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E n  1 9 7 1 ,  la  re v is îô n  de  L u c a s - L e n a r d  y  L ip m a n n  

p r é s e n te  las b a s e s  de los con oc im ien tos  ex is ta n te s  a c e r c a  

de com o son s in te tizadas  las p r o te in a s .  D a d  as las c a r  a c te -  

r is t ic a s  del t ra b a jo  d e s a r r o l la d o  en e s ta  T e s is  so lo  v a  a 

s e r  c o n s id e ra d o  en  c ie r ta  p ro fu n d id ad  la e s t r u c t u r a  r ib o s o -  

m ic a .  N o  obstante en Id s  e s q u e m a s  r e p r e s e n ta d o s  en las 

f ig u ra s  I . l  y  2 s e  ha tra ta d o  de a c tu a l iz a r  e l  m a x im o  el m é ­

c a n is m e  de b iosm tes is  de p ro te in a s  con los d e s c u b r im ie n to s  

m a s  re le v a n te s  re p o r ta d o s  d e s d e  1 9 7 1 .

P o r  lo que re s p e c ta  a los p r o c e s o s  de  iniciaciôn en  

b a c te r ia s ,  son los que Han a lc a n z a d o  un m a y o r  g r a d e  de 

e s c la re c im ie n to .  H o y  en dfa  es  adrnitido que los t r e s  fa c to ­

r e s  de in ic iac iôn  ( I F  1 , I F  2 y  I F  3 )  se  unen a la  s u b u n i -  

dad 3 0 S  una v e z  que e s ta  es  s e p a r a d a  de la  5 0 S  m edi ante  

la  acciôn de] fa c to r  de d iso c iac iô n  ( D F )  c u y a  ac tiv idad  ha  

s id e  identif icada con I F  3 ( S a b o l  y  c o ls .  1 9 7 0 ;  S u b r a r n a -  

nian  y  D a v is ,  1 9 7 0 ;  D u bnoff  y  M a i t r a ,  1 9 7 1 ;  K a e m p f e r ,  

1 9 7 1 ;  G r u m b e r -M a n a g o  y  c o ls .  1 9 7 1 ;  V e r m e e r  y  c o ls .  1971) 

E s t a s  subun idades son c a p a c e s  de  f i j a r  e l R N A  m e n s a je r o  

( S a b o l  y  O c h o a ,  197 1 ; D u b n o ff  y  M a i t r a ,  1 9 7 1 )  s ien d o  

t am bien I F  3 re s p o n s a b le  de e s ta  ac t iv id ad . L a  s ig u ien te  

e tap a  consis te  en la f i jac ion  de  f - M e t ~ t R N A p  d ir ig id a  p o r  

I F  2 y  d ep end ien te  de G T P  ( M i l l e r  y  W a h b a ,  1 9 7 3 ;  G r o n e r  

y  R e v e l ,  1 9 7 3 ;  B e n n e ,  E b e s  y  V o o r m a ,  1 9 7 3 )  en c o n tr a  

de la  a n te r io r  te o r fa  a c e r c a  de la fo rm  acion de un c o m p le -



jo  t e r n a r îo  f . M et*  tR  N A p - G T P - I P  2 que p o s te r io r m e n te  i n -  

t e r a c c io n a b a  con la subunidad 3 0 S  (R u d la n d ,  W h y b r o w  y  

C l a r k ,  197 1 ; L o c w o o d ,  C h a k r a b o r t y  y  M a i t r a ,  1 9 7 1 ;  Benne  

y  c o ls .  1973). A c o p la d a  con e s ta  f i jaciôn h a  s ido  r e p o r t a d a  

la  s a l id a  de I F  3 ( V e r m e e r  y  c o ls .  1 9 7 3 ) .  U n a  v e z  s e p a -  

r a d o  este fa c to r  ( D F ) ,  la  subunidad 5 0 S  p u e d e  in te r a c c io n a r  

con el p re e x is te n te  com ple jo  de  in ic iac iôn p a r a  d a r  un c o m -  

p le jo  3 0 S - 5 0 S - m R  N A - G T  P - f  • M et*  tR N A p - I F  1 - I F  2 que  

no es  estab le  pues in m ed ia tam en te  despuôs t ien e  lu g a r  la  

h id rô lîs is  de G T P  y  la  consigu îen te  s a l id a  de  los fa c to r e s  

I F  1 y  I F  2 quedando el r ib o s o m a  en co n d ic io n e s  de  f i j a r  

e l p r i m e r  a m in o a c i l - t R N A  e in ic ia r  las e ta p a s  de p o l im e r i -  ' 

z a c iô n .  I F  1 abandona el co m p le jo  m e r c e d  a  la e n t r a d a  de  

la subunidad 5 0 S ,  m ie n tra s  que p a r a  que lo h ag a  I F  2 es  

n e c e s a r io  la p r e v ia  sa l id a  de  I F  1 asi com o la  h id rô l is is  de  

G T P  ( B e n n e ,  E b e s  y V o o r m a ,  1 9 7 3 ) .

P o r  lo que re s p e c ta  al c re c im ie n to  de  la c a d e n a  p o -  

l ipep tid ica  ( F i g .  1 . 2 ) ,  se  s igue adm itiendo el m o d e lo  de  

W atson ( 1964 ) con la co m p lem en t aciôn que su p u so  el d e s -  

cu b rim ie r ito  del m é c a n is m e  de acc iôn  de  los fa c to r e s  E F  G  

y  E F  T  ( E F  T ^  + E F  T ^  ) ( C o ld  S p r in g  H a r b o r  S y m p .  

Q u a n t . B io lo g y , 1969 ) . D o s  h an sido los a v a n c e s  m a s  n o ta ­

b les  re a l iz a d o s  en este  cam po  ( a )  R e la c iô n  e n tre  los s itios  

d e  fij aciôn del fa c to r  E F  G  y  el a m in o a c i l - tR  N A  (s i t io  A )  

(M o d o le l l  y  c o ls .  197 1 ;  C a b r e r ,  V ô z q u e z  y  M o d o le l l ,  1 9 7 2 ;  

M o d o le l l  y  V ô z q u e z ,  19 7 3 }  y  com o c o n s e c u e n c ia  d î r e c t a  e l  

solapam iento  e n t re  los s itios de fij aciôn de E F  G  y  E F  T



s o b r e  el l ' ib o so m a (R ic h m a n  y  B o d le y ,  1972 ; M i l l e r ,  1 9 7 2 ;  

R i c h t e r ,  1972 y  R i c h t e r ,  1973 , en s is te m a s  e u c a r iô t ic o s )

( b )  los cam b io s  c o n fo r m a c io n a ie s , d ep end ien tes  de  la p o s i -  

cion de l p e p t id i l - tR  N A , q u e  re g u la n  la  e n t r a d a  a l te r n a t iv a -  

m e n te  de los fa c to r e s  E F  G  y  E F  T  (M o d o le l l ,  C a b r e r  y  

V a z q u e z ,  197 3 ;  N o m  be la y  O c h o a ,  1 9 7 3 ) .  E l  m é c a n is m e  

d e  las e tap as  de p o l im e r i  zac iôn  t r a s  los datos a p o r la d o s  p o r  

todos estos  a u to re s  ha quedado  re c o g id o  en el e s q u e m a  de  

la  f ig u r a  1 .2 .  S in  e m b a r g o  ha de te n e r s e  p ré s e n te  qu e  si 

bien  los sitios de fij aciôn de E F  G  y  E F  T  son e x c lu s iv e s  

e n t r e  s i no son idénticos ( B a l le s ta  y  V a z q u e z ,  1 9 7 2 c ) .  A -  

n a log as s itu ac io n es  h an sido  r e p o r ta d a s  p a r a  los o tro s  f a c -  . 

to r e s  c a p a c e s  de c a ta l iz a r  la h id rô lis is  de G T P  en  las  f a -  

s e s  de in ic iac iôn  ( I F  2 )  ( B e n n e ,  E b e s  y  V o o r m a ,  1 9 7 3 )  y  

de te rm in a c iô n  ( R F )  ( T a t e , B e a u d e t  y  C a s k e y ,  1 9 7 3 ) .

E l  p r o c e s o  de te rm in a e iô n  p e r m a n e c e  p ra c t i  cam  ente  

e s ta c io n a r io  d es d e  el C o ld  S p r in g  H a r b .  S y m p .  on Q u a n t .  

B io lo g y  ( 1969) y  d es d e  la re v is iô n  de L u c a s - L e n a r d  y  

L ip m a n n ,  ( 1 9 7 1 )  torn ad a com o r e f e r e n d a  en es ta  b r e v e  In -  

t r o d u c c iô n , tan solo  es digno de  m enciôn  el s o lap a m ien to  en­

t r e  los fa c to r e s  de te rm in a c iô n  y  los de p o l im e r i  zac iô n  (T a te ,  

B e a u d e t  y  C a s k e y ,  197 3 )  y  e l re q u e r im ie n to  de las p r o t e i ­

n a s  L 7  y  L 12 ( v e r  1 . 2 . 2 )  p a r a  la  activ idad  G T  P a s a  de  e s ­

tos fa c to r e s  ( R F ) .

F in a lrn e n te  la in ves tig ac iô n  del m é c a n is m e  de s m te s is  

d e  p ro te m a s  en  s is te m a s  e u c a r io t ic o s  ha  tornado un notable  

in c re m e n to  d e s a r r o l la n d o s e  un s in  fin de s is te m a s  a c e lu la -



r e s  que han p e rm ît id o  im p u ls a r  e s ta s  in v e s t ig a c io n e s . S in  

e m b a r g o  todas  las e tapas que han  s ido  b ien c a r a c te r . iz a d a s  

s e  c o r r e s p o n d e n  en su totalîdad con las d e s c r i ta s  con a n te -  

r io r id a d  en s is te m a s  b a c te r ia n o s ,  con la  u n ica  e x c e p c io n  de 

los resu lcados de S c h r e i e r  y S ta e h e l in  ( 1 9 7 3 )  que han d e -  

tec tad o  la  fo rm a c io n  de un com ple jo  A4et* tR  N A p - 4 0 S  p r e v io  

a la e n t r a d a  d e l FZNA m e n s a je r o .  E s ta s  o b s e r v a c io n e s  se  

sum  an a las de  H o u s m a n  y c o ls .  ( 197 0 ) a c e r c a  de la  e x i s -  

.tencia de un t R N A  in ic ia d o r  s in  f o r m j la r  qu e  p a r e c e  poner  

de m an ifies to  que es tan solo en  la e tap a  de in ic iac iôn  d o n -  

de  se  e n c u e n tra n  las d i fe re n c ia s  e n t re  s is te m a s  p r o c a r io t ic o s  

y  e u c a r io t ic o s ,  si bien ta les  d iv e r g e n c ia s  son s ie m p r e  de  

p e q u e h a  e n v e r g a d u r a .

L a  m a y o r  p a r te  de lo r e f e r id o  en es te  b r e v is im o  a -  

p a r ta d o ,  a p a r e c e r a  en la re c o p i la c io n  de H a s e lk o r n  y  

R o th m a n -D e n e s  en el A n n u a l  R e v ie w  of B io c h e m is t r y  cori^es- 

pondiente  al ano 197 3.
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1 . 2 . 1 .  I N T R O D U C C I O N

p Q san d o  p o r  alto las  c a r a c te r is t ic a s  e s t r u c tu r a le s  

m a s  s e n a la d a s  que pueden  s e r  e n c o n tra d a s  en  c u a lq u ie r  

r e v is io n  p u b licad a  en los 5 u lt im es a n o s , nos in t r o d u c i r e -  

m o s en los h a lla zg o s  m a s  re c ie n te s  que han p r o v o c a d o  una 

v is iô n  cornp le tam ente  n u e v a  de  com o actua  un r ib o s o m a .  E n  

es te  a p a r ta d o  nos r e f e r i r e m o s  al r ib o s o m a  E  . c o l i . h a c ie n -  

do ind icac iôn  e s p e c ia l  si a lguna r e f e r e n d a  a r ib o s o m a s  de  

B .  s te a ro te m o p h ilu s  es in tro d u c id a .  M ed ian te  la  té c n ic a  de 

e le c t r o fo r e s is  b id im e n s io n a l en g e le s  de p o l ia c r i la m id a  desarro- 

l lad a  p o r  K a ltschrn id t y  V/ittmann ( 1970) han podido s e r  iden- 

t i f icad as  las 34 p ro te m a s  de la subunidad 5 0 S  y  las 21 de  

la subun idad  3 0 S  ado ptandose u n a  n o m e n c la tu ra  com ûn de 

a c u e r d o  a sus m o v il îd a d e s  e le c t ro fo ré t ic a s  (WiÜniann y  c o ls .  

1 9 7 1 ) .  T o d a s  las p ro te in a s  r ib o s o m ic a s  son e s p e c ie s  u n icas  

y  se ha llan  en un m a x im o  de  1 popia p o r  r ib o s o m a  ( a  e x ­

c ep c io n  de L 7  y  L 12) . E s t a  c a te g o r ic a  a f irm a c io n  s e  basa  

en estud ios  p r e l im in a r e s  de e s t r u c tu r a  p r im  a r i a  ( pép tidos  

t r fp t ic o s )  ( C r a v e n  y  c o ls .  1 9 6 9 ;  M o r a  y  c o ls .  1 9 7 1 )  y  en  

q u e  n inguna  p ro d u c e  r e a c c io n e s  ’ inm unolog icas  c r u z a d a s  

( S t o f f l e r  y  W ittm an n , 197 la )  hab iendo sido  m u ch as de e llas  

p u r i f ic a d a s  y  c a r a c t e r i z a d a s  en v a r io s  la b o r a to r io s  ( T r a u t  

y  c o ls .  1 9 6 9 ;  N o m u r a  y  c o ls .  196 9 ;  K u r la n d  y  c o ls .  1 9 6 9 ,  

a d e m â s  del y a  d e s c r i to  g ru p o  de  V /i t tm an n ).

P o r  lo que  r e s p e c ta  a los r R N A s  se  han ' ideniif icad o



3 e s p e c ie s  2 3 S  y  5 S  R N A  én la  subunidad m a y o r  y  1 6 S  

R N A  en la subunidad  m e n o r .  E l  m e n o r  de e lles  y  g e n e t i -  

cam e n te  independ ien te  ( 5 S  R N A )  ha s ido  s e c u e n c ia d o  p o r  

B r o w n le e ,  S a n g e r  y  B a r r e l l  ( 1 9 6 7 )  asf com o en o t ra s  e s ­

p e c ie s  e u c a r iô t ic a s  ( H ind  ley  y  P a g e ,  1972 ; IC im u ra  y  Ohta, 

1 9 7 3 )  m ie n tra s  que los o tro s  r R N A s ,  lo est an s iendo  a c -  

tua lm ente  ( F e l l n e r ,  1971 y  r e f e r e n c ia s  a lli co n ten id as ) y  

p ra c t ic a m e n te  la s e c u e n c ia  del 16 S  R N A  es ta  te r m  in ad a a 

fa lta  de pequehos  o l ig o n u c lé ô t id o s .

1 . 2 . 2 .  S U B U N I D A D  5 0 S

P o s e e  34 p ro te in a s  y  2 m o lécu las  de R  N A , 5 S  y  

2 3 S . T a n  so lo  2 de es tas  p ro te m a s  (p r o te m a s  ac fd icas  L 7 

y  I_ 1 2 )  han sido  p e r fe c ta m e n te  c a r a c t e r i z a d a s ,  h ab ién d o se  

d e te rm in a d o  su s e c u e n c ia  ( T e r h o r s t  y  c o ls .  1973) e n c o n -  

t râ n d o s e  iden ticas  a e x c ep c io n  de  que L .7 e s ta  eicetilada en 

su am inoâcido  N - t e r m i n a l , s e r in a .  B r o t  y  W e issb ac h  ( 197 2 )  

han  d e m o s tra d o  que L  12 p u e d e  s e r  ace ti la d a  ( p a r a  d a r  L 7 )  

en el s o b re n  ad ante ( m edi ante la accion de  acetil  C o A )  p e r o  

no en el r ib o s o m a .  P o r  o t r a  p a r t e ,  se  ha e n c o n tra d o  que  

p ra c t ic a m e n te  todas las p ro te m a s  de es ta  subunidad  se e n ­

cu e n tra n  en la p ro p o rc iô n  de un a  cop ia  p o r  r ib o s o m a .  E n  

el caso  de B  7 y  L 12 su p r e s e n c ia  im p lic a r fa  una p ro te in  a 

re p e t id a  d e n tro  del r ib o s o m a .  R  e c i ente m ente T  h am m an  a y  

c o ls .  ( 197 3 )  han d e m o s tra d o  m ed i ante t re s  té en ic as dist intas 

( r e c u p e r a c io n  a p a r t i r  de g e le s ,  d il u cion iso tôp ica  e in m u n o -  

p re c ip ita c iô n  ) que ex is ten  3 co p ias  p o r  r ib o s o m a  de  d ich as
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D e  a c u e rd o  a:

B e n n e ,  E b e s  y  V o o r m a  ( 197 3 )
G r o n e r  y R e v e l  ( 1 9 7 3 )
K u r la n d  y  c o ls .  ( 197 2 )
V e r m e e r  y  cols  . ( 197 3 )
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c a d e n a  p o lip ep tfd ica .  D e  a c u e r d o  a :

C o ld  S p r in g  H a r b .  S y m p .  Q u a n t .  B io lo g y  ( 1969) 
M o d o le l l ,  C a b r e r  y  V a z q u e z  (1 9 7 3 )

Nornbela  y  O c h o a  (1 9 7 3 )



p ro te in a s  ( L 7 - F L 1 2 )  y  su re la c iô n  v a r i a  seg u n  q u e  e i m e ­

dio de c re c im ie n to  s e a  rnfnimo ( re la c c iô n  I _ 7 / L 1 2  ~  5 )  o 

r ic o  ( L 7 / L ] 2 =  1 , 5 ) .  S u  s ign ificado  f is io lô g ic o  es d e s c o -  

n o c id o , si bien d ad as  sus c a r a c te r is t ic a s  e s t r u c tu r a le s  

( T e r h o r s t ,  197 3 ) tan  s im i la re s  a las p ro te in a s  c o n tra c t i le s  

( K i s k a , M ô D e r  y  S to f f le r ,  1971) que t ienden  a o p e r a r  en  

g ru p o s  rnultirnéricos , se  ha  s u g e r id o  que am bas  protc^mas  

e s tu v ie ra n  in v o lu c ra d a s  en los fenôm eno s de t r a n s p o r te  r i ­

bosôm ico  a lo la rg o  de las e tap as  de c re c im ie n to  de la  c a ­

d en a  pep tid ica .

M en o s  c o n t r o v e rs ia l  y  to ta lm ente  e s ta b le c id o  es la  im -  

p licac iôn  de las p ro te in a s  L 7 /1 L 1 2  en el c e n tr o  G T P â s i c o  

del r ib o s o m a .  E s to  h a s ido  d e m o s tra d o  de dos f o r m a s  dis -  

t in tas , ( a )  M edi ante r c  acc iôn  an tigén ica  de a n t ic u e rp o s  es  -  

pec îf icos  de las 55 p ro te m a s  r ib o sô rn icas  s o b r e  la  i n t e r a c -  

ciôn  de E F  G con cl r ib o s o m a ,  e n c o n trô n d o s e  que  s o lo  a -  

quellos  c o r re s p o n d io n te s  a E 7  6 E 12 (e s ta s  p ro te in a s  p r e ­

sen t an identicas p ro p ied  ad es inm unolôg icas  ) ten ian  e fec to  

in h ib id o r  (H ig h la n d  y c o ls .  1 9 7 3 ) .  (b )  .R ib o s o m a s  lavad o s  

con c lo r u r o  am ônico  1 M y  p re c ip ita d o s  con 50% de e tano l  

p ie rd e n  de 4 a 6 p ro te m a s  ( H arn e l K o k a  y  N a k a m o to ,  1972;  

S a n d e r ,  M a r s h  y P a r r n e g g ia n i , 1 9 7 2 ) .  A is la d a  la subunidad

5Q S y reco n s titu yen d o  p a r t ic u la s  r ib o s o m ic a s  m e d ia n te  a d i -  

ciôn de sub un id ades  3 0 S  intactas se  o b s e r v é  que no e r a n  

c a p a c e s  de  c a ta l iz a r  la h id rô lis is  de G T P  m ed ian te  la acciôn 

de  I F  2 ( H a m e l ,  K o k a  y  N a k a m o to ,  1 9 7 2 ) ,  E F  T ,  E F  G  

( K is c h a  M ol 1er y  S to f f le r ,  1971 ; S o p o r i  y  L e n g y e l ,  1 9 7 2 )
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y  R F  1 6 ( B r o t  y  c o ls .  197 3 ) asi com o la  uniôn de  E F  G  

en p r e s e n c ia  de G D P  y  acido fus id ico  ( B r o t  y  c o ls .  1 9 7 2 ) .  

S in  e m b a rg o  poseen  n o rm a l  activ idad  peptid il t r a n s f e r a s a ,  

fij acion de a m in o a c i l - tR  N  A  dependiente  de E F  T  y  fij acion  

del antibiôtico t ios trep ton  ( H a m e l ,  K o k a  y  N a k a m o to ,  1 9 7 2 ;  

S o p o r i  y  E e n g y e l ,  1972 )..  C o m o  se r e c o r d a r â  la h id rô lis is  

de G T P  no e r a  n e c e s a r ia  p a r a  n inguna d e  es tas  ac t iv îd ades .  

A d ic io n  de L 7  L 12 re c o n s t i tu y e ro n  todas es tas  ac tiv id ad  e s . 

A s i  en un p r in c ip io ,  se  p e n s 6 que E 7  E 12 e r a n  e l c e n tro  

active  G T  P  as a del r ib o s o m a ,  sin e m b a rg o  e x p e r im e r i to s  h e -  

chos p o r  B a l le s ta  y  V a z q u e z  ( 1972b) y  H a m e l  y  N a k a m o to  

( 1 9 7 2 )  h an m o s tra d o  que m etanol al 20% ( v / v )  es  c a p a z  de 

re c o n s t i tu ir  es tas  activ idad es en au s e n c ia  de E 7  E 12 . E s ­

tos re s u lta d o s  son m uy im p o rtan tes  desde  e l punto de v is ta  

de c o n s id e ra c io n e s  e s t r u c tu r a le s .  A s i  E 7  y  E 12 son  in d is ­

p e n sab les  p a r a  la activ idad G T P a s i c a ,  p e r o  no p o r  l le v a r  

e llas  m is m a s  el c e n tro  a c t iv o , s ino  p o r  p r o v o c a r  una c o n ­

fo rm  acion r ib o s o m ic a  ta l ,  que in d u zca  a la  p ro te in  a (u  o tro  

com p on ente r ib o s ô m ic o )  p o r ta d o p a  de la ac tiv idad  ca ta l it ica  

a a d q u ir i r  su f o r m a  a c t iv a .  A  estos efectos son é q u iv a le n ­

tes las p ro te in a s  E 7  E 12 y  20% de m e ta n o l .  E s to  da  una  

idea  de la d ificultad que r e p r é s e n t a  a t r ib u ir  fu n c io n es  e s p e -  

cificas  a corn pon ente s e s t r u c tu r a le s  in d iv id u a le s . A s i  e l r i -  

bosom a debe s e r  c o n s id e ra d o  com o una e s t r u c t u r a  don de  

Cad a com pon ente a p o r ta ,  en m u y  v a r ia  p r o p o r c iô n ,  c o n t r ib u -  

cioncs a una u o t r a  activ idad r ib o s o m ic a .

C o n f i r m ando estas  h ip ô te s is , H ig h lan d  y  c o ls .  ( 1 9 7 3 )



han m o s tra d o  que o tra s  p ro te in a s  L 1 4 , E 1 9 , L 2 3  y  L 2 7 ,  i n -  

f luenc ian  en un m e n o r  o m a y o r  g ra d o  la  funcion  G T P â s i c a  

d e l r ib o s o m a .  A n a lo g o s  re s u lta d o s  han obtenido S c h r i e r ,  

M a a s s e n  y Mol 1er ( 197 3 )  con E 6  y  L I O .  M a s  aun dos  p r o ­

te in as  de la subunidad 3 0 S , S 2 ,  S 9  ( M a r s h  y  P a rrn e g g ia n i ,  

197 3 )  son ca p a c e s  de a fe c ta r  es te  c e n tro  lo c a l iz a d o  es  la  

subunidad 5 0 S  (M o d o le l l ,  V a z q u e z  y  M o n r o ,  1 9 7 1 ;  B a l le s ta  

y  V â z q u e z ,  1 9 7 2 c )  lo que  s u g ie r e  una e s t r e c h a  re la c c iô n  

con la zona  de in te ra c c io n  e n t r e  am bas s u b u n id a d e s .  E s to  

s e  p o n d ra  de m an ifiesto  en el a p a r ta d o  1 . 2 . 5 .

O t r o s  estudios han sido hechos con v is tas  a id en t if i -  

c a r  o tras  p ro te in a s  p e r te n e c ie n te s  a es ta  su b u n id ad . L 2  y  

L 2 7  a p o rc c e n  s e r  re s p o n s a b le s  de la fij aciôn de c lo r a n f e n i -  

col m ed ian te  el em ploo  de un anâ lôgo ( B r o m a n fe n ic o l ) que  

s e  fij a co va len tem en te  al r ib o s o m a  p r o c a r iô t ic o  ( S o n e n b e r g ,  

W ilchek  y Z a m i r ,  1973) . S in  e m b a rg o  en e x p é r im e n te s  s i -  

m i la re s  llevados  a cabo en el la b o r a to r io  de l D r .  P o n g s  

( B a l d ,  E r d m a n n  y P o n g s ,  1 9 7 2 ) ,  r e s u l ta r o n  m a r c a d a s  las 

p ro te in a s  L 16 p r e fe re n te m e n te  y  L 2 4  no e n c o n tra n d o s e  f i j a -  

ciôn cova len te  eu ando sustituyô  e l  r ib o s o m a  7 0 S  p o r  la  s u ­

bunidad 5 0 S  ( P o n g s ,  B a ld  y  E r d m a n n ,  1 9 7 3 ) .  H a s ta  el 

m om ento  no ex is te  exp lîcac io n  c o h e re n te  a e s ta  d is c r e p a n c ia ,  

sin  e m b a rg o  N ie rh a u s  y N ie r h a u s  ( 1 9 7 3 )  p a r e c e n  c o n f i r m a r  

la  in te rv e n c iô n  de L 16 m ed ian te  ex p e r irn e n to s  de r e c o n s t i tu -  

ciôn p a r c ia l  de r ib o s o m a s .  M e d ia n te  la té c n ic a  del m a r c a je  

p o r  afin id ad ( S i n g e r ,  1 9 6 7 ) ,  K u e c h le r  y  c o ls .  ( 1 9 7 3 )  han

d e m o s tra d o  que  un d e r iv a d o  de a m in o a c i l - tR  N A  ( p - n i t r o f e -  
3

n i l - c a r b a m  il H  fe n i la la n i l - tR  N A  ) se  fij a c o v a le n te m e n te  a
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las  p ro te m a s  L 1 4 , L 1 5 , L 1 6  y  L 2 7 ,  s iendo  e s ta  fij aciôn d e ­

pendiente de la adic iôn de poli U  e inh ib ida p o r  p u r o m ic in a .  

N ie rh a u s  y  M onte jo  ( 1 9 7 3 )  en una ten ta tive  a p ro x im a c io n  de 

id en tif ica r  la p ro te in  a r e s p o n s a b le  de la activ idad  peptid il  

t r a n s f e r a s a  han ah ad ido a las " c o r e s "  (n u c le o s  r ib o s ô m i -  

cos ) obtenidos p o r  t ra t  am iento con c lo r u r o  de litio 0 , 8  M ,  

aquellas  p ro te in a s  d e s p re n d id a s  de la e s t r u c t u r a  r ib o s ô m i -  

c a  y p a rc ia lm e n te  s e p a r a d a s  p o r  co lu m n a  de D E  A E - S e p l i a -  

dex en sayan d o  d icha ac tiv idad  m ed ian te  la  r e a c c iô n  del  

f ra g m e n to .  S e  e n c o n trô  una  perfectc i con c o rd  an ci a e n t re  

la fo rm a c iô n  de A c  L e u - P M  y  la e luciôn  c o r r e s p o n d ie n -  

te  a la p ro te in a  E l i .  E s to s  re s u lta d o s  d e b e ra n  s e r  c o n ­

f irm  ados m ed ian te  la adic iôn de p r e p a r a c io n e s  de p ro te in as  

r ib o s o m ic a s  m as p u r i f ic a d a s .  N o  obstante r é s u l ta  p r o m e t e -  

d o r  que p u ro m ic in a  in te ra c c io n e  con es ta  p ro te in a  E l i  

( R a a c k e  1 9 7 3 ,  co m u n icac iô n  p e r s o n a l )  aunque el g ru p o  

de P o n g s  ( 1 9 7 3 ,  co m u n icac iô n  p e rs o n a l )  h a y  a e n c o n t r a ­

do fij aciôn a la E 2 4  usando  un d e r iv a d o  iodado de es te  

antibiôtico. E  a p ro te in a  E 4  es re s p o n s a b le  de la re s is te n -  

c ia  r ib o s ô m ic a  a e r i t r o m ic in a , junto  con o tro s  antibiôticos  

p e r te n e c ie n te s  al g ru p o  de  los m a c rô l id o s  ( O ta k a  y c o ls .  

197 1 ; T a n a k a  y c o ls .  1 9 7 1 )  .

E x p e r irn e n to s  de reco n s titu c iô n  ( v e r  a p a r ta d o  c o r r e s -  

pondiente a la subunidad  3 0 S )  a p a r t i r  de los of , p  , y  y 

" c o r e s "  ( S t a e h e l in ,  M ag lo tt  y  M o n r o ,  1 9 6 9 )  no han  r e p o r -  

tado datos im p o rtan tes  en cuanto  a lo c a liza c iô n  de a c t iv id a -  

des en p ro te in a s  e s p e c i f ic a s ,  q u iz â s  p o r  los ra z o n a m ie n to s  

apuntados a n te r io rm e n te  r e s p e c to  a las p ro te in a s  E  7 y  E 12 .
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N o  obstante B a l le s ta ,  M onte  jo  y  V a z q u e z  ( 1 9 7 1 a  y  b )  e n -  

c o n tra ro n  que la activ idad peptid il t r a n s f e r a s a  as i  corno la  

activ idad C T  P a s  a se p e r d ia  en el paso  de ^ a ^ " c o r e s "  

reco n s titu yen d o se  p o r  la  ad ic iôn de las p ro te in a s  en 61 d e s ­

p re n d id a s  .

F in a lm e n te  y  en c o n tra  de lo h a s ta  a h o r a  r e -  

p o rta d o  B ic k le ,  H o w a r d  y  T r a u t  ( 1 9 7 3 )  han  e n c o n tra d o  

que la p ro te in a  L 2  e s ta  ausente  de las su b u n id ad es  5 0 S  

"n a t iv a s "  al igual que la L 2 0 ,  que  a su v e z  tam poco  h a  

sido e n c o n tra d a  en r ib o s o m a s  p e r o  si en  m o n o s o m a s  o 

p o lis o m a s . L a  s ign ificac iôn  de estos re s u lta d o s  es  aun des-  

c o n o c id a .

1 . 2 . 3 .  S U B U N I D A D  3 0 S

L o s  in ic ia les  t ra b a jo s  de  K u r la n d  y  c o ls ,  p r e s c n t a -  

dos en 1969 (C o ld  S p r in g  H a r b .  S y m p .  on Q u a n t .  B io lo g y )  

h ac ian  r e fe r c n c ia  a la p r e s e n c ia  de m u ltip les  p ro te in a s  r i ­

b osom icas  f ra c c io n a le s  (e s  d e c i r  m enos de  1 co p ia  p o r  

r ib o s o m a )  m ie n tra s  que el r e s té  e ra n  u n i ta r ia s ,  no e n c o n ­

t ra n d o s e  n inguna quo p r e s e n ta r a  m as de una cop ia  p o r  r i -  

b o s o m a . A s i  m ism o la rnolécula de 1 6 S  R N A  es u n i ta r ia .  

E s to s  re s u lta d o s  han sido am pi i am ente d e s a r r o l la d o s  y  si 

bien aun nos hallam os en los a lb o re s  del e s ta b le c im ie n to  

de una e s t r u c tu r a  t e r c ia r ia  p a r a  el r ib o s o m a , no cs m e ­

nos c ie r to  que han ayudado  de una f o r m a  defin it ive  al a c ­

tua l concepto d inam ico  que de él se t ie n e .

U n o  de los m étodos con m a s  p ro fu s iô n  em p lead o s  y
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' I
que m as re s u lta d o s  positivos. ha  s u m in is tra d o  a la  h o r a  de j

a n a l iz a r  la funcion  de com ponentes  r ib o s ô m ic o s  ind iv idu a les , [

han sido los s is tem as  de re c o n s t i tu c iô n . D e s a r r o l la d o s  in i -  |

c ia lm ente  p o r  T r a u b  y  N o m u r a  ( 1 9 6 8 )  on la subunidad  30S  i
I

( p a r a  una re v is iô n  de este tipo de  e x p e r irn e n to s ,  v e r  N o -  

m u r a ,  1 9 7 0 ) ,  3 ahos m as ta r d e  lo fu e ro n  en la o t ra  s u b u -  |

n idad ( N o m u r a  y  E  r d m a n , 1 9 7 1 ) .  E s to s  exp e r irn e n to s  l i e -  I
!

v a d o s  a cabo en B .  s te a ro te  rm  ophilus solo  han  podido s e r  |

r e a l iz a d o s  en la subunidad m e n o r  de E  . coli s ien d o  in f r u c -  I
tuosos los intentes con la subunidad  5 0 S  ( r e c o n s t . total )  . I

. 1
A l  igual que se lia  exp u esto  p a r a  la o t r a  s u b u n id a d ,  |

los p r im e r o s  re s u lta d o s  e n c o n tra d o s  m o s t r a r o n  que n i n -  |

guna p ro te in a  e s p e c if ic a  e r a  r e q u e r id a  p a r a  una d e t e r m i -  

nada funcion . A s i  exp erirnen tos  de  recon stituc iôn  con to ­

dos los com ponentes  a ex c e p c io n  de  uno d e te rm in a d o  a v o -  

caban en p a r t ic u la s  in activas en p ra c t ic a m e n te  todas las  

fu n c io n es . L as poquc-has d i fe re n c ia s  e n c o n tra d a s  fu e ro n  en 

todo m om ento  cuantita tivas p e r o  no c u a l i ta t iv a s . N o  o b s ta n ­

te y  m ed ian te  e l en s ayo  de  g ra d ié n te s  de  s a c a r o s a  y d e -  

te rm in a c iô n  de  los coefic ientes de sed im entac iôn  de  las p a r ­

t icu las  re c o n s t i tu id a s , N o m u ra  y  c o ls .  ( 196 9 )  d e te r m in a r o n  |
I

que S 4 , S 7 ,  S B ,  S 9  , S 16 y  3 1 7  e r a n  in d is p e n s a b le s  p a -  |

r a  la reco n s titu c iô n  de la subun idad  3 0 S .  In d e p e n d ie n te m e n -  |

te y  al rnisrno tiernpo, K u r la n d  y  c o ls .  ( 1 9 6 9 )  m o s t r a r o n  

que todos e llos  ( excep to  S 16 to d a v ia  no iden tif icada ) c r a n  

las unicas p ro te in a s  u n ita r ia s  e n c o n tra d a s .

T a n  so lo  S i  (p ro te in a  f r a c c io n a l )  pudo s e r  id e n t if i -
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ca d a  funcion a (mente m ed ian te  los en sayo s  de reco n s titu c iô n .  

V a n  D u in  y  K uni and ( 1 9 7 0 )  m o s t r a r o n  su total r e q u e r i -  

m iento  p a r a  la  a s o c iaciôn es tab le  de la subunidad 3 0 S  con  

poli U  com o m R  N A , ex is t ie n d o  una c o r r e la c iô n  p a r a le la  

e n tre  la can tidad  de S I  p r e s e n te  y  la fij aciôn de fe n i la la ­

n i l - t R  N A .  P o s te r io r e s  ex p e r irn e n to s  r e a l iz a d o s  p o r  V a n  

D u in  y  c o ls .  ( 1972 ) han m o s tra d o  que S 2 1 ,  una p ro te in a  

f ra c c io n a l  que al igual que S i  solo se  e n c u e n tra  en s u b u ­

n id ad es  3 0 S  obtenidas a p a r t i r  de la  f r acc iôn  p o l is ô m ic a  

p e r o  no en las subun idades  n a t iv a s ,  inhibe la fo rm a c iô n  

d e l com ple jo  de  in ic iac iôn  p o r  im p e d ir  la fij aciôn de  f - M e t -  

tR  N A p  dependiente  de I F  2 a la  subunidad 3 0 S  a c o m p le -  

ja d a  con A U G .  P o r  el c o n t r a r io  S 19 estirnula  esta f i jac iô n .

O tr o  m étodo de investigac iôn  s u rg iô  de la c o n s id e r a -  

ciôn de que  las p ro te in a s  f ra c c io n a le s  ind icaban que no to ­

das  es taban  p ré s e n te s  en los r ib o s o m a s  obtenidos " in  v i t r o "  

y  p o r  consiguiente  s é r ia  pos ib le  e s t im u la r  c ie r ta s  a c t iv id a -  

des  p o r  ad ic iôn  de com ponentes  r ib o s ô m ic o s .  A s i  R a n d a l l -  

H a z e lb a u e r  y K u r la n d  ( 197 2 )  h a n  m o s t r a d o .q u e  S 2 ,  S 3  y  

S 14 actuan c o o p e ra t iv a m e n te  s o b r e  la fij aciôn de a m in o a c i l -  

t R  N A , es d e c ir  e je r c e n  in fluenc ia  d i r e c ta  (n o  ha  s ido o b -  

s e r v a d o  ningun o tro  efecto  p a r a ,  feétas p ro te in a s )  s o b r e  el 

sitio A  de la subunidad  3 0 3 .  A s i  m ism o  se  h a  e n c o n tra d o  

un efecto e s t im u la d o r  de S 9 y  S 13 s o b re  la fij aciôn d e  a -  

m in o a c i l - lR  N A  p e r o  dop end iendo  del fa c to r  de p o l im e r i z a -  

ciôn E F  T . D a d p  que S 13 y  S 19 son p ro te in a s  v e c in a s  

segun  ha d e m o s tra d o  Kirland yco!s.0973a) p o r  e l em p leo  de  

r é a c t iv é s  b i fu n c io n a le s , este a u to r  s u g ie re  un unico sitio
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de fij aciôn d e l t R N A  (s it io  C )  s o b re  la  subun idad  3 0 S  y  

depend iendo  de que p ro te in a  actue  s e r a  e s t im u la d a  la f i j a -  

ciôn de t R N A  in ic ia d o r  ( S  19) depend ien te  de  I F  2 o la  

de c u a lq u ie r  a m in o a c i l - tR  N A  ( S  13) d ep end ien te  de  E F  T .

