por Wyatt24 . En
algunos casos se empled la ’separacién por ionoforésis usando buffer de

citratos de pH 3.2, de fosfatos a pH 6.0 6 de boratos a pH 8.6. Ademds

del criterio cromatogréfico y inoférético, empleado para la identifica-

cidn de bases y nucledtidos, se utilizd el espectrofotométrico de ultra-"

violeta a distintos pHs comparando las caracteristicas de los tipos y

los problemas con los datos reportados en la literaturaZS’

h).- Hidrdlisis de péptidos vy separacidén de los aminodcidos por croma-

tograffa bidimensional en papel.- Se utilizaron para su hidrdlisis alre-

dedor de 0.250-0.500 umolas de nuclebtido-péptido colocados dentro de

un tubo Pyrex con HCl 6N. Después de cerrar el tubo con un soplete de
butano-oxigeno, se calentd dentro de una bomba de acero en una estufa
a 110°C por 18 h. El material hidrolizado se desecd por corriente de aire
caliente varias veces hasta quedar libre de HCIl; una vez disuelto en un
pequeflo volumen de agua Se aplicd a papel Whatman No. 1 para separar
los aminodcidos liberados por hidrdlisis, utilizando cromatografia bidi-
mensional 26 op papel con butanol-acido acético-agua (4:1:5) y fenol-

agua (75:25).
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Después de secar los cromatogrémas por dofriente de aire caliente
se revelaron los aminodcidos con ninhidrina, segin quedd descrito en el
inciso (f). Las &reas positivas a la ninhidrina se compararon con las po-
siciones de los aminodcidos tipo, tratados bajo las mismas condiciones
que 1os problemas. Debemos mencionar que, por separado, se ha estu-
diado la posibilidad de que interfieran lo.s nu;:leétidos hidrolizados con
HC1 6N. ,Se-gﬁn nuestros resultados la {nica base que interfiere es la
adenina o cualquier nuclebdtido derivado de ella; ya que al hidrolizarse
produce una ﬁancha positiva a la ninhidrina que corre con el mismo_Rf
(en los cromatogramas separados por técnica bidimensional) que la gli-
cina. El nucledtido IMP (con base de hipoxantina) da, previa hidrdlisis,
una mancha violeta después de reaccionar con la ninhidrina, pero con
un Rf menor que la glicina y distinto de cualquier otro aminodcido qué
pudiera estar presente en estos péptidos. Todos los otros nucledtidos
como el UMP, CMP y TMP nunca produjeron manchas positivas al reac-
tivo y por lo tanto no alteran los resultados obtenidos en este estudio.
i).- :Andlisis de fésforo total y 14bil.- Se siguid el método de Fiske y
SubbaRow, descrito por Leloir y Cardin127 utilizdndose alrededor de 0.5
pmolas de compuesto para el anéalisis.
j).- Reaccién del orcinol para pentosas.- -El método cuantitativo de Al-

baum y Umbrei’c28 ha sido utilizado unicamente para la determinacidn de

"
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ribosa presente en nucledtidos derivados 'de bases pﬁricas ya que, como
se sabe, esta pen.tosa,‘ en el caso de los nucleétidos derivados del ura-
cilo y la citosina, no da reaccidén positiva por ést.e método. La cantidad
de 0.2 pmolas de un purin-nucledtido es suficiente para la realizacidn
de la prueba. Se utilizd -dwribosa como testigo.

k).~ Identificacidén de glucosba Y aq.etilglucosamina,- Para reconocer la
presencia de glucosa o acetilglucosamina en nuclebtidos taleg com§ el
UDPG y el UDPAG se hidrolizaron previamente estos nucledtidos con
HCI1 0.1 N por 15 min. a 9.2,306.° Los' hidrolizados después de haber si-
do evaporados se sométieron é ionoforésisv ‘en' pépel-;, empleando buffer
de boratbs de pH 8.6, aplicidndose una carga de 0.5 mA/cm dur_ante 5 h.
Después de secado el crom’atograma con' corriente de airbe caliente se re-’-‘
veld la glucosa coh ftalato acido de z:milina29 v la acetil-glucosamina
con el reactivo de Elson-Morgan tal y como lo describe Partridge%. La
glﬁcoSa en estas céndicio’nes emigra hacia el dnodo y da color amarillo,
la acetil-glucQsa'mina emigra hacia el catodo y da color violeta. Se co-
rrieron al mismo tiempo testigos de glucosa y acetilglucosamina.
1).-Reaccidén dve hidroxamatos parala investigacidon de carboxilos activa-
- dos.- Se efectud ésta reaccidn con el fin de demostrar, en algunos.rcom-
puestos, la presencia de enlaces carboxil-fosfato del'tipo descrito para
los aminoacii_adeﬁiiatos por Hoagland7, Se empleélel métc;do de Lipmann