E s t a  h ipôtesis  t iene  s o p o r te s  m as  sô lidos en  los e x ­

p é r im e n te s  que  han d e m o s tra d o  que I F  2 d i r ig e  al f - M e t -  

tR  N A p  a un sitio sen s it ivo  a p u ro m ic in a  (s it io  P )  m ie n tra s  

qu e  e s t r e p to m ic in a , un in h ib id o r  del s itio A  en  la s u b u n i­

dad 3 0 S  ( Z a g o r s k i  y  c o ls .  1 9 7 1 )  inhibe e s ta  fij a c iô n , lo 

que unido al efecto e s t im u la d o r  de las p ro te m a s  f r a c c io n a ­

les S 2 ,  S 3  y  S 14 (v a n  D u in  y  co ls .  1 9 7 2 )  re la c c io n a la s  

con el sitio A  segun  se ac a b a  de  p o n e r  de m a n if ie s to ,  han 

inc linado a K u r la n d  y c o ls .  ( 1 9 7 2 )  a p o s tu la r  el m o d e lo  

A C - P C  ( v e r  f ig u ra  1 . 1 ) .

A u n q u e  b r e v e m e n t e , es  in d isp en sab le  c i ta r  aquellos  

e xp e r irn e n to s  gen éticos  que han con tr ibu id o  a a s ig n a r  d e ­

te rm in e d  as funciones a p ro te n ia s  r ib o s ô rn ic a s .  A s i  la r e -  

s is te n c ia  al antibiôtico e s p e c t in o m ic in a  se  d eb e  a una a l te -  

ra c iô n  de la p ro te in a  S 5  ( B o lle n  y c o ls .  1 9 6 9 ) .  L o s  f e ­

nôm enos de  r e s is tc n c ia  o d e p e n d e n c ia  del antib iôtico e s ­

t re p to m ic in a  dependen  d e  la  e s t r u c t u r a  p r i m a r i a  de  la p r o -  

te m a  S 12 ( B i r g e  y  K u r la n d ,  196 9 )  m ie n tra s  que s u p r e -  

siôn de la d e p e n d e n c ia  s e  lo c a l iz a  en la S 4  segun d e s c r i -  

b ic ro n  p o s te r io rm e n te  ( 197 0 )  los m ism o s a u to r e s .  F i n a l ­

m ente  la re s is te n c ia  al antib iôtico K a s u g a m ic in a  es d eb id a  

a cam bios  en la m etilac iôn  del l 6 S  R N A  ( H e l s e r ,  D a v ie s  

y  D a h lb e r g ,  1 9 7 1 ) .
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P o r  ultimo o t r a  ten ta tiva  d e  a s ig n a r  fu n c io n es  e s p e -  

c ificas  a com ponentes  in d iv id u a le s  ha  s ido  h e c h a  e m p le a n -  

do agentes  c a p a c e s  de in a c t iv a r  c ie r ta s  fu n c io n e s  p o r  in -  

t e r a c c io n a r  con d e te rm in a d a s  p ro te in  as ( o  R  N A  ) , H a n  s i ­

do ex te n s iv a m e n te  e m p le a d o s  los re a c t iv o s  de g ru p o s  s u l -  

f id r i io s ,  asi com o c ie r to s  re a c t iv o s  e s p e c if ic o s  p a r a  d e t e r -  

m in ad o s  a m in o a c id o s . E l  p ro b le m  a s u r g e  a la h o r a  de iden- 

t i f ic a r  que com ponentes  son los re s p o n s a b le s  de la  a l t e r a -  

cion o b s e r v a d a  (e je m p lo :  in cap a c id ad  d e  f o r m a r  7 0 S ,  f i j a -  

ciôn de  m R  N A  o a m in o a c i l - tR  N A , e t c . )  p u es to  que  la e s -  

pec ifidad  de  ta le s  re a c t iv o s  no e s  todo lo elevada quo se  hu-  

b ie r a  d es ead o  y  m (e n tra s  que  son  v a r ia s  las p ro te in  as a -  

f e c t a d a s , tan so lo  las m o d if ic a c io n e s  o c u r r id a s  en una  o 

a lgunas de e llas  son r e s p o n s a b le s  de  la in a c t iv a c iô n  o b s e r ­

v a d a .  T r a ta m ie n to  p ro te g ie n d o  la s  sub un id ades  ( e s  d e c i r  

en p r e s e n c ia  de  5 0 S ,  m R  N A , a m in o a c i l - tR  N A , etc.) diô  

c ie r ta  luz a estos e x p é r im e n te s .  A s i  p a r e c e  s e r  qu e  la  

inac t ivac iôn  de los g ru p o s  s u lf id r i lo s  de la S 18 ( b a y  7 

p ro te in a s  m as  que dan es te  t ipb de r e a c c io n )  es  r e s p o n ­

sa b le  de la p é r d id a  de la funciôn  r ib o s ô m ic a  ( M p o r e ,  1971). 

T r a t a m ie n to  con te tra n it ro m e ta n o  ev id en c iô  un a  p e r d  id a de  

activ id ad  en cuanto a la in te r acc iôn  m R  N A - a m in o a c i l - t R  N A  

que fué r e s ta u r a d a  p o r  ad ic iôn  d e  las p ro te in a s  S 11 y  S 21 .  

F  in aim ente co lic ina  E 3  p r o v o c a  inac t ivac iôn  de la s u b u n i-  

dad p o r  c o r t a r  un f ra g m e n te  de  50 nuc leô tidos en el e x t r e -  

m o 3* del 1 6 S  R  N A  ( S e n i o r  y  H o l la n d ,  1 9 7 1 ;  B o w m a n  

y  c o ls .  1 9 7 1 ) .  U n  m étodo m u c h a  m as  e s p e c if ic o  es  la  inac ­

t ivac iô n  m edi ante a n t ic u e rp o s  ( S to f f le r  y  VVittmann, 1 9 7 1 b ) ,
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sin  e m b a rg o  su g r a n  tam an o  es  ca u s a  de c ie r ta s  l irn ita c jo -  

nes en su e m p le o .

1 . 2 . 4 .  C O N S I D E R A C I O N E S  E S T R U C T U R A L E S

U n a  v e z  a n a l iz a d o s ,  un tanto s o m e r a m e n te ,  los c o -  

nocim ientos  ac tua les  a c e r c a  de los com ponentes  in d iv id u a ­

les de los r ib o s o m a s  de E . c o H . se  p re te n d e  en este a p a r -  

tado  p r e s e n t a r  aque llas  e x p e r ie n c ia s  tend entes a i n t e r r e l a c -  

c io n a r lo s . . E n  p r i m e r  iu g a r  se  t r a ta r a n  las in te ra o c io n e s  

e n t r e  p ro te in a s  y r R N A ,  R a r e  ce habe r s e  d e m o s tra d o  (no  

s in  la rg a s  c o n t r o v c r s ia s ) que las re g io n c s  h e lic o id a le s  del  

r R N A  son rnuy im p o rta n te s  p a r a  la f i jac ion  de las p r o t e i ­

nas  ( B o llen  y  c o ls .  , 1 9 7 0 ) .  S c h a u p ,  G r e e n  y  K u r la n d

( 1 9 7 1 )  ban rn os trado  que  S 4  , S 7 ,  S 8 , S 1 5 ,  S 17 y  S 2 0  

s e  unen a! 1 6 S  R N A ,  sin e m b a rg o  S 17 lo b ae e  de f o r m a  

in e s p e c if ic a .  S 13 y S  l 6  solo s e  fijan a! r R N A  si es tan  

p ré s e n té s  o t ra s  p ro te in a s  ( v o r  m as  ad el an te ; f ig u ra  1 .3 ) .

P o r  lo que r e s p e c ta  a la  subunidad 5 0 S  se  ban iden- 

t if ieado  L 2 , L 6 ,  L l G ,  L 17 , L 1 9 ,  L 2 0 ,  L 2 3  y  L 2 4  co m o  

p ro te in a s  con afin idad p o r  e l 2 3 S  R N A  m ie n tra s  que L 2 ,

L ,6 , L 18 y  L 2 5  la tienen  p o r  e l 5 S  R N A .  ( S t o f f le r  y  c o ls . 

1971 ; M o n ie r  y  G r a z ,  1 9 7 2 ) .  E l  co n oc im ien to  intimo de  

las in te ra c c io n e s  p ro te  in a - R  N A  r e q u ie r e  es tud ios  m a s  e s ­

p e c if ic o s . A s i  se  ban obtenido f ra g m e n te s  de  1 6 S  R N A  

pro teg id o s  de d igestion  r ib o n u c le a s ic a  p o r  d e te rm in a d a s  p r o ­

te in as  ta les  com o S 4  y  S 7  ( S c b a u p  y K u r la n d ,  1 9 7 2 ;  

B o g d a n o v ,  S h a ts k y  y  S p i r id o n o v a ,  197 2 )  bab ién d o se  s e -
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cuenciado  en el c a s e  de  la p ro te in  a S 4 . E s t a  té c n ic a  p o ­

s é e  el c r i t ic is m e  de que es m u y  posib le  se  t ra te  de o l ig o -  

nucleôtidos c o r re s p o n d ie n te s  a distintas p a r te s  del 1 6 S  

R N A .  O t r o  m étodo  actua lm ente  en d e s a r r o l lo  cons is te  en 

r o m p e r  su ave m ente  y en  f ra g m e n te s  p e r fe c ta m e n te  d e l im i -  

tados el R N A  y luego e s tu d ia r  la f i jac io n  de las p ro te in a s  

a cad a  uno de  e llo s .  M utan tes  de p ro te in a s  r ib o s o m ic a s  

( S 4 )  con débil afinidad p o r  el r R N A  ( G r e e n  y K u r l a n d , 

1971 ) son de indudable v a l o r ,  una  v e z  co n o c id a  su  s e c u a i -  

c ia  ( D o n n e r  y  K u r la n d ,  197 2 ) a la h o r a  de d e t e r m in e r  a 

nive l m o le c u la r  eom o o c u r r e n  ta ie s  in te ra c c io n e s .

M u y  poco es eonpcido  a c c r c a  de la  e s t r u c t u r a  e s -  

p a c ia l  que deben te n e r  las p ro te in a s  y  e l R N A  r ib o s ô m i -  

c o .  S i  b ien estudios p r im a r io s  con e n z im a s  p ro te o lit ic o s  

o r ib o n u c le a s a s  ( G  hang y F l a k s ,  197 1 ; C r a v e n  y  G u p ta ,  

1971 ) p a re c ia n  in d ic a r  que c ie r ta s  p ro te in a s  e r a n  in te r io -  

r e s  y  o tra s  e x t e r io r e s ;  r c c ie n te s  e x p e r im e n to s  hech o s  por 

S to f f le r ,  Z e ic h h a r d t  y H a s s e n b a n k  ( 1 9 7 3 )  ban puesto  de 

m anifiesto  que todos las p ro te in a s  r ib o s ô m ic a s  in te ra c c io n a n  

con sus c o r re s p o n d ie n te s  a n t ic u e r p o s . E s to s  e s tu d io s ,  ju n ­

to con c o n s id e ra c io n e s  de h id ra ta c iô n  h acen  s u p o n e r  que  

al m en os en  la  subunidad 3 0 S ,  las p ro te in a s  deb en  f o r m a r  

una cap a m o n o m o le c u la r  m an ten id a  toda e l la  u n id a , de f o r ­

m a  m as o m e nos d i r e c t a ,  p o r  e l r R N A .  E s t a  h ipô tes is  d e -  

be s e r  c o n f i r m a d a . L a  e s t r u c tu r a  de  la subun idad  5 0 S  d e -  

be s e r  ev iden tem en te  m as corn plie  ada  y  aun no se  h an t r a -  

zad o  hipôtesis c o n c re ta s .
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O t r o  m étodo de a p ro x irn ac iô n  al co n o c im ien to  de  la 

posic iôn  en e l esp ac io  de los co m po nentes  r ib o s ô m ic o s , 

son los re a c t iv o s  b ifuncionales  que unen p a r e s  de p r o t e i ­

n a s .  E s to s  e x p e r im e n to s  h an sido  d e s a r r o l la d o s  en  e l l a -  

b o ra to r io  del D r .  K u r la n d  ( U p p s a la )  y  e l ac tua l es tad o  de 

COS as (J u l io  1 9 7 3 )  a p a re c e  re p r e s e n ta d o  en la f ig u r a  1 .3 .  

U n a  v e z  a is lados  estos p a r e s  de  p ro te in a s  ( S 5 - S 8 ,  S 7 -  

S 9 ,  S 1 3 - S 1 9  y  S 1 8 - S 2 1 )  se  h a  lo g ra d o  r e c o n s t i t u i r , en 

c ie r to s  c a s o s ,  subun idades activas  p o r  del re s to  de  los 

c o m p o n en tes , lo que d e m u e s tra  que es tas  uniones r e s p o n -  

den a s itu ac iones  "in v iv o "  y  no son a r te fa c to s  (e s to  solo  

ha sido r e p o r ta d o  h as ta el m o m e n to , con los p a r e s  f o r m a -  

dos p o r  S 5 - S 8  y  S 7 - S 9 )  . E m p le a n d o  re a c t iv o s  b ifu n c io ­

n a les  de d istin ta  longitud puede  m e d ir s e  la d is ta n c ia  e x is te r  - 

te e n tre  am b as  p ro te in a s  ( Kurland y cols. 1973a).Con aque llos  

de una longitud de 5 Â. no ex is te  r e a c c iô n .  E s to  im p lic a  

que la d is tan c ia  inte rp  ro te  m ic a  es  s u p e r io r  a 5 X ,  es  d e -  

e i r  que no se ha llan  fu e r te m e n te  e m p a q u e ta d a s . 9 e  c a lc u -  

que la d is tan c ia  m edia  o s c ila  e n t re  8 y  10 Â  aunque to d a -  

v ia  no ex is te  e v id e n c ia  de fin it iva . R e c ie n te m e n te  ha  s ido  

re p o r ta d o  ( M o r g a n  y  B r im a c o m b e ,  197 3 )  un m ode lo  e s p a -  

cia l de las p ro te in a s  de la subunidad  3 0 S  que es la p r i m e ­

r a  tentativa  del es tab lec im ien to  de una e s t r u c tu r a  e s p a c ia l  

del r ib o s o m a .

E s tu d io s  a c e r c a  del tam ah o  y  f o r m a  de  las p a r t ic u la s  

r ib o s ô m ic a s  se  e n c u e n tra n  p e r fe c ta m e n te  re c o p i la d o s  p o r  

K u r la n d  ( 1 9 7 2 ) .  L a s  c a r a c te r is t ic a s  m as  s o b re s  al ientes  

conocidas  has ta  el m om ento  s o n ,  p a r a  la subunidad  3 0 9  :
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P I G .  1. 3.  In te r ro la c io n e s  e n t r e  las p ro te in a s  r ib o s ô m ic a s  

de la subunidad 3 0 S  de E  . c o l i ,

— ^ F i ja c io n  d ir e c ta  y  e s p e c if ic a  al 1 6 S  R N A

E fe c to s  de c o o p e ra t iv id a d  en su in te ra c c iô n  con  
e) 1 6 S  R N A .

P r o te in a s  co v a le n te m e n te  un idas  p o r  r e a c t iv o s  b i -  
fu n c io n a le s .

^ R e la c c iô n  de  f ide lidad  en la t ra d u c c io n .
S 12 r e s is te n c ia  y  d e p e n d e n c ia  a e s trc p to rn ic in a
5 4  s up r e s  ion de la d e p e n d e n c ia  a e s t re p to m ic in
5 5  r e s is te n c ia  a e s p e c t in o m ic in a
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m a s  a a n h id ra  0 , 9  (dL 0 , 3 )  X  10^ d a lto n es . S u  f o r m a  h i -  

d ra ta d a  ( 0 , 3  g ra m  os de agua p o r  g r a m o  de  p a r t ic u la  r i -  

b o n u c le o p ro te m ic a )  posee  un vo lu m en  total de 1 ,5  X  10 A ,  

siendo  su e s t r u c tu r a  un e lip so id e  de re v o lu c iô n  a c h a ta d a  

p o r  los polos y  re la t iv a m e n te  a s im é tr ic o  ( 56 X  224  X  224 )

E n  cuanto a la subunidad  SOS se han p ro p u e s to  t r e s  m o ­

d è les  ( a )  un e lip so id e  de t r ia x ia l  ( 130 X  175 X  259  A )  (b )  

un c i l in d ro  e lip tico  ( 121 X  162 X  194 A )  y  ( c )  un e lip so id e  

de re v o lu c iô n  (2 2 5  X  225  X  113 A) .  S u  v o lu m e n  h id ra ta d o  

es 2 v e c e s  el de la  subunidad m e n o r  y su m a s  a a n h id r a  

1 ,5 5  X  10^ da ltons .

1.2.5.  F U N C IO N A L ID A D  R IB O S O M IC A

L a  s o la  e n u m e ra c iô n  de los datos p re s e n ta d o s  en  

los a p a rta d o s  p r e c e d entes da  u n a  id e a  de la e n o rm e  com  -  

ple jidad  del r ib o s o m a ,  as i com o de la g r a n  can tidad  de  t r a -  

bajo  que queda  p o r  h a c e r  y  de los n u m e ro s o s  p ro b le m  as  

p la n te a d o s . E l  objetivo de es te  a p a r ta d o  con s is te  en  d a r  

una v is ion  de las co n secu en c ias ' de estos estud ios  en e l  

concepto  g e n e r a l  de com o t ra b a ja  un r ib o s o m a .  L a  s u b u ­

nidad 5 0 S  p a r e c e  te n e r  una e s t r h c tu r a  c o m p a c ta  y  c o n s ­

tante  a lo la r g o  de la sin tes is p o lip ep tid ica  segun  s e  d e d u ­

ce del u n i ta r is m e  de sus p r o te in a s ,  fe n ô m e n o  g e n e r a lm e n -  

te acep tado  a exc ep c iô n  de los re s u lta d o s  p re s e n ta d o s  p o r  

el g ru p o  de T r a u t  ( B ic k le  y  c o ls . 1 9 7 3 ) .  E s to  s in  e m b a r ­

go no e x c lu y e  una s e r ie  de cam bios c o n fo rm  ac io n a le s  tal 

y com o se han puesto de m an ifiesto  en la  e ta p a  de p o l im e -
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r îz a c iô n  ( P i g .  1 . 2 ) .  E l  p a n o ra m a  ante la  subunidad  3 0 S  

se p ré s e n ta  d ia m e tra lm e n te  opuesto . V a r i a s  son las  p o s i -  

bles e x p lic a c io n e s  p a r a  la p r e s e n c ia  de p ro te in a s  r ib o s ô ­

m ic a s  f ra c c io n a le s ,  p e r o  hoy dia tan solo p a r e c e  te n e r  v i -  

gen c ia  la que c o n s id é ra  a es ta  subunidad com o h e t e r o g é -  

n e a .  K u r la n d  (1 9 7 2  y  1 9 7 3 b )  ha  s u g e r id o  que tal h e -

te ro g e n e id a d  re f le ja  la s ituaciôn  que h u b ie ra m o s  e n c o n l r a -  

do al d e te n e r  la b iosintcsis  de p ro te in a s  en  un d e te r m in a ­

do instante . E s to  e s ,  los d ife re n ie s  ostados que p ueden  

a c o n te c e r  en un r i  bosom a d u ra n te  un c ic lo  com pleto  de sm~ 

tes is  de  p ro te in a s .  E s  d e c ir  ex is te  un un tco r ib o s o m a  c u -  

ya  e s t r u c tu r a  cam b ia  d u ra n te  las e tap as de  in ic ia c iô n , p r o -  

pagaciôn  y  t e r m inaciôn de la ca d c n a  p o lip e p t id ic a .

S i  bien no ex is te  un soport.e e x p e r im e n ta l  de fin it ive  

p a r a  esta  v is iôn  d inôm ica  del r ib o s o m a  ( p o r  c i r a  p a r te  c a ­

da v e z  m as  a ce pt ad a) no os m èn es  c ie r to  que el m é c a n is ­

m e de acc iôn  de las p ro te in as  S i  y S 2 1  se a jus ta  p e r f e c -  

tarpentc a este  concepto y no a ningun o tro  de  c a r a c t e r i s ­

t icas  e s tô t ic a s . A s i ,  S i  e n tra r ic i  a f o r m a r  p a r te  del r ib o ­

so m a  p a r a  e s ta b i l iz a r  la inte r a c e  ion 7 0 S  o 30 S  - m R  N A  , 

una v e z  que IP 3 hubic^.ra cum plido  su  com etido  en la e t a ­

pa de in ic iac iô n . D e  la m is m a  f o r m a  S 2 1 ,  an tagon is ta  de  

la f i jac ion  de f - M e t - t R N A p  d e p e n d iente de I F  2 so lo  f o r m a -  

r ia  p a r te  de l r ib o s o m a  cum pliendo  su funciôn de e s ta b i l iz a r  

la in te r  acc iôn  m R  N A - t R  N A  ( C r a v e n  y c o ls ,  196 9 )  una  

v e z  que el tR N A  i ne i ad o r  l iu b ie ra  ocupado su sitio en el 

r ib o s o m a .  A.coplam iento e n tre  la  sa l id a  de I P  2 y la  e n t r a -  

da de S 2 1  no ha s ido d e m o s tra d o .
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E s te  concepto  d inarnico del r ib o s o m a  p o see  o t ra s  

im p licac iones  ; hoy d ia  no tieno g ra n  sentido r e a l , aunque  

en la p ra c t ic a  se  h a c e , h a b ia r  de p ro te in a s  r ib o s ô m ic a s  

y de fa c to re s  d e l s o b r e n a d a h te , pues todos e llos  pueden  

s e r  c o n s id e ra d o s  com ponentes  e s t ru c tu r a le s  de l r ib o s o m a ,  

unos p e rm a n e n te s  y  o tro s  a c c id e n ta les  d ep end iendo  de la 

etapa b ios iii té tica  que le c o r r e s p o n d e  l le v a r  a cabo en ese  

m o m ento . O t r a  h a b r ia  de s e r  la p a r t ic u la r  pos ic iôn  d e l r i ­

bosom a com o m a c ro rn o lé c u la  d en tro  de] contexto  g e n e r a l  

de la c é lu la ,  d e s c a r ta n d o s e  las in ici aies ana log ias  que se  

q u is ie ro n  e n c o n tra ro n  con los v i r io n e s . M a s  bien se  p o d r ia  

b u s c a r  un p a r a le lo  con un com ple jo  m u lt ic n z im a t ic o . U n  ul­

timo punto a c o n s id e r a r  es la re la c iô n  ex is tan te  e n t re  las 

dos su b u n id ad es . A q u i la  e v id e n c ia  e x p e r im e n ta l  es  aun  

m e n o r .  L o s  m odelo  c las ico s  adm iten que si bien e x istep  

funciones s c p a r a d a s  p a r a  am b as  subun idades (pep tid il  t ra n s -  

f e r a s a ,  in te ra c c iô n  con el ni R N A ,  e t c . ) ,  o t ra s  son c o m u -  

n e s , sitios A  y  P  es d e c ir  f i jac iôn  de tR  N A . D e  es ta  f o r ­

m a  ré s u lta  év iden te  que c ie r ta s  .pro te inas de am bas  s u b u ­

n idades  deben e s t a r  en intimo con tacte  o al rnenos r e l a c -  ' 

c ionad as  fu n c io n a lm e m e , G o rd o n  ( 1973) ha re p o r ta d o  que  

L 19 y  L 2 7  p o r  p a r te  de  la subunidad 5 0 S  y  S 9  y  S 11 

p o r  p a r te  de 3 0 S ,  son p ro te in a s  de plcno contacte  m ien tras  

que L 14 y  L 2 3  p r è s  ont an c a r a c te r is t ic a s  sim il a r e s  p e r o  

m en os a c u s a d a s .

E s to s  re s u lta d o s  resu ltan  m u y  inte r e s  antes si c o n s i ­

d é r â m e s  que es tas  p ro te in a s  in te rv e n ia n  d e  una  f o r m a  p a r -
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c ia l en  e l c e n t r e  ac tive  G T P . a s a ,  lo que c o n f irm a  la r e l a c ­

ciôn ex is ten te  e n tre  e s ta  funciôn y  la aso c ia c iô n  e n t re  a m ­

bas s u b u n id a d e s . O t r a s  p ro te in a s  que in te rv ie n e n  en e s ta  

in te ra c c iô n  sin  e s ta r  r e la c c io n a d a s  con la  ac tiv id ad  G T P a s b a  

s o n , p o r  p a r te  de la subun idad  m a y o r  L 8  y  L-9 y  p o r  p a r ­

te de la m e n o r  S 12 y  S 2 0 .  L a  o b s e rv a c iô n  h e c h a  p o r  

E b e l  ( 1973) a c e r c a  de que  S U  se f i ja  a un fragrnon to  del  

2 3 S  R N A  ( f r a g m e n te  1^) que p o s ee  ali a a fin idad ( y  es  p a r -  

c ia lm ente  p ro te g id o )  p o r  L 2 4 , es ta  en p lena  c o n c o rd a n c ia  

con estas o b s e r v a c io n e s .

1 . 2 . 6 .  E L  R I B O S O M A  E U C A R I O T I C O

L o s  p a r a m é t r é s  c la s ic o s  del r ib o s o m a  e u c a r iô t ic o  

ta ie s  com o coefic ien te  de s e d im e n ta c iô n , p eso  m o le c u la r ,  

conten ido en R N A  o p ro te in  a e tc .  . . se  e n c u e n tra n  m u y  

deta llados en  re v is io n e s  ta lc s  com o P e t te r m a n  ( 1 9 6 4 ) ,

S p i r in  y  G a v r i lo v a  ( 1 9 6 9 )  y  M ad en ( 1 9 7 1 ) ,  ( T a b l a  1 . 1 ) .

P o r  lo que r e s p e c ta  a r ib o s o m a s  e u c a r iô t ic o s  es  

d e c i r ,  ind ep en d ien tem en te  de aqu e llas  l ineas de in v e s t ig a -  

ciôn que es tud ian  el m e c a n is m o  de  s in tes is  d e  p ro te in a s  

en estos s is te m a s ,  nos e n c o n tra m o s  con que los estud ios  

estan o r ie n ta d o s  p r in c ip a lm e n te  a 2 v e r t ie n te s :  b iogônes is  

y  e s t r u c t u r a  del r ib o s o m a .  L a  p r i m e r a  de e l la s  no la  v a ­

in os a c o n s id e r a r  p o r  e r ic o n t r a r la  poco r c  lac ion ad a con las 

e x p e r ie n c ia s  p re s e n ta d a s  en e s ta  T e s is  ( v e r  M a d e n ,  1 9 7 1 ;  

A tta rd i  y  o tro s  a u t o r e s , 197 2 ; P la n t a ,  van  den B o s  y

K lo o tw i jk ,  1 9 7 2 ;  M ir a u l t  y  S c h e r r e r ,  1 9 7 2 )  y  en cuanto  a
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R I B O S O M A S  E U C A R I O T I C O S  ( M A M I F E R O S )  

P R O F 1 E D . A D E S

M onoiTiero

Constan te  de  
sed im entac iôn  ( J )

P e s o  m o le c u la r ( l )

R N A ( l )
(c te .  se d im e n ta c iô n )

P e s o  m o le c u la r ,  R N A ( 2

Conten ido  en R N A  ( 2 )

8 0 S

4 ; 3  X  10

5 0 %

S u b u n id ad es

6 0 S 4 0 S

6 0 S  4 0 - 4 5 8

6
2 , 7  X  10

2 8 S  
5 S

1 8 S

1 ,8  X  10*  ̂ 0 , 7  X  10^

^  S  eg un B . E  . M . M ad en ( 1 9 7 1 )

(1 )  S p i r in  y G a v r i lo v a  ( 1969  )

( 2 )  P c te rm o n n  y P a v lo v e c  ( 1966 )
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la seg u n d a  se t r a t a r a  de o r îe n t a r  h a c ia  los p r in c ip a le s  r e ­

su ltados obtenidos y a  que aun es  prern  a tu ro  h a c e r  ningun a 

conclus iôn  defin it iva .

L a  m a y o r  labilidad de l r ib o s o m a  de o r g a n is m e s  e u -  

c a r iô t ic o s  es el peso l im ita n te . O b v ia r é  to d a  la h te r a tu r a  

destinada  a la obteneion de su b un id ades  r ib o s o m ic a s  a c t i ­

v a s ,  d ad a  la g ra n  h e te ro g e n e id a d  de  m a te r ia le s  em p lead o s  

y  p r in c ip a lm e n te  la p o c a  ap licab ilidad  g e n e r a l  de  ta ies  m é -  

todos . A s i  se da  la c i rc u n s ta n c ia  de q u e  c ie r to s  p r o c e d i -  

m ientos  de com pleto  éxito en  c ie r to s  la b o r a to r ie s  f r a c a s  an 

al t r a t a r  de s e r  re p e t id o s  en o t ro s .  A n te  tan poco r ig o r  

cientffico en un paso  tan p re l im  in a r , se  corn p re n d  e r a  la c a -  

r e n c ia  de re s u lta d o s  m as  o m en o s  défin it ives  en cuanto a 

com ponentes  su b rib o s ô m  ic o s .

L a  m a y o r  fa de los estud ios  han s ido l le v a d o s  a c a ­

bo con r ib o s o m a s  p ro c é d a n te s  de hfgado d e  r a ta  o de  r e -  

t icu loc itos de con e jo . N o  o bs tan te  p ro te in as  r ib o s ô m ic a s  de 

S  . c e r e v i s iae  han sido p a rc  i aim ente re s u e lta s  m edi ante e lec -  

t ro fo r e s is  en g e les  de p o l ia c r i la m id a  de una d im e n s iô n ,  e n -  

c o n tra n d o s e  que la subunidad  m a y o r  p o s ee  a l r e d e d o r  de 50 

p ro te in a s  de pesos m o le c u la r e s  co rnp rend idos  e n t r e  1 0 .0 0 0  

y  4 6 . 0 0 0  m ie n tra s  que la 4 0 S  posee a l r e d e d o r  de 30 y  

ningun a m a y o r  de 3 0 . 0 0 0  da ltones  ( V / a r n e r ,  1 9 7 1 ) .

E s tu d io s  m as  r e s u e l t o s , em p leand o  e le c t r o fo r e s is  b i -  

d im e n s io n a l ,  han puesto de m an ifies to  que p a r a  r ib o s o m a s  

de hfgado de r a ta  e x is te r  30 p ro te in a s  en la  subunidad  4 0 S  

y  39 en la 6 0 S ,  m ie n tra s  que los 8 0 S  con tienen  e n tre  68
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y 72 p r o t e in a s , t r e s  de  las c i ia les  no ap a r c  ci an en  las  

s u b u n id ad es . T o d a s  e l las  (c o n  una pos ib le  e x c e p c iô n )  son  

unicas ( S h e r t o n  y  W o o l,  1 9 7 2 ) .  We If l e , S ta h l  y  B ie lk a  

( 1 9 7 1 )  e n c o n t r a r o n ,  u til izando  e l m ism o p r o c e d im ie n to ,

34 p ro te in a s  ( rnanchas en e l ge l ) e s p e c if ie a s  p a r a  la s u ­

bunidad 6 0 S ,  27  p a r a  la 4 0 S  y  15 de  id én tica  m o v ilidad  

en a m b a s ,  m u y  p ro b a b le m e n te  deb idas  a co n ta in inaeion  

c r u z a d a  e n t re  am bas  s u b u n id a d e s .  E s te  m is m o  g ru p o  

(W e s te r m a n n ,  B ie lk a  y  B o t tg e r ,  1971) han a is lado  31 p ro ­

te inas r ib o s o m ic a s  p o r  c r o m a to g r a f ia  en co lum n a y  han s i ­

do e studied os su  com po sic iôn  g lobal de am in o ac id o s  y  d i -  

c ro is m o  c i r c u l a r  e n tre  2 00  y  3 0 0  n m . P a r a  una  ré v is io n  

v e r  B ie lk a  y  c o ls .  ( 1 9 7 2 ) .  N ingun r e s u  It ado digno de men-  

cion fu é  ob ten ido .

M e n o s  defin it ives  son los datos s u m in is tro d o s  p o r  

K in g ,  Gould y  S h e a r m a n  ( 1 9 7 1 )  p a r a  r ib o s o m a s  d e  r e t ic u -  

locitos de co n e jo .  4 0  a 60 p ro te in a s  c o m p re n d id a s  en un 

ra n g e  de 8 . 0 0 0  a 5 7 . 0 0 0  da ltones  de peso  m olecular* son  

asignadas  a la subunidad  m a y o r '  m ie n tra s  que a la  m e n o r  

c o r re s p o n d e n  de  30  a 4 0  p ro te in a s  de p e s o s  m o le c u la r e s  

corn p ren d  id os e n t r e  6 . 0 0 0  y  3 9 . 0 0 0 .  A d  cm as estos au to ­

r e s  seh a lan  que o b tu v ie ro n  idénticos re s u lta d o s  t ra b a ja n d o  

con sub un id ades  nativas  o p r 'ocedentes  de la d is o c ia c ié n  de 

r ib o s o m a s .  U t i l iz a n d o  e s ta  m is in a  té cn ica  o p e ra t iv a  ( D e l a u ­

n a y ,  M a th ie u ,  S c h a p i r a  ( 1 9 7 2 )  h an d e m o s tra d o  qu e  ( a l  

m enos p o r  e le c t r o fo re s is  b id im en s io n a l en g e le s  de p o l ia ­

c r i la m id a )  no p a r e c e n  e x is t i r  d i fe re n c ia s  e n t r e  las p r o t e i -



25

nas r ib o s o m ic a s  del h igado de o v e ja ,  t e r n e r a ,  con e jo  o 

polio adu ltes . S im i la r e s  re s u lta d o s  se o b tu v ie ro n  con las  

c o r re s p o n d ie n te s  al h fgado , r in o n  y re t ic u lo c ito s  de  c o n e jo .  

N o  obstante esto  no e x c lu y e  que  con té c n ic a s  m a s  r e s u e l ­

ta s ,  puedan s e r  a p r e c ia d a s  c ie r ta s  d i fe r e n c ia s ,  y a  s e a  

d e n tro  de la e s c a la  f i lo g en é tica  o d e n tro  de  los ô rg a n o s  

de  un d e te rm  inado an im a l.

H a n  sido  v a r io s  los a u to re s  que gu iados  p o r  los r e ­

su ltados obtenidos en E  . coli m edi ante d iv e r s e s  t ra ta m ie n to s  

que p ro v o c a b a n  la p e r d id a  d e  c ie r ta s  p ro te in a s  r ib o s o m ic a s  

dando lu g a r  a los d en om inados  ” c o r e s ’* o nuc leo s  r ib o s ô -  

m icos  ( S t a e h e l in ,  M ag lo tt  y  M o n r o ,  1 9 6 9 ) .  T a n  solo el 

g ru p o  de R e b o u d  ha lo g ra d o  o b te n e r  re c o n s ti tu c io n e s  ac t i­

v a s  a p a r t i r  de estos  c o r e s , p o r  adic ion de  las p ro te in a s  

elirn inadas (R e b o u d  y  c o l s , 1 9 7 2 ) .  S in  e m b a r g o , ningun

date  c o n c r e te  h a 'e m e r g id o  de  es tas  e x p e r ie n c ia s . E l l e  se  

ha debido fu n d am en ta lm en te  a la total c a r e n c ia  de u n i fo rm i -  

dad en las p a r t ic u la s  obtenideis pues su co m p o s ic iô n  p r o t e i -  

n ica  v a r i a  de un 27  a un 74% de la in ic ia l .  A d e m â s  la p e r ­

d ida de ac tiv id ad  es total no h a b ié n d o s e  e n c o n tra d o  in a c t i -  

v a c io n e s  p a r c ia le s ,  U n a  e x p lic a c iô n  a estos  re s u l t  ados p o -  

d r f a  s e r ,  m a s  p o r  analog fa con lo a n te r io r rn e n te  exp u es to  

p a r a  E  . c o li que p o r  b as e  e x p e r im e n ta l ,  u n a  h e te ro g e n e id a d  

d e  la subun idad  4 0 S  ( v e r  D is c u s iô n )  .

N o  o b s ta n te ,  rc c ie n te s  e x p e r im e n to s  l lev ad o s  a cabo  

en el la b o r a to r io  de l D r . V / o o l  (W e tten h a l y  c o ls .  1 9 7 3 ) ,  

han d e m o s tra d o  la e x is te n c ia  de p a r t fc u la s  4 0 S  c a p a c e s
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de f o r m a r  d im e ro s  a b a ja s  c o n c e n tra c îo n e s  de  po tas io  

m ie n tra s  que o t r a  f ra c c io n  no in te rc o n v e r t ib le  con la a n te ­

r i o r  no las f o r m a .  A m b a s  e r a n  ac tivas  si b ien  en m a y o r  

p r o p o rc iô n  la p a r t ic u la  d im é r ic a .  O t r a  c a r  acte r fs t ic a  a con­

s i d e r a r  es  que e s ta  no conten fa  tR  N A  d e a c ila d o  m ie n tr a s  

q u e  la m o n o m é r ic a  p o s e ia  p o r  c a d a  m o l ,  0 , 5  m o les  d e  

tR  N A . F in a lm e n te  am bas conten ian  las m is m a s  p ro te in a s  

r ib o s ô m ic a s .