30

y Tuttle¥" utilizando un testigo interno de anhidrido succinico.
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m),- Preparacidén de la enzima 3' nucleotidasa a partir de pasto inglés

(Common Rye grass).- Se germinaron semillas de pasto inglés (500 g)b
por 7 dias vy se extrajeron con 1 litro de agua helada segin la técnica de
Shuster vy Kaplan31 homogeneizando por 3 minutos en una licuadora. Des-
‘pués de eliminar el material insoluble por centrifugacidén se ajustd el so-
brenadante a una saturacién de 0.65 con sulfato de amonio. El precipi-
tado. sekdescarté por centrifugacidén y del sobrenadante se obtuvo un pre-
cipitadq por adicidon de sulfato de amonio hasta un 0.90 de saturacidén.
Después de disolver en un pequeiio yolumen de agua se dializd el preci-
pitado toda la noche contra agua, en frio, utilizdndose esta fraccibén co-

mo fuente de actividad enzimdtica. La actividad de la enzima se deter-

mind incubandola con 4 umolas de AMP3' (purificado por cromatografia en

pape121) en buffer de ﬂ'I'RIS pH 7.5, 0.1 M por 30 min a 37°C, determinan=-
dose el fosforo inordanico liberado por medio del método de Fiske y
SubbaRow. Se comprobd, ademds, por cromatografia en papel, que la
enzima ataca solamente al AMP3' v no al AMPS5'; en el primer caso se li-
bera adenosina y fosforo inorgénicq y en el segundo el sustrato permane-

ce intacto. Esta preparacidn enzimdtica sirvid como "reactivo" para la

localizacidén de fbésforo unido en posicidén 3' de la ribosa del nucledtido

descrito en la parte correspondiente a Resultados. Se emplearon alrede -

dor de 6-7 unidades de enzima, 1 unidad = .1 umola de P liberado/h°
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n).- Empleo de la enzima 5' —nucleotidasa presente en el veneno de ser-

piente Crotalus atrox.- Este veneno se adquirid del Ross Allen's Reptile
Institute, de Silver Springs, Florida, vy se siguid el método descrito por
Heppel y Hilmoe (ref. 32). Esta preparacidén se encontrd desprovista de

actividad 3' nucleotidasa.
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RESULTADOS

1.- Estudio general sobre la presencia de nucledtido-péptidos en

higado de 1ra1:a33 .

- Estos estudios fueron ,realizados con varios lotes' de higado de ra-
ta. (El contenido promedio de los nucleét;ido—‘pép.ti'd_os es:de 1-2-umolas
pér cada 100 g de tejido hepético fresco).

Presentaremos en primer lugar los resultados obtenidos al separar
un extracto con acido perclérico procedente de 12' hl'gados» de rata (88.4 g
de tejido hepatico). Como puede apreciarse en la figura 1, los compues-
tos que absorben la iuz ultravioleta aparecen durante la élucién de la co-
lumna en distintas fracciones aquf denominadas "picos". Por estudios
previos pudimos conocer la posicidén aproximada que guardan en esta cla-
~sede columna,b los distintos nucledtidos tipo cuando son eluidos en es-
tas mismas condiciones. Se comprobd que la elucidén de los nuclebtidos
tipo (asi como la de los extractos), tales como el AMP, ADP, UDPAG,
UDP, ATP, GTP, y UTP aparecen en ese misrﬁo orden, como lo han des-
crito otros autore.s34 trabajando con este material, aunque por un proce-
dimiento de elﬁcién ligeramente distinto. Cada uno de los picos fue ad-
sorbido con carbdn activado tal y como ha sido mencionado en la meto-
dologia y sepafado por ionoforesis en papel para ver directamente la pfe-
sencia, tanto del material que absorbe en la luz ultravioleta como el po-

sitivo a la reaccidn con la ninhidrina. Aunque en varios casos (véase fi-
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gura 2, picos K, L y I\/I) la separacién directa por ionoforesis no fue muy
clara debido a la contaminacidn por sales, fue posible demostrar, desde
el primer disolvente hasta el quintvo, la presencia de sustancias positi-
vas al reactivo de ninhidrina. Como se aprecia en lafigura 2 algunos nu-
clebtidos aparecen bien definidos y no asociados a aminodcidos o pép-
tidos, aunque otros coinciden algunas veces muy estrechamente con las
dreas positivas al reactivo. Por supuesto que de ésta sola observacidén
n'o se puede conbluir sobre la presencia de nuclebtido-péptidos, asi que
se proced16 a una separacion mds completa recrqmatografiando picos co-
moelB, C, E, F, G, H, I, Jy el Kdonde, desde un principio, existia la
posibilidad de encontrar estos compuestos. Lo anterior puede ser compro-
bado si mostramos otros resultados obtenidos con este mismo extracto y
con otros preparados en las mismas condiciones pero paftiendo de canti-
dades mayores de tejido»hepé’tico. Estos Gltimos extra_ctos fueron mane-
jados de una manera especial, es decir, colectando cada disolvente por
separado eh una sola fracéién (pero no en tubos). Después de adsober
estas grandes fracciones correspondientes a cada disolvente, se recro-
matografiaron pdr dolumna (colectando en fracciones pequeﬁas), por cro-
matografia en papel y finalmente por ionoforesis.