O t r o s  a u to re s  ( H e n s h a w  y  L o e b e n s te in ,  197 0 ;  

M u llo c k  y  c o ls .  1971 ) han  r e p o r ta d o  la e x is te n c ia  de dos  

fo r m a s  de la subun idad  m e n o r  de l r ib o s o m a  e u c a r iô t ic o  

m ie n tr a s  que V o u r n a k is  y  R ic h  ( 1 9 7 1 )  o b s e r v a r o n  q u e  en  

u n a  s e r ie  de s is te m a s  los r ib o s o m a s  c ito p la sm âtico s  l ib r e s ,  

p o s een  un d ia m e tro  de m a y o r  d im en s iô n  que aquellos  im -  

p lic ad o s  en la su ites  is de  p ro te in a s  y  p o r  e n d e  unidos al 

m R  N A  fo rm a n d o  la  f ra c c iô n  p o l is ô m ic a .  O t r a s  d i fe re n c ia s  

com o d iso c iac iô n  en su b u n id ad es  p o r  d ife re n te s  c o n c e n t r a -  

ciones de c lo r u r o  po tâs ico  fu e ro n  o b s e r v a d a s  m ie n tra s  que  

la m a s a  total r ib o s ô m ic a  p e r m a n e c fa  co n s ta n te .  L a  conexiôn  

de los re s u lta d o s  p re s e n ta d o s  en e s ta  T e s i s ,  con e s ta s  

c a r a c te r is t ic a s  p a r t ic u la r e s  de  la  subun idad  m e n o r  r ib o s ô ­

m ic a  (tan to  p r o c a r iô t ic a  com o e u c a r iô t ic a )  s e r a  c o n s id e r a -  

da  am pli am ente en el a p a r ta d o  c o r r e s p o n d ie n te  d e  la D i s ­

c u s iô n .
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1 .3 .  A N I S O M I C I N A  G O U G E R O T I N A  Y  T R I C O D E R M I N A

1 . 3 . 1 .  A N I S O M I C I N A

E l  antibiôtico a n is o m ic in a ,  a is lado  p o r  S o b in  y  T a n ­

n e r  ( 1954) es  un produ.cto de la fe rm e n ta c iô n  de v a r ia s  

es p e c ie s  de S t r e p t o m y c e s . L y n c h  y  c o ls .  ( 195 4 ) r e p o r -  

ta ro n  su e s p e c t r o  a n t im ic ro b ia n o  e n c o n trâ n d o s e  un efecto  

negativo  s o b r e  b a c te r ia s  y hongos patôgenos m ie n tra s  que  

s o b re  p ro to z o o s  e r a  m u y  e fe c t iv o .  S e  c o m p ro b ô  que e r a  

el m as  active  de o t ra s  18 d r o g a s  e x  am in ad as c o n tra  T r i ­

chom onas v a g in a l is . T . foetus y  E  . h is to ly t ic a . S im i la r e s  

c a r a c te r is t ic a s  junto  con una d e s c r ip c iô n  de o t ra s  p r o p ie -  

dad es  q u fm ic a s ,  de  es tab ilidad  y  so lub ilidad  fu e r o n  r e p o r -  

tadas p o r  T a n n e r ,  S o b in  y  G a r d o c k i  ( 1 9 5 4 ) .

S u s  p ro p ie d a d e s  tox ic  as y  fa rm a c o lô g ic a s  s e  d e t e r ­

m in e r  on m e r c e d  a las e x p e r ie n c ia s  de G a r d o c k i  y  cols  

( 195 5 ) . S i  bien p r e s e n ta b a  c ie r to s  c a r a c t è r e s  tôx icos  

( L D ^ ^  en ra to n e s  1 4 0 -1 4 8  m g / K g )  los m onos to le ra b a n  

( p o r  p e r io d o s  inc luse  s u p e r io r e s  a 6 m e s e s )  dos is  o r a le s  

d esde  1 a 50 m g /K g .  C a n t id a d e s  e n t re  5 5 - 6 5  m g / K g  p r o -  

d u c ira n  c ie r to s  t r a s t o r n o s ,  p r in c ip a lm e n te  d i a r r e a .  E s to s  

resu ltad o s  in d u je ro n  a su  ap licac iô n  m é d ic a  p a r a  t r a ta m ie n ­

to de la d is e n te r ia  a m e b ic a  en M e j ic o  ( G u é  y  D i a z ,  1 9 6 1 ) .

L o s  p r im e r o s  estudios q u im ic o s  a p a r e c ie r o n  4 afios 

m as  ' t a r d e  en que B e e r e b o o m  y  c o ls .  ( 1 9 6 5 )  c o n c lu y e ro n  

que la e s t r u c tu r a  de a n is o m ic in a  e r a  2 - p - m e t o x i - f e n i lm e t i l -  

3 - a c e t o x i - 4 - h id r o x ip i r r o l id in a  con los sus titu yentes  del a n i -
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llo p ir ro l id fn ic o  en  pos ic iôn  * * t r a n s " , cad a  uno re s p e c to  a 

sus a d y a c e n le s .  E s t a  e s t r u c t u r a  fué c o r r e g id a  p o r  B u t le r  

( 196 8 ) que d e m o s trô  que  si b ien  la pos ic iôn  e n t r e  los s u s ­

tituyentes 3 y 4  e r a  "trans** y  la  c o r re s p o n d ie n te  a los  

exis tan tes  en 2 y 3 e r a  * 'c is” , ta l y  com o a p a r e c e  en la  

f ig u r a  I V .  15.

P o r  u lt im o , O id a  y  O h k i  ( 196 8 ) han  s in te tizad o  q u i -  

m icam en te  la f o r m a  r a c é m ic a  de  an iso m ic in a  e n c o n tra n d o  

que su activ idad e r a  la m itad  de  la de l com pu esto  n a tu r a l .

E  llo es  debido a que a n is o m ic in a  p ro v ie n e  d e  L - t i r o s i n a  

(VVong, 1968 ) y  tan  solo su f o r m a  ô p ticam ente  ac t iva  ( L -  

is ô m e ro )  se  c o r r e s p o n d e  con e l antibiôtico p ro d u c id o  p o r  

los m ic r o o r g a n is m o s .

M a s  r e c ie n te m e n te , P e i n e r  y  S c h e n k e r  ( 1970 ) han  

lo g ra d o  su sm tes is  q iu m ic a  total p a r t ie n d o  d e l d ietil !_ ,-( +  ) -  

t a r t r a t o . T o d o s  estos estud ios  de  c a r a c t e r  q u im ic o  han  

l levado consigo la  d e s c r ip c iô n  d e  la sm tes is  u obtenciôn de  

un sin fin de d e r iv a d o s , sin e m b a r g o  en ningun ca s o  fué  

d e s c r i ta  su ac tiv idad  b io lô g ica . L o s  p r im e r o s  datos a c e r c a  

del m e c a n is m o  de  acc iôn  d e  a n is o m ic in a  los p r o p o rc io n ô  

G ro i Im an ( 1967 ) quien m o s trô  qu e  inh ib ia  s m te s is  de p r o -  

tem as  tanto ” in v ivo "  com o "in  vitro** en re t icu lo c ito s  d e  

conejo  y  en Ic v a d u ra s  p e r o  no en  b a c te r ia s .  E n s a y ô  c i e r ­

tos d e r iv a d o s  e n c o n tra n d o  que  su  activ idad  e r a ,  o n u ia  o 

m u y in fe r io r  a la del com pu esto  o r ig in a l .  A d ic io n a lm e n te  

G  r  oilm an o b s e r v é  que a n is o m ic in a  e s ta b i l iz a b a  los p e r f i le s  

de polisomcis lo que  im p lic a b a ,  p r e s u m ib le m e n te ,"  un e fec to
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s o b r e  a lg u n a (s )  e t a p a ( s )  del c re c im ie n to  de la c ad en a  p o ­

lipeptid ica .

E s to  fué  c o m p ro b a d o  dos anos m a s  ta r d e  cu ando  

V â z q u e z  y  co ls ( 1 9 6 9 )  d e m o s tr a r o n  que se  t ra ta b a  de  un 

inh ib ido r e s p ec if ico  de fo rm  acion de  e n la c e  pep tid ico  c a ta -  

l izad o  p o r  subunidades 6 0 S  p ro c e d e n te s  de r ib o s o m a s  e u -  

c a r ié t ic o s  de S . c e r e v is ia e  o am ig d a las  pa la tin as  hum an as 

( N e th  y  c o ls .  1 9 7 0 ;  C a r r a s c o ,  1 9 7 3 ) .  P a r a le la m e n te  y  

t r a s  d e s a r r o l l a r  un s is te m a  de s m te s is  d e  p o lifen îla la n in a  

c a ta l iz a  do p o r  este  ultimo tipo d e  r ib o s o m a s  a n is o m ic in a  

s e  m ost r é  com o el m as  potente de todos los in h ib id o re s  

en s ayad o s  ( B e r m e k  y M a tth a e i ,  1 9 7 0 ) .

S im i la r e s  re s u lta d o s  o b tu v ie ro n  B a t ta n e r  y  V a z q u e z  

( 1 9 7 1 )  cuando re p i t ie ro n  es te  e n s a y o  c a ta l iz a d o  p o r  r i b o -  

sornas p ro c e d e n te s  de la le v a d u r  a S .  c e r e v is ia e  . E s to s  

m is m o s  a u to re s  m o s t r a r o n  que a n is o m ic in a  in te ra c c iô n a b a  

con la  subunidad  6 0 S ,  p e r o  no con la  4 0 S  , m ed ian te  p r e -  

t ra ta m ie n to  con el antibiôtico de am b a s  y  p o s te r io r  e n s a y o  

en sm tes is  de po lifen ila la n in a . A s i  m is m o  c o n c lu y e ro n  que  

p ro d u c ia  una g ra n  d is to rs iô n  en el c e n t r e  ac t ive  peptid il  

t r a n s fé r a s  a pues ad e m â s  de im p e d ir  su actuac iôn  c a ta l i t ic a ,

p ro v o c a b a  c ie r ta  inh ib ic iôn en la  f i jac iôn  d e  s u s tra to s  ta ies
3 3

com o C  A C  C  A -  H  L e u - A c  6 U A C C A -  H  - I_ e u  p e r o  no

ten ia  efecto cuando se e n s a y a r o n  los s u s tra to s  co m p le tes

( e s  d e c i r  ( A c )  a m in o a c i l - tR  N A )  .

F in a lm e n te ,  P e s tk a  y  c o ls .  ( 1 9 7 2 ) ,  m e d ia n te  la  r e a c -
3 . .c iôn d e  l ib e ra c iô n  de péptidos n a c ie n te s  p o r  H p u r o m iç i n a
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a p a r t i r  de la f ra c c iô n  p o l is ô m ic a  r e p o r té  que  a n is o m ic in a ,  

jun to  con e s p a r s o m ic in a  e r a n  los ûnicos in h ib id o re s  c o m ­

pétitives re s p e c to  de  p u ro m ic in a  en d ich a  r e a c c iô n .

1 . 3 . 2 .  G O U G E R O T I N A

E s te  antibiôtico fué  a is lado  en 1962 p o r  K a n z a k i  y  

c o ls .  ( 1 9 6 2 )  a p a r t i r  de S t r e p to m y c e s  g o u g e r o t in a . c e p a  

a is la d a  de una m u e s t r a  de e s t ie rc o l  torn ad a en  K y o to  ( J a ­

p o n ) .  L o s  p r im e r o s  estud ios a c e r c a  de su co m p o s ic iô n  

qu im ic a  fu e ro n  llevados  a cabo p o r  Iw a s a k i  ( 1 9 6 2 )  qu ien  

es tab lec iô  una e s t r u c tu r a  que p o s te r io rm e n te  h a b r ia  de s e r  

c o r r e g id a  p o r  F o x  y  c o ls .  ( 1 9 6 4 )  qu ienes  a su  v e z  la r e -  

v is a r o n  defin it ivam ente  en  1968 ( F o x ,  K u w a d a  y  W a ta n a b e ,

196 8 ) d e jând o la  e s ta b le c id a  seg u n  a p a re c e  en f ig u r a  1 .4 .

P o r  lo que a su sm tes is  qu im ic a  se  r e f i e r e , tan s o ­

lo la  p a r te  n u c le o s ic a  de la m o lé c u la  ha  podido s e r  o b te n i-  

da (W a ta n a b e ,  K o tic k  y  F o x ,  1 9 7 0 ) .  U n a  détail ad a r e v is  iôn 

de  e s t r u c tu r a s  y  s in tes is  p a r c i a l e s , no so lo  d e  g o u g e ro t in a  

sino de un g r a n  n u m é ro  de antibiôticos del g ru p o  a m în o h e -  

x o s a -p ir im id in -n u c le ô s id o s  p uede  e n c o n t r a r s e  en  F o x , W a ­

tan ab e  y  B lo c h ,  ( 1 9 6 6 )  y  S u h a d o ln ik  ( 1 9 7 0 ) .

E n  cuanto  a su m odo de  a c c iô n ,  la  re v is iô n  de  P e s tk a ,  

( 1 9 7 1 )  ha re c o p ila d o  p ra c t ic a m e n te  la to ta lidad  de los t r a -  

bajos pub licados  a es te  r e s p e c to .  P o r  co n s ig u ien te  m e  l im i -  

t a r é  a d a r  r e f e r e n d a  de los m a s  in te re s a n te s  o m as  d i r e c -  

tam ente  r 'e lac ionados con los e x p e r im e n to s  d e s c r i to s  en e s ­

ta T e s i s .
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S u  activ idad in h ib id o ra  s o b re  la s m te s is  de p r o t e i ­

nas fué m o s tra d a  en s is tem as  a c e lu la re s  de E . coli ( C l a r k  

y  G u n th e r ,  1963 ) , h igado de ra ton  ( S in o h a r a  y  S k y - P e c k ,  

1965) y  re t icu lo c ito s  de conejo  ( C l a r k  y  C h a n g ,  1 9 6 5 ) .  

C o u ts o g eo rg o p o u lo s  ( 1967) o b s e r v é  su e fecto  s o b r e  la s m ­

tes is  de po lifen ila lan in a  d ir ig id a  p o r  ac ido  p o l iu r id f l ic o . 

C a s je n s  y  M o r r i s  ( 1965) hab ian  e n c o n tra d o  que g o u g e r o t i -  

na es tab il izab a  polisornas. E s to  indujo a e s tu d ia r  su  efecto  

s o b r e  los d iv e r s e s  s is tem as  de fo rm a c ié n  de  e n la c e  p e p t i ­

d ico ex is ta n te s ;  G o lb e rg  y  M itsug i ( 1 9 6 7 )  r e p o r t a r o n  su  

acc ién  s o b re  la r e a c c ié n  de p o l i l is i l - tR  N A  con p u ro m ic in a ,  

igualm ente  P e s tk a  ( 1 97 0a ) e n c o n trô  activ idad  in h ib id o ra  s o ­

b r e  el c e n tre  activo  peyjtidil t r a n s f e r a s a  u sando  com o s u s -  

t ra to  d o n a d o r  N ~ A c - F e n - t R  N A . E n  s is te m a s  e u c a r ié t ic o s  

y em p lean d o  la m is m a  r e a c c iô n ,  B a t ta n e r  y  V a z q u e z  (1971a)

( le v a d u r a s )  y  C a r r a s c o  ( 1973 ) (a m ig d a la s  pa la tinas  h u m a -
- 4

n a s )  no e n c o n tra ro n  efecto a con cent r  acion es 10 M . L a  

exp licac iô n  a estos re s u lta d o s  pueden e n c o n t r a r s e  en el 

a p a rta d o  IV  . 2 .

G o u g e ro t in a  inhibe la fo rm a c ié n  de  e n la c e  peptid ico

e n s a y a d a  segun  la r e a c c ié n  del f ra g m e n te  c a ta l iz a d a  p o r

r ib o s o m a s  de E . coli ( M o n r o  y  V a z q u e z ,  1 9 6 7 )  de le v a -

d u r a  ( B a t ta n e r  y  V â z q u e z ,  1 9 7 1 a )  y  hum anos ( N e t h  y  cols.

1 97 0 )  y  ( C a r r a s c o ,  1 9 7 3 ) .  G o ld b e rg  y  M itsu g i ( 196 7 )  y

P e s tk a  ( 1 9 7 2 a )  r e p o r ta r o n  que g o u g ero t in a  p ro d u c ia  una

inhibiciôn de tipo m ixto  r e s p e c te  a p u ro m ic in a  en su s is t e -
3

m a  de fo rm a c ié n  de p e p t id i l -  H  p u ro m ic in a  c a ta l iz a d a  p o r
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r ib o so m as  de F - . coli o de h igado de ra ta  ( P e s t k a  y  c o ls .  

1 9 7 2 ) .  C o m o  una c o n s e c u e n c ia  de estos re s u lta d o s  no  d e -  

be e x t r a n a r  que C a p e c c h i  y K le in  ( 1 9 6 9 )  e n c o n t r a r a n  in -  

hibic ion del p r o c e s o  de te rm in a c iô n  p o r  g o u g e ro t in a ,  h a b i -  

d a  cuonta de la in te rv e n e  ion de  peptidil t r a n s f e r a s a  en e s ­

ta  re a c c iô n  ( V o g e l ,  Z a m i r  y E ls o n ,  1969*, C a s k e y  y  co ls .  

1 9 6 9 ) .

P o r  lo que re s p e c ta  a los s u s tra to s  de peptid il t r a n s ­

f e r a s a ,  a c o n c e n tra c îo n e s  e le v a d a s  ( s u p e r io r e s  a 10 M )  

estim u la  la  f ijac iôn de A c - F e n - t R  N  A  a r ib o s o m a s  ( J i m é -  

n e z ,  M o n ro  y V â z q u e z ,  197 0 ) in te r f i r ie n d o  con e s p a r s o ­

m ic in a  en este  m ism o  tipo de e n s a y o s .  D e  la m is m a  f o r ­

m a  g o u g ero t in a  inhibe la ’’ r e a c c iô n  de  la e s p a r s o m ic in a ” 

utilizando C  A C  C  A - F e u - A c  ( M o n r o ,  C e lm a  y  V â z q u e z ,

1969) m ie n tra s  que p o r  si so la  es  c a p a z  de e s t im u la r  l i -  

g e ra m e n te  la f i jac iôn  de este s u s tra lo  al r ib o s o m a  ( C e l m a ,  

M o n ro  y V â z q u e z ,  1 9 7 0 ) .

A l no a fe c ta r  la f ijac iôn de  F e n - t R N A  p e r o  si la  de  

U A C C A - F  eu ( C e l m a ,  M o n r o  y  V â z q u e z ,  1 9 7 1 )  o de C A C C A -  

F e n  ( P e s t k a  1969 ; H a r r i s  y P e s t k a ,  1 9 7 3 )  y  d ad as  las s e -  

m e ja n z a s  e s t i 'u c tu ra le s  de g o u g e ro t in a  con c itid ina  ( F i g .  1.4) 

se  fo rm u la ro n  h ipôtesis  (C o u ts o g e o rg o p o u lo s ,  1 9 6 7 )  ( C e r n a ,  

F ic h te n th a le r  y R y c h l ik ,  1971) a c e r c a  de un pos ib le  m e c a ­

n ism o de inhib iciôn b as ad o  en com petic iôn  d e l antib iôtico con  

cl e x t r e m e  final C C A  del s u s tra to  a c e p to r .  F a  in v a l id e z  de 

esta  te o r fa  se pone de m an ifiesto  en D is c u s iô n .

O tr o s  datos nos m u est r a n  a es te  antibiôtico com o to -
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14
ta l in h ib id o r de la f ijac iôn  de C  bl.asticidina S  a r ib o s o ­

m as de  E . coli (K in o s h i ta ,  T a n a k a  y  U m e z a w a ,  197 0 )
14

m ie n tra s  que no tiene efecto s o b re  la  in te ra c c iô n  de  C  

c lo r a m fe n ic o l , l in c o m ic in a , e r i t r o m ic in a  ( F e r ­

n a n d e z -M u h o z  y  c o ls .  1971) y  t iam fen ico l ( C o n t r e ­

r a s ,  B a rb a c id  y  V â z q u e z ,  1 9 7 3 )  con este  tipo de ribosomas.

F in a lm e n te  C e r n a ,  F ic h te n th a le r  y R y c h l ik  ( 1 9 7 1 )  

han r e p o r ta d o  que un d e r iv a d o  de g o u g e ro t in a  con ten iendo  

un g ru p o  - C H ^ O H  en la po s ic iô n  6* del a z u c a r ,  en lu g a r  

del r e s  id uo o r ig in a l  de c a rb o x a m id a  ( - C O N H ^ )  , p o s ee  una 

activ idad a p ro x im a d a m e n te  10 v e c e s  m e n o r .  E s t a  s e  p ie r d e  

tota lm ente  cuando el re s id u e  s a r c o s i l - D - s e r i l  am id a e s ta  

unido al âtomo de ç a rb o n o  3 ’ en  lu g a r  de al 4 F

1 . 3 . 3 .  A N T I B I O T I C O S  D E F  G R U P O  D E  F A  T R I C O ­

D E R M I N A

S e  t ra ta  de una s e r ie  de antibiôticos de e s t r u c t u r a  

s e s q u ite rp é n ic a  de los que t r ic o d e r m in a  ha s ido  tornado c o ­

m o r e p ré s e n ta n te  del g ru p o  deb ido  a s e r  el m a s  es tud iado  

desde  un punto de v is ta  b io lôgico ( v e r  m as  ad élan  te )  .

T o d o s  ellos han sido c o n s id e ra d o s  com o p ro d u c to s  

tôx icos p ro d u c id o s  p o r  una s e r i e  de h o n g o s , m as  o m en o s  

re la c c iô n  ad o s , a is lados p r in c ip a lm e n te  de c e r e a le s .  P o seen  

activ id ades  antifungicas y  a n t in e o p lâ s t ic a s . D e  ellos  podemos  

d c s ta c a r  :

T r ic o d e r m in a . -  F u é  a is lad a  de) hongo T r i c h o d e r m a  v i r id i



34

( G o d fre d s e n  y  V a n g e d a l ,  1 9 6 4 ) .  S u  e s t r u c t u r a  q u im ic a  

( F i g .  1 . 5 )  fué  d e te rm in a d a  p o r  estos m is m o s  a u to re s  en 

1 9 6 5 .

T r i c o d e r m o l . -  ( F i g .  1 . 5 ) .  S e  obtiene p o r  h id ré l is is  de

t r ic o d e r m in a  y  posee su m is m a  e s t r u c tu r a  a e x c e p c iô n  del

g ru p o  acetato  h id ro l iz a d o ,  esto e s ,  4 6 - h i d r o x i - 1 2 ,  1 3 - e p o -
9

x i -Z ,  - t r ic o te c e n o . E s  idéntico a ro r id in  C  ( G u t z w i l l c r  y  

c o ls .  1 9 6 4 ) .  F u é  a is lado  a p a r t i r  -de M v ro th e c iu m  ro r îd u m  

p o r  H a r r i  y  co ls . ( 1 9 6 2 ) .

F u s a r e n ô n  X . -  H a  s ido a is lado  de ca ldos de  cu ltivo de l  

hongo F u s a r ium n iva le  ( U e n o  y  c o ls .  196 9 ) . E s to s  m is ­

m os a u to re s  han d e te rm  in ado su e s t r u c tu r a  ( F i g .  1 . 5 )  r e -  

sultando s e r  3 d ,  'M ,  1 5 - t r ih id r o x i~ 4  ^ - a c e t o x i - 1 2 , 1 3 - e p o -

x i  ^ - t r ic o te c e n -8 o n a  asi com o sus c a r a c te r is t ic a s  tô x icas  

en a n im a le s .

N iv a le n o l . -  S e  t r a ta  del d e r iv a d o  d e s a c e t i la d o  del F u s a -  

re n o n  X  ( 3cK, 4^ , 7d , 1 5 - t e t r a h id r o x i - 12 , 1 3 - e p o x i - 2]^- t r i -  

c o te c e n -8 o n a )  y  tiene su m is m a  p r o c e d e n c ia ,  ( T s u n o d a  y  

cols . , 1968) .

T  r i  cote c in a . -  E s  p ro d u c id a  p o r  e l hongo T r ic h o th e c iu m  r o -  

seum  ( F r e e m a n  y  M o r r is o n ,  1 9 4 8 ) .  E s to s  a u to re s  d e s c u -  

b r ie r o n  en 1949 algunas de  sus p ro p ie d a d e s  qu fm icas  y  b io -  

lô g ic a s .  S in  e m b a rg o  hab ian de p a s a r  10 anos p a r a  e l e s ­

tab lec im ien to  de su e s t r u c tu r a  p o r  F r e e m a n ,  Gill y  W a r in g  

( 1959 ) .  E s t a  fué p o s te r io rm e n te  c o r r e g id a  y  de fin it ivam ente  

p o r  G o d fre d s e n  y V a n g e d a l  ( 1965)  com o 4 ^ is o c ro to n i lo x i-
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12 , 1 3 - e p o x i - 2 ] ^ - t r ic o te c e n - 8 o n a ,

T r ic o t e c o lo n a . -  E s  el a lcohol c o r re s p o n d ie n te  a t r i c o t e c i -
9

n a  (4  ^ h i d r o x i - l 2  , 1 3 -e p o x i-Z l  - t r ic o t e c e n - 8 o n a )  . E s t e  

p ro d u c io  no es  n a tu ra l .

C r o t o c i n a . -  E s te  antibiôtico fué  a is lado  en H u n g r ia  a p a r ­

t i r  de C e p h a lo s p o rium  c ro to c in igenurn ( S c h o l - S c h v v a r z ,

1 9 6 5 )  . A1 igual que t r ic o te e in a  se  t ra ta  de un e s t e r  de l  

acido  is o c ro to n ic o , cuya  l i id ro l is is  conduce a c ro to c o l  de 

e s t r u c tu r a  4  ̂ h id r o x i -7  ^ , 8^ ;  12 , 1 3 -d ie p o x i - t r ic o te c e n o ,  

seg un  C y m e s i  ( 1 9 6 7 ) .

T o x in  a T - 2 . -  O b ten ida  a p a r t i r  de F u s a r iu m  t r ic in e t u m .

c e p a  do e le v a d a  tox ic idad  a is lad a  de g ra n o s  de t r ig o  en

W iscons in  ( U S A ) .  S u  e s t r u c tu r a  fu6 d e te rm  in ad a p o r

H a m b u r g , R ig g s  y  S t ro n g  ( 1968 ) re s u lta n d o  s e r  4 A a c e to -
9

xi-8os 3 -rn e t i l  b u t i r i lo x i -1 5  a c e t o x i - 12 , 1 3 -e p o x i-Z )  - t r ic o te c c n o

V e r r u c a r ô l . -  E s  el com puesto  rés u lta n te  de la h id ré l is is  

de  los rn iem b ro s  de la f am ilia  de las v e r r u c a r in a s  y  las 

v o r id in a s ,  a exc ep c iô n  de v c r r ü c a r i n a  E  c u y a  e s t r u c tu r a  

es to ta lm ente  d istin ta  (n o  s e s q u ite rp é n ic a  s ino  p i r r ô l i c a ,  

P faffl i  y  T a m m , 196 9 )  y  r o r id in  C  que es idéntico a t r i c o -  

d e r m o l .  S u  e s t r u c t u r a ,  d e te rm  in ad a p o r  G u t z w i l l c r  y  c o ls .

( 1964) ré s u l té  s e r  4 ^  , 1 5 - d i h i d r o x i - l 2 ; 1 3 - e p o x i - Z i ^ - t r i c o ­

te c e n o ,  es  d e c i r  idéntica  a t r ic o d e r m o l  ( r o r id in  C )  a e x ­

cep c iô n  del g ru p o  h id ro x i  de! c a rb o n o  15 . S u  b ios ln tes is  a 

p a r t i r  del ac ido m eva lô n ico  ha s ido r e p o r ta d a  p o r  A c h in i ,  

M i l l i e r  y T  amm ( 1 9 7 1 ) .
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V e r r u c a r i n a s  y R o r i d i n a s . -  V e r r u c a r i n a  A  ha  s ido e l  

ün ico  m ie m b ro  de e s ta  fa m il ia  estud iado  en cuanto  a su  

efec to  in h ib ido r s o b re  sm tes is  de  p ro te in a s  ( v e r  m as  a d e -  

ian te ) . S u  e s t r u c tu r a  ha s ido  d e s c r i t a  p o r  G u tz w i l le r  y  

T  am m  ( 1 9 6 5 a )  ( F i g .  1 . 5 )  re s u lta n d o  p o s e e r  un anillo  h e -  

te ro c fc l ic o  ad ic ional com puesto  p o r  11 atom os de  c a rb o n o  

y  2 atom es de  ox ig en o . S u  e s te re o q u fm ic a  fué  d e t e r m in a -  

d a  p o r  M e  P h a il  y  S im  ( 1 9 6 6 )  m ed ian te  el an â lis is  p o r  

r a y o s  X  de sus c r is ta le s .  S e  a is lô  de los hongos M v r o -  

thec îum  v e r r u c a r i a  y  M . r o r id u m  ( H a r r i  y  c o ls .  196 2 ) . 

O t r a s  v e r r u c a r in a s  com o v e r r u c a r i n a  B  o J poseen v a -  

rnaciones e s t r u c tu r a le s  en e l anillo que las d i fe re n c ia  de  

los o tro s  antibiôticos s e s q u i te r p é n ic o s . A s i  v e r r u c a r i n a  B  

es  idéntico  a A  exc ep to  que en lu g a r  del sustituyente  h i -  

d ro x f l îc o  del c a rb o n o  3 ’ ( F i g .  1 .5 )  p o s ee  un g ru p o  e p 6 -  

x id o  ( G u t z w i l l e r  y  T a m m , 1 9 6 5 b ) ,  m ie n tra s  que v e r r u c a ­

r in a  J no p ré s e n ta  ningun sustituyente  en  d icho  c a rb o n o  

( F e t z ,  B o h n e r  y  T a m m ,  1965) . T o d o s  e llos han sido  a is ­

lados de los m ism o s  m ic r o o r g a n is m o s , al igual que los 

co m p u csto s  in té g ran tes  del g ru p o  de las c o r id in a s  ( e x c e p ­

to r o r id in a  C ) .  L a s  in e jo re s  estud iadas  d es d e  un punto de 

v is ta  e s t r u c tu r a l  son r o r id in a  A ,  D ,  E  y  H  m e r c e d  a los 

t ra b a jo s  de l g ru p o  del D r ,  T a m m .  P o s e e n  el m is m o  anillo  

e x t r a  que las v e r r u c a r in a s  y  ex is te  una c o r r e s p o n d e n c e  

con e llas  ( A  con A )  ( D  con 3 )  y  ( E  con J )  a e x c e p c iô n  

de  qu e  llevan en pos ic iôn  8* un r a d ic a l  2 - h id r o x ie t i l . L a  

e s t r u c t u r a  de r o r id in a  H  es  lige ra m  ente d is tin ta  ( T r a x i e r  

y  T  am m  , 1 9 7 0 ) .
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P I G .  I .  5.  A n tib io ticos  s e s q u ite rp é n ic o s  . E s ti- 'uc tu ros
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I_a  nom en d a t u r a  de les antib iéticos s e s q u ite rp é n ic o s  

d e s c r ito s  d é r iv a  del s e s q u ite rp e n e  t r ic o te c a n o  c u y a  e s t r u c -  

t u r a  es  b a s e  p a r a  todos es tes  com puestos  ( G o d f r e d s e n , 

G r e v e  y  T a m m ,  1 9 6 7 ) .  S u  c o n fe rm a c io n  e s p a c ia l ,  comûn  

p a r a  tedes e l le s ,  ha  s id e  asi m is m o  e s ta b le c id a  p o r  es te  

éq u ip é  de  in v e s t ig a d e re s  ( S n a tz k e  y  T a m m ,  1 9 6 7 ) .

L e s  p r im e r e s  estud ios  llevados  a c a b e  cen objeto  

de  d e te r m in e r  el m é c a n is m e  el m é c a n is m e  de acc ion  d e  

es tes  c e m p u es tes  fu e r o n  r e a l iz a d e s  p o r  U e n e  y  c o ls .  (1968) 

cen  n iva len o l.  D e  e lles  c e n c lu y e re n  que e l p r in c ip le  tô x ic e  

d e  es te  co m p u es te  e r a  la s in tes is  de  p ro te in  a s . E n  un s i s -  

tc m a  de  re t ic u le c ito s  d e  cen e jo  e n c e n t ra r o n  que n iv a le n o l  

se  c o m p e r ta b a  c e m e  buen in h ib id e r  de la in c o rp o ra c iô n  de
14 . •C  le u c în a  en la c é lu la  c o m p lé ta ,  asi corne en un s is t e -  

m a  a c e lu la r  de s in tes is  de p o lifen ila lan in a . G e m p r o b a r o n  

que no tén ia  efecto  s o b r e  la e tapa  de ac t ivac i6n  de  a m in e -  

âcidos ni s o b r e  b a c te r ia s .  A  p e s a r  de es ta  p u b l ic a c iô n , 

es tes  antib iô tîces  h ab ian  p as ad o  d e s a p e rc ib id o s  p a r a  la m a ­

y o r  p a r te  de les la b o r a to r ie s  e s p e c ia l iz a d o s  en el es tu d ie  

de les m é c a n is m e s  de  acc iôn de inh ib ido res  de b io s in te s is  

de p r e te in a s .  E l l e  le p ru e b a  el h eche  de que ne s e  les  

h a g a  la m â s  m in im a  m enc iôn  en la com plé ta  re v is i6 n  p u -  

b lic a d a  p e r  P e s tk a  en 1 97 1 .

H a  s id e  p re c is  am ente 1973 el ahe en que e s te  g r u p o  

de d ro g a s  ha te m a d e  p lene  auge en es te  tipe de  e s tu d io s .  

( C h a - M î r  y  M e  L a u g h l in ,  197 3 ; H a n s e n  y  V a u g h a n ,  1 9 7 3 ) ,  

r e p o r t a r o n  que t r ic e d c r m in a  e r a  un in h ib id e r  e s p e c if ic e  de
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te rm in a c iô n  en eucan*6tes  ( S . c e r e v is ia e  c e p a  A 3 6 4 A ) .  E s ­

ta  conclus iôn  tan s o rp r e n d e n te  (h a s ta  el m om ento  no s e  c o -  

n o c e  ningûn in h ib id o r  d e  es tas  c a r a c te r is t ic a s  ) se d e r iv o  cE 

e x p é r im e n te s  hechos " in  v iv o "  que m o s t r a b a ,  en p r e s e n c ia  

del antib iô tico , un in c re m e n to  con el fenom eno  de e s ta b i l i -  

zac iô n  p ro d u c id o  p o r  c ic lo h e x im id a  (u n  in h ib id o r  del p r o c e -  

so de p o l im e r iz a  c ion) , tom ado com o p a tro n  u n i ta r io ,  p o c a  

b a s e  e x p e r im e n ta l  p a r a  la n z a r  tan c a te g o r ic a  a f i rm a c io n .  

C o n t r a r ia m e n te  a estos  re s u lto s  O h ts u b o , K a d e n  y  M i t t e r -  

m a y e r  ( 1 9 7 2 )  h an r e p o r ta d o  que  fu s a rô n  X  p ro d u c e  d e -  

g ra d a c iô n  de po lisom as en cé lu las  L  ( f ib ro b la s to s  de rata i)  .

E l  m e c a n is m o  d e  acc iôn  de  algunos de  los an tib iô ti-  

cos  a n te r io rm e n te  c itados ( t r ic o d e r m in a ,  t r i c o d e r m o l , f u s a -  

re n o n  X  , v e r r u c a r i n a  A  y  t r ic o te c in a )  fué es tud iado  en s is -  

te m a s  " in  v i t r o " .  L a s  con c lu s ion es  fu e ro n  m u y  distintas  

( G a r r a s c o ,  B a r b a c id  y  V a z q u e z ,  1 9 7 3 ) .  T o d o s  e llos  se  

c o m p o rta b a n  com o in h ib id o re s  esp ec if ico s  de la fo rm a c iô n  

de en lace  peptid ico  en s is te m a s  a c e lu la re s  de S . c e r e v is ia e  

y  arnigdalas pa la t in as  hum an a s . 'S u  activ idad fué  t r i c o d e r -  

m in a >  t r ic o d e r m o l  en la re a c c iô n  de la p u ro m ic in a  ( v e r  

M é to d o s )  y  v e r r u c a r i n a  A > f u s a r e n 6 n  X >  an iso m ic in a  ( c o ­

m o r e f e r e n c i a ) >  t r i c o d e r m in a >  t r ic o d e r m o l  en la r e a c c iô n  

del f ra g m e n te .  A l  igual que an iso m ic in a  ( v e r  1 . 3 . 1 )  estos  

antib ioticos e je r c e n  un a acc iôn d is iu r b a d o r a  s o b re  el c e n ­

t r e  peptidil t r a n s f e r  as a p ro v o c a n d o  inh ib ic iones p a r c ia le s  en 

la f i jac iôn  d e  s u s tra to s  s im p lif icandos  es d e c i r ,  f ra g m e n te s  

3 ’ te rm in a le s  d e  t R N A .  L a  re la c c iô n  e n t re  a n is o m ic in a  y
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t r i c o d e r m in a  as i  com o el re s to  de  los m ie m b ro s  e n s a y a d o s  

de es te  g r u p o ,  es am pli am ente e s tu d iad a  en R e s u lta d o s  

(C a p i tu le s  I V  y  V ) .  D e  estos e x p e r im e n to s  " in  v i t r o "  c o n -  

c lu im o s  que t r ic o d e r m in a  inhbe te rm in a c iô n  p e r o  no e s p e -  

c if ic a m e n te s ino  com o una  c o n s e c u e n c ia  de su efecto in h i ­

b id o r  s o b r e  el c e n tro  ac t ive  peptidil t r a n s f e r a s a  c u y a  i n t e r -  

v e n c iô n  en la e tap a  de te rm in a c iô n  ha  s ido  y a  r e f e r  id a .