Para mayor claridad presentaremos estos resultados en el orden que
pasaron por la columna los disolventes, analizando con cierto detalle

cada uno de los compuestos.
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Disolvente 1.~ El pico A, al separarse por inoforesis (fig. 2), did

una sola mancha u.v. con reaccidn positiva a la ninhidrina, pero por no
tener mads material no pudo continuarse su estudio. Los picos B y C,
después de separados por cromatografia en papel utilizando isopropa-
nol/ agua23 (ver figura 3), fueron fotografiados e inmediatamente revela-
dos con ninhidrina. En este caso fue posible demostrar la presencia de -
dreas u.v. relacionadas muy estrechamente con aminodcidos o pépti-
dos (*) (véanse manchas a y bdel cromatograma). Se encontraron ademéas
dreas positivas al reactivo (posiblemente péptidos fosfo-derivados) que
corren con Rf menores que el ATP y otros (posiblemente aminodcidos)
més rapidos que el AMP, pero no coinciden con las &reas que absorben
~al u.v. Las manchas a v b procedentes del cromatograma (figura 3) se
eluyeron y separaron por ionoforesis (ver figura 4) logrdndose observar
que las manchas a; y aj emigraban como un solo compuesto, coincidien-
do la misma &rea tanto para el u.v. como el péptido.

(*) Es pertinente mencionar que en este laboratorio se han efectuado al-
gunos experimentos de control para saber si una mezcla de aminodci-
dos puede quedar retenida en la columna Dowex Cl-. Los resultados
obtenidos muestran claramente que una pequefia cantidad de los ami-
noacidos afiadidos (una mezcla del tipo usado por I—Ioagland7 para la
activacion de aminodcidos) es retenida en la columna, pero que son
eluidos en su mayorfa cuando la resina es lavada con agua. La por-

cidén de aminodcidos que quedd en la columna después de lavar con
agua fue totalmente eluida con el primer disolvente.
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Figura 3.- Separacidén por cromatografia en papel descendente con iso=
propanol-agua, del material presente en los picos By C.

Previa localizacién de los compuestos que absorben al ultravioleta (dreas
circunscritas por lineas continuas) el cromatograma se reveld con el
reactivo de. ninhidrina (Ifneas diagonales).

Figura 4 .- Separacidon por ionoforesis del material nucledtido de las
manchas a1 v @z vy de las by y by obtenidas del cromatograma que apa-
rece en la figura 3. El &rea utilizada para este estudio no se reveld con
ninhidrina para evitar interferencia del reactivo en el andlisis. Las con-
diciones empleadas para la separacion de los compuestos aparecen en el
inciso e de la seccidon de Material y Métodos.
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En el caso de las manchas b, estas se separaron en dos compues=
tos: el més lento fue identificado como AMP y el otro como un nucledti-
~ do-péptido. . Ambos nucledbtido-péptidos fueron reconocidos como deriva-
dos del CMP, -

El pico D no fue estudiado ya que desde un principio no presentd
por ionoforesis ninguna asociacién de tipo nucledtido-péptido (ver figu-
ra 2).

_ ‘

Disolvente 2.,- Con el segundo disolvente se obtuvieron los picos
E, F vy G (ver figura 2). Analizando este material por medio de inofore-
sis en papel se encontraron diferentes nucledtidos, aminodcidos 6 pép—
tidos y tres nucledtido-péptidos.

Del pico F se obtuvo un nucledtido-péptido que emigra hacia el
cdtodo (pH 3.2) y da color amarillo con la ninhidrina; los otros dos nu-
cledtido-péptidos se obtuvieron de los picos E vy G y se desplazan hacié
el dnodo méas rapidamente que el patrén de AMP.

Disolvente 3.- Hasta el momento los componentes mejor estudia=-
dos son les que aparecen con este disolvente, Tres picos bien definidos
denominados H, I vy J han sido separados (ver figura 5) en varias ocasio-
nes.

El pico "H" estd formado por un nucledtido-péptido que contiene
adenina y el cual serd descrito en detalle mds adelante como compuesto

ITI. Por medio del andlisis de la base, azicar, fésforo total y del péptido
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Figura 5.- Diagrama de elucidén de los nucledtidos correspondientes al
disolvente 3, preparados de un exiracto perclérico de 230.6 g de tejido
hepatico de rata., La separacidén se efectud con una columna de resina
de intercambio anibénico, Dowex-1-Cl~, de 1.2 x 27.5 cm en fracciones
de 10 ml, a 4-69C. (El material nuclebtido fue separado previamente en
conjunto con una columna Dowex~1-Cl1™, de 1.2 x 20 cm) Las &reas mos-
tradas con lineas diagonales representan el volumen utilizado para aislar
los nuclebtidos por adsorcidn con carbdn activado.
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llevado a cabo con material purificado (por medio de cromatografia en
papel y ionoforesis) la compdsicién general del compuesto III ha sidé es-
tablecida como sigue: adenina-ribosa-fosforo-péptido en proporciones de
1:1:3:1. Después de hidrdlisis se demostrd que el péptido estaba formado
por cistefna, glutdmico, glicina, taurina, alanina, mds un compuesto

desconocido.

Los picos I y J pueden ser separados en diferentes compuestos que -

absorben -la luz ultravioleta cuando se les somete a una cromatografia en
papel21 (ver figura 6).

Entre todos los nucledtidos presentes en el cromatograma de la fi-
gura 6, tan solo las manchas a de ambos picos son positivas don respec-
to al reactivo de ninhidrina después de una separacidn por ionoforésis en
papel (ver figura 7).

El nucledtido-péptido del pico I ha sido denominado compuesto IV
y | corresponde a un dinucledtido-péptido formado por unidades de adeni-
lico y citidilico. Este compuesto sera tema del inciso "3" de este traba-
jo y estd siendo estudiado con més detalle en la actualidad. Hasta el
momento parece que la composicién del péptido es: gﬂlié-ina, alanina,
glutdmico y leucina.

El compuesto V que aparece en el pico J es un dinucledtido-pépti-

do, pero no ha sido identificado de manera completa.
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PICO I PICO T

Figura 6.- En esta fotograffa se muestran los nucledtidos correspon-
dientes a los picos I y J, después de separarlos por cromatografia en
papel con el disolvente de etanol acetato de amonio. La fotograffa se
tomd de acuerdo con la técnica de Markham y Smith. Los nucleodtidos
UDPAG y UDPG fueron identificados después de un andlisis de base,
fésforo y azticares 2&, 9.
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Figura 7.‘-— Separacidén por ionoforesis de los nucledtidos presentes en el
pico H y manchas a3 y a4. Este material fue tratado previamente por
cromatografia en columna y papel (ver. figuras 5 y 6).
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Estos tres compuestos (III, IV,;V)”Son‘ eliu'dbs de la colu;nna a -

diferentes tiempos y tienen distintos va;otes de Rf por ioriof_oresis (figu-
‘ra 7).

| Disolvente 4.~ El pico K fue separado por cromatografia en papel-

con isopropanol/agua 23

, en dos ,comPQlfl,ent;és‘-principal‘es".que' absorben
-en:la luz ulfﬁravioleta . Estos compue.stpé';’_‘a'_g y?_b"_g"del ..c_:rpmatog'rama,
fueron \elui'dés y séparados por ionofo’resié (\fer-ﬁ figura 8) - El compuesto
ag se desdobld ahora en 4 componentes, dos'de ellos ident_ificadosrcomo
' nucledtido-péptidos. De acuerdo con trabajos anteriores efectuadps con
-mayor cantidad de extracto, estos dos compuestos son probablemente
d\inucleétido—péptidos formados por AMP y UMP. Después de ionofore-
sis, la mancha bg se comportd como si estuviéfé‘formada por. dos .com=
‘puestos, pero ninguno de ellos did reaccion poéitiva ala ninhidriné.
Disolventes 5y 6.- De e,stoé dos disolventes se efectuaron ‘cro-
matografias en papel. Los bien conocidos nucleétidqs UDP y ATP, pre- |
sentes en el disolvente 5, fueron identificados por sus Rf en cromato-
graffa en papel, andlisis de base, fésforo y caracterfsticas espectrofo-
‘tométrica-s en acido y en 4lcali tal y como se encuentra descrito en
otros trabajos 16, 17. En el disolvente 6, se identificaron el GTP y el UTP.
En ambos cromatogramas aparecieron ademds algunos compuestos
con Rf diferentes a los patrones de.AMP y ATP, sin embargo no fue posi-

ble demostra la presencia de nucledtido-péptidos.
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Figura 8.~ Separacién por ionoforesis de los nucledtidos presentes en el
digolvente 4 por cromatografia en columna, (pico H, ver figura 1). Las
manchas a5 vy bg se obtuvieron previamente por cromatograffa en papel
con isopropanol-agua. , _ ‘



2.- Aislamiento e identificacién de un adenin-ribonucledtido-p

tido 13 ( compuesto III ).