R e c ie n te m e n te  T a t e  y  C a s k e y  ( 197 3 )  han e n s a y a d o  

estos  antib ioticos ( t r ic o d e r m in a  y  tox ina  T - 2 )  en sus s is ­

tem  as " in  v i t r o "  de te rm in a c iô n  con r ib o s o m a s  de  r c t ic u -  

locitos de c o n e jo ,  s iendo  s u s  co n c lu s io n es  idén ticas  a las 

n u e s t r a s .  E s  d e c i r ,  si bien t r ic o d e r m in a  y  to x in a  T - 2  in -  

h iben  la l ib e ra c îô n  de fo rm i l - rn e t io n in a  d ep end ien te  del f a c ­

t o r  de  te rm in a c iô n  R F ,  tam b ién  son actives  in h ib id o re s  de  

la s in tes is  de fo rm  i l -m e t io n i l -p u r o m ic in a .  A m b a s  d r o g a s  

son igu aim ente activas en la fornriciciôn de  f *M e t~ e t i l  e s t e r  

( r e a c c iô n  tam bién  c a ta l iz a d a  p o r  peptidil t r a n s f e r a s a )  m io i-  

t r a s  que en el en s ayo de H b crac iôn  de fo r m i l -m e t io n in a  en  

p r e s e n c ia  de ace tona  ( C a s k e y  y  c o ls .  1 9 7 1 )  tan so lo  tuvo  

e fec to  t r i c o d e r m i n a ,

C o n c lu y e n d o ,  los antibioticos del g ru p o  de t r i c o d e r ­

m in a  v ie n e n  a u n irs e  a a n iso m ic in a  com o in h ib id o re s  e s p e -  

cfficos  de la fo rm a c iô n  de en la c e  pep tid ico  en  r ib o s o m a s  

e u c a r iô t ic o s .
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A c id o s
a c é tic o  ( 100% )
c lo r h id r ic o  ( 37%)
fô rm ic o  ( 96% )

A c id o  p o liu r id il ic o

A d e n o s in tr ifo s fa to  ( s a l  d ip o ta s ic a )

A lb u m in a  b o v in a

A lu m in a

A lu m in a  C  j

A r e n a  de  m a r  p u r if ic a d a

B a c to - t r ip to n a

B a s e s
a m o n ia c o  (2 5 % )

B u t i l - P B D

C A B - O - S I L .  (n o m b r e  c o m e r c ia l)  

C a r b o x im e t i i -c e lu lo s a  ( C M - 2 3 )  

C h r o m A R  S h e e t  5 0 0  ( n . c o m e r c ia l)

D E A E - S e p h a d e x  ( A - 5 0 )  

D e s o x ir ib o n u c le a s a  I ( l ib r e  d e  R  N a s a )  

E x t r a c t o  de  le v a d u r a

F e n ila la n in a  ( ^  5 0 0  m C i /m m o l)

F i l t r e s  f ib r a  de v id r io  G F / C  

F o s fo -c e lu lo s a  ( P  1 1 )

G lu c o s a

G u a n o s in tr ifo s fa to  ( s a l  d ip o tâ s ic a )  

L e u c in a  (5 2  C i /m m o l )

M e r c k

S ig m a  

S  igm  a  

S  igm  a  

M e r c k  

C  a lb io c h e m  

M e r c k  

D ifc o  

M e r c k

C ib a

P a c k a r d

W h a tm  an

M allinckrodt

P h a r m a c ia

S ig m a

D ifc o

T h e  Racfiqchembal 
C e n t r e

W h a tm  an

W h atm  an

M e r c k

S ig m a

The Radiochemical 
C e n t r e
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2 - M  e r e  ap to e ta n o l

N a fta le n o

N - e t i l - m  a le  im id a

P a p e l  d e  e le c t r o fo r e s is
(n u m é r o s  1 , 3 M M  y  17 )

P a t r o n e s  d e  ra d io a c t iv id a d  
( a g u a  y  to lu e n o )

R ib o n u c le a s a  T ^

S a c a r o s a  ( l ib r e  d e  R N a S a )

S a c a r o s a  (c o m e r c ia l )

S a le s

S o lv e n te s  o rg a n ic o s  

T R I S  b a s e

t R N A  (s in  f r a c c io n a r )  de  E . c o li B  

T u b o  d e  d ia l is is , V is k in g  8 /3 2

F lu k a  

M e r c k  

S e r v a  

W h atm  an

N e w  E n g la n d  N u c le a r  

S a n k y o

A n a la R

F a e s

M e r c k

M e r c k

S ig m a

G e n e r a l  B io c h e m ic a l  

S e r v a

L.OS r é a c t iv e s  d e  M e r c k  fu e ro n  d e  g r a d e  a n a lit ic o .  

L o s  d e  C a lb io c h e m , G e n e r a l  B io c h e m ic a l,  S a n k y o ,  S e r v a  

y  S ig m a ,  d e l g r a d o  d e  m a y o r  p u r e z a .  E l  r e s to  s e g u n  c a -  

ta lo g o  de  la s  re s p e c t iv a s  c a s a s  c o m e r c ia le s .

A n tib iô t ic o s  e in h ib id o re s

A c id o  te n u a z o n ic o

A c tin o b o lin a

A m ic e t in a

M e r c k  S h a r p  & D o h m e  R e s .  L a b  
( R a h w a y ,  N . J . ,  U . S . A . )

D r . J . E h r l i c h , P a r k e  D a v is  
(M ic h ig a n , U . S . A .  )

D r .  H .W h itf ie ld  , U p jo h n  
( K a la m a z o o ,  U . S .  A )
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A n is o m ic in a

B la s t ic id in a  S

C ic lo h e x im id a

C lo ra m fe n ic o l

C  r ip to p le u r in a

E r i t r o m ic in a

E s p a r s o m ic in a

E s p ir a m ic in a  III

F u s a re n o n

G o u g e ro t in a

G r is e o v ir id in a

L in c o m ic in a

O le a n d o m ic in a

P u r o m ic in a

T ia m fe n ic o l

T  r ic o d e r m in a

T  r ic o d e r m o l

T  r ic o te c in a

D r .  N .  B e lc h e r , P f i z e r  In c .
( C o n n e c t ic u t , U  . S . A  )

D r .  N .  T a n a k a ,  I n s . of A p p l .M ic ro b io lo g y  
( T o k i o ,  J a p ô n )

D r . H .  W h itfie ld  , U p jo h n  C o .
( K a la m a z o o ,  U . S .  A )

D r .  D . d e  la  B e l la ,  Z a m b o n  L a b .
( B r e s s o - M i la n o ,  Ita lia )

P r o f . M  . R  . A tk in s o n

A b b o t L a b o r a t o r ie s  ( U . S .  A )

D r u g  R e s e a r c h  and D e v e lo p m e n t
( D i v .  of C a n c e r  T r e a t m e n t ,  N . I . H ,  U S /^

D r .  A . M e  F a d z e a n ,  M a y  & B a k e r  L t d .  
( In g la t e r r a )

D r . Y . U e n o ,  S c ie n c e  U n iv e r s i ty  
( T o k i o ,  J a p ô n )

C  a lb io c h e m

D r . A . M  a c h a r n e r , P a r k e  D a v is  
(M ic h ig a n ,  U . S .  A )

D r . G . M  . D a v a g e , U p jo h n  C o .
( K a la m a z o o ,  U . S .  A )

D r . N .  B e lc h e r , P f i z e r  In c .
( C o n n e c t ic u t , U . S .  A )

N u tr it io n a l B io c h e m  . C o r p o r a t io n  ( U S A )

D r .  D . de la  B e l la ,  Z a m b o n  L a b .  
( B r e s s o - M i la n o ,  Ita lia )

D r . W . O .  G o d fr e d s e n , L é o  P h a r m a c e u t ic a l  
( B a l l e r u p ,  D in a m a r c a )

D r . W . O .  G o d fr e d s e n , L é o  P h arm aceu tica l 
( B a l l e r u p ,  D in a m a r c a )

D r . J . M  . B a r k e r , Im p e r ia l  C h e m ic a l In d .
( A ld e le y  P a r k ,  C h e s h ir e ,  In g la te r ra )
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V e r n a m ic in a  A  

V e r r u c a r in a  A

V ir id o g r is e in a

D r* . H . B .  W o o d ru jf  M e r c k  S h a r p  & D ohm e  
( R  a h w  a y ,  N . J .  U . S . A )

D r .  A .  v o n  W a r tb u r g ,  S a n d o z ,  L T D  y  
D r .  C h .  T a m m ,  U n iv e r s id a d  d e  B as ifea  

( S u i z a )

D r .  J . E h r l i c h , P a r k e  D a v is  
(M ic h ig a n ,  U . S .  A )
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II. 2 ĵ H^X2SSL§=-*£SË£âEA2L¥fiS===

H . 2 . 1  C R O M A T O G R A F I A  E N  C O L U M N  A  D E  I N T E R -  

C A M B I O  l O N l C O

S e  han em p lead o  co lu m n as  c r o m a to g râ f ic a s  W hatm an

de d im ens iones  2 , 5 4  X  4 5  cm  s ; un a p a ra to  s ta n d a rd  p a r a

la fo rm a c iô n  de g ra d ie n te s  l in e a le s  y  un c o le c to r  de  f r a c c io -

n es  I S C O  m odelo  327 .  T o d a s  las o p e ra c io n e s  fu e ro n  l le v a -
o

d as  a cabo a una te m p e r a t u r a  de  0 - 4  C .

a) C r o m  citoqr affa s o b re  c a r b o x i - m e t i l - c e  lu los a . -  P a r a  

p r é p a ra i"  C M - c e lu lo s a  tipo C M - 2 3  (V /h a tm a n )  cuyo  c o n te n i-  

do en polvo fino ha s ido p ra c t ic a m e n te  e l im in a d o , s e  m e z c la  

con 15 v o lü m e n e s  ( P / V )  do N a O H  0 , 5  M ,  re m o v ié n d o s e  

eu id ados am e n te . S e  de ja  s e d im e n ta r  d u ra n te  30 m in u te s .  E l  

l iquide s o b re n a d a n te  se d ecan ta  y  la ce lu lo s a  a s i  t r a ta d a  se  

la v a  re p e t id a s  v e c e s  con agua s igu iendo  e l m is m o  p r o c e s o  

has ta  que es ta  a le an ce un p H  a l r e d e d o r  de 8 .  A  c o n t in u a -  

ciôn la  c e lu lo s a  es la v a d a  con ac ido  c lo r h id r ic o  0 , 5  M que  

es poste r io r m  ente e lim inado  p o r  s u c e s iv o s  la v a d o s  con agua, 

s ie m p r e  s igu iendo  el m is m o  m étodo  ( sed im en tac iô n  y  d e c a n -  

ta c iô n )  has ta  que es ta  a lc a n c e  un p H  4 .

U n a  v e z  que la C M - c e lu lo s a  ha  s ido  t ra ta d a  s e c u e n -  

c ia lm e n te  con a lca li y  ac ido  n e c e s ita  s e r  e q u i l ib r a d a  con los 

iones de  la so luciôn  tam pon que poste  r io r m  ente ha de us a r ­

se  en la c ro m a to g ra f fa .  E n  el ca s o  que nos o c u p a ,  c a r b o -  

nato  arnônico p H  8 , 6 .  S e  anade  al lecho  c e lu lô s ic o  un
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v o lu m en  de so lu c io n  tam pôn que contenga un é q u iv a le n te  del 

ion e lu yen te , es to  es, ion am o n io . E s ta  e tap a  es  re p e t id a  cua- 

t ro  v e c e s  s ie m p re  p r e v ia  se d im e n ta c iô n  y  p o s te r io r  d e c a n -  

tac io n  de l liq u id e  s o b re n a d a n te .

T r a s  el d e s p la za m ie n to  d e  los p ro to n e s  p o r  los iones 

am onio  so lo  re s ta  e s ta b il iz a r  la  c e lu lo s a  con la  so lu c iô n  tam­

pôn a la c o n c e n tra c iô n  d e s e a d a , esto  e s ,  la  c o n c e n tra c iô n

de ion e lu yen te  ( N H ^ )  con la  que se  h a b râ  de in ic ia r  la

c ro m a to g ra f ja .

S e  anaden  2 0  vo lü m e n e s  de c a rb o n a te  am ô n ico  2 mM 

y s e  llev an  a una p ro b e ta . A ll i  s e  d e jan  s e d im e n ta r  p o r  un 

tiem po  d e te rm in a d o . C u an to  m e n e r  s e a  es te  tiem p o  m âs  com­

p lé ta  s e r a  la  e lim in ac iô n  del g ra n o  f in e . 2 0  m in u tes  es s u f i-  

c ien te  p a r a  o b te n e r una c e lu lo s a  que una v e z  em p a q u e ta d a  

en la co lu m n a  p ro d u z c a  flu jo s  ra p id e s  y  no s e  h a g a  necesario  

el e in p leo  de n ingun tipo  de p re s iô n  p a r a  e l d e s a r r o l lo  de  

la  c ro m a to g ra f iQ .

E l  em  paquet ado s e  rea îiza ' v e rt ie n d o  la  c e lu lo s a  as i 

p r e p a r a d a , en la  co lu m n a  y  pasan d o  d u ra n te  toda la noche  

a flu jo  m o d e ra d o  la  so luc iôn  tam pôn in ic ia l (c a rb o n a te  am ô­

n ico  2 m M p H  8 , 6 )  .

b ) C  ro m  ato q ra ffg  s o b re  fo s fo -c e lu lo s a . -  S e  ha e m ­

p lead o  fo s fo c e lu lo s a  P  11 de W hatm an de c a r a c te r is t ic a s  s i-  

m i la r e s  en cuanto  al tam ah o  de  f ib r a  a la  C M -c e lu lo s a  C M -23 .

• E l  p ro c e d im ie n to  de la v a d o , e q u ilib ra d o  y  e m p a q u e ta -  

do es idéntîco  al d e s c  r ite  en el a p a rt  ado a n te r io r .  S e  ha
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u tiliza d o  el m is m o  ion e lu yen te  (a m o n io ) s i b ien  la  so lucion  

tam pon es d is tin ta  (fo rm ia to  am ônico  p H  2 , 8 ) .  L a  c o n c e n ­

tra c iô n  de la  so lu c iô n  tam pôn in ic ia l fu é  de 0 ,1 5  M  en  iôn  

a m o n io , y  e l vo lu m en  ocupado  p o r  la  c e lu lo s a  75  m l.

1 1 .2 .2  E L E C T R O F O R E S I S  D E  A L T O  V O L T A G E

T o d o s  los en s a y o s  e le c tro fo ré tic o s  tan to  p re p a ro tiv ’os 

com o an a litico s  ( v e r  sec c iô n  11.3) han s id o  re a liz a d o s  en  

un a p a ra to  de p lan ch as  r e f r ig e r a d a s  de 15 X  50  c m s . m a r ­

e a  S h an d o n  en cuyos  e le c tro d e s  podian. s o m e té rs e le s  d i -  

fe re n c ia s  de p o ten c ia l de  h a s ta  1 0 .0 0 0  v o lt io s .

A  lo la rg o  de este  t ra b a jo  los v o lta je s  e m p le a d o s  e s -  

ta râ n  e x p re s a d o s  en V / c m  c o n s id e ra n d o  q u e  en todos los  

c a s e s , la  d is ta n c ia  e n tre  las so lu c io n es  tam p ô n  c o r r e s p o n -  

d ien tes  a am bos e le c tro d o s  es  de 57 c m s .

E l  s o p o rte  em p lead o  fu é  pap e l W hatm an  N-^ 17 c o r -  

tado  en t ir a s  de 14 X  57 c m s . P a r a  e l c o n tac te  con las  so­

lu c io n e s  tam pôn  situ ad as en los e x tre m o s  de la  t i r a  s e  u t i -  

liz ô  p ap e l de f i l t r e  n o rm a l con objeto de no in c r e m e n ta r  la  

c o n d u c tiv id a d , q u e  en  ningun c a s o  fué s u p e r io r  a 70  m A  . 

P re v ia m e n te  a su  u tiliza c iô n  e l papel W hatm an  17 fu é

e x te n s iv a m e n te  la vad o  con el e lu yen te  a e m p le a r  ( v e r  11.2. 

4 )  s ig u ien d o  la  té c n ic a  de c ro m a to g ra ffa  d e s c e n d e n te . E l  

sen tid o  de  f ib r a  fué el m ism o  que luego h a b r fa  de s e g u irs e  

en  la e lu c iô n .

L a s  a p lic a c io n e s  se  re a l iz a ro n  en u n a  b a n d a  lo m as 

e s tre c h a  p o s ib le  de 5 cm s de longitud en la  p a r te  c e n tra l
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del p ap e l y  a una d is ta n c ia  d e l e le c tro d e  h a c ia  e l cu a l h a ­

b rfa  de m ig r a r  la s u s ta n c ia  a p u r i f ic a r ,  c o r re s p o n d ie n te  a 

las 3 /4  p a r te s  de la longitud de la  t i r a .  A  am bos lad os de 

e s ta  zo n a  c e n tra l p r e p a ra t iv e  s e  ap lico  una can t id ad su fi -  

c ien te  p a r a  su d e tecc io n  p o s te r io r  (a lr e d e d o r  de  1 m ic r o ­

m o l) de an tib iô tico  no ra d io a c tiv e  as i com o de l p ro d u c to  r a ­

d io a c tiv e  a p u r i f ic a r .

L a s  co n d ic io n es  e x p é r im e n ta le s , v o lta je , t ie m p o , s o ­

lu c io n es  tam pôn e tc . s e râ n  d e s c r ita s  en c a d a  c a s o  p a r t ic u ­

la r  ( v e r  R e s u lta d o s ) .

1 1 .2 .3 .  C R O M A T O G R A F IA  E N  " C h r o m A R  S h e e t  500"

L a  d ife re n c ia  e n tre  re s o lu c iô n  y  n itid e z  de los p r o -  

ductos s e p a ra d o s  u tilîza n d o  p ap e le s  c ro m a to g râ f ic o s  conven- 

c io n a le s  (W h atm an  1 ,3  M M , 1 7 ,2 0  e t c . . . )  y  C h r o m A R  Slieet 

500  fu e ro n  to ta lm ente  fa v o ra b le s  a . es te  u ltim o .

E n  cuanto  a c u a lq u ie ra  de los lech o s  em p le a d o s  en  

c ro m a to g ra ffa  en c a p a  f in a , las  d ife re n c îa s  fu e ro n  m e n o re s  

p e ro  s ie m p re  fa v o ra b le s  al m ed io  s u m in is tra d o  p o r  Mallinelcrodt 

lo que un ido  a su m a y o r  fa c ilid a d  de m a n e jo  y  re c u p e ra c iô n  

d e los p ro d u c to s  p u rific a d o s  h ic ie ro n  que fu e r a  C h r o m A R  

S h e e t  500  c l ùnico m ed io  c ro m a to g râ fic o  e m p le a d o  en la  p u -  

r if ic a c iô n  d e  los t rè s  antib iô ticos ra d io a c tiv e s  d e s c r ita  en es­

ta  T e s is .

C h r o m A R  S h e e t 500  es ta  com pu esto  en  un 70% p o r  

acido  s ilfc ic o  y  en un 30% p o r  f ib r a  de v id r io  lo cu a l le



48

h a ce  a p lîcab le  c u a le s q u ie ra  que fu e s e  el m étodo de deteccicn 

e m p le a d o . A d e m â s  han sido e lim în a d a s  la  m a y o r ia  de s u s -  

ta n c îa s  que a b s o rb e n  ra d ia c c ié n  u ltra v io le ta  a b a ja s  longitu­

d es  de onda lo que es de g ra n  u tilidad  a la h o ra  de d e tec -  

t a r  los p ro d u c to s  a p u r if ic a r  en las c ro m a to g ra f ia s  p re p a ra ­

t iv e s . ( H a y  que te n e r  en  cu en ta  que en los n iv e le s  c u a n ti-  

ta tivo s  en que se  h a  tra b a ja d o  ta l d e te c c ié n  d ire c te  m ed ian -  

te luz u ltra v io le ta  es  im p osib le  en  p a p e le s  de l tipo W hatm an  

o sim  il a re s  ) .

I_a  a p lic a c ié n  de la m u e s tra  es b a s ic a m e n te  id én tica  

a la  d e s c r ita  en el a p a r t  ado 1 1 .2 .2  s i b ien v a r ia n  las  dimen­

s io n es  del c ro m a to g ra m a . E s te  tien e  una longitud d e  20  cms 

y  la  a p lic a c ié n  se  hace  a 2 cm s del e x tre m e  in fe r io r .  S u  

d e s a r ro llo  es a sc en d en te  (1 6  c m s ) y  se  r e a l iz a  a te m p e ra ­

tu r a  a m b ie n te . P re v ia m e n te  el s o p o rte  fu é  lavad o  ta l y  c o ­

m o  se  ha d e s c r ito  p a r a  e l papel de e le c tro fo re s is  W hatm an  

17 . L a s  cu b etas  de c ro m a to g ra ffa  fu e ro n  S h an d o n  de  

d im en s io n es  25  X  9 X  25 c m s . L o s  so lv e n te s  se  d es  c r ib i rân 

en  R e s u lta d o s .

1 1 .2 .4 . E L U C I O N

U n a  v e z  lo c a lize d  a ( v e r  a p a rta d o  I I .  3 . 3 )  y  r e c o r t a -  

da la zo n a  del e le c tro fo re g ra m a  o c ro m  a to g ra m  a d o n d e  se  

e n c u e n tra  la  s u s ta n c ia  a p u r i f ic a r ,  e s ta  es  e lu id a  s ig u ien d o  

un p ro c e s o  s im ila r  al de  la c ro m a to g ra ffa  d e s c e n d e n te . P a ­

r a  e llo  se in tro d u c e  un e x tre m e  d e l p ap e l ( o s o p o rte  c r o -  

m a to g râ fic o ) e n tre  dos " p o rta s "  que se  unen e n tre  s i ,  de
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ta l fo rm a  que e l e lu yen te  a s c ie n d a  e n tre  e llo s  p o r  c a p i la r i -  

d a d . E l  o tro  e x tre m e  es  in tro d u c ld o  en el tubo c o le c to r  que 

se  s itu a  a un n iv e l in fe r io r  al d e l e lu y e n te . E s ta  té c n ic a  fué 

d e s c r ita  p o r  H e p p e l (1 9 6 7 )  y  p e rm ite  r e c o g e r  la sustancia  

p u r if ic a d a  en  un vo lu m en  m m im o d ep en d ien d o  de su  m a y o r  

o m e n o r  so lu b ilid ad  en e l e lu y e n te . P u e d e  c o n s e g u irs e  u ti- 

l iza n d o  un e lu yen te  a p ro p ia d o  que m âs  d e l 50% del producto  

s e a  re c o g id o  en las  3 p r im e ra s  g o ta s . N o  obstan te  la  r e -  

co g id a  de 2 - 4  m l re d u n d a  en un m e jo r  re n d im ie n to .

M e d ia n te  es te  tipo de e luc ion  s e  ev itan  en  un gran por- 

ce n ta je  las im p u re z a s  p ro c e d e n te s  d e l s o p o rte  e m p lead o  lo 

c u a l s e r a  de g ra n  im p o rt an ci a a la h o ra  de d e te rm  in a r  p u ­

r e z a  y  ac tiv id ad  e s p e c ffic a  de los antib iô ticos rad io ac tives  pu­

r if ic a d o s  ( v e r  R e s u lta d o s ) .

1 1 .2 .5 . L I O F I E I Z A C I O N

E n  todos los p ro c e s o s  de  c o n c e n tra c iô n  de soluciones 

lle v a d o s  a cab o  en e s ta  T e s is  se  ap licô  la  té c n ic a  de la  

l io f il iz a c iô n .

F u é  r e a l iz a d a  a - 4 0  C  y  5 a 50  u de p re s iô n  d u ra n ­

te e l tiem p o  r e q u e r id o , en un lio f iliz a d o r  tipo V i r t i s  m o d e lo  

 ̂ 1 0 - 1 4 5 - M R  3 A .  L a s  m ue s tra s  e r a n  p r e v ia  e inm ed ia tam  e n ­

te co n g e la d a s  en  una so luc iôn  m e z c la  de ace to n a  y  a n h fd ri-  

do c a rb ô n ic o  s ô lid o .

1 1 .2 .6 .  S I N T E S I S  D E  D E  S  A C E T I L A N I S O M I C I N A

A n is o m ic in a  ( 2 -p -m e to x ife n i îm e t i l - 3 -a c e to x i -4 -h id r o x i -
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p ir ro lid in a )  p o see  un ùnico e n la c e  e s te r  de re d u c id a  e s ta -  

bilidad  en m ed io  acuoso  ( v e r  R e s u lta d o s ) , puesto  que a 

0 ° C  y  en un p e rio d o  d e  tiem po de 12 b o ra s , m âs  de un 

30% es h id ro liz a d o .

E s ta  h id rô lis is , que conduce a la s in tes is  de l desace- 

t ila n is o m ic in a  ( 2 -p -m e to x ife n ilm e t il-3  ,4 -d ih id r o x ip ir r o l id in a )  

e s  co m p lé ta , s i se ca lien ta  e l antib iôtico  a re flu jo  d u ra n te  2 

h o ra s  en una so luciôn  1 N  de N a O H  ( B e e re b o o m  y  c o ls , 

1 9 6 5 ) .  T r a s  p o s te r io r  re c r is ta liz a c iô n  en agua se  co m - 

p ro b ô  la  to ta l au s e n c ia  de a n iso m ic in a  p o r  e s p e c tro s c o p fa  

in f r a r r o ja  y  se  c a r a c te r iz ô  p o r  su punto de fu s iô n .

I I .  2 . 7 . O B T E N C I O N  D E L  M A T E R I A L  B IO L O G IC O

a ) L e v a d u r a  ( S  . c e re v is ia e  )

b ) A rn ig d a las  pa la tin as  hum anas

c ) B a c te r ia s  ( E  . c o li)

a )  C re c im ie n to  de la  le v a d u ra  S a c c h a ro m v c e s  c e r e ­

v is ia e  . -  S e  h a  em p lead o  la  c e p a  P M - 1  a is la d a  de levadura  

de p a n a d e r ia  p o r  A y u s o  y  H e re d ia  ( 1 9 6 7 ) .  S e  c r e c ie r o n  a 

3 0 ^ 0  en  2 fe rm e n t a d o re s  de 20  lit re s  p ro v is to s  de aireacién  

y  ag itac iô n .

E l  c re c im ie n to  fué  deten ido  en fa s e  lo g a ritm ic a

(A ^ ^ _  =  1) p o r  adiciôn de a n h id rid o  c a rb ô n ic o  s ô lid o .
DDÜ nm

U n a  v e z  e n fr ia d a s  a 0 -4  C  se re c o g ie ro n  m ed ian te  c e n t r i -  

fu g ac iô n  en flu jo  con tinue s iendo  la v a d a s  en una so lu c iô n  

tam pôn ( B S Y )  com pu esta  p o r  T R I S - C I H  (p H  7 ,4 )  10 mM,
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ace ta to  m a g n é s ic o  5 m M , a cet at o am ônico  50 m M  y  2 - m e r -  

cap toetano l 5 m M . Inm ed iatam  ente desp u és  fu e ro n  congeladas  

m ed ian te  una m e z c la  de n ieve  c a rb ô n ic a  y  a c e to n a , aim  ace- 

n ad as  a - 2 0 ° C  p o r  un p e rio d o  m â x im o  d e  3 m e s e s  a lo la r­

go del cua l c o n s e rv a n  in tact a su a c tiv id a d .

L a  com po sic iôn  p o r  litro  del m ed io  de cu ltivo  fu é : 3 

g ra m o s  de e x tra c to  de le v a d u ra , 8 g ra m  os de su lfa to  am ô­

n ic o , 20  g ra m o s  de g lu c o s a , 0 ,0 2  g ra m o s  d e  c lo r u r o  m ag­

n é s ic o  y  todo e llo  tam p o n ad e  m ed ian te  fosfa tos  a p H  6 .

b ) O b te n c io n de arn igdalas p a la tin as  hum an as . -  L  as 

arn igdalas p a la tin as  hum anas nos fu e ro n  a m ab lem en te  sum i -  

n is tra d a s  p o r  é l D r . L e ô n  s ien d o  tan so lo  s e le c c io n a d a s  a -  

q u e llas  p ro c e d e n te s  de n ines  m e n o re s  de 12 ah o s . In m ed ia ­

tam  ente d es p u és  de la e x tra c c iô n  e ra n  co lo ca d as  a O^C ; a 

con tinuac iôn  s e  lavaban  re p e tid a s  v e c e s  con agua d e s tila d a  

h as ta  que es ta  quedaba com p le tam en te  c la r a .  F in a lm e n te  eran  

a lm a c e n a d a s  a -2 0 ^ C  y  c o n s e rv a d a s  p o r  p é r io d e s  de t ie m ­

po in fe r io re s  a 2 m e s e s .

c ) C re c im ie n to  d e  la b a c te r ia  E s c h e r ic h ia  c o l i . -  S e  

ha e m p lead o  la  cep a  D  10 (G este  la n d , 1 9 6 6 ) que c a r e  ce  de 

r ib o n u c le a s a  I lo que é v ita  danos in n e c e s a r io s  al R  N A  r ib o -  

s ô m ic o .

E l  p ro c e s o  seg u id o  es idéntico  al d e s c r ito  p a r a  e l 

c re c im ie n to  de la le v a d u ra  S . c e r e v is iae e x c e p te  la  tem pera­

tu r a  _ ( 3 7 ^ 0 )  y  la com po sic iôn  d e l m ed io  de cu ltivo : B a c to -

tr ip to n a  10 g ra m o s , c lo r u r o  sôd ico  8 g r a m o s , e x tra c to  de
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le v a d u ra  1 g ra m o  y  g lu co s a  2 g ra m o s . T o d o  e llo  p a r a  1 

litro  de vo lum en  fin a l (L e n n o x ,  1 9 5 5 ) .

1 1 .2 ,8 . O B T E N C I O N  D E  R IB O S O M A S  C I T O P L A S M A -  

T IC O S  D E  L E V A D U R A

R ib o s o m a s  8 0 S  de le v a d u ra  S . c e re v is ia e  c ep a  P M - 1  

fu e ro n  obtenidos segùn m étodos y a  d e s c rito s  (A y u s o  y  H e ­

re d ia ,  1 9 6 8 ) ,  ( B a tta n e r  y  V a z q u e z ,  1971b). L a s  cé lu las  a l­

m a c e n a d a s  a - 2 0 ° C  fu e ro n  h o m o g en e izad as  en un m o r te ro  

f re n te  a a re n a  de m a r  p u r ific a d a  ( re la c ié n  1 :2  ( P / P ) )  has­

ta  que la  p a s ta  de cé lu las  y  a re n a  a lc a n za b a  una g ra n  ccn -  

s is te n c ia , in d ic ac ién  de  que el D N A  ce lu i a r  h ab ia  sa lid o  a l 

m e d io . E n to n c e s  se  ah ad i a en la p ro p o rc ié n  4 a l  (v o lu -  

m e n /p e s o  de c é lu la s ) ,  la  so luc iôn  tam pôn d en o m in ad a  B S Y  

de com po sic iôn  : T R l S - C l H  ( p H  7 ,4 )  10 m M , c lo r u r o  mag­

n és ico  5 m M , aceta to  am ônico  50 m M  y  2 - m e r e aptoetanol 

5 m M . S e  c e n tr ifu g a b a  2 v e c e s  : la  p r im e r a  a 1 0 .0 0 0  g ( t i­

ra n te  5 m inutes p a r a  e lim in a r  la  a re n a  y  los re s te s  de c é ­

lu las  m âs  g r o s e r o s .  L a  s e g u n d a , d u ra n te  30  m inutes a

3 0 .0 0 0  g p a r a  o b te n e r la  fra c c iô n  m ic ro s ô m ic a  con oc ida  co­

m o S - 3 0 .

L a  e tap a  s igu ien te  con s is tiô  en s e d im e n ta r  los r ib o ­

so m as p o r  c e n tr ifu g a c iô n  a 1 5 0 .0 0 0  g d u ra n te  2 1 /2  h o ra s .  

E s to s  r ib o s o m a s  p re s e n ta b a n  un alto g ra d o  de contam inacicn  

p ro te ic a , tanto  in esp e c ffica  com o de fa c to r  es aso c iados  a las 

d istin tas  e tap as  de la s in tes is  de p ro te in  a s , as i com o de m -  

R N A .
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P a r a  su p u r if ic a c iô n , e ra n  re su s p en d id o s  en una so­

luciôn tam pôn de a lta  c o n c e n tra c iô n  en am onio ( B L Y ) : T R 1 S -  

C IH  (p H  7 , 4 )  20  m M , c lo ru ro  m ag n és ico  100 m M , acetato  

am ônico 500  mM y  2 - m e r e aptoetanol 5 m M  y  cen trifu g ad o s  a 

t ra v é s  de un g ra d ie n te  d iscon tinue de s a c a ro s a  al 20  y  40%  

en B L Y ,  d u ra n te  to d a  la  noche a 1 5 0 .0 0 0  g . E l  sedimento de 

r ib o s o m a s  a p a re c ia  com plet am ente tra n s p a re n te  y  e r a  re s u s -  

pendido en la  m in im a  can tidad  pos ib le  de una so luciôn  tampôn 

( B R Y )  com pu esta  p o r :  m alea to  am ônico ( p H  6 , 5 )  50  m M  , 

c lo ru ro  m ag n é s ic o  5 m M  y  2 -m e rc a p to e ta n o l 5 m M  ( L a  con­

c e n tra c iô n  de l iôn am onio es a lre d e d o r  de 100 m M ) y  a lm a -  

cen ad o  en peq u en as  a licuotas a - 2 0 ^ C .  E n  todos los cases, 

t ra s  la  re s u s p è n s iô n  de los r ib o s o m a s , estos fu e ro n  s o m e ti-  

dos a un p ro c e s o  de c la r if ic a d o  (2 0  m inutes a 3 0 .0 0 0  g ) con  

objeto de e lim in a r  a g re g a d o s . L a  re la c iô n  ^ 2 6 0 ^ ^ 2 8 0  

puede s e r  tom ad a com o un ind ice de p u re z a  re s p e c te  a c o n -  

tam inac iô n  p ro te ic a  in e s p e c ific a  fué  2 ,0 2  en los r ib o s o m a s  la ­

v a d o s . C u an d o  e s ta  re la c iô n  e r a  in fe r io r  a 2 ,0 2  se  c o n s id e -  

ra b a  que los r ib o s o m a s  no es taban  su fic ien tem ente  la v a d o s .

1 1 .2 .9 . O B T E N C I O N  D E  R IB O S O M A S  C I T O P L A S M A -  

T I C O S  D E  A M IG D A L A S  P A L A T I N A S  H U M A -  

N A S

A l igual que en el a p a rta d o  a n te r io r  han sido o b ten i­

dos s igu iendo  m étodos y a  d e s c rito s  (N e th ,  H e l le r  y  M attahei, 

19 6 8 ) a les que han sido in tro d u c id as  lig e ra s  m odificac iones.

L a s  am igdalas  (2 5 0  g ra m o s ) fu e ro n  tro c e a d a s  y  t ra s
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a n a d îr  3 v o lü m e n e s  ( p / v )  de so lu c io n es  tam pon de h o m o g e -  

n e îza c iô n  ( B H H :  T R I S - C I H  (p H  7 ,4 )  50  m M , c lo r u r o  mag­

n és ico  5 m M , c lo r u r o  po tâs ico  25 m M  , 2-m ercaptoetanol 7 mM 

y  s a c a ro s a  2 5 0  m M ) fu e ro n  h o m o g en e izad as  m ed ian te  un t r i -  

tu r a d o r  de asp as ( m o d , U lta tu r r a x )  .

L a  ob tenc iôn  d e  la- fra c c iô n  S - 3 0  r e q u ie r e  dos c e n -  

tr ifu g a c io n e s  a b a ja  v e lo c id a d , la  p r im e r a  p a r a  e lim in a r  los 

tro z o s  de  te jid o  y  p a r t ic u le s  s u b c e lu la re s  m âs  g r o s e r a s  (10  

m in u tes  a 1 0 .0 0 0 g )  y  la  seg u n d a  (3 0  m in u tes  a 3 0 . 0 0 0 g )  

en la que sed im en tan  re s te s  del re t ic u le  en d o p la s m â tic o  y  

la  fra c c iô n  m ito c o n d r ia l.

A  p a r t i r  del S - 3 0  se obtienen los r ib o s o m a s  p o r  cen­

trifu g a c iô n  a 1 5 0 .0 0 0  g d u ra n te  2 1 /2  h o r a s . E s to s  fu e ro n  

re s u s p e n d id o s  en so lu c iô n  tam pôn de lavad o  ( B L H )  de oom- 

p o s ic iô n : T R I S - C I H  (p H  7 ,4 )  50  m M , c lo r u r o  m a g n é s ic o  

10 mM , c lo r u r o  p o tâs ico  500  m M  y s a c a r o s a  2 5 0  m M . A  

con tinuac iôn  s e  a g ita ro n  d u ra n te  30 m inutos en p re s e n c ia  de  

d eo x ic o la to  sô d ico  a una c o n c e n tra c iô n  fin a l de l 1% con o b ­

je to  de l ib e r a r  los re s id u e s  de ih e m b ra n a  sed im en t ados con  

la  fra c c iô n  r ib o s ô m ic a . P r e v io  c la r if ic a d o  (2 0  m inutos a 

3 0 .0 0 0 g )  e s ta  so lu c iô n  fué p u es ta  s o b re  un g ra d ie n te  d is ­

con tinue de s a c a r o s a  (4 0  y  20 %) en B L H  y  c e n tr ifu g a d a  

to d a  la  noche a 1 5 0 .0 0 0  g .

L o s  r ib o s o m a s  as i obtenidos fu e ro n  re s u s p e n d id o s  de 

nu evo  en B L H ,  c la r if ic a d o s  y  vue itos a s e d im e n ta r  (3  horas  

a 1 5 0 .0 0 0  g ) p a r a  c o n s e g u ir  un m âs alto g ra d o  de p u r i f ic a ­

c iô n . F in a lm e n te  se  re s u s  pend ie ro n  en so luc iôn  tam pôn de
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re s u s p e n s iô n  B R H  c u y a  com po sic ion  es id én tica  a  B H H  e x ­

cep te  que no lle v a  s a c a ro s a .

T r a s  e l consigu ien te  c la r if ic a d o  los r ib o s o m a s  fueron  

a lm acen ad o s  en peq uenas a licuotas en n itro g e n o  liq u id e . E l  

v a lo r  de la re la c iô n  ^ 2 6 0 ^ *^ 2 8 0  e s ta  ocasiô n  1 ,8 4 .

1 1 .2 .1 0 . O B T E N C I O N  D E  R IB O S O M A S  D E  B A C T E ­

R IA S  ( E . c o l i )

S e  ha segu ido  s u s tan c ia lm en te  e l m étodo d e s c r ito  por 

N is h iz u k a  y  L ip m a n n  ( 1 9 6 6 ) s igu iendo  las  p o s te r io re s  m o ­

d ificac io n e s  de S ta e h e lin  y  c o ls . ( 1 9 6 9 ) .

B a s ic a m e n te  el p ro c e d im ie n to  es s im ila r  al d e s c r ito  

en e l a p a rta d o  1 1 .2 .1 0  p a r a  la  obtenciôn de r ib o s o m a s  de 

S  .cerevisiae cepa PM -1 excep to  en que la  h o m o g en e izac iô n  

s e  re a liz ô  con a lum ina en lu g a r de a re n a  de  m a r .  A s i m is­

m o la  com posic iôn  de las so lu c io n es  tam pôn p ré s e n ta  ligeras  

v a r ia c io n e s  :

S o lu c iô n  s ta n d a rd  A :  T R l S - C l H  ( p H  7 , 4 ) ,  10 m M , a c e ­

tato m ag n é s ic o  10 m M , acetato  am ônico  100 m M  y  2 - m e r ­

cap toetano l 5 m M .

S o lu c iô n  de lavad o  B :  T R 1 S -C 1 H  ( p H  7 , 4 )  20  m M , a c e ­

tato m ag n é s ic o  20 m M , acetato  am ônico  1 .0 0 0  m M  y  2 m e r-  

cap toetano l 5 m M .

L o s  r ib o s o m a s  una v e z  obtenidos se  p a s a ro n  a t r a ­

v é s  de un g ra d ie n te  d iscon tinue de s a c a ro s a  en so luc iôn  B
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ta l y  com o se  d e s c r ib io  p a r a  le v a d u ra s . A d e m â s  fu e ro n  se ­

d im ent ad os dos v e c e s  m â s , en so luc ion  tam pon de lavad o  

antes de  re s u s p e n d e r lo s  en u n a  m in im a  can tid ad  de solucion  

A .  T a l  y  com o se  d e s c r ib io  a n te r io rm e n te , t r a s  c a d a  r e ­

su s p en s io n  de r ib o s o m a s , es to s  fu e ro n  c la r if ic a d o s  p o r  cen­

tr ifu g a c iô n  a b a ja  v e lo c id a d  ( 3 0 . 0 0 0 g  d u ra n te  20  m in u to s ) .

A c tiv id a d  de los r ib o s o m a s . -  E n  todas las p r e p a r a -  

c io n es  de r ib o s o m a s  (tan to  de le v a d u ra s , hum an os o de  

E  . c o li) estos fu e ro n  en s a y a d o s  en un s is tem  a de s in tes is  

de p o life n ila la n in a  d ir îg id a  p o r  âc ido  p o liu r id ilic o  ( a p a rta d o  

11.3. 7 ) p a r a  c o m p ro b a r  su a c tiv id a d , s ien d o  e s ta  e n te r  amen­

te d ep en d ien te  de la ad ic iôn  de l m e n s a je ro  y  de los factor es 

del s o b re n a d a n te  ( 1 1 . 2 . 1 2 ) .

P a c to re s  de c o n v e rs io n . -  P a r a  la  re a liz a c iô n  d e  e s ­

tud ios cu an tita tivo s  com o los p re s e n ta d o s  en e s ta  T e s is  (v e r  

R e s u lta d o s ) es  co n d ic iô n  im p re s c in d ib le  c o n o c e r  la  m o la r i -  

dad de las s o lu c io n es  r ib o s ô m ic a s . A  con tinuac iôn  se p r é ­

sen ta  una re la c iô n  de los fa c to re s  de c o n v e rs iô n  e n tre  a b -  

s o rc iô n  a 2 6 0  nm y  m o la r id a d :

a) R ib o s o m a s  de S . c e re v is ia e  : U n a  so lu c iô n  10 ^ M  

é q u iv a le n te  a 4 m g /m l ( P . M .  =  4 X  10^ d ) tie n e  u n a  a b s o r -  

ciôn d e  56 u n id ad es  de den s id ad  ôptica a u n a  longitud de c n -  

d a d e  2 6 0  n m .

b ) R ib o s o m a s  de am ig d a las  p a la tin as  hum an as : U n a

so luc iôn  10 ^ M  é q u iv a le n te  a 4 m g /m l ( P . M .  ~  4 X  10^ d j 

t ie n e  una a b s o rc iô n  d e  52 un idades a una longitud de onda
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de 2 6 0  nm .

c ) R ib o s o m a s  d e  E . co li : U n a  so lu c io n  10 M é q u i­

v a le n te  a 2 , 6 5  m g /m l ( P . M .  =  2 . 6 5  X  10^ d.  ) tien e  una  

a b s o rc io n  de 4 5  u n id ad e s  a una longitud d e  onda d e  2 6 0  nm.

I I . 2.  1 1 . P R E P A R A C I O N  D E  S U B U N I D A D E S  R I B O  -  

S O M I C A S 'D E  L E V A D U R A

D a d a  la  can tidad  re q u e r id a  p a r a  los e x p e r im e n to s  de 

f ija c io n  de in h ib id o re s  a su b u n id ad es  r ib o s o m ic a s  no h a  s i ­

do  p o s ib le  u s a r  las  té c n ic a s  c o n v e n c io n a le s  que u tiliza n  r o -  

to re s  f lo ta n te s . T a n  so lo  la  c e n tr ifu g a c iô n  zo n a l h a b r fa  de 

d a r  so lu c iô n  a es te  p ro b le m a .

S e  ha u tiliza d o  una c e n tr ifu g e  B e c k m a n  m odelo  L 3  y  

u n  r o to r  a s im is m o  B e c k m a n /S p in c o  m o d e lo  T i  15 . E l  u lti­

m o  re q u e r im ic n to  in s tru m e n ta l fu é  una b o m b a  c a p a z  de ’b o i^ - 

t r u ir "  un d e te rm  inado tipo  de g ra d ie n te  s ig u ien d o  la  d ir e c  — 

t r i z  g r a f ic a  de la e c u a c iô n  m atern a tica  que lo d e fin e .

E m p le a m o s  un g ra d ie n te  den o m in ad o  e q u iv o lu m é tr ic o  

(P o l la c k  y  P r i c e ,  1 9 7 1 ) en  e l que las p a rtfc u la s  ocu pan  

una p o s ic iô n  ( m e d id a  en vo lu m e n ) d ire c ta m e n te  p r o p o r c io -  

n a l al v a lo r  de su co e fic ie n te  de s e d im e n ta c iô n . E s te  g r a  -  

dien te  h ab fa  s id o  p re v ia m e n te  d is e n a d o  p o r  e l D e p a r ta rn e n -  

to de In s tru m e n ta c iô n  d e l C e n tro  d e  In v e s tig a c io n e s  Biologicas.

L a s  c o n c e n tra c io n e s  Ifm ites de s a c a r o s a  fu e ro n  de l 

5 al 30% en  una s o lu c iô n  tam pôn cu y a s  co n d ic io n e s  iô n icas  

e ra n  : T R I  S - C l  H  ( p H  7 , 4 )  50 m M  , c lo r u r o  m a g n é s ic o  4 in M ,
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c lo ru ro  po tâs ico  4 0 0  mM y  2 -m e rc a p to e ta n o l 20  m M  y  que  

d en o m in a re m o s  tam pon de d iso c ia c io n  ( B D Y ) .

E n  p r im e r  lu g a r  se  in tro d u jo  en e l r o t o r ,  e l g r a ­

d ie n te , en la  d ire c c io n  5% al 30%. A  continuaciôn  los r ib o ­

som as ( 5 . 0 0 0  /^ 2 6 0  a un os 3 50  m g ) que fueron

dilu idos con tam pôn de d iso c iac iô n  h as ta  una c o n cen trac iô n  

de 3 00  ^ 2 6 0 ^ Y p o s te r io rm e n te  in tro d u c id o s  en el r o to r  

fo r m ando un g ra d ie n te  lin ea l con la  so luciôn  5% en sacarosa.

F in a lm e n te  fué  in tro d u c id a  una cap a  de tam pôn de  

d iso c iac iô n  h as ta  que el ro to r  quedô  com plet am ente llen o .

L a  c e n trifu g ac iô n  se llev ô  a cabo a una ve lo c id ad  de

3 5 . 0 0 0  rp m  y  una te m p e ra tu ra  de 15^ C  d u ra n te  6 h o ra s  .

T r a n s c u r r id o  este tiem po y  p r e v ia  re d u c c iô n  de ve lo c id ad  

a 3 . 0 0 0  rp m  ( a la  que se  h ic ie ro n  todas las o p e ra c io n e s  

de llen ado ) e l g ra d ie n te  fué  d e s p la z a d o  p o r  una so luc iôn  a -  

cu o sa  de s a c a ro s a  al 50%, s ien d o  re c o g id a s  100 fracc iones  

de 2 0  m l, c ad a  una de las c u a le s  con ten ia  1 m l de c lo ru ro  

m ag n é s ic o  1 M con objeto de e le v a r  la c o n c e n tra c iô n  de iôn 

m a g n e s io , com pens ando la  de po tas io  (4 0 0  m M  ) y  e v ita n -  

do as i que las subun idades se  e n c u e n tre n  so m etid as  m as  

tiem po d e l n e c e s a r io  a las d râ s t ic a s  con d ic iones  de d isocia­

c iô n . S e  d e te rm in ô  en un e s p e c to fo tô m e tro  G ilfo rd , la  ab ­

s o rc iô n  de c ad a  Una de las fra c c io n e s  a 2 9 0  nm con objeto 

de e v ita r  d ilu c io n es  y  e l re s u lta d o  fué  re p re s e n ta d o  g ra ficar­

m ante  ( F i g . l l . l ) .  A m b o s  p ic o s , e l c o rre s p o n d ie n te  a la  su -  

bun idad  m e n o r  4 0 S  y  a la m a y o r  6 0 S  fu e ro n  e x tra p o la d o s  

hasta  a b s o rc iô n  0 d e s ech ân d o se  aq u e llas  fra c c io n e s  in te r  -
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P e r f i l  de  d en s id ad  o p tic a .

C e n tr ifu g a c iô n  zo n a l ( 3 5 . 0 0 0  r p m , 6 h o r a s ,  1 5 ^ 0 )  en  
r o to r  T i  15 ( S p in c o /B e c k m a n  ) .

G ra d ie n te  e q u iv o lu m é tr ic o  de l 5 al 30% de s a c a ro s a  en  
T R 1S -C 1H  (p H  7 , 4 )  50  m M ,  C F M g  4 m M , C IK  
4 0 0  m M  y  2 -m e rc a p to e ta n o l 2 0  muM.

S e  e m p le a ro n  a lr e d e d o r  de  3 5 0  mg de r ib o s o m a s .
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m éd ias  que conten ian am bas su b u n id a d e s , con objeto de e l i -  

m in a r  c o n ta m in a c io n e s .

U n a  v e z  re u n id a s  las fra c c io n e s  conten iendo c u a le s -  

q u ie ra  de las dos sub un id ades fu e ro n  ce n trifu g a d a s  to d a  la  

noche a 1 5 0 .0 0 0  g y  p o s te r io rm e n te  re s u s p e n d id a s  en B R  Y . 

T r a s  la con sig u ien te  c la r if ic a c iô n  se a lm a c e n a ro n  en p eq u e -  

nas a licuotas en n itro g en o  liq u id e . S u  activ id ad  fu é  probada  

m edi ante un en s ayo  de sm tes is  de p o lifin ila lan in a  m ostrando  

id én tica  activ id ad  que les r ib o s o m a s  8 0 S  de les que p r o c e -  

dian cuando am bas s u b u n id ad es , la  4 0 S  y  la  6 0 S ,  fu e ro n  

en s ayad a s  con jun tam en te ; sin e m b a rg o  no fué  detec t ad a p rac- 

ti cam  ente n inguna ac tiv id ad  cuando lo fu e ro n  c a d a  una de  

e llas  p o r  s e p a ra d o  ( T A B L A  I I .  1 ) .

L a  ac tiv id ad  pep tid il t r a n s fe r a s a ,  co m ponente de  la  

subunidad 6 0 S  fué as f m ism o es tu d iad a  segun la  re a c c iô n  

del fra g m e n te  ( 11 . 3 . 9 )  m o s tra n d o s e  in a lte ra b le  con resp e c te  

al rib o so m  a in tac te .

L a  p u re z a  de les subun idades obten idas a p a re c e  en  

la f ig u ra  11.2. E s te s  en sayo s  han s id e  llev ad o s  a cabo  s e ­

gun se d e s c r ib e  en el a p a rta d o  1 1 . 3 . 6 . ,  en las  condic iones  

de re a s o c ia c iô n  (T R IS -Q H y s b  2-mercaptoetanol p a r a  e v ita r  in -  

te r fe re n c ia s  en la  a b s o rc io n  A^^Q  n m ) .  L a  a u s e n c ia  de m a­

x im e  de a b s o rc ié n  en  la  zona c o rre s p o n d ie n te  a 8 0 S  mdica 

que la  con tam inacion  c ru z a d a  de subun idades es m in im a , (a) 

y  ( b ) .  S in  e m b a rg o  ( c ) ,  donde han s id e  ah ad id as c a n tid a -  

des e q u im o le c u la re s  de am bas su b u n id a d e s , m u e s tra  un p i -  

co de rib o so m  as 8 0 S  idéntico  al que a p a re c e  en (d )  o o rre s -



T A B L A  II. 1

A C T I V I D A D  D E  L A S  S U B U N I D A D E S  D E  L E V A D U R A  

S I N T E S I S  D E  P O L I F E N I L A L A N I N A

A d ic io n e s

--------------------------------------------- — f —

p m o les  ^^C  f ^ n  
in c o rp o ra d o s

N in g u n a 0 ,1

R ib o s o m  as 2 ,9

S u b u n id a d  6 0 S 0 , 2

S u b u n id a d  4 0 S 0 ,1

S u b u n id a d e s  6 0 S  + 4 0 S 2 ,8

C o n d ic io n e s  ién icas  B F Y ,  0 , 1 2 5  m ic ro m o le s  de G T P ,  8 

m ic ro g ra m o s  de poli U ,  1 0 ,6  pm o les  de ^ ^ C  F e n - t R N A  

y  2 0  pm o les  do r ib o s o m  as o su b u n id ad es  cuando  se  ahad ie - 

r o n . V o lu m e n  fin a l 0 , 1  m l.  In cu b ac io n  a 3 0 ^ C  d u ra n te  3 0  

m in u te s .
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P IG .  I I .  2 .  G ra d ie n te s  an a litico s  de r ib o s o m  as y  s u b u n id ad es  

de S  . c e r e v is ia e .

( a )  S u b u n id a d e s  6 0 S
(b )  S u b u n id a d e s  4 0 S
( c )  S u b u n id a d e s  4 0 S  + 6 0 S
(d )  R ib o s o m  as 8 0 S  co n tro l

C o n d ic io n e s  io n ic a s : T R I S  C IH  ( p H  7 , 4 )  50  m M  , G H M c  
12 m M  y  A c  N H ^  100 m M  .
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pondiente a rib o so m  as 8 0 S . no tra ta d o s .

P o r  ultim o la  re la c iô n  ^ 2 6 0 ^ ^ 2 8 0  2 , 0 9  p a r a

la subunidad m a y o r  o 6 0 S  y  de 2 , 1 3  p a r a  la  m e n e r  o 40S . 

E l  peso m o le c u la r  de am bas subun idades es ( P e tte rm  an , 

1 964 ) P . M .  ( 6 0 S )  =  2 . 7 X 1 0  d allons y  P . M .  ( 4 0 S ) = 1 .3 X  

10^ d a lto n s , s iendo  el fa c to r  de c o n v e rs iô n  de un idades de 

densidad  optica  a 2 6 0  nm a m o la r id a d , el m ism o  em pleado  

con rib osom  as 8 0 S  de le v a d u ra ,

11 . 2 . 12 .  P R E P A R A C I O N  D E  E X T R A C T O S  C R U D O S  

D E  F A C T O R E S  D E  P O L IM E R IZ A C IO N

L o s  fa c to re s  de p o lim e r iz a c iô n , E F  T  y  E  F  G  en  

E . c o l i . o E  F  1 y  E  F  2 en s fs tem as e u c a r iô t ic o s , son n e -  

c e s a r io s  p a r a  la  p o lim e riz a c io n  de cad en as  p ep tid icas  en  

s is tem as  a c e lu la re s  ta ie s  com o la  sm tes is  de polifen ila lan ina  

d ir ig id a  p o r  âcido p o liu r id ilic o . E n  estos s is te m a s  so lo  d i -  

chos fa c to re s  son n e c e s a r io s , puesto  que la  in ic iac iô n  s e -  

h ac e  de fo rm a  no e n z im a tic a  a a lta  c o n c e n tra c io n  de ion 

m ag n es io  (1 2  m M ) y  e l p ro c e s o  de te r m inacion  no es r e -  

q u e r id o .

A n â lo g o  ra zo n a m ie n to  puede s e r  ap licado  al o tro  en­

s ay o  d e s c r ito  en e s ta  T e s is ,  re a c c iô n  de la  p u ro m ic in a  a 

p a r t ir  del com ple jo  p o s tra n s lo c a d o  ( 1 1 . 3 . 8 ) .  C o m o  es s abi­

de la  re a c c iô n  de l fra g m e n te  ( 1 1 . 3 . 9 )  no re q u ie re  ningûn ti-  

po de fa c to re s .

N o  obstante se  ha co m p ro b ad o  que no es n e c e s a r io
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p u r îf ic a r  d ichos fa c to re s  hast a un g ra d o  m as  o m enos alto  

de hom ogeneidad  s ino  que p re p a ra c io n e s  c r u d a s , esto  es  

con etapas m u y s im p les  de p u r if ic a c io n , e je rc e n  e l c o m e ti-  

do que les ha sido  encom endad o  con p len a  e fic ie n c ia .

E n  este  ap a rta d o  se  d e s c rib e n  los S -1 0 0  ( ta l es  la  

d en om inaciôn  com unm ente ap licad a  a es tas  p re p a ra c io n e s  

c ru d a s  de fa c to re s )  de S  . c e re v is ia e  y  E  . c o l i . E l  S -1 0 0  

de am igdalas  p a la tin as  hum an as fué tan so lo  em p lead o  en  

en s ayo s  de activ idad  de las p re p a ra c io n e s  de r ib o so m  as y  

m e fué donado p o r L .  C a r r a s c o  que lo p r é p a r é  p o r  m é to -  

dos ya  d e s c rito s  (B e r m e k  y  M a tth a e i, 1 9 7 0 ) .

a)  S  - 100 de le v a d u ra . -  S e  ha  segu ido  el m étodo de- 

s a r ro lla d o  p o r  A y u s o  y  H e re d ia  ( 1967) cuyo  fundam ento  es- 

t r ib a  en que los dos fa c to re s  de e longacién  se  a d s o rb e n  a 

a lum in a  C   ̂ y  son e lu idos de e lla  m edi ante so lu c io n es  de  

tam pon fosfato  0 ,5  M  p e ro  no 0 , 1  M m an ten ien d o  s ie m p re  el 

p H  6 , 5 .  E s te  p e rm ite  la  e lim in ac ién  de g ra n  p a r te  de p r o -  

te in as  e n tre  las que se e n c u e n tra n  r ib o n u c le a s a s  y  proteasas.

E l  p ro c e d im ie n to  es m uy e le m e n ta l. S e  m e zc la n  e l 

s o b re n a d a n te  ré s u lta n te  del p r im e r  sed im ento  rib o s o m ic o  con 

alum in a Cj^ (u n a  suspens ion  10 m g /m l)  en la  p ro p o rc ié n  10:1 

( v / v ) .  S e  agita su avem en te  d u ra n te  15 m in utes  y  se  recoge  

la  a lum ina p o r  c e n trifu g a c io n e s  a ba ja  v e lo c id a d  ( 3 0 . 0 0 0  g 

10 m in u te s ) des c a r t  andose el s o b re n a d a n te . E s ta  o p e ra c io n  

se  re p ite  en  p re s e n c ia  de una so luc ién  tam pon de fosfato  

m onop otâs ico  ( p H  6 , 5 )  0 , 1  M .  L o s  fa c to re s  unidos a la  

a lu m in a  son d e s p re n d id o s  m ed ian te  ad ic ién  de una p eq u eh a
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cantidad ( 1 - 2  ml )  del m ism o tam pon p e ro  0 , 5  M .  L a  a lu ­

m in a  se é lim in a  p o r  ce n trifu g a c io n  y  e l s o b re n a d a n te  asi ob- 

ten id o  se c o n s e rv a  a lm acen ad o  en pequenas a licuotas a 

- 2 0 ° C . S u  activ idad  es e n s a y a d a  co m p le m e n ta ria m e n te  a 

la  de los rib o so m  as en un s is te m a  a c e lu la r  de sm tes is  de  

p o lifen ila la n in a . T o d o  el p ro c e s o  se r e a l iz a  a la  te m p e r a -  

tu r a  de 0 ° C .

b) S  -1 0 0  de E . c o li . -  E n  este c as o  no ex is te  r e a l -  

m ente  ningun p ro c e s o  de p u rific a c io n . L a  u n ica  o p e ra c io n  

a r e a l iz a r  con sis te  en d ia l iz a r  e l S - 1 0 0  p ro c é d a n te  de la  

sed im entac iôn  de rib o so m  as a p a r t ir  d e l S - 3 0 ,  fre n te  a un 

g ra n  e xc eso  de  tam pon A ,  con objeto de e lim in a r  todos los 

a m in o âc id o s . L a  ra z 6 n  de este  tra ta m ie n to  es m u y  s im p le  : 

el S - 1 0 0  contiene las a m in o a c il- tR N A  s in te ta sas  n e c e s a ria s  

p a r a  la c a rg a  de fe n ila la n in a  en su t R N A  c o rre s p o n d ie n te  

( H . 2 .  1 3 ) .  L a  p re s e n c ia  de es te  am inoacido  en e l S - 1 0 0  

d is m in u ir ia  de fo rm a  no c o n trô lab le  la  ac tiv id ad  e s p e c ific a  

del c o rre s p o n d ie n te  am inoacido  ra d io a c tiv o  que se  em p le a  

en la am inoac ilac iôn  d e l t R N A .

I I . 2 .  13 . P R E P A R A C I O N  D E  F E N I L A L A N I I ____

t R N A  Y  N - A c - F E N I L A L A N I L — t R N A

E l m étodo segu ido  ha s ido  el d e s c r ito  p o r  C o n w a y  

( 1 9 6 4 ) .  L a  m e z c la  de re a c c ié n  con ten ia  en un vo lum en  

f in a l de 10 m l: T R I S - C I H  ( p H  7 , 4 )  50  m M , c lo r u r o  m ag- 

n é s ic o  10 m M , c lo ru ro  potâsico  100 m M , 2 -m e rc a p to e ta n o l  

5 m M , A T P  3 m M , t R N A  sin  f ra c c io n a r  de E . co li B  20mgs,
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fe n ila la n in a  (a c tiv id a d  e s p e c ific a  a lre d e d o r  de 5CD m C i/  

m m o l) 8 X  10 ^ M  y  fin a lm en te  1 m l de S - 1 0 0  de H . coli 

( I I . 2 .  12) .

L a  in c u b a c ié n , a 3 7 ° C , d u ra n te  30  m inutes fué d e -  

te n id a  p o r  ad ic ién  de 1 m l de ace ta te  sod ico  al 20% ( p H  

5 , 4 ) .  E l  t R N A  fué e x tra id o  con feno l d es tila d o  y  s a tu ra d o  

d e agua (2 0  m l ) .  L a  m e z c la  fe n é lic o -a c u o s a  hubo de a g i-  

ta r s e  fu e rte m e n te  d u ra n te  10 m inutes y  t ra s  una c o r ta  c e n -  

tr ifu g a c ié n  con objeto de s e p a r a r  am bas cap as  se tom é la  

fa s e  acu o sa  m ie n tra s  que la  fe n é lic a  fue e x tra id a  con 5 ml 

d e la so luc ién  de ace ta te  séd ico  que tra s  a g ita r  y  c e n tr ifu -  

g a r  ta l y  com o se m d ica  m âs  a r r ib a  se an ad ié  a la  cap a  

a c u o s a  de la p r im e r a  e x t r a c c ié n .

E l  t R N A  asi e x tra id o  fue p re c ip ita d o  con 2 v e lu m en e s  

de etanol f r io  ( - 2 0 ° C  ) . U n a  v e z  cen trifu g ad o  y e lim in ad o  el 

s o b re n a d a n te  se  re s u s p e n d io  en un pequeno vo lum en de a -  

cetato  po tâs ico  0 ,5  M (p H  6 . 0 )  vo lv ien d o se  a p re c ip ita r  por 

ad ic ién  de e tano l f r io .

F in a lm e n te  el sed im ento  de t R N A  fue sec a d o  a v a c io  

con objeto de e lim in a r  c u a lq u ie r  t r a z a  de so lven tes  o r g a n i-  

cos y  re s u s p e n d id o  en 1 m l de agua d e s tila d a . S u  a lm a c e -  

n a m ie n to , ta l y  com o se  h a  ven ido  d e s c rib ie n d o  a lo la rg o  

de es ta  s e c c ié n , en pequenas a licuotas en n itro g en o  Iiq u id o .

L a  e fic ie n c ia  de la  c a rg a  v a r ié  de  un 4 0 -6 0 %  segun  

las  p re p a ra c io n e s  de S - 1 0 0  e m p le a d a s , m ie n tra s  que el 

p e rc e n ta g e  de re c u p e ra c iô n  del t R N A  fué  s ie m p re  s u p e r io r
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a un 85%.

L a  ace tilac iô n  del fe n i la la n i l - tR N A  se r e a l iz e  de  

a c u e rd o  a H a en n i y  C h a p e v ille  ( 196 6 ) . U n a  so luc ién  de a -  

m in o a c il- tR  N A  ( F e n - t R N A )  tam pon ad a a p H  5 m edian­

te  una so lu c ién  de ace ta te  sod ico  1 M  ( c o n c e n tra c ié n  fin a l 

0 ,2  M )  se incubé a 0 ° C  d u ra n te  2 h o ra s . L a  a ce tila c ié n  

tuvo  lu g a r  m ed ian te  ad ic ién  de 0 , 1 5  m l de a n h id rid o  acético  

re c ie n te m e n te  destilado  a los tiem pos de 0 ,  4 0  y  80  minutes.

14L a  re c u p e ra c ié n  y  a im acenam ien to  del N - A c  C  F e n -  

t R N A  fué id én tica  a la  d e s c r ita  p a ra  el com puesto  s in  a c e -  

t i la r .  L a  e fic ie n c ia  de la  ace tilac ién  fu é  s ie m p re  s u p e r io r  a l 

95%.

L a  activ idad  de  am bos com puestos fué e n s a y a d a  m e ­

diante s is tem as  s ta n d a rd s  d e s c rito s  en los a p a rt  ados 11. 3. 7  

(s m te s is  de p o life n ila la n in a ) y  11. 3. 8  ( re a c c ié n  de la  p u r o ­

m ic in a ) , re s p e c tiv a m e n te ,

11 . 2 . 14 .  P R E P A R A C I O N  D E  F R A G M E N T  O S  3 ' T E R  -  

M IN A L E S  D E  A M IN O A C lL - t R N A

E x is te n  v a r ia s  e s p e c ie s  de t R N A  con activ idad  a c e p -  

to r a  del am inoâcido  le u c in a . L a  s e c u e n c ia  del e x tre m e  3* 

te rm in a l ha re s u lta d o  s e r  G C A C C A ^ ^ ^  y  G U A C C A ^ ^  en  

las  2 e s p e c ie s  is o a c e p to ra s  p ré d o m in a n te s .

S o m e tie n d o  L e u - t R N A  o bien A c - L e u - t R N A  ( p r e  -  

p a ra d e  segun se  ha d e s c rito  en el ap a rta d o  a n te r io r  p a r a  

A c - F e n - t R N A )  a d igestion  p o r  r ib o n u c le a s a  T ^  que es
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u na end on uc  le as a e s p e c ific a  de los e n la c e s  p G p X  o b te n d re -  

m os e n tre  o tro s  fra g m e n te s  de  la  m o lé c u la  de t R N A ,  aque- 

Ilos 3^ te rm in a le s  p o r ta d o re s  d e l am in o âc id o  d e  s e c u e n c ia  

C / U A C C A - L e u - A c  que son s u s tra to s  de l c e n tre  ac tivo  pcp - 

tid il t r a n s fe r a s a  del r ib o s p m a  ( v e r  r e a c c ié n  d e l f ra g m e n te

I I . 3 . 9 ) .

E n  es te  tra b a jo  h a  s ido  tan  so lo  n e c e s a r io  p r e p a r a r  

el " fra g m e n te  ace tila d o " J sin e m b a rg o  e l m étodo  d e s c r ito  ê s 

v â lid o  ig u a lm en te  p a r a  e l no a c e tila d o .

D a d o  que la u tilid ad  p r in c ip a l d e  C / U A C C A - L e u ^ A c  

es  a c tu a r  com o s u s tra to  d o n a d o r en la  re a c c ié n  d e l f r a g ­

m en te  no s e  r e q u ie r e  u n a  to ta l p u r e z a  re s p e c to  a o tro s  

fra g m e n te s  d e l t R N A  p ro d u c id o s  en la  d igestion  ÿ  que no  

c o rre s p o n d e n  al e x tre m e  3 ’ ( p o r  co n s ig u ien te  no a m in o a c i-  

la d o s ) . P o r  e lle  se  h a  d es h cch a d o  el m étodo  c lâ s ic o  de  

p r e p a ra c ié n  (M o n r o ,  C e r n a  y  M a r c h e r ,  1 9 6 8 ) e m p le â n d o -  

s e  la c ro m a to g ra f ia  en co lu m n a d e  in te rc a m b io  ién ico  to — 

m an d e  com o r e f e r e n d a  e l m étodo  d e s c r ito  p o r  P e s tk a  (1971b).

L a  d igestién  p o r  r ib o n u c le a s a  fué* h e c h a  seg un  

co n d ic io n es  s ta n d a rd . E n  un vo lu m en  fina l de  0 , 7 5  ml se  

p r é p a r é  u n a  m e z c la  de in cu b a c ié n  que co n ten ia  acetato  s é ­

d ico  ( p H  5 , 4 )  al 0 . 2 % ,  E D T A  2 m M , 23 m g de la  p r e p a -  
3ra c ié n  de A c  H  L e u - t R N A  que conten fa 3 . 0 0 0  pm oles de  

este  p ro d u c to  y  0 . 4 5  m g de R N a s a  T ^ .

L a  in cu b ac ién  a 3 7 ^ C  se  p ro lo n g é  d u ra n te  30  m in u ­

t es .  T r a n s c u r r id o  es te  tiernpo s e  ahad iô  fo rm ia to  am én ico  

( p H  5 , 0 )  h a s ta  p o n e rlo  a una c o n c e n tra c ié n  10 m M  que
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N u m é r o  d e  F r o c c i o n

F I G . I 1 . 3 .  O b te n c iô n  de l fra g m e n te  ace tilad o

C o lu m n a  d e  D E  A H -S e p h a d e x  A - 5 0 .
A p lic a c iô n  de 23  m g ( t R N A  to ta l) de la  p re p a -  
ra c io n  de A c -  - L e u - t R N A  d i'geridos p o r  
0 , 4 5  m g de R  N a s a  T ^  .
S e  to m a ro n  las  fra c c io n e s  19 y  2 0 .
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h a b r ia  de s e r  la  s o lu c ié n  tam pon in ic îa l de una c o lu m n a  de  

D E A E - S e p h a d e x  A - 5 0  p re v ia m e n te  e s ta b iliz a d a .

S e  p a s a ro n  100 m l de  d ich o  tam pon con  objeto  de
3

e lim in a r  la  ra d io a c tiv id a d  no u n id a  ( H  L e u )  y  a c o n tin u a -

c iôn  un g ra d ie n te  lin e a l ( 150 m l)  as f m ism o  d e  fo rm ia to  a -

m é n ic o  p H  5 p e r o  de c o n c e n tra c iô n e s  0 ,1  M  h a s ta  I M . E l
3

fra g m e n te  C / U A C C A  H  L e u - A c ,  es e lu ido  a u n a  c o n c e n ­

tra c io n  de l tam p én  a lr e d e d o r  de 0 ,5  M . E n  e l c as o  de que  

la d ig es tién  no h u b ie ra  s id o  co m p lé ta  h a b rfa n  de a p a r e c e r  

o tro s  fra g m e n te s  d e  m a y o r  tam ah o  que e lu ir ia n  s e c u e n c ia l-  

m en te  h as ta  la  c o n c e n tra c ié n  tope  de 1 M ,

C o n  ob jeto  de la v a r  com p le tam en te  la co lu m n a  s e  pa­

s a ro n  100 m l d e  s o lu c ié n  2 ,5  M .  C u a lq u ie r  p o rc ié n  d e  a -  

m in o a c i l - tR N A  re s is te n te  a la  d ig estién  e lu y e  en e s ta  etapa. 

L a s  fra c c io n e s  en las q u e  a p a re c ié  e l p ico  de r a d io a c t iv i­

dad  -  19 y  2 0  -  ( 2 0  m l)  fu e ro n  lio filizad as , re s u s p e n d id a s  

en  2 , 5  m l d e  agu a  d e s tila d a  y  p o s te r io rm e n te  a lm a c e n a d a s  

en p eq u en as  a lic u o tas  en  n itrô g e n o  liq u id e .

E n  la  f ig u r a  I I.  3 puede o b s e r v a r s e  e l re s u lta d o  o b -  

ten id o  en u n a  d e  las  p r e p a ra c io n e s . D e  e lla  puede d e d u c ir -  

s e  que la co n ta m in a c ié n  p o r  o tro s  fra g m e n te s  de t R N A  d is - 

tin tos del 3 '  te rm in a l en  las  fra c c io n e s  en las  que e lu y e
3C / U A C C A  H  L e u - A c  es p ra c tic a m e n te  d e s p re c ia b le  t r e n ­

te a la  d e n s id a d  é p tic a  to ta l e lu id a  a t ra v é s  de la  c o lu m n a .

L a  a c tiv id ad  d e l fra g m e n te  ace tilad o  as f ob ten ido  fué  

e n s a y a d o  seg u n  la r e a c c ié n  del fra g m e n te  ( I I .  3 . 9 ) .
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1 1 . 2 . 1 5 .  P R E P A R A C I O N  D E L  C O M P L E J O  T E R N A -  

R IO  N - A c  ^"^C P E N - t R N A - P O L I  U - R I B O S O  -  

M A S  E N  S U  F O R M A  P O S T R A N S L O C A D A .

H a  s ido  p re p a ra d o  con r ib o s o m  as de S . c e re v is ia e  y  

d e  E . c o l i . E l  p ro c e s o  co n sta  d e  dos e tap as :

14
a ) F iia c io n  no e n z im  a tica  de N - A c  C  F e n - t R N A  a 

un sicio no re a c t iv o  con p u r o m ic in a . (  s itio  A ) . -  L a  m e z c la  

de re a c c iô n  co n ten ia  en su vo lu m en  fin a l de  7 ,5  m l una s o - 

luc ion  T R I S - C I H  ( p H  7 , 4 )  50  m M , c lo r u r o  m a g n é s ic o  20 m M , 

ace ta to  am o n ico  100 m M , 0 ,9  m g de âcido  p o liu rid ilic o  como 

m R N A ,  1 0 , 3  m g d e  r ib o s o m  as y  2 , 1 1  n am o m o les  de N —

A c  F e n - t R N A .  S e  incubé a 3 0 ^ C  d u ra n te  20  m inutes y  

a con tinuac ién  se r e a l iz é  la  s e g u n d a  e ta p a .

14
b) T r a n s lo c a c ié n  del N - A c -  C  F e n - t R N A  a un s i ­

tio  re a c tiv o  con p u ro m ic in a  (s it io  P )  . -  P a r a  e lle  se  ana -  

d ie ro n  a la m e z c la  de in cu b a c ié n  d e s c r ita  en el a p a rta d o  

a n te r io r  10 m ic ro m o le s  de G T P  y  0 ,5  mg d e  p ro te in  a de  

una p re p a ra c ié n  de S - 1 0 0  que con ten fa  e l fa c to r  d e  t r a n s -  

lo cac iô n  E  F  2 ,  dando un vo lu m en  fin a l de  9 m l.

T r a s  in c u b a r  12 m in u tes  a la  m is m a  te m p e ra tu ra  se  

puso e s ta  so lu c ién  en un tubo de c e n tr ifu g a , s o b re  2 m l d e  

o tra  de id é n tic a  co m p o s ic iô n  s a lin a  p e ro  al 20% en s a c a ro s a .  

S e  c e n tr ifu g é  a 1 7 5 . 0 0 0  g d u ra n te  3 h o ra s . E l  sed im en to  fué 

re s u s p e n d id o  en 0 ,4  m l de B F Y  (m a le a to  am én ico  ( p H 6 , 5 )

50 m M , c lo r u r o  m a g n é s ic o  12 m M , 2 -m e rc a p to e ta n o l 5 m M )  

en el cas o  de rib o so m  as de le v a d u ra  o en la  m is m a  c a n -
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tidad  de B F B  ( T R I S - C I H  .(  p H  7 , 4 )  33 m M , c lo r u r o  mag­

n é s ic o  13 m M  y  c lo r u r o  po tâsico  270  m M ) en e l c a s o  de  

r ib o so m  as b a c te r ia n o s . A m  bas so luc iones tam pén  B F Y  y  

B F B  son las  c o rre s p o n d ie n te s  a los estud ios de fija c ié n  de 

antib ié ticos a rib o so m  as de  le v a d u ra  y  b acte r i  as r e s p e c t i­

vam e n te  .

E s te  com ple jo  e r a  usado inm ediatam ente  desp u és  o 

com o m axim o  al d ia  s igu ien te  a su p r e p a r a c ié n , s iendo  en  

ta l caso  a lm acen ad o  a - 2 0 ° C . A  los 7 d ias  c o n s e rv a b a  el 

90% de su activ idad  en re a c c ié n  con p u ro m ic in a  ( 1 1 . 3 . 8 . ) ,  

si b ien  su c in é tic a  e r a  m âs  lent a .

N O T A  F I N A L :  T o d o s  los p ro ced im ien to s  d e s c r ito s  en e s ­

ta  S e c c ié n  11-2, han s ido  re a liz a d o s  a la  te m p e ra tu ra  de 

0 - 4 ° C  exc ep te  en aquellos casos en que h a y a  s ido  e s p e c ia l-  

m ente  in d icad a  o tra  te m p e ra tu ra .
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I I .  3 .  M E T O D .Q S  A N A L I T I C O S

11.3 . 1 ,  E L E C T R O F O R E S I S  D E  A L T O  V O L T A G E

E l  p a p e l p re fe re n te m e n te  u tiliza d o  fu é  W hatm an .3 M M ,  

si b ien  en aq u e llo s  c a s o s  en lo s  que la  in tensidad  d e  la  

c o r r ie n te  a t ra v é s  de l tam p én  e r a  m u y  e le v a d a  se  u sé  

W hatm an 1.