Durante el estudic general de los nucleétido—péétidos presentes en
extractos percloricos de higado de rata pudimds observar/ algunos pépti-
dos asociados a nucledtidos en la parte que se eluye de la columna de
intercambio anibnico, con el tercer disolvente HCl 0.0l N=NaCl 0.03 M

(ver figura 5). Para iniciar el estudio analftico se procedid a la prepara
cion de un nuevo extracto. Se sacrificaron 25 ratas alimentadas con la
dieta usual de laboratorio. Los animales se dividie;on en tres grupos:
A, B, yC, v después de sacrificarlos por exsanguinacién, los higados
se extrajeron por el método del &cido percléricol®: 17 previamente des-
crito en este trabajo (inciso "a" de material y métodos). Los extractos
se separaron por cromatograffa en columna {Dowex-1-Cl1~, 1.2 x 20 cm)
segin el método de CohnlB, La elucidén se efectud con HCI y un gradien-
te de concentracién de NaCl. Entre los compuestos: ADP vy UDPAG que se
eluyen con el segundo y tercer disolvente, aparecieron, en el grupo A,
dos compuestos que absorben en el ultravioleta y que se denominan I y
II, vy otros dos, de los grupos B y C, que corresponden a los compuestos
Iy IiI’ (ver tabla 1 con los Rf de estos compuestos comparados con los

tipos UDPG y DPN).
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TABLA 1

. %
Nuclebtido-péptido R ypopc* R ppw
Compuesto I 0.41 0.64
i 0.27 0.40
I 0.26 0.40

* Cromatografia en papel con etanol-acetato de amonio.

La cantidad aislada del compuesto III varia entre 1-2 umolas por
100 g de tejido hepatico. La separacidn ionoforética del compuesto III se
muestra en la figura No. 9. Las manchas qué absorben en la regién ul-
travioleta, se eluyeron con agua fria después -de lavar el cromatograma
con étanol aibsoluto y se hicieron los siguientes andlisis principalmente
con el compuesto III. . Alrededor de 0.2 umolas del compuesto III fue hi-
drolizado con HC1 6 N (a 110°C por 18 h) en un tubo cerrado. Después

26 con butanol=-

de evaporar el écido se cromatografio bidimensionalmente
acido acético-agua y fenol-agua. El cromatograma, después de reaccio-
‘nar con el reactivo de ninhidrina disuelta en butanol, aparece en la figu-
ra 110.

La hidrdlisis de 0.3 pmolas del .compuesto}III con HC1 2 N a 100°C por
1 h (después de evaporar el acido y separar por cromatografia en papel

para bases segin técnica‘de Wyatt) did una mancha visible con la 1dmpa-

ra ultravioleta. El Rf de esta mancha aparece en la Tabla II, junto con
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Figura 9.- Aislamiento por ionoforesis en papel del compuesto III ob-
tenido de un extracto de tejido hepatico de rata (20 ratas = 120 g de te-
jido hepético fresco). Este material se separd previamente con una co-
lumna de Dowex~1-Cl™, 0.77 x 40 cm y por cromatografia en papel con
el disolvente de etanol acetato de amonio. '

Figura 10.- En esta figura se muestran los productos de hidrolisis del
compuesto III, (ver fig, 9) separados por cromatograffa en papel bidi-
mensional. La mancha 1 corresponde al acido cisteico; 2, &cido gluta-
mico; 3, glicina; 4, taurina; 5, beta alanina; 6, mancha no identificada;
7, mancha amarilla; 8, mancha no identificada, probablemente mercap-
toetanolamina (ver Discusidn).
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Los Rf de los tipos. Esta mancha, después de eluirse con HC1 0.1 N,

tiene un méximo de absorcién a 262 my; a pH 9, es de 267 mu.

TABLA II

Bases vy nuclebtidos Rf en HCl-isopropanol
Guanina ‘ 0.35
Hipoxantina ‘ 0.40

Adenina 0.55
Compuesto III ' 0.55

CMP 0.61

UMP 0.68

TMP k 0.80.

La estimacion de base por absorcion a 262 mup a pH 2 (aceptando
un coeficiente de extincidn molecular de 11,500), fosforo total y azlicar
por el método del orcinol, utilizando d-ribosa como tipo da una relacibén
base-azlcar-fosforo = 1:0.96:2.99.

De acuerdo con los estudios enziméticos, uno de los fosfatos debe
estar unido al carbdn 3' de la ribosa, yva que el compuesto III es degra-
dado especificamente a un nucledtido- péptido y una mola de fdésforo

inorgénico por la 3'-nucleotidasa’!