T o d o  el m onta je  o p e ra t iv e  fué id én tico  al d e s c r ito  en  

e l c o rre s p o n d ie n te  a p a rta d o  p r e p a r a t iv e .  L a s  a p lic a c io n e s ,

4 p o r  e n s a y o , se  c o lo c a ro n  a lo la rg o  de una lin e a  t r a n s ­

v e r s a l  de la t i r a ,  o cu pando  c a d a  una de e lla s  1 cm de a n -  

c h u ra  y  2 crns de s e p a ra c ié n  re s p e c to  de las co n tig u as .

U n a  v e z  co n c lu id a  la  e le c t ro fo re s is  y  se c a d o  e l e lec- 

t r o fe r o g r a m a  se  c o r ta r o n  en un sen tid o  long itud ina l las  4 

t ir a s  c o rre s p o n d ie n te s  a las a p lic a c io n e s , s ien d o  c o rta d a s  

en s e c c io n e s  t r a n s v e r s a le s  de 1 cm y  e s tim a n d o se  su c o n -  

ten ido  en ra d io a c tiv id a d  ta l y  co m o  se  d e s c r ib e  en  e l a p a r ­

tado  11 , 3 . 5 .

1 1 . 3 . 2 .  C R O M  A T O G R A F I A  E N  " C h r o m A R  S H E E T  500"

Y a  han s ido  d e s c r ita s  en la  s e c c ié n  p r e p a ra t iv e  las  

v e n ta ja s  de e s te  m ed io  c r o m a to g r a f ic o . S i  b ien a n iv e l ana- 

litico  las  d ife re n c ia s  con los o tro s  m ed io s  e m p lead o s  ta le s  

com o p ap e l o c a p a  fin a  fu e ro n  m u ch o  m e n o re s  (p r a c t ic e  — 

m en te  nu las  re s p e c to  a es ta  u ltim a ) , su  fa c ilid a d  de m anejo
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y  la  c o r r e la c io n  que s ie m p re  h a  de e x is t ir  e n tre  n iv e le s  a -  

n a litic o s  y p re p a ra t iv e s  nos in c lin é  a  su u s e . N o  o b s ta n te , 

los  d istin tos m ed io s  en s a y a d o s  n o  p re s e n ta ro n  s u s ta n c ia le s  

d ife re n c ia s  re s p e c to  a R p  o p o s ic io n es  r e la t iv e s  d e  los p i -  

cos de ra d io a c tiv id a d .

L a  m e c â n ic a  o p e ra tiv e  fu é  ta l y  com o s e  d e s c r ib ié  

en la  s e c c ié n  p r e p a r a t iv e  con la s  m is m a s  m o d ific a c io n e s  in- 

tro d u c id a s  en la  e le c tro fo re s is  a n a iftic a . L a  u n ica  d iferencia, 

es  que dado e l m e n o r  d e s a r r o l lo  del c ro m a to g ra m a  ( 16 cms 

f re n te  a los 4 0 - 5 0  cm s de l e le c t r o fo r e g r a m a )  las  t i r a s  

c o rre s p o n d ie n te s  a las a p lic a c io n e s  s e  c o r ta r o n  en secciones  

de 1 /2  cm en lu g a r  de 1 c rn . E n  todos los e n s a y o s . a n a li­

t ic o s , los p a p e le s  d e  e le c tro fo re s is  o el m e d io  c ro m a to g ra ­

fic o  se  u t il iz a ro n  ta l y  com o fu e ro n  re c ib id o s  de l p ro v e e d o r  

s in  tra ta m ie n to  p o s te r io r  a lg u n o .

1 1 . 3 . 3 .  D E T E C C I O N  D E  A N T I B I O T I C O S  ( Y  D E R I V A -  

D O S )  N O  R A D I O A C T I V O S  E N  E L E C T R O F O -  

R E G R A M A S  Y  C R O M A T O G R A M A S .

a)  D e te c c io n  de an iso m ic in g  y  d e s a c e tila n is o in ic in a . -  

S e  ha  em p le a d o  un re a c tiv o  g e n e ra l de am inas s e c u n d a r ia s  

com pu esto  p o r  una so lu c ié n  de n itro p ru s ia to  s é d ic o  al 5% 

en ace ta ld eh id o  acuoso  ( a l  10%) , a la  que s e  ahade  l / l O  

( v / v )  de c a rb o n a te  sé d ic o  20% ju s te  en e l m em en to  de su  

u s e . A n is o m ic in a  y  su d e r iv a d o  d e s a c e tila d o  a p a re c e n  como 

u n a  m an  ch a a zu l s o b re  fondo ro jo . L a  s e n s ib ilid a d  d e l m é ­

todo e s  buena s ien d o  la  a p lic a c ié n  s ta n d a rd  d e  5 % 10 ^ g r .
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de an tib iô tico . E s te  re a c t iv o  ha  d e  s e r  p r e p a ra d o  c a d a  

v e z ,  d ad a  la  in e s tab ilid ad  d e  las  s o lu c io n e s  a c u o s a s  d e  n i­

t ro p ru s ia to .

A n is o m ic in a  p u e d e  s e r  a s i m is m o  s e r  d e te c ta d a , en  

un ra n g e  m u y  s im ila r  de s e n s ib ilid a d , p o r  o b s e rv a c ié n  d i­

r e  cta  a  la luz u ltra v io le ta . E s to  es  tan so lo  v â lid o  p a r a  c r o -  

m a to g ra m a s  en C h ro m A R  S h e e t  5 0 0  donde han s id o  e l im i-  

nados en g ra n  p a r te  co m p u esto s  de a b s o rc ié n  a b a ja s  lon­

g itu des de o n d a . E n  e l c a s o  de e n s a y o s  e le c tro fo ré tic o s  

(p a p e le s  W h atm an ) e s te  m étodo no es  re c o m e n d a b le  dad a  

su m e n o r s e n s ib ilid a d .

b ) G o u q e ro tin a . -  D a d a  su  e s t r u c tu r a  p ir im id in ic a ( v e r  

In tro d u c c ié n ) e s te  an tib ié tico  es d e tec tad o  p o r  o b s e rv a c ié n  

d ir e c ta  a la  lu z  u ltra v io le ta . L a  s e n s ib ilid a d  d e  d e te c c ié n  v a ­

r ia  d ep en d ien d o  del m ed io  en  q u e  s e  e n c u e n tre :  2 X  10 ^ g r  

es  m âs que su fic ie n te  en  m ed io  C h r o m A R  S h e e t 5 0 0  p e ro
_5

son  n e c e s a r ia s  can tid ad e s  s u p e r io r e s  a los 10 g r  p a r a  su 

lo c a liz a c ié n  en p ap e le s  W h a tm a n ,

c ) A n tib ié tic o s  d e l q ru n o  de la  t r ic o d e r m in a . -  S e  ha  

em p lead o  un re a c t iv o  g e n e r a l  d e  te rp e n o s . C o n s is te  en  usar 

a ld eh id o  an fs ico  y  âc id o  s u lfu r ic o  am bos al 5% , ( v / v )  en  e ta ­

n o l. T r a s  s u m e r g ir  e l c ro m a to g ra m a  en es te  re a c t iv o  ha  

de s e r  ca le n ta d o  a una te m p e ra tu ra  de 8 0 ^ C  d u ra n te  5 m i­

n u te s . E l  p ro d u c to  a r e v e la r  a p a re c e  com o u n a  m an  ch a n e -

g r a  s o b re  fondo  v e r d e - g r is ,  a s ta b le  d u ra n te  v a r ia s  h o r a s .
5

2 , 5  X  10 g ra m  os de an tib ié tico  son s u fic ie n te s  p a r a  una  

p e r fe c ta  d e te c c ié n .



72

E s te  m étodo fu é  tan so lo  ap licado  a c ro m a to g ra m a s  

en C h ro m A R  S h e e t 5 0 0 .

I I .  3 . 4 .  E S P E C T R O S C O P I A  U L T R A V I O L E T A

E s ta  té c n ic a  ha  s ido d e  g ra n  u tilidad  en la  d e te r m i-

nac iôn  de p u r e z a  y  activ idad  e s p e c ific a  de an iso m ic in a
3

y H  g o u g e ro tin a  ( v e r  R e s u lta d o s ) .

S e  h a  em p lead o  un e s p e c tro fo tô m e tro  m odelo  C a r y  15 

de c a r ta  m é v i l . S e  h ic ie ro n  e s p e c tro s  continues de las  sus- 

ta n c ia s  re q u e r id a s  en e l in te rv a le  2 0 5 -3 2 0  n m . S e  u s a ro n  

cubetas de c u a rz o  de 1 cm de paso  de luz y  1 ,5  m l de c a -  

p a c id a d , c a p a c e s  de  m e d ir  en e l u ltra v io le ta  le ja n o .

P a r a  d e te rm in a c io n e s  a una longitud de onda d e te rm i-  

nad a  (2 6 0  nm p a r a  r ib o s o m a s ) se  em p le é  un e s p e c tro fo té  — 

m é tro  G ilfo rd  m odelo  2 .4 0 0 .

1 1 .3 .5 . E S T I M A C I O N  D E  M U E S T R A S  R A D IO A C T IV A S

H a  s ido  lle v a d a  a cabo ind is tin tam ente  en un e s p e c tro -  

m e tro  de cen te lleo  liqu ide m odelo  P a c k a r d  T R I - C A R  B  o 

N u c le a r -C h ic a g o  M a r k  I I .  L a s  e fic ie n c ia s  de am bos han s i ­

do ca lc u la d a s  tan solo en aquellos casos en que fu e ro n  r e ­

q u e r id a s  m ed id as  abso lu tas en d e s in te g ra c io n e s  p o r  m inute  

(a p a r ta d o  d ) .

L a s  su s tan c ia s  a m e d ir  as i com o el liqu ide de c e n te -  

llep  re q u e r id o  fu e ro n  in tro d u c id o s  en v ia le s  c ilin d r ic o s  de 

3 m l de cap ac id ad  que a su v e z  e ra n  dep ositad os en v ia le s
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(2 5  m l)  s u m in îs tra d o s  p o r  las  c a s a s  c o m e rc ia le s  p a r a  uso  

d ir e c te  en e l c o n ta d o r . L o s  liq u id e s  d e  c e n te lle o  e m p lead o s  

fu e ro n :

a ) M u e s tra s  en  s o p o rte s  s61 idos (p a p e l .  f i l t r e s  e tc ) 

B u t i l - P B D  al 0 ,5 %  en to lu e n e . A d ic ié n :  2 - 3  m l.  E n  g e n e ­

r a l  una  can tid ad  su fic ie n te  p a r a  c u b r i r  e l p a p e l.

b ) M u e s tra s  d isu e ltas  en ace ta to  de e tilo  ( v e r  a p a r -  

tados I I . 3 . 8  V 9 ) . -  B u t i l - P B D  al 0 ,5 %  en to lu e n e , a los  

que se  a îiad en  250  m l d e  m e to x ie ta n o l p o r  l i t r e  de to lu e n e . 

A d ic ié n , 2 m l. E l  vo lu m en  de ace ta to  d e  e tilo  fué de  0 ,8 m l.

c ) M u e s tra s  a c u o s a s : v o lu m e n e s  1 -1 0  m ic r o li t r o s .  -  

L iq u id o  de c en te lleo  B r a y *  s ( B r a y ,  I 9 6 0 ) .  C o m p u e s to  p o r  

nafta leno  60 g r a m o s , B u t i l - P B D  5 g ra m  o s , m e tan o l 100 ml 

e tilen g lico l 20  m l y  d io xan o  h a s ta  un vo lu m en  fin a l d e  1.000ml.

d ) M u e s tra s  a c u o s a s : v o lu m e n e s  s u p e r io r e s  a 10 m i-  

c ro lit ro s  o so lu c io n es  r ib o s é m ic a s . -  L fq u id o  de  ce n te lle o  

B r a y ’ s C A B - O - S I L  ( P a c k a r d )  al 4%. A d ic ié n  2 , 5  m l. A n­

tes  de su con ta je  las m u e s tra s  han  d e  s e r  ag itad as  f u e r te ­

m en te  en un a g ita d o r d e l tipo  d e  los 11amados " M ix e r " ,  d u ­

ra n te  30  seg undos con ob jeto  de  o b te n e r  un g e l u n ifo rm e .

L a  e fic ie n c ia  en e s ta s  co n d ic io n e s  e r a  en  N u c le a r  

C h ic a g o , 92% p a r a  c a rb o n o  14 y  38% p a r a  t r i t io ,  m ie n tra s  

que en P a c k a r d  fu e ro n  re s p e c tiv a m e n te  de 85  y  31  %.

1 1 .3 .6 . G R A D I E N T E S  A N A L I T I C O S

S u  u tilidad  en el p re s e n te  tra b a jo  h a  s id o  : 1) d e te c -
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t a r  la  p u r e z a  d e  las  su b u n id ad es  r ib o s é m ic a s , 2 )  las  c o n ­

d ic io n e s  ié n ic a s  ép tim as  p a r a  la  d is o c ia c ié n  d e  r ib o s o m  as  

8 0 S  y  3 ) e l e s ta d o  d e  a g re g a c ié n  de los r ib o s o m  as en las  

co n d ic io a e s  de f ija c ié n .

L o s  g ra d ie n te s  d e l 5 al 30  % en  s a c a r o s a ,  fu e ro n  l i -  

n e a le s  y  fo rm  ados en tubos  de n itra to  de c e lu lo s a  de 6 m l 

d e c a p a c id a d . S e  c e n tr ifu g a ro n  d u ra n te  70  m in u tes  a 150.000g 

en un r o to r  S W  5 0 .1  a la  te m p e ra tu ra  r e q u e r id a .

U n a  v e z  te rm in a d a  la  c e n tr ifu g a c ié n  su p e r f il  de  den­

s id ad  é p tic a  fu é  re g is tra d o  a 2 5 4  nm en un a n a liz a d o r  u ltr a ­

v io le ta  IS C O  de cé lu la  d e  flu jo  con tinue  eq u ip ad o  con un r e ­

g is t re  g râ f ic o . .

1 1 .3 .7 .  E N S A Y O  D E  S I N T E S I S  D E  P O L I F E N I L A L A ­

N IN A  D IR IG ID A  P O R  A C ID O  P O L I U R I D I C O  C O ­

M O  m R N A .

E s te  e n s a y o  de p o lim e r iz a c ié n  de c a d e n a  p e p tid ic a  ha 

s id o  am p lia m e n te  u tiliza d o  en los u ltim es anos d a d a  su s im -  

p lic id a d  y  su  g e n e ra l  a p lic a b ilid a d . T  an so lo  son re q u e r id o s  

po li U  ( c o m e r c ia l ) ,  F e n i la la n i l - tR N A  de fa c il p re p a ra c ié n  

( I I . 2 .  13 ) y  de u n iv e rs a l a p lic a c ié n , r ib o s o m a s  y  un e x t r a c ­

to c ru d e  d e  los fa c to re s  d e  p o lim e r iz a c ié n . A s i  p u e s , c u a l­

q u ie r  o rg a n is m e , é rg a n o  o te jid o  de l que p u ed an  s e r  e x t r a i -  

dos r ib o s o m a s  y  fa c to re s  de p o lim e r iz a c ié n  aun en fo r m a  

c ru d a  p u ed e  s e r  e n s a y a d o  en su c a p a c id a d  d e  s in te t iz a r  p ro -  

te m a s .

H o y  d ia  en que los s is te m a s  a c e lu la re s  van  s ie n d o
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c a d a  v e z  m âs  p e r fe c c io n a d o s ,. la  s in te s is  de p o lifen ila la n in a  

e s tâ  s ien d o  su s titu id a  p o r  e n s a y o s  que u tiliza n  m R N A  natu­

r a l  y  p o r  co n s ig u ien te  p re p a ra c io n e s  m a s  o m en o s  p u r i f ic a -  

d as  de fa c to re s  de in ic ia c ié n . N o  o b s ta n te , en  aq u e lla s  s i -  

tu ac io n es  d o n d e  tan so lo  s e a  n e c e s a r io  d e te c ta r  la  activ idad  

r ib o s 6 m ic a , com o en la s  d e s c r ita s  en  e s ta  T e s is ,  la  s m te ­

s is  de  p o lifen ila la n in a  s ig u e  c o n s e rv a n d o  to d a  su v a l id e z .

E s te  e n s a y o  es a p lic a b le  a c u a lq u ie r  tipo d e  s is te m a s  

con m u y  l ig e ra s  m o d ific a c io n e s . E n  los  que aqui nos ocupan: 

S  . c e r e v is ia e . am ig d a las  p a la tin a s  hum  an as y  E  . co li s e  dan  

la s  s ig u ien tes  c a ra c te r is t ic a s  c o m u n e s : R ib o s o m a s  l,5mg/fnl^ 

p o li U  0 , 1 m g /m l ,  F e n - t R N A  6 , 5  p m o le s , G T P  1,25m M

c lo r u r o  m a g n é s ic o  12 m M  y  S - 1 0 0  1 /1 0  d e l vo lu m en  to ta l 

q u e en todos los caso s  fu é  de 0 , 1  m l.  L a s  v a r ia c io n e s  e s -  

t r ib a n  1) en  la  co m p o s ic iô n  de la  s o lu c ié n  ta m p é n , m a le a to  

a m én ico  (p H  6 , 5 )  p a r a  le v a d u ra s  y  T R I S - C I H  ( p H  7 , 4 )  

p a r a  hum anos y  E  . c o l i . s ie m p re  a u n a  c o n c e n tra c ié n  fin a l 

50  m M  y 2 )  en  la  c o n c e n tra c ié n  y  n a tu r a le z a  del ién m o n o ­

v a le n te :  am on io  en le v a d u ra s  y  p o tas io  ( 6 0  m M  ) en  h u m a -  

nos y  (3 0  m M  ) en E . c o l i . L a s  in c u b a c io n e s  se  r e a l iz a n  du­

ra n te  30  m in u te s  a 3 0 ° C  ( le v a d u r a )  é  3 7 ° C  (h u m a n o s  y  

E  . c o li) . E s ta s  se detien en  p o r  a d ic ién  d e  2 m l d e  T C A  f r io  

al 5%. P re v ia m e n te  se han de a h a d ir  5 m ic ro g ra m o s  d e  a l -  

b u m in a  bo v in a  (q u e  ac tu a  com o c o a d y u v a n te  en  la p r e c ip i ta -  

c iô n  p ro te m ic a )  .

A n te s  de f i l t r a r  e s te  p re c ip ita d o  e s  n e c e s a r io  h id r o l i -  

z a r  e l a m in o a c i l - tR N A  que no h a y a  re a c c io n a d o  .p a r a  lo que
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s e  c a lie n ta  el s is te m a  a 9 0 ° C  d u ra n te  15 m in u te s . T r a s  e n -  

f r i a r ,  se  f i l t r a  a t ra v é s  de f i l t r e s  W hatm an G F / C  en los que 

se  e s tim a  la ra d io a c tiv id a d  re te n id a  segun  s e  ha d e s c r ito  en  

e l a p a rta d o  5 de e s ta  S e c c ié n .

E s to s  s is tem as  han s id o  p re v ia m e n te  d e s c r ito s  p o r  : 

H e r e d ia  y  H a lv e rs o n  ( 1 9 6 6 ) e l d e  le v a d u ra ,  B e rm e k  y  

M a tth a e i ( 1 9 7 0 ) el de am ig d a las  pa la tin  as hum  anas y N i r e n -

b e rg  y  M a tth a e i X 1961 ) e l de  E  . c o l i .

1 1 .3 .8 .  E N S A Y O  D E  L A  " R E A C C I O N  D E  L A  P U R O -  

M IC IN A "  A  p a r t i r  D E L  C O M P L E J O  N - A c  C  

F E N - t R N A - P O L I  U - R I B O S O M A S  E N  F O R M A  

P O S T R A N S L O C A D A .

L a  ad ic ién  de p u ro m ic in a  a es te  co m p le jo  te r n a r io  per­

m ite  e s tu d ia r  s e p a ra d a m e n te  la re a c c ié n  d e  fo rm a c ié n  de e n ­

la c e  p ep tid ico  de l re s te  de la s  e ta p a s  n e c e s a r ia s  p a r a  e l c re -  

c im ien to  de la cad e n a  p e p tid ic a . D e  e s ta  fo r m a  se  p u ed e  e s ­

tu d ia r  la acc ion  de un in h ib id o r s o b re  e l e n z im  a re s p o n s a b le

de e s ta  re a c c ié n  y  c o re  la c e  ion a r lo  con los d a tes  de fija c ié n  

de d icho  in h ib id o r al r ib o s o m a  ( v e r  R e s u lta d o s ) .

L a  m e z c la  de re a c c ié n  co n ten ia  en un vo lu m en  fin a l de 

0 , 1  m l : m a le a to  am én ico  ( p H  6 , 5 )  50  m M , c lo r u r o  m a g n é s i­

co  12 m M  y  2 -m e rc a p to e ta n o l 5 m M  ( B F Y )  ; 8 m ic ro li t ro s  del 

co m p le jo  te r n a r io  é q u iv a le n te s  a 2 8 ,2  p m o les  de  N - A c  

F e n - t R N A  y  0 ,1  m ic ro m o le s  de p u ro m ic in a .

L a  in cu b a c ié n  se  r e a l iz é  a  3 0 ° C  d u ra n te  e l tiem p o  r e ­

q u e r id o . S e  detuvo  m ed ian te  ad ic ién  de 0 ,1  m l de  s u lfa te  de
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b e r ilîo  ( p H  5 , 5 )  s a tu ra d o  con su lfa to  m a g n é s ic o . E l  p ro d u c -
14

to de la  re a c c iô n  N . A c  C  F e n - P M  fué e x tra id o  con 1 ml 

de acetato  de e tilo  y  estim  ad a su  ra d io a c tiv id a d  segun  h a  s i ­

do d e s c r ito  en el a p a rta d o  1 1 .3 .5  ( L e d e r  y  B u rs z ty n  1 9 6 6 ) .  

E n  todos los  ca s o s  fué s u s tra id a  la ra d io a c tiv id a d  c o r r e s ­

pon d ien te  a los b lancos sin  p u ro m ic in a .

E s te  m ism o  tipo  d e  e x p é r im e n te s  h a  s id o  re a liz a d o c o n  

un co m p le jo  te r n a r io  de  las  m is m a s  c a r a c te r is t ic a s  p e ro  con  

r ib o s o m a s  de E . coli c o n s id é ra n d o  la s  s ig u ie n te s  d ife re n c ia s  :

C o n d ic io n e s  ié n ic a s  : T R I S - C I H  ( p H  7 , 4 )  33  m M , c lo ­

r u r o  m a g n é s ic o  13 m M  y  c lo r u r o  p o tâs ico  2 7 0  m M  ( B F B ) .  

In c u b a c ié n : se in c u b a ro n  el t ie m p o  r e q u e r id o  a 3 7 ° C  y  a 0 °C  

segun  e l tipo  d e  e x p e r im e n to  a r e a l i z a r .

I I .  3 . 9 .  E N S A Y O  D E  L A  " R E A C C I O N  D E L  F R A G M E N -  

T O "

H a  s ido  llevad o  a c a b o , a l igual que la  r e a c c ié n  de  la  

p u ro m ic in a , con r ib o s o m a s  e u c a r iô tic o s  de la  le v a d u ra  S . c e ­

r e v is ia e  y  con r ib o s o m a s  p ro c a r ié t ic o s  de la  b a c te r ia  E  .c o l i . 

S e  ha seg u id o  el s is te m a  d e s c r ito  p o r  B a tta n e r  y  V a z q u e z  

(1 9 7 1 a )  y p o r  M o n ro  y  M a r c h e r  (1 9 6 7 )  re s p e c t iv a m e n te .

L a  m e z c la  de re a c c ié n  con ten fa  en un vo lu m en  fin a l de  

0 , 1 m l las s ig u ien tes  c o n d ic io n e s  ié n ic a s : T R I S - C I H  (p H  7,4) 

50  m M  , c lo r u r o  m a g n é s ic o  20  m M  y  c lo r u r o  p o tâs ico  400 m M  

( F R Y )  p a r a  le v a d u ra  o T R l S - C l H  ( p H  7 , 4 )  33 m M  , c lo r u ­

r o  m a g n é s ic o  13 m M  y  c lo r u r o  po tâs ico  2 7 0  m M  ( B F B )  p a -
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r a  b a c te r îa s , adem âs de 1. m g /m l de r ib o s o m a s  0 ,5  pm oles  

de C / U A C C A  L e u - A c ,  1 m M  de p u ro m ic in a  y  33% 

( v / v )  de e tano l con el que se in ic iab a  la r e a c c ié n . E s ta  se 

in cu b ab a  a 0 ° C  el tiem po  d es ead o  y se  deten ia  y  e x t r a ia  el 

A c  L e u - P M  segun el m étodo de L e d e r  y  B u rs z ty n  (1966) 

d e s c r ito  en e l a p a rta d o  a n te r io r .

1 1 .3 .1 0 . E N S A Y O S  D E  F IJ A C IO N  D E  A N T I B I O T I C O S .  

D I A L IS IS  D E  E Q U IL IB R IO .

E s te  m éto d o , e l m as n a tu ra l de to d o s , es ta  fu n d a m e n -  

tado  en la cap ac id ad  que poseen  las m o lécu las  de pequeno ta -  

m ano  o ligandos (a n tib ié tic o s ) de a tra v e s a r  m e m b ra n a s  de 

d iâ l is is . A s i , s i a am bos lados de las m e m b ra n  as c o lo c a s e -  

m os una so lu c ién  s a lin a , p e ro  tan solo en una el lig a n d o , é s -  

t e , p o r  d if us ié n , p a s a ra  al o tro  lado has ta  que su co n cen tra ­

c ién  fu ese  idén tica  en am b o s . S in  e m b a rg o , si en uno de los  

lados de  la m e m b ra n  a e x is tie s e  una m a c ro m o lé c u la  o e s t r u c -  

tu r a  in cap a z  de a tra v e s a r la  (r ib o s o m a s ) y  que p o s e y e ra  una  

c ie r ta  afin idad p o r  e l lig a n d o , s u s tra e r ia  de l m edio  una cierta  

cantidad  de e s te , s iendo  n e c e s a r io  un nuevo  tra n s p o r te  de l i ­

gando  d esd e  la so luc ién  sin  m a c ro m o lé c u la  p a r a  v o lv e r  a a l -  

c a n z a r  el e q u ilib r io . E n  es tas  condic iones la  d ife re n c ia  de l i ­

gando  e n tre  am bos lados de la  m e m b ra n a  nos d a r ia  la  m e d i-  

d a d ire c ta  del que se  e n c u e n tra  fijado a la m a c ro m o lé c u la .

E x p e r im e n ta lm e n te  se han utilizado unas cam  a ra s  de 

d ia lis is  de leu c ita  que p e rm itia n  c o lo c a r can tidades de 0 , 0 5 -  

2 m l en unos co m p a rtim e n te s  situ ados a am bos lados de la
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m e m b ra n a  de fa c il a c c e s o  .desde el e x t e r io r ,  lo  q u e  f a c i l i -  

ta b a  e n o rm e m e n te  la  o p e ra c ié n  d e  tom  a de m u e s tra s .  D u ­

ra n te  e l p ro c e s o  d e  d ia lis is  e s to s  c o m p a rtim e n te s  q u e d ab an  

h e rm e tic a m e n te  c e r r a d o s ,  ev ita n d o  c u a lq u ie r  e fec to  de  e v a -  

p o ra c iô n , m u y s e n s ib le s  en los lim ites  n o rm a le s  d e  t ra b a jo  

0 , 1  m l ( a  am bos la d o s ) .  L a  m e m b ra n a  u tiliz a d a  fu é  tubo  

V is k in g  8 /3 2  p re v ia m e n te  h e rv id o  con s o lu c ié n  de c a r b o n a ­

te  sé d ic o  a l 10%. T r a s  re p e tid o s  lavad o s  con agu a  d e s io n i-  

z a d a  e r a n  c o n s e rv a d o s  en s o lu c ién  0 , 1  m M  de E D T A  a 

4 ° C .

L a  d iâ lis is  se  llevo  a c a b o  en un bafio  te rm o s ta to  del 

m is m o  m a te r ia l que las c â m a r a s .  E s ta s  e r a n  in tro d u c id a s  en 

un " c o n ta in e r"  c a p a z  de d e s liz a r s e  a lo la rg o  de dos p e q u e -  

nos r ie le s  co lo cad o s  t ra n s v e rs a lm e n te  d e n tro  de l b a n o . E s te  

" c o n ta in e r"  e r a  agit ado de fo r m a  con stan te  en  la  d ire c c ié n  

p e rp e n d ic u la r  a la m e m b ra n a  de  d iâ lis is  m e r c e d  a u n a  b ie -  

la aco p la d a  a un pequeM o m o to r e lé c t r ic o .

M e d ia n te  es te  s e n c illo  d is p o s itiv e  s e  lo g ré  que las  con­

d ic io n es  de ag itac iôn  fu e ra n  id én ticas  en c a d a  c â m a r a ,  d a n ­

do una u n ifo rm  id ad to ta l al e x p e r im e n to .

1 1 .3 .1 1 . E N S A Y O S  D E  F IJ A C IO N  D E  A N T I B I O T I C O S .  

M E T O D O  D E  U L T R  A C E N T R I F U G A C I O N  .

E n  es te  cas o  la  s e p a ra c ié n  f is ic a  de r ib o s o m a s  r e s ­

pecto  de l an tib ié tico  se r e a l iz a  m e d ia n te  la  fu e r z a  c e n tr ifu g a  

que h ace  que la  m a c ro m é le c u la  s e  d e s p la c e  h as ta  e l fondo
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d e l tubo q u edando  a lli s e d im e n ta d a , m ie n tra s  que e l lig an d o  

p e rm a n e c e  en so lu c io n  u n ifo rm e m e n te  d is tr ib u id o . S in  e m ­

b a rg o  cuando a m b o s , r ib o s o m a  y  a n tib ié tic o , s e  c e n tr ifu g a n  

c o n ju n tam en te , en v ir tu d  de su a fin idad  m u tu a  una d e te r m i-  

n a d a  p ro p o rc ié n  de l in h ib id o r s e d im e n ta ra  u n id a  a la  fra c c io n  

r ib o s o m ic a . A s i  la  can tidad  de lig an d o  fija d o  v e n d r a  d ad a  

p o r  la  d ife re n c ia  ex is te n te  e n tre  la  s o lu c ié n  in ic ia l y  e l s o ­

b re n a d a n te  ré s u lta n te  t r a s  la  c e n tr ifu g a c ié n .

D u ra n te  es te  e n s ayo  la  c o n c e n tra c ié n  d e  r ib o s o m a s  

no p e rm a n e c e  c o n s ta n te , lo que en un p r in c ip le  p o d râ  a lte -  

r a r  e l e q u ilib r io  a n t ib ié t ic o -r ib o s o m a s . S in  e m b a rg o  los r e ­

su ltados  e x p é r im e n ta le s  obten idos con e s te  m étodo  han  sido  

s ie m p re  idén ticos  a los con segu idos  m e d ia n te  d ia lis is  d e  e -  

q u ilib r io .

L a s  co n d ic io n es  e x p é r im e n ta le s  han s id o  p a r a  r ib o s o ­

m a s : C e n tr ifu g  ac ién  a 3 8 .0 0 0  rp m  (v e lo c id a d e s  s u p e r io r e s  

cau sab an  e v e n tu a l ap las tam ien to  de  los tu b o s ) d u ra n te  dos  

h o ra s  a la te m p e ra tu ra  r e q u e r id a ,  y  p a r a  su b u n id ad es  r i ­

b o s é m ic a s : id e m , e x c e p to  6 h o r a s .

S e  han u tiliza d o  ro to re s  d e  12 h u eco s  ( B e c k m a n /  

S p in c o  m odelo  50 T i  o 4 0 )  en los que se  in tro d u c ia n  m e ­

d ian te  a d a p ta d o re s  24 tubos (c o m o  m a x im o ) de n itra to  de  

c e lu lo s a  de 0 ,6  m l de c a p a c id a d  ( B e c k m a n ) .

D a d a  la m a y o r  s im p lic id a d  de es te  m étodo  h a  s id o  

em p lead o  en  la  m a y o r  p a r te  de los e x p e r im e n to s  lim ita n d o -  

se el uso d e  la  d ia lis is  de  e q u ilib r io  en e x p e r im e n to s  c o n -
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tro l ( v e r  R e s u lta d o s ) .

I I .  3 . 1 2 .  E N S A Y O S  D E  F IJ A C IO N  D E  A N T I B I O T I C O S .

M E T O D O  D E  P R E C I P I T A C I O N  P O R  E T A N O L

C o n  objeto  de  c o r r e la c io n a r  la  a c c i6 n  de in h ib id o re s  

s o b re  e l c e n tre  peptid il f r a n s fe r a s a  (e n s a y a d o  segun  la  r e a c -  

ci6n d e l f ra g m e n te )  con su afin id ad p e r  e l r ib o s o m a , la  in -  

te ra c c iô n  e n tre  am bos hubo de s e r  e s tu d ia d a  en  ta le s  c o n -  

d ic io n es  id n ic a s .

U n a  c o n c e n tra c io n  de e ta n o l al 33% ( v / v )  p ro v o c a  la  

p re c ip ita c io n  de les r ib o s o m a s  p e r o  no d e l a n tib iô tic o . A s i , 

este  m étodo  es  s u s ta n c ia lm e n te  id én tico  al d e s c r ito  en  e l a -  

p a rta d o  a n te r io r .  E n  aqu e l h a b ia  que s o m e te r  a la  m a c r o -  

m o le c u la  d u ra n te  un c ie r to  tiem p o  a un e le v a d o  n u m é ro  de 

g con objeto  de s e d im e n ta r la  y  s e p a r a r la  del an tib io tico  no 

u n id o , m ie n tra s  que en e s te ,  una  l ig e ra  c e n tr ifu g a c iô n  ( g e -  

n e ra lm e n te  10 m inutes a 3 0 .0 0 0  g )  ré s u lta  s u fic ie n te . P o r  

le  d e m â s , el re s to  de la té c n ic a  o p e ra t iv a  es  idén tico  a la  

d e s c r ita  p a r a  el m étodo  de u lt ra c e n tr ifu g a c io n .

1 1 .3 .1 3 . C O N D IC IO N E S  E X P E R I M E N T A L E S

L o s  en s a y o s  de fija c io n  h an s id o  re a liz a d o s  (m ie n tra s  

no se  esp e c ifiq u e  lo c o n tr a r io )  en  las  s o lu c io n e s  tam p én  s i -  

gu ien tes  :

F iia c io n  a r ib o s o m a s  d e  le v a d u r a . -  C o n d ic io n e s  s tan ­

d a r d ,  B F Y :  M a le a to  am on ico  ( p H  6 , 5 )  50  m M , c lo r u r o
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m a g n é s ico 12 m M  y  2 -m e rc a p to e ta n o l 5 m M . C o n d ic io n es  

de la re a c c ié n  del f ra g m e n te , F R Y :  T R I S - C I H  (p H  7 ,4 )

50  m M  , c lo r u r o  m ag n é s ic o  20  m M  y  c lo ru ro  po tâsico  400 mM.

F iia c io n  a r ib o s o m a s  de am fgdalas palatin  as hum an a s . -  

C o n d ic io n es  s ta n d a rd  B F H :  T R l S - C l H  ( p H  7 ,4 )  50 m M , 

c lo r u r o  m ag n é s ic o  11 m M , c lo ru ro  po tâs ico  60 m M  y  2-m er­

cap toetanol 7 m M .

F ija c io n  a r ib o s o m a s  de E . c o l i .  -  C o n d ic io n es  standard, 

B F B :  T R 1 S -C 1 H  (p H  7 ,4 )  33 m M , c lo ru ro  m ag n és ico  13mM 

y  c lo r u r o  po tâs ico  2 7 0  m M . C o n d ic io n es  de la re a c c ié n  de l 

f ra g m e n te , B F B ( E ) :  id én tica  com po sic ién  p e ro  en so luc ién  

d e  etanol a l 33% ( v / v )  .

L a s  can tidades em p lead a s  tante de rib o so m as  com o de 

antib ié tico  ra d io a c tiv e  en les en sayo s  de d e te rm in a c io n e s  cuan- 

t ita tivas  s e râ n  d e s c r ita s , dada su v a r ia b ilid a d , en les  c o rre s -  

pond ien tes ap a rta d o s  de R e s u lta d o s .

S in  e m b a rg o  en les  e x p é rim e n te s  de inh ib ic ién  de la  

f ija c ié n  de un antib iético  p o r  o tro s  in h ib id o re s , asf com o en  

les  en s ayo s  de cond ic iones ép tim as de fija c ié n  (v a r ia c ié n  de 

las so lu c io n es  tam pén d e s c r ita s  m âs a r r ib a )  las  cond ic iones  

e m p lead a s  fu e ro n :

F iia c ié n  de a n is o m ic in a . -  R ib o s o m a s  de S  . c e r e -

v is ia e  2 , 5 X  10 ^ M  é 3 , 5 X 1 0  ^ M  p a r a  r ib o s o m a s  h u m a -
3n o s , m ie n tra s  que la c o n c e n tra c ié n  de H  an iso m ic in a  fué  

s ie m p re  de 10 ^ M . T o d o  e lle  en un vo lum en  fin a l de 0 ,1 m l  

d e l que e r a n  tom adas  a licuotas de 0 ,0 2 5  m l p a r a  estim acion
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de ra d io a c t iv id a d , antes y  d es p u és  de la  c e n tr ifu g a c iô n .

3F iia c io n  de H  g o u g e ro t in a . -  R ib o s o m a s  de S  . c e re  -  

v is ia e  y  de E  . coli 3 ,5  X  10 y  10 p a r a  H  g o u g e ­

ro t in a . V o lu m e n  fin a l y  a lic u o tas  p a r a  ra d io a c tiv id a d  com o  

en e l a p a rta d o  a n te r io r .

14 .F iia c iô n  de C  t r ic o d e r m in a . -  R ib o s o m a s  de  S  . c e -  

re v is ia e  y  de am fgdalas  p a la tin a s  hum anas 2 , 5  X  10 ^ M .

tr ic o d e rm in a  3 X  10 M .  E l  re s to  com o en  a p a rta d o s  

a n te r io r e s .

L a  té c n ic a  de u ltra c e n tr ifu g a c iô n  h a  s id o  em p lead  a 

p a r a  e s tes  e x p é r im e n te s . E n  aq u e llo s  o tro s  en les que el 

etano l es tu vo  p ré s e n te  en co n d ic io n e s  v a r ia b le s  ( v e r  R e s u l­

ta d o s ) se  s igu iô  d ich a  té c n ic a  tan  so lo  p a r a  p ro p o rc io n e s  

in fe r io re s  al 20% ( v / v )  y  la  s e d im e n ta c iô n  p o r  e tan o l p a r a  

las s u p e r io r e s .  E l  re s to  de las c o n d ic io n e s  fu é  ta! y  com o  

se  d e s c r ib e  m as  a r r ib a .

1 1 .3 .1 4 . C A L C U L O S

L a  in te ra c c ié n  d e  un an tib ié tico  con un r ib o s o m a  (en  

g e n e ra l un ligando con una m a c ro m o lé c u la )  cu m p le  las  le -  

yes de los e q u ilib r io s  â c id o -b a s e  ( p a r a  un tra ta rn ie n to  corn -  

pleto  v e r  E d s a ll  y  W y m a n , 1 9 5 8 ) o b ten ién d o se  p a r a  e l c a -  

so de un tipo unico de fija c ié n  la  e x p re s ié n  :

nl< ( A )
V  =

l  +  K  ( A )  
a
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donde K  e s  la  constan te  d e  a s o c ia c ié n  d e l e q u ilib r îo
a ’

K
B  + n A  R  . n A

cuyo  v a lo r  in v e rs o  ~  K ^  e s  la  co n stan te  de d is o c ia -

cion que s e r a  la  com un m ente  e m p le a d a  a  lo la rg o  d e l p r é ­

sen te  t r a b a jo .  ')) nos d a  e l g ra d o  d e  s a tu ra c iô n , es  d e c ir  

los m o les  de  antib io tico  unidos p o r  m o l d e  r ib o s o m a . ( A )  

es  la c o n c e n tra c ié n  de an tib ié tico  l ib r e  en  e l e q u ilib r io  y  n 

el n u m é ro  de sitios de f ija c ié n  d e  an tib ié tico  en  e l r ib o s o m a .

C u a n d o  ex is ten  m tipos d is tin tos  d e  f i ja c ié n , la  e x p re ­

s ién  a n te r io r  se  g e n e ra liz a  en  la  fo rm a :

î , .  s  "1 s
i =  1 l  +  K a - ( A )

donde un tipo  d e  fija c ié n  m. p o s ee  n. m o lé c u la s  de ligando
1 i

p o r  r ib o s o m a , todas e lla s  é q u iv a le n te s  e in d ep e n d ie n te s  y  

con una afin id ad d ad a  p o r  su  c o rre s p o n d  ien te  co n stan te  de 

a s o c ia c ié n  .

D e  las  m u ltip les  re p re s e n ta c io n e s  g râ f ic a s  en  que  

pueden  s e r  e x p re s a d a s  las e c u a c io n e s  a n te r io r e s  ( E d s a l l  

y W y m a n , 1 9 5 8 ) hem os esco g id o  la  d a d a  p o r  S c a tc h a r d  

( 1 9 4 9 ) p o r  s e r  e s tad is tic am en te  la  m a s  f id e lig n a .

E n  e lla  se  cum ple  que :
C) m m

lim ------- = n. K . y  l im )9 =  ^  n .
( A )  i =  1 ' ' i =  1 '

(A )  —  ̂ 0 ( A )  ;— > oo

es d e c ir  q u e  si los d istin tos m tipos d e  f ija c ié n  son re a lm e n -
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te in d ep en d ien tes  e n tre  s i ,  as f com o los d is tin to s  s itio s  de

fija c io n  n. s e  o b te n d râ  una s e r ie  de m re c ta s  a p a r t i r  de

las  cu a les  pueden  c a lc u la rs e  d ire c ta m e n te  s u s  c o r r e s p o n -

d ien tes  v a lo re s  de n ( in te rs e c c iô n  con e l e je  de a b c is a s ) y

de K  (p e n d ie n te  de  la re c ta  c a m b ia d a  d e  s ig n e ) .  C u a lq u ie r  
a

d es v ia c io n  de la  lin e a r id a d  d e  e s ta s  re c ta s  im p lic a r â  que las  

s u p o s ic io n es  d e  in d ep en d en c ia  b ê c h a s  m a s  a r r ib a  no s e  c u m -  

p len  e x p e r im e n ta lm e n te .

U n  e stud io  m as  d e ta lla d o  y  co m p le te  d e  los a p a rta d o s

I I . 3 .  10 a 1 1 .3 ,1 4  ha  s ido  Ilev ad o  a cab o  p o r  P e r n a n d e z - M u -  

h o z  en los tra b a jo s  de r e fe r e n c ia s  : P e r n â n d e z - M u f io z , M on­

ro  y  V â z q u e z  ( 1971 ) , P e rn a n d e z -M u h o z  y  c o ls . ( 1 9 7 1 )  y  

esp ec ia lrn e n te  en  su  T e s is  D o c to ra l  ( 1 9 7 1 ) (P a c u lta d  d e  F a r -  

m a c ia , U n iv e rs id a d  de M a d r id )  .
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in. 1 . p r e p a r a c i o n . d e  a n i s o m i c i n a

I I I .  1 . 1 .  P R O C E S O  D E  M A R C A J E

E s te  p ro c e s o , dad as sus c a r  acte r is tic a s  té c n icas  e s -  

p ec ia lm en te  las a It as can tidades de ra d io a c tiv id a d  m a n e ja d a s , 

no ha sido  pos ib le  r e a l iz a r lo  en n u e s tro  la b o ra to r io . No  

obstan te y  puesto  que es  e l punto de p a r t id a  de es ta  T e s is  

c r e o  inte r e s  ante su in c lu s io n . S e  e n v ia ro n  100 mg d e l a n ­

tib io tico  al s e rv ic io  de Q u im ic a  O rg à n ic a  del R a d io c h e m ic a l 

C e n tr e  ( A m e r s h a m , In g la te r r a )  donde fu e ro n  tra ta d o s  de la  

sigu ien te  fo rm a : se  m e z c la ro n  con 100 mg de l c a ta liz a d o r  de 

A d a m s  en su fo rm a  re d u c id a  a los que se an a d ie ro n  3 ml 

d e  agua tr it ia d a  con un conten ido  en ra d io a c tiv id a d  de 300 C i 

E s ta  m e z c ia  se  in tro d u jo  en u n a  am polla  que fué c e r r a d a  al 

v a c io  y  p o s te r io r m ente ca le n ta d a  a una te m p e ra tu ra  e n tre  90  

y  1 0 0 °C  d u ra n te  16 h o ra s . T r a s c u r r id o  es te  tiem po se  é l i ­

m in é  el e x c e s o  de agua tr it ia d a  p o r lio filiza c ié n  y  e l re s id u e  

s 6 lid o  fué re d is u e lto  en 25 m l d e  una so lu c ién  acu osa de â -  

cido  c lo rh id r ic o  dilu ido ( a lre d e d o r  de p H  5 ) y  f iltra d o  p a ra  

e lim in a r  el c a ta liz a d o r . L a  s o lu c ié n , que con ten ia  un total 

de 115 m C i ,  s e r a  den om inada a lo la rg o  de es ta  T e s is  

" c ru d o  r a d io a c t iv e " .

I I I .  1 . 2 .  D E T E C C I O N  D E  A N IS O M IC IN A  E N  E L  

C R U D O  R A D I O A C T I V O .

C u a le s q u ie ra  de los m étodos em p lead o s  en la d e te c -
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c i6n  de p o s ib le  an iso m ic in a  ex is ten te  en e l c ru d o  ra d io ­

a c tiv e  ban de c o n s id e r a rs e  tan solo  a m odo in fo rm a tiv e  ya  

q u e , lo g ic a m e n te , ninguno de e lle s  s e r a  e n te ra m e n te  e s p e -  

c if ic o . S i a es te  unim os las  c o n s id e ra c io n e s  h ech as  en  

D is c u s io n  a c e rc a  de la  n a tu ra le z a  de los p ro d u cto s  c o n ta ­

m in a n te s , se  c o m p re n d e râ  que los re s u lta d o s  exp uestos  en 

este  a p a rta d o  solo  te n d ria n  c a r  acte r  de fin itive  en el caso  

que re s u lta s e n  n e g a tiv e s .

D e  la  m is m a  fo r m a , d e tecc io n es  b as ad as  en p r in c i­

p les  e n te ra m e n te  d istintos s e râ n  m a y o r  g a ra n tia  de e x is te n -
3c ia  de l antib iotico ra d io a c tiv e . P a r a  H  an iso m ic in a  se h an 

em p lead o :

a ) an illos  de inh ib ic iôn d e l c re c im ie n to  de la  le v a d u ra  

S  . ce r e v is ia e .

b ) Inh ib ic iôn  de la sm tes is  de p o lifen ila la n in a  en un 

s is te m a  a c e lu la r  de es te  m ic ro o rg a n is m o .

c ) P e r f i l  e le c tro fo ré tic o  del c ru d e  ra d io a c tiv e .

E n  los dos p r im e ro s  cas es  se  t r a z o  p re v ia m e n te  una 

c u rv a  p a tro n  y  p o r  in te rp o la c io n  de unas can tidades c o n o -  

c idas  de c ru d e  ra d io a c tiv e , se c a lc u lé  la  e x is te n c ia  de 

a n is o m ic in a . L o s  re s u lta d o s  ( F ig .  I I I .  1) fu e ro n  m u y d is p a ­

r e s .  A s f  en  e l caso  de anillos de inh ib ic ién  de c re c im ie n to , 

c o n s id e ra n d o  que todo el p ro d u cto  con act iv id ad an tib io tica  

fu e s e  H  an iso m ic in a  s e  e n c o n tra r ia  en una p ro p o rc iô n  del 

9%. S in  e m b a rg o  h ac ien do  el m ism o  tipo de c o n s id e ra c io n e s  

p a r a  e l segundo de los e n s a y o s , tan  so lo  e x is t ir ia  un 1,5%
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F IG .  I II .  1. D e te rm in a c i6 n  de l conten ido de H  an iso m ic in a  en  

e l c ru d o  ra d io a c tiv o .

A .  A n illo s  de inh ib ic iôn  de l c re c im ie n to  de la  le v a d u ra  
S  . c e re v is ia e  s o b re  a g a r .

B .  Inh ib ic iôn  de la s in tes is  d e  p o lifen ila la n in a  en un 
s is te m a  a c e lu la r  de le v a d u ra .

L-os c irc u le s  b lancos (o )  c o rre s p o n d e n  a la  in te rp o la c iô n  
del re s u lta d o  obtenido con d e te rm in e d  as can tid ad es  del 
c ru d e  ra d io a c tiv e .
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del antib iotico en el c ru d o  .ra d io a c tiv o .

E l  t e r c e r  m étodo se fund am enta  en la  esp ec ifid ad  que 

p ré s e n ta  la  m o vilid ad  e le c tro fo ré tic a  de a n iso m ic in a  en c ie r -  

tas  con d ic iones ( v e r  a p a rta d o  1 1 1 .1 .3 ) . A s f  en una so lucién  

tam pon co m p u esta  p o r  trie ta n o la m in a  50 m M - C lH  ( p H  8 , 6 )  

(s ie n d o  90 V /c m  y  1 h o ra  e l re s to  de las con d ic iones  e x ­

p é rim e n ta le s  e m p le a d a s ) ,  un c ru d o  ra d io a c tiv e  s ta n d a rd  p ré ­

sen ta  4 m a x im e s  de ra d io a c tiv id a d  p e rfe c ta m e n te  d efin id o s .

E l  p r im e ro  de e lle s  en el o r ig e n  de l e le c tro f o r e g r  am a y  los 

o tro s  t rè s  M l ,  M 2  y  M 3  a unas d is tan c ias  de 1 1 , 20  y  32  

c m s , re s p e c tiv a m e n te , h a c ia  e l catodo ( F i g .  111.2). L a  p r e -
3s e n c ia  del m a x im e  M 2  es  in d ica tive  de e x is te n c ia  de  H  a -  

n is o m ic m a .

H a y  que c o n s id é re r  que es ta  zona  de l e le c t r o fo r e g r a ­

m a  d e s c r ita  com o M 2  contiene adem âs o tro s  p ro d u c to s  de 

d e g ra d a c ié n , s in  e m b a rg o  se h a  c o m p ro b ad o  que p re s e n te r  

unas c a ra c te n 's tic a s  de es tab ilid ad  e n te ra m e n te  p a ra le la s  a 

las d e l an tib ié tico .

E s te  m étodo es  a lo sum o es tim a tivo  no pud iendo s e r

c o n s id e ra d o  en ningun cas o  com o cu an tita tivo . N o  o b s tan te ,

a v e n ta ja  c o n s id e ra b le m e n te  a los a n te r io re s  en  fa c ilid a d  de

re a liz a c ié n  y  en la  m in im a  cantidad de c ru d o  ra d io a c tiv o  n e -  
-3

c e s a r io : 2 X  10 m l.

111 .1 .3 . E S T U D I O S  S O B R E  L A  M O V IL ID A D  E L E C -  

T R O F O R E T I C A  D E  A N IS O M IC IN A

S e  h a  es tud iado  la  m ovilidad  e le c tro fo ré t ic a  de a n is o -
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F IG .  I I I .  2 . P e r f i l  e le c tro fo ré tic o  del c ru d o  ra d io a c tiv o  de
3 -3

H  an iso m ic in a  ( 2 X  10 m l ) .

C o n d ic io n es  e x p é r im e n ta le s : 90  V / c m  d u ra n te  1 h o ra  
en tr ie ta n o la m in a  50 m M - C lH  ( p H  8 , 6 )

• ------•  C ru d o  ra d io a c tiv o  con an iso m ic in a

o  o C ru d o  ra d io a c tiv o  s in  H  an iso m ic jn a
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m ic in a  en un ra n g e  d e  p H  c o m p ren d id o  e n tre  5 ,5  y  1 0 ,5

un idades ( p K  ( an iso m ic in a  )=  7 , 9 ) .  A n te  tan am plio  m a r -
a

g e n , h u b ie ro n  de u t il iz a rs e  d iv e rs  as so lu c io n es  tam p o n .

L_as con d ic iones  e x p é r im e n ta le s  que a p a re c e n  e n tre  p a r é n -  

tes is  h an s ido  las  em p lead a s  en e s ta  T e s is  m ie n tra s  no se  

esp ec ifiq u e  lo c o n tr a r io .

5 , 5 - 7 , 6

7 , 2 - 8 , 6  

8 , 4 - 9 , 8

C a c o d ila to  sod ico  50 m M - C lH  (4 5  V /c m  y  1 h r )

T R I S  50 m M - C lH  (6 0  V / c m  y  1 h r )

T r ie ta n o la m in a  50 m M - C lH  (9 0  V / c m  y  1 h r )

9 , 5 - 1 0 , 5 :  E ta n o la m in a  50 m M - C lH  ( 60  V /c m  y  3 1/2 h r)

P a r a  aquellos v a lo re s  de p H  co m p ren d id o s  en los in ­

te rv a lo s  de dos so lu c io n es  tam p o n , am bas fu e ro n  e m p le a d a s , 

obten iéndose idén ticas  m o v ilid a d e s .

L o s  re s u lta d o s  a p a re c e n  e x p re s a d o s  en la  f ig u ra  111. 

3 . E n  e lla  ex is ten  3 zonas c la ra m e n te  d ife re n c ia d a s . A  v a ­

lo re s  de p H  in fe r io re s  a 7 ,5  nos e n c o n tra m o s  con la  v e lo -  

cidad m ig ra to r ia  m a x im a  de la m o lé c u la , que c o rre s p o n d e  a 

un estado  de p len a  c a r g a .  E l  v a lo r  absolu to  de e s ta  m o v ili­

dad es 1 ,4  X  10 ^ c m /V .s e g  y  fué to m ad a com o 100%.

A  m ed id a  que se  aum en ta  e l p H  el v a lo r  de la  m o v i­

lidad  de a n iso m ic in a  d e c re c e  segun una re la c iô n  lin e a l ( in ­

te r v a le  p H  7 , 5 - 9 , 0 ) .  S in  e m b a rg o  a p a r t ir  d e  p H  9 ,0  a p a -  

re c e  una seg u n d a  pend ien te  y  puesto  que an iso m ic in a  posee  

un unico g ru p o  io n iza b le  (e l  an illo  p ir ro lid in ic o )  su p r e s e n -  

c ia  debe s e r  e x p lic a d a  s o b re  la  base  de un efecto  de in d u c -  

cion p ro d u c id o  p e r  e l tam pon ( Z w e ig  y  W h ita k e r , 1 9 6 7 ) .
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F IG .  I I I .  3 . M o v ilid ad  e le c tro fo ré tic a  de an iso m ic in a . D e p e n -  

d e n c ia  del p H .

A .  C a c o d ila to  sé d ic o  50 m M - C lH
B .  T r i s  50 m M - C IH
C .  T r ie ta n o la m in a  50 m M - C IH
D .  E ta n o la m in a  50 m M - C IH

1 h r ,  4 5  V /c m  
1 h r ,  60  V / c m  
1 h r , 90  V /c m  
3 , 5 hr, 60  V / c m

100% de m ovilidad  c o rre s p o n d e  a 1 ,4  X  10 cm  / V . seg
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E s ta s  dos pendientes van  a s e r  de g ra n  utilidad en e l p r o ­

c e s o  de p u rific a c io n  de an iso m ic in a .

S e  co m p ro b o  que en aq u e llas  con d ic iones en que la  

m o vilid ad  del antib ié tico  es 100%, e s ta  d is ta  m ucho  de s e r  

e s p e c ific a  y  e l g ra d o  d e  p u rific a c iô n  obtenido es bast ante 

m e d io c r e . S in  e m b a rg o  a m ed td a  que la  c a rg a  ion ica  del 

anillo  p ir ro lid in ic o  v a  s ien d o  n e u tra liz a d a , an iso m ic in a  v a  

ad q u irie n d o  un notable in c re m e n to  de  e s p e c ific id ad  s iendo  

’H e o ric a m e n te ” total a aquellos v a lo re s  de p H  c o r r e s p o n -  

d ien tes  a la seg unda  pen d ien te  de la  f ig u ra  111.3 ( p H  m a y o r  

de 9 , 0 ) .

E l  e n tre c o m illa d o  de la  p a la b ra  te o r ic a m e n te  se  ddDe 

a que si b ien a p H  10 a n is o m ic in a , com o ta l su s ta n c ia  p o ­

s e e  una m o v ilid ad  e le c tro fo ré t ic a  to ta lm ente  e s p e c ific a  ( v e r  

p ie  de p a g in a ) , cuando se e n c u e n tra  en e l c ru d o  ra d io a c -  

tivo  ta l s ign ificado  p ie rd e  su in trm s e c a  v a lid e z  dad as las  

m ultip les  in te ra c c io n e s  e n tre  los co n ta m in a n te s , lo que d is -  

m in u ye  cons id e ra b le m  ente su re s o lu c io n . T o d o  e llo  sin c o n -  

t a r  con la  e n o n n e  cantidad  de ra d io a c tiv id a d  d is tr ib u id a  ines- 

p ec ific am en te  a lo la rg o  del e le c t r o fo r e g r a m a . R e s u m ie n d o , 

e s ta  e sp ec ifid ad  a p H  1 0 , 0  p o d r ia  s e r  v a lid a  d es d e  un p u n ­

to de v is ta  analftico  p e ro  n u n ca  con fin e s  p r e p a ra t iv e s .

L a  f ig u ra  111.4 p ré s e n ta  los p e r f ile s  e le c tro fo ré tic o s  

del c ru d o  ra d io a c tiv e  en las con d ic io n es  d e:

M a x im a  m o vilid ad  (111.4. A )  cac o d ila to  s o d ic o -C lH  

( p H  6 , 0 )  y  2 h o ra s ;  p r im e r a  pen d ien te  (111.4. B ) t r ie ta n o l-

N O T A . E s ta  a firm a c io n  h a  s id o  c o m p ro b a d a  " a  p o s te r io r i ’  ̂
u na v e z  que an iso m ic in a  fué  ob ten ida  en fo rm a  to ta lm e n ­
te p u ra  ( v e r  111 .1 .7 ) .
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F I G . I I I . 4 .  P e r f i l  e le c tro fo ré tic o  de l c ru d o  ra d io a c tiv o  de
3

H  an is o m ic in a .

A .  C a c o d ila to  so d ico  50 m M - C IH  (p H  6 , 0 )  y  2 h r .
B .  T r ie ta n o la m in a  50 m M - C IH  (p H  8 , 6 )  y  1 h r .
C .  E ta n o la m in a  50 m M - C IH  ( p H  1 0 , 0 )  y  1 , 5  h r .

-3V o lta je s  com o en  F ig u r a  III .  3 . A p lic a c iô n  2 X  10 m l
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a m in a -C lH  ( p H  8 , 6 )  y  1 h o ra ;  seg unda  pend ien te  ( I I I . 4 . C )  

etanol am in a - C IH  ( p H  1 0 , 0 )  y  1 , 5  h o ra s . E n  e s ta  e x p e rie n -  

c ia  se  han v a r ia d o  los tiem pos d e  c o r r id a  (m anten iendocons­

tan tes los v o lta je s ) con objeto d e  h a c e r lo  c o m p a ra tiv e  con  

las  con d ic iones  en B  (9 0  V /c m  y  1 h o ra )  to m ad as  com o  

u n ita r ia s .

L a s  m an ch as  n e g ra s  re p re s e n ta n  los c o n trô le s  de  

an iso m ic in a  no ra d io a c tiv a . U n a  v e z  apuntados los p r o b le -  

m as pi ante ados en una p u rific a c io n  en un solo  paso  q u e d a -  

ba la po s ib ilid ad  de r e a l iz a r la  m ed ian te  dos 6 m as  e ta p a s . 

S e  d é te rm in é  que el p ico  de ra d io a c tiv id a d  c o rre s p o n d  iente  

a an iso m ic in a  en A  ( p H  6 , 0 )  se  desd o b la  en los dos p icos  

de m a x im a  m o v ilid ad  p ré s e n te s  en  B  ( p H  8 , 6 )  m ie n tra s  que 

los o tro s  dos (e n  el o r ig e n  y  a 12 cm s de e s te ) p e r m a n e -  

cen in sen s ib les  a e s ta  v a r ia c io n  de con d ic io n es  e x p é r im e n ­

ta le s . A s i m ism o  se  co m p ro b ô  que la  p u r e z a  del p ico  

c o rre s p o n d  iente a an iso m ic in a  en B  ( p H  8 ,6  y  m ovilidad  

2 0 -2 2  c m s )  no p re s e n ta b a  d ife re n c ia s  si s e  a is la b a  d ir e c ta ­

m ente  en  e s tas  con d ic iones 6 a . p a r t ir  del p ico  de m a x im a  

m ovilidad  segun  A  ( p H  6 , 0 )  p u rific a d o  p re v ia m e n te .

A s f  una v e z  obv iado  e l p aso  A B  q u ed ab a  p o r  s a b e r  

si B C  r e s u lta r ia  o no d e fin itiv o . P a r a  e llo  se  a is lô  a e s c a -  

la s e m ip re p a ra t iv a  ( 0 , 1  m l de c ru d o  ra d io a c tiv o  en  p ap e l 

W hatm an 3 M M ) la  ra d io a c tiv id a d  de m o vilid ad  2 0 -2 2  cm s en  

las con d ic io n es  d e s c r ita s  p a r a  p H  8 ,6  ( m ax im o  M 2  en f ig u ­

r a  111.2) y  se  c o r r io  en las c o rre s p o n d ie n te s  a p H  1 0 . 0 .

E l  re s u lta d o  a p a re c e  en  la f ig u ra  I I I .  5 . L a  zo n a  pu n tead a
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F IG .  I I I .  5 . P u rif ic a c io n  (e s c a la  s e m ip re p a ra t iv a )  de H  

an iso m ic in a . E le c tro fo re s is  de alto v o lta je .

A .  T r ie ta n o la m in a  (5 0  m M ) - C I H  ( p H  8 , 6 ) ,  90 V /c m  
1 h o ra . L a  zo n a  pun teada fué  e lu id a  y  a p lic a d a  a:

B . E ta n o la m in a  (5 0  m M ) - C I H  ( p H  1 0 , 0 ) ,  6 0  V / c m  y
3 ,5  h r s .  E n  am bas casos s o b re  W hatm an 3 M M .
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en  la p a r te  in fe r io r  de la  f ig u ra  ré s u lté  s e r  an iso m ic in a  

p u ra  segun c r i te r io  e le c tro fo ré tic o .

A s f  pues este  m étodo de p u rific a c io n  en dos e tapas  

(e le c tro fo re s is  a p H  8 , 6  y. p H  1 0 , 0 )  p a re c ia  id o n eo . S in  

e m b a rg o  tan p ro m e te d o re s  re s u lta d o s  en la  e s c a la  s e m ip re ­

p a ra t iv a  no tu v ie ro n  c o rre s p o n d e n c ia  cuando  se  intenté la  

p u rific a c iô n  de 2 ,5  m l de c ru d o  ra d io a c tiv o  (é q u iv a le n te s  a 

10 mg de an iso m ic in a  o r ig in a l) .  L a  re s o lu c ié n  a p H  8 , 6  fué 

m u y in fe r io r ,  a p a re c ie n d o  in te r fe re n c ia s  e n tre  los m âx im o s  

de ra d io a c tiv id a d . E s to  e s ,  al p u r if ic a r  M 2  y  vo l v e r  lo a 

c o r r e r  en las m ism as  con d ic io n es  p e ro  a e s c a la  a n a litic a , 

a p a re c ia n  co n tam in ac io n es  ( inc luso  s u p e r io re s  al 10%) de  

M l  y  M 3 . E s to  in fluyé en  e l g ra d o  de p u r e z a  conseguido  

t ra s  la  seg u n d a  e le c tro fo re s is  (p H  1 0 , 0 )  y a  que en ningun  

caso  se  co n s ig u ié  s u p e r a r  e l 85%.

D a d o  que el m étodo e r a  te o r ic a m e n te  c o r r e c te  ( r e ­

su ltados an a litico s  o s e m ip re p a ra t iv o s ) se  p e n s é  en s u s ti-  

tu ir  e l p r im e r  p aso  (e le c tro fo re s is  a p H  8 , 6 )  p o r  una té c ­

n ic a  de s im ila r  fundam ento  y de una m as am p lia  cap ac id ad  

p re p a ra t iv a :  c ro m a to g ra f ia  en co lum na de in te rc a m b io  ién ico  

u tilizan d o  una ré s in a  c a m b ia d o ra  de ca tio n es  ( c a rb o x i-m e t il  

c e lu lo s a ) .

111.1.4.  E T A P A S  D E  P U R I F I C A C IO N .

C O L U M N A  D E  IN T E R C A M B IO  lO N lC O

T o d a s  las etapas de la  p u rific a c ié n  d e  a n is o m ic i­

na fu e ro n  re a liz a d a s  a la  te m p e ra tu ra  de 0 - 4 ° C  m ie n tra s  no
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se  esp ec ifiq u e  lo c o n tra r io .

S e  torna ro n  10 m l de c ru d o  ra d io a c tiv e  éq u iva len tes  

a 4 0  mg de an iso m ic in a  in ic ia l y  se  l io f il iz a ro n . E l  re s id u e  

fué re d is u e lto  en 4 m l de so luc ién  tam pén in ic ia l, c a rb o n a ­

te am onico 2 mM , p H  8 ,6  ( con  la  que h ab ia  s ido p r e v ia ­

m ente e s ta b iliza d a  la co lum na de C M -c e lu lo s a ,  11 . 2 . 1 )  y  

ap licados en la p a r te  s u p e r io r  del lecho  c ro m a to g ré fic o . Se  

p a s a ro n  a continuacion 150 m l de so lu c ién  in ic ia l con o b je ­

to de e lu ir  de la co lum na toda aq u e lla  ra d io a c tiv id a d  no r e -  

ten id a  que ré s u lté  s e r  un 45% del to ta l. E s ta  o p e ra c ié n  fué  

seg u id a  p o r  la  eluciôn de los com puestos re te n id o s , m edian­

te 320  m l de un g ra d ie n te  linea l de la  m is ’m a co m p o s ic ié n , 

esto es c a rb o n a te  am ô n ico , d esde  2 m M h as ta  una c o n c e n ­

tra c ié n  50 m M  m anten iendo constante  e l p H ,

F in a lm e n te  100 m l de c a rb o n a te  am ônico  250  m M  s i r -  

v ie ro n  p a r a  e lu ir  de la co lum na c u a lq u ie r  ra d io a c tiv id a d  r e ­

s idual que p e rm a n e c ie ra  aùn u n id a , quedando  as i r e g e n e r a -  

da p a r a  nuevo use p re v ia  e s ta b iliza c iô n  con so luc ién  tam pén  

in ic ia l.

Q tra s  cond ic iones e x p é r im e n ta le s  fu e ro n : flu jo  de s a -  

lida de la co lum na 100 m l/h o r a  re c o g ié n d o s e  fra c c io n e s  de

7 ,5  m l, que contenian 1 ,5  m ilim o les  de ac ide  fé rm ic o  con  

objeto  de d is m in u ir  e l p H  del elu ido y  e v ita r  in n e c e s a r ia s  

d e g ra d a c io n e s  del an tib io tico .

E l  p e r f il  de ra d io a c tiv id a d  ( F i g .  111.6) fué d e te rm in a -
-3

do tom ando a licuotas de 3 X  10 ml de cad a  f ra c c ié n ,  ta l 

y  com o se d e s c rib io  en M étodos ( 1 1 . 3 . 5 ) .  P u e d e  o b s e r v e r -
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se  un g ra n  p a ra le lis m o  con el p e r f il e le c tro fo ré tic o  obtenido  

en las m is m a s  cond ic iones de a lc a lin id a d , ( v e r  F ig .  111.2 6  

F ig .  111.4. B )  pues si b ien el p ico  M l  es  e lu ido  con la  s o -  

lucion  in ic ia l deb ido a su déb il c a rg a  p o s itiv a , a p a re c e  l ig e -  

r  am ente re tra s a d o  de aquellos p ro d u cto s  sin  c a rg a  alguna  

que e luyen  en el fre n te  y  que se  c o rre s p o n d e n  con el p ico  

en e l o rig e n  de l e le c tro fo re g ra m a .

A  p e s a r  de estas  s im ilitudes se  h izo  n e c e s a r io  id e n -  

t if ic a r  cu a les  de estas  fra c c io n e s  conten ian a n iso m ic in a .

E l  m étodo em pleado  fué e l e le c tro fo ré tic o  ( cuyas v e n ta jas  

han sido d e s c r ita s  en 111 .1 .2 ) ba jo  aq u e llas  con d ic iones de 

m a x im a  re s o lu c ié n  y  esp ec ifidad  p a r a  e l an tib ié tico , esto  es  

so luc ién  tam pén tr ie ta n o la m in a  50 m M - C lH  (p H  8 , 6 )  90  V6m  

d u ran te  1 h o ra  y  e tan o lam in a  50 m M - C lH  ( p H  1 0 , 0 )  60 V b m  

d u ran te  3 1 /2  h o ra s . L a s  fra c c io n e s  e n s a y a d a s  c o r r e s p o n -  

d ie ro n  a la  ra d io a c tiv id a d  e lu ida  a las c o n c e n tra c io n e s  de 

1 0 -1 2  m M , 2 0 -2 5  m M  y  3 0 -3 2  m M  de c a rb o n a te  a m én ico .

L o s  re s u ltad o s  g ra fic o s  e x p re s a d o s  en la  f ig u ra  111.6 

son de p o r  s i e x p lic a tiv e s . L a s  fra c c io n e s  1 0 -1 2  m M  y  3 0 -  

32 m M  no contienen en absoluto a n is o m ic in a , d e m o s tra n -  

dose al m ism o  tiem po la  identidad del p ico  de m a x im a  c a rg a  

p o s itiva  (e lu id o  en u ltim a p o s ic ié n ) con M 3  (m a x im a  m o v ili­

dad en es tas  co n d ic io n es ) . L a s  m an ch as  n e g ra s  r e p r e s e n -  

tadas en los e le c tro fo re g ra m a s  c o rre s p o n d e n  a los co n trô les  

de an iso m ic in a  no ra d io a c tiv a .

E n  cuanto  al p ico c e n tra l se e n s a y a ro n  p o r  s e p a ra d o  

su p a rte  a n te r io r  ( fra c c io n e s  4 3 - 4 4 )  , c e n tra l ( 4 5 - 4 6 )  y
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F I G . I I I .  6 . P u rif ic a c iô n  de H  an is o m ic in a . C ro m a to g ra f ia  

en co lum na s o b re  C M -c e lu lo s a .

P a r te  s u p e r io r :  P e r f i l  d e  ra d io a c tiv id a d  d e l e lu ido  
P a r te  in fe r io r  : Iden tificac iôn  de las fra c c io n e s  c o n te -

n iendo an iso m ic in a  p o r  e le c tro fo re s is

F ra c c io n e s  4 3 -4 6  (e n  n e g ro ) fu e ro n  tom adas  p a ra  
co n tin u e r la  p u r ific a c iô n .
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p o s te r io r  ( 4 7 - 4 8 )  , o b s e rv â n d o s e  que segun e l en s a y o  a
3

p H  8 ,6  las t rè s  conten ian H  an iso m ic in a , s i b ien la  f r a c -  

ci6n  m as p u r a  e r a  log icam ente la  c e n tra l.  S in  e m b a rg o  el 

an â lis is  a p H  1 0 ,0  re v e lo  de fo rm a  in eq u ivo ca  que la p a r ­

te p o s te r io r  del p ico ten ia  una p ro p o rc iô n  m in im a  del a n ti-  

biôtico  p o r  lo que fué d e s c a rta d o .

A s i se  to m aro n  las  fra c c io n e s  4 3 -4 6  (e n  n e g ro  en  

la  F ig .  111.6) y  se  lio filiza ro n  con objeto de s e r  c o r r id a s  

e le c tro fo re tic a m e n te  en la  segunda e tap a  de p u r ific a c iô n .

P re v ia m e n te  al p ro c e s o  p re p a ra t iv o , se  r e a liz a ro n  

p ru e b a s  an a liticas  con objeto de e n c o n tra r  las condic iones  

ôptim as de e lu c iô n . P a r a  e llo  se  a p lic a ro n  a la m is m a  c o ­

lum na em p le a d a  en la  p u rific a c iô n  0 ,1  m l de c ru d o  r a d îo -  

activo  y  una cantidad su fic ien te  de an iso m ic in a  no ra d io a c ­

tiv a  p a r a  p o d e r  ser detect ad a p o r  e s p e c tro s  co p ia  u ltrav io le ta . 

C u an d o  las cond ic iones e x p é rim e n ta le s  fu e ro n  las  d e s c r ita s  

m as a r r ib a ,  se  en c o n trô  que e l p e r f il de ra d io a c tiv id a d  e r a  

idéntico  al obtenido p o s te r io rm e n te  a e s c a la  p r e p a ra t iv a ,  asi 

com o las fra c c io n e s  en las cu a les  e lu ye  e l an tib ié tico .

111 .1 .5 . E T A P A S  D E  P U R IF IC A C IO N .  

E L E C T R O F O R E S I S  D E  A L T O  V O L T A J E .

E l  m a te r ia l obtenido en el a p a rta d o  a n te r io r ,  13% de 

la  ra d io a c tiv id a d  in ic ia l, fué  re d is u e lto  en  un m in im o volum en  

d e agua d es tila d a  y  ap licado  s o b re  una t i r a  de p ap e l Whatman 

17 ta l y  com o se h a  d e s c rito  en M étodos ( 1 1 .2 .2 ) .
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L a  e le c tro fo re s is  fué lle v a d a  a cabo en so lucion  tam­

pon de e ta n o la m in a -C lH  (p H  1 0 ,0 )  ap licando  una d ife re n c ia  

de po tenc ia l de 4 0  V /c m  d u ra n te  4 1 /2  h o r a s . L a  dism inu- 

cion d e l vo lta je  ap licado se debe a la  e lev  ad a conductividad  

que p re s e n ta n  los pape les p re p a ra tiv e s  (W h atm an  17) r e s ­

p ec te  de los analiticos dada la m a y o r  cantidad de tam pén  

que a b s o rb e n .

E l  p e r f il de ra d io a c tiv id a d  a p a re c e  en la  f ig u ra  111.7 

segun  fué deducido de los c o n trô les  la té ra le s . L a s  zonas a 

e lu i r ,  en este  caso  la  c o m p ren d id a  e n tre  25  y  27 cm s de  

d is ta n c ia  d e l o rig e n  h a c ia  el catodo (e n  n e g ro  en la  f ig u ra )  

v ien en  m a rc a d a s  p o r  los co n trô le s  p a ra le lo s  de anisom icina  

no ra d io a c tiv a . E s  conven ien te  tom a r  la  zona correspond ien - 

te al c e n tim e tro  a n te r io r  y  p o s te r io r  p o r  s i algun e fecto  de 

d is to rs ié n  h u b ie ra  p ro v o c a d o  d ife re n c ia s  de m ovilidad  e n tre  

la  zo n a  c e n tra l y  las la té ra le s . L a  e lu c ién  (1 1 .2 .4 )  se  r e a ­

liz é  con écido fé rm ic o  10 m M  (co n  objeto de m a n te n e r e l 

p H  s ie m p re  in fe r io r  a 6 , 5 )  d u ra n te  toda la n o c h e . L o s  9 -  

10 ml de e lu id o  fu e ro n  lio filizad o s  y re d is u e lto s  en 0 ,2 5  ml 

d e âcido c lo rh id r ic o  10 m M .

C o n  objeto de c o m p ro b a r  la p u re z a  de la  p r e p a r a -  

cién  de an iso m ic in a , fué a n a liza d a  en las d istin tas c o n ­

d ic io n es  e le c tro fo ré tic a s  d e s c r ita s  en 111 .1 .3 , en c o n trâ n d o se  

p u r a  en todos los casos  excep to  a p H  8 ,6  donde a p a re c iô  

una con tam inacion  lig e ra m e n te  in fe r io r  al 5%.