. (La enzima fue preparada a partir
de pasto inglés seglin el método descrito en el inciso "m"). El nucled-
tido-péptido, después de perder su fésforo de la posicidén 3'de la ribosa,

fue incubado por una hora con la 5' nucleotidasa 32 de veneno de serpien

te v se determind la liberacidén de un segundo fosfato que corresponde a
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la posicidn del carbdn 5' de la ribosa. La localizacidn del tercer fosfato
no ha sido aclarado hasta ahora; pudiera encontrarse unido al péptido, ya
que el nuclebtido-péptido III, después/de perde; el fosfato del C 3' y
C 5', dié adenosina y un fosfopéptido. Por otra parte, no hubo reaccidn
positiva a la hidroxilamina siguiencdo la técnica de Lipmann y.Tutt1e30.
Esto se encuentra de acuerdo con el resultado obtenido con la 3' nucleo-
tidasa, ya que el fosfato liberado no estaba asociado con el péptido, o
sea, que se elimina la posibilidad de encontrar un enlace tipo ester en-
tre el carbdn 3' de la ribosa del nucledtido con el carboxilo de uno de
los aminodcidos del péptido.

El pépfido de este compuesto puede reaccionar con el readtivo de
Sanger (1-flor-2,4-dinitrobenceno) cuando se le incuba bajo las condi-
ciones especificadas por Levy vy -Chung?’s° Después de hidrolizado el di-
nitro fenil-péptido con HC1 6 N por 18 h. a 110°C en tubocerrado y de la-
var la mezcla con éter, se separaron los componentes tanto de la fase
acuosa como de la etérea’ por ionoforesis en papel. Se demostrd que el
dinitrofenil derivado procedfa de la fase etérea emigrando con un Rf muy
semejante al dinitrofenil-glutdmico tipo.

3.~ Aislamiento e identificacidon de un dinucleétido-gégtidols.

(Compuesto IV).,
.Ademéas del compuesto previamente descrito en el inciso anterior

que aparece en el tercer disolvente, hemos encontrado otro compuesto
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en la zona del pico denominado "I". Los principales pasos que se han se-
guido para su aislamiento y purificacién son los siguientes:

lo.- Extracc{iéiién por el método del &cido perclérico 16, 17

20.- Separacion del material nucledtido por medio de cromatogra?

‘ fia en columna de intercambio iénicol8 en frio.

30.- Concentracién por adsorcidén-elucidén con carbdn activadoi?,

40.- Ionoforésis en papel con buffer-de 'citratos a pH 3.2 a 4-6°C,

El estudio se comenzd con un extracto correspondiente a 60 g de
higado de rata que se separd con una columna de Dowex-1-Cl~ (1.2 x 20
cm).

El segundo disolvente se descartd y se coléct6 el tercer disolven=-
te en una sola fraccidn con un volumen de 790 ml y una densidad Optica
de 0.820 a 260 mu. Después de adsorberio por el méiodo del carbdn acti-
vado el material se recromatografid en una columna més larga (0.77 x 40
cm), EL diagréma de elucidn aparece en l_a figu_ra_No._ 11,

De la zona correspondiente al pico ne sé recuperd el material de
naturaleéa nucledtida por adsorcidén en carbdén . Después de separar

22 , se encontrd

por cromatograffa en papel en etanol-acetato de amonio
un nucledtido-péptido (denominado compuesto IV) con un Rf més pequefio
que el ATE' tipo. Se obtuvieron por eluciéon descéndente del cromatogra-

ma, alrededor de 1.3 umolas del compuesto. .El material, después de

concentrado por evaporacidn con corriente de aire, se separd por ionofo-
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Pigura 11.~ Separacidn de los nucledtidos correspondientes a un extracto
de 60 g de tejido hepatico, por cromatograffa en columna, Dowex=-1-Cl~,
0.77 x 40 cm. El &rea marcada con lineas diagonales indica el volumen
utilizado para la obtencidn del compuesto IV, que aparece en mezcla con
otros nucledtidos como el UDPAG (ver figura 6). Se colectd en fracciones
de 10 ml a 4-6°C. :

Figura 12,- Aislamiento por ionoforesis en papel del compuesto IV pre-
viamente separado por cromatografia en columna y papel (ver figura 11).
- Las condiciones experimentales se indican en la seccidn de Material y
Métodos, inciso e. '
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resis en papel Whatman No. 3MM, corriendose junto con muestras del
pico J,. AMP y ATP. Los resultados se muestran en la figura No. 12. To-
dos los nucledtidos emigraron hacia el polo positivo (dnodo) bajo las
condiciones especificadas en el pié de figura. El ionoforama se reveld
con ninhidrina disuelta en butanol y, después de calentarlo por algunos
minutos con corriente de aire caliente, apareci una mancha positiva al
reactivo en el area del compuesto IV.

‘_kLa hidrdlisis de e.sté compuesto con HC1 2 N por 1 h a 100° da dos
manchas positivas a la luz ultravioleta que se identificaron como adenina
y CMP de acuerdo con caracteristicas espectrofotométricas y valores de
Rf en HCl—isopropan0124,

La cantidad de ambos compuestos presentes en la mezcla indica
que se encuentran en cantidades aproximadamente equimolares, va que
la relacidén adenina: CMP es de 1 tomando en cuenta un coeficiente de
extincidén para la adenina de 13,100 a 26\3 mu a pH 2 yde 13,000 para el
CMP a 280 mu a pH 2. |

El andlisis del péptido se d.eterminé cc‘m;otro lote obtenido en con-
diciones similares. Se propone que el péptido esté formado por gliciha,
alanina, glutdmico y leucina, de acuerdo con los resultados de la hidré-
lisis ejectuada como ya se ha indicado en la seccidon de métodos.

Por anélisis de foésforo se encontrd una relacién dinucledbtido: fos-

foro de 1:2 -aceptando un coeficiente de extincion molecular de 10,800 a
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260 mu a pH para un dinuclebtido formado por AMP y CMP.

‘Para calcular el coeficiente de absorcién molecular del dinucled-
tido se tomd en cuenta la absorcién del CMP en la regién de las 260 mu
que es donde se mide la densidad 6ptica del compuesto IV, midiendo la
cantidad de absorcidn con la que participa este'nucleétido en una mezcla
equimolar de nucledtidos: AMP y CMP tipo.

La cantidad de ribosa encontrada por el método del Orcin0128 co~
rresponde a un dinuclebtido formado por una base plrica y otra pirimidica
es decir, un valor de ribosa por cada mola de dinuclebtido ya que. el CMP
no reacciona con el orcinol directamente. |

- Debemos mencionar finalmente que este compuesto, en.un gran nii-
mero de ocasiones, no se ha podido’aislar debido a distintos factores

aun no bien controlados. En este laboratorio se ha aislado cuatro veces.
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DISCUSION
En éste trabajo ha sido posible demostrar que los extractos per-
cléricos de higado de rata contienen, ademds de muchos nucledtidos li-
bres ya conocidos, diferentes aminoadcidos, péptidos y nucleétido—pépk—b
tidos. Se sugiere que algunos de estos aminoacidos libres y péptidos,
que no aparecen asociados connucleétidos, son probablemente derivados
fosféricos o productos de disociacidon que se han desprendido despvués de
manipulaciones llevadas a cabo bajo distintas condiciones.
Se demostrd que una mezcla de aminodcidos, del tipo usado para
la activécién de aminodcidos, pasada por una columna Dowex-1-Cl- tal y
como se describe anteriormente en los métodos, puede ser elufda princi-
palmente con agua y el primer disolvente. Por consiguiente, al menos
los compuestos positivos a la ninhidrina que se obtienen después de pa-
sar ei primer disolvente por la columna (en el caso de extractos de higa-
‘do de rata), no pueden ser detenidos‘por ésta a menos que sean deriva-
dos fosféricos o complejos de nuclebdtidos y péptidos. Resultadés seme-

jantes han sido obtenidos por Potter y»Dounce36

trabajando con mezclas
de aminodcidos libres y péptidos pasados por una columna Dowex-1-Cl",

Fue posible separar diez nucledtido-péptidos con diferentes carac-
terfsticas cromatogréficas y ionofor&iicas. Todos estos compuestos die-

ron reaccidén positiva con el reactivo de ninhidrina. Algunos de ellos han

sido estudiados en detalle como el compuesto III, que de acuerdo con
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nuestros resultados es un adenin ribonuclebtido-fosfo-péptido como el
i . 37 )
que han descrito independientemente Wilken y Hansen™ en higado de

bovino (ver ﬁgura 13).
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Figura 13

Cabe aquf mencionar que de acuerdo con la comunicacién personal
del Dr. P. Handler (Duke University) este nucledtido-péptido pudiefa
éorresponder a una unién entre el glutatidén y la coenzima A a través de
un puenté_ de disulfuro, va que estos dos componentes tienen grupos
sulfhidrilos libres que pueden reaccionar eﬁ un medio alcalino. Esta su-
gestidén la hace basandose en que un compuesto de tal naturaleza darfa
posiblemente los mismos resultados que los obtenidos con el compuesto -
III, aislado de h{gado de rata, es decir: adenina, ribosa, tres fosfatos
(un fosfato e‘n posicién 3' de la ribosa), glicina, glutémico, cisteina,

taurina (por descarboxilacién de la cistefna), beta alanina (presente en
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la coenzima A) y un componente que reacciona con la ninhidrina pero que
no ha sido identificado (posiblemente la mercaptoetanolamina procedente
del acido kpantoténico),, De ser esto correcto tendriamos que el tipo de
unién buscado en el nucledtido - péptido {compuesto III) debe ser una
union pirofosfato en el C 5°' de la ribosa que corresponde a la presente
en la coenzima A. Sin embargo en nuestro laboratorio, ‘después de incu-
bar el glutatidén con la coenzima A por 5 minutos en dcido perclorico al
3% en frio vy siguiendo la metodologfa descrita para la extraccién de nu-
cledtidos, no fue posible encontrar una asociacién quimica entre estos
dos compuestés. Tampoco se logrd demostrar esta relacién, después de
incubar por 1 h a 30°C a pH 8.6 en Buffer de boratos.

Parece probable que uno de los nucledbtidos que aparecen con el
primer disolvente, es parecido, si no idéntico, al nucledtido - péptido

descrito por Agren 10

en higado de conejo, tomando en consideracidn el
origen, (tejido hepdtico), composicidn general (CMP-péptido) v la posi-
cién de elucidn de ambos compuestos en la columna (primer disolvente,
después del AMP), |

Por trabajos actuales y estudios previos realizados en este lala;ora—
torio se conoce la presencia en el cuarto disolvente de dos derivados di-

nucledtidos formados por UMP-AMP adheridos a la alanina en un caso y

a la alanina y glutdmico en otro (ver. pdg. 2#).. Serd necesario saber si
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estan relacionados al descrito por Davies y Harris38 en levadura. Estos
autores han encontrado un UMP-AMP=-alanina con una ligadura carboxil

fosfato

y sugieren la posible 'participacién de éste en la biosintesis de protei-
nassg.

Por otro lado mencionaremos que otros  investigadores han encon-
trado aminodcidos vy péptidos unidos al acido ribonucleico microsomal,
obtenidos de levadura y de tejidos animales, aunque parece ser que la
ligadura qui’mica que los une es de distinto tipo. Por ejemplo, Kushibe y
-Maekawa40 han encontrado uniones nucleétido-péptido en RNA preparado
a partirde levadura, donde la ligadura quimica corresponderia a una
fosfoamida. Asi mismo Potter y Dounce"36 encontraron que el RNA purifi-
cado de pancreas de ternera y de higado de conejo contiene “contami-
naciones" como aminodcidos y péptidos que pueden ser liberados del
acido nuclefco por hidrdlisis -alcalina con NaOH 1 N a 37°C’ por 20 ho-
ras. Los productos liberados en esta forma son negativos a la ninhidrina,
a pesar de estar formados por componentes nucledtidos y péptidos, lo que
probablemente significa que la ligadura\ quimica establecida entre ellos

es del tipo fosfoamida
@ uw @
R-C-N-P-0-R

%

OH
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En nuestro laboratorio este tipo de estructuras no han sido invés-
tigadas en los extractos percléricos de higado de rata; pero si tenemos
en cuenta el gran niimero de nucledtidos ain no estudiados detalladamen-,
te, la posibilidad de que esten presentes no puede ser descartada.

‘Aunque se ha sugerido que algunos de éstos nucledtido-péptidos
pueden estar relacionados con la biosfnteSis de protefnas?s 13+ 37, 39,

no hay datos suficientes para apoyar su funcién, especialmente en célu-

las animales.

Adenina ' Citosina
C : C
Péptidoz--C C
~c C

C P P

Figura 14

Pensamos que algunos de estos nucledtido-péptidos como el dinu-
clebtido-péptido (CMP-—AMP- péptido, ver figura 14) pueden ser produc-
tos liberados del acido ribonucleico soluble por accibén de enzimas in-
tracelulares (ribonucleasa) o por cambios fisicos durante su aislamien=-
td .-Es decir, que probablemente los nuclebtido-péptidos no 4se encuentran
en condiciones naturales en forma libre dentro. de la célula, sino que los‘
péptidos pueden estar unidos por enlaces del tipo ester de ribosa que se

establecen entre el nucledtido terminal del &cido ribonucleico soluble y
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el carboxilo del péptido. De ser asi nos encontrarfamos de acuerdo con

los datos experimentales de Nirenberg y Matthaei4l

y la hipdtesis de
Watson2 sobre la posibilidad de que en un momento determinado de la
si'nfesis proteica a nivel ribosomal, una cadena polipéptida se encontra-
rfa unida al &cido ribonucleico soluble.

Es menester aislar dichos compuestos en gran escala para asi es-
tudiar su composicidén quimica en detalle. Ej.: tipos de ligadu_ra quimica
entre péptidos v nucledtidos v lo referente a la composicidn y secuencia
de aminodcidos en la estructura del péptido. Ademas serd necesario lle-
var a cabo més experimentos con aminoécidoé marcados para demostrar
la posible relacidén entre nucledtido-péptidos vy los diferentes &cidos ri-
bonucleicos celulares. En relacidon con lo anterior debemos mencionar
que en este laboratorio se han perfundido higados de rata por via portal
con compuestos marcados con carbdn 14, como beta=-alanina, L-leucina
y glutatidén, sin iograr hasta ahora incorporarlos a la fraccidén soluble
en &cido perclérico donde se extraen los nucledtido-péptidos. Conside-
ramos por lo tanto que un material bioldogico més adecuado para estos
estudios pudiera ser el reticulocito de conejo ya que en esta célula»se
sintetiza de manera predominante un solo tipo de proteina (hemoglobina),
lo cual facilitarfa la incorporacidén de aminodcidos marcados a los pre~

cursores de la molécula proteica.
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