Independ ien tem ente  de es te  tipo de c r i te r io  ré s u lta  muy 

co n ven ien te  en toda p u rific a c iô n  e m p le a r  com o en sayo s  de
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F I G , I I I . 7 . P u rif ic a c iô n  de H  a n iso m ic in a . F r a c c io n e s  

4 3 -4 6  de la co lum na de C M -c e lu lo s a . E le c t r o fo r e s is  de  

alto v o lta je .

C o n d ic io n es  e x p é r im e n ta le s : W hatm an n^ 17 , e ta n o la m i­
na 50 m M - C lH  ( p H  1 0 , 0 ) ,  4 0  V /c m  d u ra n te  4 1 /2  h o ­
r a s .  E l  m a te r ia l de m ovilidad  2 5 -2 7  cm s (e n  n e g ro ) fué  
e lu ido  p a ra  la s igu ien te  etapa de p u r ific a c iô n .
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p u r e z a  o tro s  cuyos fundam entos s ea n  to ta lm ente  d istin tos de 

los h as ta  a h o ra  ex p u e s to s .

I I I .  1 . 6 .  E T A P A S  D E  P U R I F I C A C IO N .

C R O M A T O G R A F IA  S O B R E  A C ID O  S I L I C I C O -  

F IB R A  D E  V I D R IO .

S e  des a r  ro ll a ro n  una s e r ie  de so lven tes  s iendo t rè s  

los u tiliza d o s :

S o l ven te  1 . -  s e c -b u ta n o l : b en c in a  de p e tro le o  4 0 - 6 0 ° C  : a -  

m o n iaco  2 N  ( 2 5 : 5 : 4 )

S o lv e n te  2 . -  n -b u tan o l : agua : âcido acé tico  ( 6 0 : 1 0 : 3 )

S o l ven te  3 . -  etanol : agua ( 1 : 1 )  en a tm ô s fe ra  de c lo ro fo rm o .

E n  ninguno de e llo s  pudo a p re c ia r s e  e l desdoblam ien- 
3

to de H  an iso m ic in a  (p u r if ic a d a  e le c tro fo ré tic a m e n te ) en

ningun o tro  tipo  de s u s ta n c ia , s in  e m b a rg o  a p a re c ie ro n  unas 

c ie r ta s  can tidades de ra d io a c tiv id a d  d is trib u id a s  de fo rm a  

in e s p e c ific a  y  que en e l caso  de so lven te  1 11 eg a ro n  a r e -  

p re s e n ta r  h as ta  un 10% de co n tam in ac io n .

L a  u ltim a e tapa de la  p u rific a c iô n  de an iso m ic in a  t r i ­

t ia d a  fué m ed ian te  c ro m a to g ra fia  en C h ro m A R  S h e e t 500  

cu yas  ven ta jas  s o b re  o tro s  m ed ios  c ro m a to g râ fic o s  fu e ro n  

d e s c rito s  en M étodos ( 1 1 .2 .3 ) .

S e  em pleô  el so lven te  1 p o r  s e r  e l que h ab ia  puesto  

de m an ifies to  un m a y o r  p o rc e n ta je  de im p u re z a s . E l  d e s a r ro -  

llo  del c ro m a to g ra m a  re a liz a d o  a te m p e ra tu ra  am biente te n ia  

u n a d u ra c iô n  ap ro x im  ad a de 1 ,5  h o ra s . U n a  v e z  a lc a n za d o s
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F I G . I I I . 8 . P u r if ic a c iô n  de H  an iso m ic in a . M a te r ia l  p u r i -  

f ic a d o  p o r  e le c t r o fo re s is . C ro m a to g ra f ia  en C h ro m A R  S h eet 50C

C o n d ic io n es  e x p é r im e n ta le s : S o l ven te  1 , s e c -b u ta n o l:
b en c in a  de p e tro le p  ( 4 0 - 6 0 ° C  ) : am on iaco  2 N  ( 2 5 : 5 : 4 ) .

E l  d e s a r r o llo  d e l c ro m a to g ra m a  ( ascen d an te ) fué  r e a -  
lizad o  a te m p e ra tu ra  am b ian te . F ra c g io n e s  an n e g ro  
fu e ro n  e lu id as  y  c o n s id e ra d a s  100% H  an iso m ic in a  ( I I I .  1.7]

L a  detecc iô n  se r e a l iz ô  m edi ante luz u ltra v io le ta .
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los 16 cm s de d e s a r ro llo  se  sec o  el c ro m a to g ra m a  p r o c e -  

d iéndose a la d e te rm in a c io n  de l p e r f il de ra d io a c tiv id a d  ( F g .  

111.8) segun los co n trô le s  p a r a le lo s . L a  zona a e lu ir  se  to -  

m o segun o b s e rv a c io n  d ire c ta  a t ra v é s  de la la m p a ra  de  

lu z  u ltra v io le ta  ( 1 1 .3 .3 ) .

L a  e lu c io n , m ed ian te  acido fo rm ic o  10 m M , tu vo  lu -  

g a r  d u ra n te  toda la noche a O ^C . C o n  objeto de e lim in a r  

in te r fe re n c ia s  en la  d e te rm  inacion de p u re z a  m ed ian te  e s -  

p e c tro s c o p ia  u ltra v io le ta  debid as a pequenos com ponentes  

del m ed io  c ro m a to g ra fic o  a r r a s tr a d o s  en la e lu c iô n , se  e lu -  

yo  p a r  ale lam ente un tro z o  de C h ro m A R  S h e e t 500  de  las  

m is m a s  d im en s io n es  e x tra id o  a su v e z  de un c ro m a to g ra m a  

en  b ianco  c o r r id o  con juntam ente al que con ten ia  e l p ro d u c to  

a p u r if ic a r .

A m b o s  e lu idos fu e ro n  lio filizad o s  y  re d is u e lto s  en a c i-  

do c lo rh id r ic o  d ilu ido de ta l m a n e ra  que la so lucion  de H  

an iso m ic in a  100% p u ra  ( v e r  a p a rta d o  s ig u ien te ) asi ob ten ida  

q u e d a ra  a un p H  fina l de 6 . S e p a ra d a  un a a licu o ta  d e s tin a -  

d a  a e s tim a c io n e s  de p u r e z a ,  e l re s to  fue  a lm acen ad o  y  

c o n s e rv a d o  a -  2 0 ° C  .

N o  fué o b s e rv a d a  n inguna d e g ra d a c io n  de a n iso m ic in a  

d u ra n te  las t r e s  etapas de p u rific a c iô n  a que fué so m e tid a .

111 .1 .7 . E S T I M A C I O N  D E  P U R E Z A  D E  L A  P R E  P A -  

R A C IO N  D E  A N IS O M IC IN A

an iso m ic in a  p r e p a ra d a  segûn se  ha d e s c r ito  en



99

los  a p a rta d o s  111.1.4 al 6 es 100% p u ra  de a c u e rd o  a los 

s igu ien tes  e n s a y o s :

a ) e le c tro fo re s is  de alto vo lta je  en las s igu ien tes  so lu c io n es  

tam pon :

P ir id in a  al 5% — acido ace tico  p H  6 ,0

C a c o d ila to  sod ico  50 m M  - C I H  p H  6 ,5  

T R I S  50 m M  - C I H  p H  8 ,0  

T r ie ta n o la m in a  50 m M  - C I H  p H  8 ,6  

E ta n o la m in a  50  m M  - C I H  p H  1 0 ,0  y  1 0 ,5

b ) C ro m a to g ra f ia  en p ap e l W hatm an 1 y  3 M M  con so l v e n ­

tes  1 y  en C h ro m A R  S h e e t  500  con so lven tes  2 y  3 .

c )  F ija c io n  h as ta  s a tu ra c iô n  a rib o so m  as de S  . ce  re v is  ia e .

d ) E  s p e c tre s  co p ia  u ltra v io le ta  en e l in te rv a le  2 0 5 -3 2 0  n m .

E s te s  dos u ltim es c r ite r io s  re q u ie re n  c ie r ta  a m p lia -  

c io n ; el de fijac iô n  e s ta  basado en la  sup os ic ion  d e  que tan  

so lo  e l antib iotico  debe in te ra c c io n a r  con el r ib o so m  a m ie n -  

t ra s  que las p os ib les  im p u re z a s , de  h a c e r lo  su afin idad s é r ia  

d e s p re c ia b le .

A s i se e s c o g ie ro n  unas con d ic iones e x p é rim e n ta le s  

e x tre m e s  ( 7 ,5  X  10 ^ M  de rib osom  as y  10 ^ M  de ^ H  an i­

s o m ic in a ) ta ie s  que se f i ja r a  a lre d e d o r  de un 75% del an ti­

b io tic o . U n a  v e z  r e a l iz a d a  la c en trifu g ac iô n  se  tom ô el s o ­

b re  n ad ante , a l que se le vo lv io  a a f ia d ir  la  m is m a  can tidad  

de rib o so m  as re p itié n d o s e  e l e x p e r im e n to . E n  es ta  seg unda  

fase* se  u tilizo  un tubo co n tro l que con ten ia  rib o so m  as
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F I G . I I I . 9 .  E s p e c tr o  u ltra v io le ta  de H  an iso m ic in a

D e te rm in a d o  en so lu c i6n  acu o sa  p H  6 ,0  
en un e s p e c tro fo tô m e tro  C a r y  15 de c a r ­
ta  m ô v il en  cubetas de c u a rz o  ( U . V .  le ja - 
no) de 1 cm  de paso  de lu z , f re n te  al 
blanco  de e luciôn  d e l c ro m a to g ra m a .
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( 7 , 5 X  10 ^ M ) y  una cantidad  de la p re p a ra c iô n  de an i­

so m ic in a  ta l,  que su conten ido en ra d io a c tiv id a d  fu ese  id é n -  

tico  al d e l s o b re n a d a n te  obtenido t r a s  la prim era c e n tr ifu g a -  

c i6 n .

S i  la  can tidad  d e  p ro d u c to  fijad o  en e s ta  seg unda  par­

te  de l e x p e rim e n to  es id én tica  en am bos tubos s e r a  in d ic a -  

cion de p u re z a  total segun  el c r i te r io  sen a la d o  m as  a r r ib a .  

P o r  e je m p io , supon iendo  un 5% de im p u re z a , t r a s  la p r im e ­

r a  e tap a  se h a b r ia  c o n v e rtid o  en  un 20% que fre n te  al 5% 

del tubo conlrol de la seg u n d a  p a r te  del e x p e rim e n to  s e r ia  f a -  

c ilm en te  d e te c ta b le . E n  es ta  e x p e r ie n c ia  todos los tubos se  

h ic ie ro n  p o r  d u p licad o .

E l  c r i te r io  de fin itivo  ré s u lté  s e r  la e s p e c tro s c o p ia  u l­

tra v io le ta  . Iden tidad  to ta l del e s p e c tro  de a b s o rc iô n  ( 2 0 5 -  

3 2 0  nm ) e n tre  an iso m ic in a  no ra d io a c tiv a  y  t r it ia d a  r e v e l a 

100% de p u r e z a  ( F ig .  I l l , 9 ) .  P e q u e n a s  co n tam inaciones (2%) 

debid as a los p ro d u c to s  e lim in ad o s  en la  u ltim a e tapa de pu­

rific a c iô n  p ro v o c a n  e le v a c io n e s  en los m inim  os a 242 y  208 nm 

( esp e c ia lm e n te  en es te  u ltim o) p e rfe c ta m e n te  d é te c ta b le s . E n  

todos los c a s o s  e l e s p e c tro  debe r e a l iz a r s e  fre n te  al b ianco  

de e lu c iô n .

3
L a  p re p a ra c iô n  de . H  an iso m ic in a  fué e n s a y a d a  en 

su cap ac id ad  de  in h ib ir  la s in tes is  de  p o lifen ila lan in a  en un 

s is tem a  a c e lu la r  de S . c e re v is ia e  m o s tran d o  e n te ra  c o r r e la -  

ciôn con el antib iô tico  no m a rc a d o  ( T a b la  I I l . l ) .  S in  e m b a r­

go la  inexactitu d  de es te  tipo de e x p e rim e n to s  no los h ace  

aptos p a r a  e s tim a c io n e s  cu an tita tivas  de p u r e z a .
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A C T I V I D A D  B IO L O G IC A  D E  A N IS O M IC IN A  

S I N T E S I S  D E  P O L I F E N I L A L A N I N A

S is te m a pm oles  ^^C  F e n  
in c o rp o ra d o s

%
Inh ib ic iôn

C o m p le te 3 ,4 •w —

_7
+ A n is o m ic in a  10 M 3 ,0 12

-h
4- A n is o m ic in a  10 M 1 ,8 47

+ A n is o m ic in a  10 ^ M 0 ,8 75

+ A n is o m ic in a  10 ^ M 0 ,2 94

3 -7  
+ H  A n is o m ic in a  10 M 3 ,1 10

3 -6
+ H  A n is o m ic in a  10 M

.. 1 ,7 51

3 -5  
+ H  A n is o m ic in a  10 M 1 ,0 71

E n  un vo lum en  fin a l de 0 ,1  ml la  m e z c la  de re a c c iô n  (c o n d .

iôn icas B F Y )  co n ten ia : 0 ,1 2 5  m ic ro m o le s  de G T P ,  8 m ic r o -
14g ra m o s  de poli U ,  12 pm oles  de C  F e n - t R N A  y  25 pm oles  

de rib osom  as 8 0 S  de le v a d u ra . In cu b ac iô n  a 3 0 ° C  d u ra n te  

30 m in . L a  in c o rp o ra c io n  de 0 ,2  pm oles en au s e n c ia  de  r i ­

bosom  as ha s ido  s u s tra id a  en todos los c a s o s .
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3 .
H  an iso m ic in a  asi p r e p a ra d a  y  c o n s e rv a d a  (s ie m p re  

a p H  lig e ra m e n te  a c id o ) p e rm a n e c ia  100% p u ra  tra n s c u r r id o  

1 ano d es d e  su ob tenc ion .

I I I .  1 .8 .  C A L C U L O  D E  L A  A C T I V I D A D  E S P E C I F I C A  

D E  A N IS O M IC IN A .

a ) D e te rm in a c iô n  de la  c o n c e n tra c iô n  de sus so luciones. 

S e  em pleo  la  e s p e c tro s c o p ia  u ltra v io le ta  pues an iso m ic in a  po ­

s é e  t r e s  m a x im e s  de  a b s o rc iô n  a unas longitudes de onda de 

2 2 4 , 275  y  2 8 0  nm cuyos co e fic ien tes  de a b s o rc iô n  m o la r  son 

1 0 .8 0 0 ,  1 .8 0 0  y  1 .6 0 0  re s p e c tiv a m e n te  ( In d e x  M e r c k ,  1968).

b ) D e te rm  in aciôn del conten ido  en ra d io a c t iv id a d . -  S e  

d e te rm in ô  en un e s p e c trô m e tro  de cen te lleo  liqu ide  N u c le a r -  

C h ic a g o  m o d .M a r k - I I ,  us and o com o liqu ide  de  cen te lleo  2 ,5  ml 

de B r a y ’ s C A B - O - S I L  ta l y  com o se  d e s c r ib iô  en  e l c c r re s -  

pondien te a p a rta d o  de M éto d o s  A n a lit ic o s . L a  e fic ie n c ia  del 

e s p e c trô m e tro  fué d e te rm  in ad a m ed ian te  p at r  one s s ta n d a rd  de 

agua tr it ia d a  (N e w  E n g la n d  N u c le a r )  tra ta d o s  de id én tica  fo r ­

m a  que las m u e s tra s  de an iS o m c in a . L a  e fic ie n c ia  r é s u l­

té  s e r  del 38% en can a l autom atico  de t r i t io .  B la n c o s  c o n te -  

n iendo agua no ra d io a c tiv a  fu e ro n  p re v ia m e n te  d es co n tad o s .

E l  re s u lta d o  de es tas  d e te rm in a c io n e s  fué una a c t iv i-  

d ad  e s p e c ific a  p a r a  an iso m ic in a  d e  285  m C i/m m o l.  A

p a r t i r  de es te  dato pudo c a lc u la rs e  que e l rend irn ien to  de la  

p u rific a c iô n  fué del 2 ,4  %.
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I I I . 2 .  P R E P A R A C I O N  D E  H  G O U G E R O T IN A

I I I . 2 , 1 .  P R O C E S O  D E  M A R C A J E

S e  r e a l iz e  ta l y  com o se  ha d e s c r ito  en I I .  1 .1  p a r a  
3

la  obtenciôn de H  a n is o m ic in a . E n  es te  c as o  la  can tidad  

d e  antib iôtico  env i ad a al R a d io c h e m ic a l C e n tre  fué de 25 mg. 

E l  re s to  de las con d ic iones fu e ro n : 50 m g de c a ta liz a d o r  de 

A d a m s  re d u c id o  y  2 5 0  C i de agua t r it ia d a  que jun to  con el 

antib iôtico  fu e ro n  ca len tado s  a 9 0 ^ C  d u ra n te  16 h o ra s  en una 

am p o lla  c e r r a d a  al v a c io . L a  e lim in ac iô n  d e l agua t r it ia d a  y  

del c a ta liz a d o r  ta l y  com o se  h a  d e s c r ito . E l  p ro d u c to  fin a l 

d isuelto  en 25 .m l d e  agua d e s tila d a  co n ten ia  75 m C i ( c ru d o  

ra d io a c tiv e )  .

I I I . 2 . 2  D E T E C C I O N  D E  G O U G E R O T IN A  E N  E L  

C R U D O  R A D I O A C T I V O

E l  s is te m a  em p lead o  fué  la  inh ib ic iôn  de la s in tes is  de  

p o lifen ila la n in a  en un s is te m a  a c e lu la r  de S . c e r e v is ia e . L o s  

re s u lta d o s  a p a re c e n  re p re s e n t  ados en la  f ig u ra  111.10 de dcn- 

de se puede c o n c lu ir  que un 15-20%  del c ru d o  ra d io a c tiv e  es  

g o u g e ro tin a , sup oniendo que todo el p o d e r  in h ib id o r en é l 

conten ido  s e a  deb ido  al antib iô tico  tr it ia d o .

A  p e s a r  de la  p o c a  fiab ilid a d  de es te  tipo de  d e te r m i-  

nac io n es  la  e s c a s e z  de p ro d u c to  tr it ia d o  fué ra z ô n  su fic ien te  

p a r a  d a r lo  p o r  bueno s i b ien hubo de s e r  tom ado con m u -  

chas r é s e r v a s  en su a p re c ia c iô n  cu a n tita tiva .
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F I G . I I I . I O .  D e te rm in a c iô n  d e l conten ido de H  g o u g e ro tin a  

en e l c ru d o  ra d io a c tiv o . E n s a y o  de s in tes is  de p o life n ila la n i­

na ( S . c e re v is ia e ) .

C o n d ic io n e s  del en sayo  segûn 1 1 .3 .7 . L o s  c irc u lo s  
b lanco s (o )  son in te rp o la c io n e s  de can tid ad es  c o n o -  
cidas  de c ru d o . L o s  n u m é ro s  a d y acen tes  e x p re s a n  
el fa c to r  de c o n c e n tra c iô n  ( l  é q u iv a le  a 1 m g /m l  
de g o u g e ro tin a  o r ig in a l)  • ------ •  C u r v a  p a tro n .



103

I I I . 2 . 3 .  E S T U D I O S  D E  L A  M O V IL ID A D  E L E C T R O -  

F O R E T I C A  D E  G O U G E R O T IN A

L a  e x p e r ie n c ia  a d q u ir id a  en la  p u r ific a c iô n  de a -  

n iso m ic in a  d e te rm in e  la  lin e a  de tra b a jo  a s e g u ir  en  la  p u r i -
3fic a c iô n  de H  g o u g e ro tin a .

A s i e l p r im e r  paso  consis tiô  en  e s tu d ia r  la  re s o lu c iô n  

del c ru d o  ra d io a c tiv o  en  las d istin tas co n d ic io n es  de p H  que  

afectan la  m o vilid ad  e le c tro fo ré tic a  de g o u g e ro tin a . D a d o  que  

este  antib iôtico  posee dos g ru p o s  io n iza b le s  de  p K  s 3 ,6  y  

8 , 0  ( F o x  y  c o ls . 1 9 6 4 ) son ^varias las  s itu ac io n es  que p u e -  

den d a rs e :

p H  2 , 0 :  C a r g a  m a x im a , am bos g ru p o s  am ino com plet am ente  

io n iza d o s . T a m p ô n : acido fô rm ic o  (2% v / v )  ac ido

acé tico  (7 ,5 %  v / v ) .  C o n d ic io n es  e x p é r im e n ta le s  

70 V / c m  d u ra n te  30  m in u te s . M o v ilid a d  2 X  1 0 cm3v!seg

p H  2 , 8 :  T e o r ic a m e n te  c a rg a  m a x im a , p e ro  en la  zo n a  en  

la  que debe c o m e n z a r  a v e r s e  afectado  el m enos  

b as ico  de los g ru p o s  am ino . Tam pôn*. ac ido  fô rm i­

co (1% v / v )  -a m o n ia c o . C o n d ic io n es  e x p é rim e n ta le s :

70 V /c m  d u ra n te  30 m in u te s . M ovilidad 1,5 X 10 ^cm^'^seg

p H  3 ,7 :  C a r g a  e n tre  1 y  2 (z o n a  de l p K ^ ^ )  . T a m p ô n : a c i­

do fô rm ic o  50 m M -a m o n ia c o . C o n d ic io n e s  e x p é r i ­

m e n ta le s : 70 V /c m  d u ran te  50  m in u te s . M o v ilid a d :

1 ,3  X  10 ^ c m ^ /V .s e g .

p H  6 , 0 :  S o l am ente e l segundo g ru p o  iôn ico  ( p K _  8 ) e s ta r â
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F I G . I I I .  1 1 . C o m p o rta m ie n to  e le c tro fo ré tic o  de g o u g e ro tin a  

(m a n c h a s  n e g ra s )  y  su c o rre s p o n d ie n te  c ru d o  ra d io a c tiv o .

A. pH 2,0; B. pH 2,8; C. pH 3,7.
O tr a s  con d ic iones e x p é r im e n ta le s  v e r  111 .2 .3 .
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F IG .  I II .  12 . C o m p o rta m ie n to  e le c tro fo ré tic o  de g o u g e ro tin a  

(m a n c h a s  n e g ra s )  y  su c o rre s p o n d ie n te  c ru d o  ra d io a c tiv o  

( con tinuac io n ) .

D. pH 6,0 ; E. pH 10,0
O tra s  cond ic iones e x p é r im e n ta le s  v e r  111.2.3.
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io n iza d o . T a m p o n  rpvrid ina (1 ,7 5 %  v /v ) - a c id o  a c é ti­

co (0 ,2 5 %  v / v ) .  C o n d ic io n es  expérimentales: 70 \//cm
- 4  2d u ra n te  60 m in u te s . M o v ilid ad  1 X  10 cm  / V . s e g .

p H  1 0 ,0 :  L a  c a rg a  ion ica  debe s e r  mahima. Tampon : T rie ta n o la ­

m in a  5 0 m M -C lH .  Condciones expérimentales : 105 W o n
- 4  2d u ra n te  80 m in u te s . M o v ilid ad  : 0 ,  4  X  10 c m / V . s e g .

E n  todos los en sayo s  ha s id e  em p leado  pap el Whatman 1. 

L a  ap licac io n  de c ru d o  ra d io a c tiv o  fué de 2 X  10 ^ m l. L o s  

p e rf ile s  de ra d io a c tiv id a d  obtenidos en esta^ con d ic iones a p a ­

re c e n  en las fig u ra s  111.11 y  1 2 . L a s  co n c lu s io n es  que p u e -  

den d e d u c irs e  de estes  e x p e rim e n to s  son :

a )  E l  g ru p o  am ino de p K  8 no a p o rta  n inguna c o n tr i-  

bucion  p ro v e c h o s a  a la  re s o lu c io n  del c ru d o  ra d io a c tiv o  (F ig . 

111.12). A  d ife re n c ia  de lo es tab lec id o  p a r a  ^ H  an is o m ic in a , 

cuanto  m e n e r  es la c a rg a  io n ic a , la  m ovilidad  de los co m p o ­

nentes del c ru d o  va tom ando v a lo re s  cad a  v e z  m as p ro x im o s .

b ) A  p e s a r  del v a lo r  del p K  3 , 6 ,  la  m o vilid ad  de  

g o u g ero tin a  co m ie n za  a s e r  a fec tad a  a p H s  netam en te  in fe r io -  

re s  (p H  2 , 8 ) .  H a y  que te n e r  p re s e n te  que la  c o n c e n tra c io n  

de los e le c tro lito s  no es con stan te  p a ra  todas las so luc iones  

tam pon p o r  lo que los v a lo re s  de las  m o v ilid ad e s  ban de s e r  

tom ados tan so lo  a tftulo in d ic a tiv o .

c )  L a  f ig u ra  111.11 a p a re c e  ind ica tiva  de un fenom eno
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s im ila r  al obtenido con an iso m ic in a  ( I I I .  1 . 3 ) .  E s  d e c ir  a 

m e d id a  que se  ve a fec tad a  la  c a rg a  iô n ica  del g ru p o  am ino  

m as ac id o , el m ax im o  de ra d io a c tiv id a d  s e  re s u e lv e  en  dos  

pi c o s .

S i r v a  este e jem p io  p a ra  11amar la  a tenciôn  a c e r c a  de 

v e r d a d e r a s  o fa is  as " re s o lu c io n e s "  que en todo m om ento  d e -  

ben s e r  c o m p ro b a d a s . F ig u r a  111.13 pone de m a n ifie s to , al 

a is la r  los p ro d u cto s  de m a x im a  m ovilidad  a p H  2 , 0  y  c o r r e r -  

los a p H  3 ,7  (p a r te  A )  que el p ico  de m o v ilid ad  l ig e ra m e n ­

te  in fe r io r  a g o u g e ro tin a  en e s tas  con d ic iones no p ro c é d é  de 

una re s o lu c iô n  del m ax im o  a p H  2 , 0 .  A s i con es te  g ru p o  

iôn ico  su c ed e  exa c tam en te  igual que con e l de p K ^ 8 , es  de­

c i r ,  p é rd id a  de c a rg a  iô n ica  im p lica  p é rd id a  de re s o lu c iô n .

E n  la  p a rte  B  de la f ig u ra  111.13, donde se ban v u e l-  

to a c o r r e r  a p H  2 , 0 ,  a p a re c e n  m u y  c la ro s  los fenôm eno s  

de a r r a s t r e  o in te r fe re n c ia s  e n tre  m ax im es  de ra d io a c tiv id a d  

( apuntados en la  s ec c iô n  111. 1 ) s iendo  e le v a d a  la c o n ta m in a -  

ciôn d eb id a  al p ico  de m ovilidad  in te rm e d ia .

P u e d e  c o n c lu irs e  fin a lm en te  que el paso  in ic ia l h a  de 

s e r  una co lu m n a  ca m b ia d a  de  c a tio n e s , deb ien do  h a c e rs e  la  

c ro m a to g ra f ia  a un p H  lo m as bajo  p o s ib le .

I I I . 2 . 4 .  E T A P A S  D E  P U R I F I C A C IO N .

C O L U M N A  D E  IN T E R C A M B IO  IO N IC O .

S e g û n  los re q u e rim ie n to s  apuntados en e l a p a rta d o  

a n te r io r  fué n e c e s a r io  u t il iz a r  una co lum na de fo s fo -c e lu lo s a
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F 1 G . I I I . 1 3 .  C o m p o rta m ie n to  e le c tro fo ré tic o  de H  g o u g e ­

ro tin a  (c r u d o  ra d io a c tiv o ) p u r ific a d a  en e le c tro fo re s is  a p H  2 ,0

A .  p H  3 ,7  L a  linea  d isco n tin u a  r e p r é s e n ta ,  com o  
r e fe r e n c ia ,  el p e r f il  d e  ra d io a c tiv id a d  d e l c ru d o  
ra d io a c tiv o  s in  p u r if ic a r

B .  pH 2 ,0

C o n d ic io n es  e x p é r im e n ta le s  v e r  te x to .
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c u y a  p re p a ra c iô n  fué lle v a d a  a cab o  ta l y  com o se  d e s c r i ­

biô en M é to d o s . A  lo la rg o  del p ré s e n te  a p a rta d o  deb e t e -  

n e rs e  en cuen ta  que todas las c o n c e n tra c io n e s  de  las s o lu ­

c iones tam pôn em p lead a s  v ien en  dadas en e l ion e lu y e n te , 

am o n io . L a  cantidad de acido fô rm ic o  s e r a  la  n e c e s a r ia  p a ­

r a  l le v a r  e l tam pôn a p H  2 , 8 .  H a  s id o  u tiliza d o  es te  p H  d e­

bido a las c a ra c te r is t ic a s  té c n ic a s  de la P -c e lu lo s a ,  y a  que 

a v a lo re s  in fe r io re s  la  ré s in a  se  e n c u e n tra  en fo rm a  p r o to -  

n a d a .

7 ,5  m l de c ru d o  ra d io a c tiv o  p re v ia m e n te  lio filizad o s  

y  re d is u e lto s  en 2 ml de so luc iôn  tam pôn in ic ia l: ac ido  f ô r ­

m ic o -a m o n ia c o  ( 0 , 1 5  M )  p H  2 . 8 ,  fu e ro n  ap licados  a la c o ­

lum na s iendo  lavado s  con 150 m l de d icho  tam pôn p a r a  e l i ­

m in a r  la ra d io a c tiv id a d  no fija d a  ( 6 5 %) .

3
L a  e luc iôn  d e  H  g o u g ero tin a  se  llevô  a cabo m ed ian ­

te 300 ml de un g ra d ie n te  lin e a l de la m is m a  so luc iôn  ta m ­

pôn de c o n c e n tra c iô n  lim ites  0 , 1 5  y 1 , 5  M  en ion am o n io . 

F in a lm e n te  y  con objeto de la v a r  la co lu m n a  se  p a s a ro n  

150 m l de una c o n c e n tra c iô n  2 ,5  M .

L a  v e lo c id ad  de e luc iôn  fu é  60  m l /h o r a .  D a d o  el m a ­

y o r  em paq uetam ien to  de la  P -c e lu lo s a  fué  n e c e s a r io  in tro d u -  

c i r  una l ig e ra  p re s iô n  m ed ian te  una bom ba p e r is tâ lt ic a . C a ­

da  una de las fra c c io n e s  re c o g id a s  con ten ia  10 m l.

E l  p e r f il  de ra d io a c tiv id a d  ( F i g . 111.14) m u e s tra  un 

m axim o  conten ido en 2 - 3  fra c c io n e s  que e lu ye  a 0 , 8 5  M de 

ion am onio p re c e d id o  p o r  un ’ -ho m b ro ’  ̂ de ra d io a c tiv id a d
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F r a c c io n e s  en n e g ro  fu e ro n  torn ad as p a r a  p ro s e g u ir  e l 
p ro c e s o  de p u r ific a c iô n .
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( a s i  m ism o  2 - 3  f r a c c io n e s ) .  E s ta  s itu ac iôn  p e rm a n e c iô  cons­

tante  a lo la rg o  de las c ro m a to g ra fia s  e fec tu ad as  c o m p ro b â n -  

dose en la  r e a liz a d a  p re v ia m e n te , con objeto  de d e te rm in e r

las  con d ic iones  idoneas de e lu c iô n  ( v e r  a p a rta d o  c o r re s p o n -
3 -

d iente  en p u rific a c iô n  d e  H  an iso m ic in a ) , que g o u g e ro tin a

e lu ia  co inc id iendo  con e l m ax im o  de ra d io a c tiv id a d .

N o  o b s tan te , las  fra c c io n e s  e lu id as  en  es te  a r e a  fu e ­

ro n  a n a liza d a s  m ed ian te  e le c tro fo re s is  de alto v o lta je  en las  

con d ic iones d e s c r ita s  p a r a  p H  2 , 0  e x c e p te  que e l tiem po  de 

c o r r id a  fué 4 0  m in u te s . F ig u r a  I I I .  15 m u e s tra  que en am bos  

cas o s  ex is te  una im p u re z a  c o rre s p o n d ie n te  a l p ico  de r a d io -  

activ id ad  in te rm e d io , s in  e m b a rg o  en aq u e lias  fra c c io n e s  del 

” h o m b ro "  ( 3 8 - 4 0 )  e l g ra d e  de contam  in aciôn re s p e c te  al 

m axim o  de m o v ilid ad  30  cm s , es  s u p e r io r  al 50%, lo que  

unido a los re s u lta d o s  obtenidos con la  c ro m a to g ra f ia  a n a li-  

t ic a  en co lu m n a h izo  que se d e s e c h a ra n  ta ie s  fra c c io n e s  to -  

m ân d o se  tan solo  4 1 -4 3  (e n  n e g ro  en la  f ig u r a )  p a r a  las s i­

gu ien tes  e tap as  de p u rific a c iô n .

A  lo la rg o  de e s tes  re s u lta d o s  p a r e c ia  ob v ie  que la  

sig u ien te  e tap a  de p u rific a c iô n  fu e r a  e le c tro fo re s is  d e  alto  

vo lta je  a p H  2 , 0 .  E s ta  se  llevô  a cabo en fo rm a  s e m ip r e -  

p a ra t iv a . E n  p re v is iô n  de que s u c e d e r ia  com o en la  p u r if i­

cac iô n  de an iso m ic in a  t r it ia d a  donde fué  n e c e s a r ia  una p o s ­

t e r io r  e tap a  c ro m a to g ra f ic a  p a r a  e lim in a r  los ultim os re s to s  

d e c o n ta m in a c iô n , se d e s a r r o lla r o n  s im u ltan eam en te  una s é ­

r ié  de s o lven tes  c ro m  a to g râ fic o s  ( 6 ) .  E s to s  p u s ie ro n  de  

m an ifies to  p o rc e n ta je s  de l 10 al 20% d e  im p u re z a s  cuando
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F I G . I I I .  15 . A n â lis is  e le c tro fo ré tic o  ( p H  2 , 0 )  de las f r a c c io ­

nes e lu idas  de la co lum na de P -c e lu Io s a .

A .  F r a c c io n e s  3 8 -4 0

B ,  F ra c c io n e s  4 1 -4 3  (e n  n e g ro , f ig u ra  III .  14 ) 

A c .fé r m ic o  ( 2 % )- a c .  acé tico  ( 7 , 5 % ) .  70 V / c m ,  1 / 2  h r
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se  en sayo  la  p re p a ra c iô n  d e  g o u g e ro tin a  p ro c é d a n te  de  

la  p u rific a c iô n  p o r  co lum na y  e le c tro fo re s is  d e  alto v o lta je .

C o n s id e ra n d o  que la p u rific a c iô n  to ta l iba a n e c e s ita r  

t r è s  e tap as  se  t ra tô , m ed ian te  e x p e r ie n c ia s  s e m ic u a n tita tiv a s , 

a c o p la r  los so lven tes  c ro m  a to g r âficos  en fo rm a  s e c u e n c ia l 

esco g id o s  e n tre  los que m o s tra ra n  m a y o r  p o rc e n ta je  de  im ­

p u r e z a s . E s to  im p licab a  e l cam b io  d e  una e le c tro fo re s is  por 

una c ro m a to g ra fia  cu yas  ven ta jas  en cuanto  a identificaciôn  

y a is lam ien to  del p ro d u c to  a p u r if ic a r  han s ido  puestas de  

m an ifies to  re p e tid a s  v e c e s  a lo la rg o  de e s ta  T e s is .

111 .2 .5 . E T A P A S  D E  P U R I F I C A C IO N .

C R O M A T O G R A F IA  E N  A C ID O  S I L I C I C O - F I -  

B R A  D E  V I D R IO .

T o d o s  los en s a y o s  c ro m  a to g r âficos re a liz a d o s  d u r a n -
3te  la  p u rific a c iô n  de  H  g o u g e ro tin a  lo fu e ro n  s o b re  C h ro n A R  

S h e e t 5 0 0 . L o s  so lven tes  fu e ro n :

so lven te  1 : t e r c • b u tano l-m e tile tilc e to n a -a g u a -a m o n ia c o  ( 4 :

3:2: 1) R p =  0,40.

so lven te  11 : A m o n ia c o -n • b u ta n o l-n • p ro p a n o l-e ta n o l-a g u a  (9 :

8: 8: 2:2) R p =  0,54.

so lven te  111 : n • bu tano l-â c id o  f ô r m ic o - n • p ro p a n o l-â c id o  t r i -

c lo ra c ô t ic o -a g u a -a c e to n a  ( 1 0 : 5 : 5 : 4 : 4 : 2 )  R p =  0,66,

so lven te  IV  : M e ta n o l- is o p ro p a n o l-a m o n ia c o -a g u a  ( 9 : 6 : 3 : 2 )

R p =  0,72.
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S o lv e n te  V :  A g u a -n  - p ro p a n o l-a m o n ia c o  ( 9 0 : 1 0 : 1 )  R  p — 0,72.

S o lv e n te  V I  : A c e to n itr ilo -a c e ta to  am ônico 01 M  ( 7 : 3 )  R F =  

0 , 2 8 .

E s to s  so lven tes  fu e ro n  to m a d o s , con l ig e ra s  m o d ifica -  

c io n e s , de s is te m a s  d e s c r ito s  p a r a  la s e p a ra c iô n  de n u c le -  

ô s id o s , esp e c ia lm e n te  c itid in a  y  d eo x ic itid in a  ( Z w e i g  y  Whita­

k e r , 1 9 7 1 ) .

S e  h ic ie ro n  p u r if ie  ac io n es  s e m ip re p a ra tiv a s  con las  

sig u ien tes  p a re ]a s  de s o lv e n te s : 1 -V l ( 2 % ) ,  1 - V  (4%)  y  I V -  

V I  ( 0 %) .  L o s  n u m éro s  e n tre  p a ré n te s is  re p re s e n ta n  los 

p o rc e n ta je s  m ax im os de contam  inacion detect ados m ed ian te  

c ro m  a to g ra f fas- ana liticas  en los 4 so lven tes  re s ta n te s .

T r a s  estos re s u lta d o s  se  p ro c e d io  a la  p u rific a c iô n  

fin a l de g o u g e ro tin a , m ed ian te  2 c ro m  a to g ra f fas s u c e s i-

v a s . L a  p r im e r a  en el so lven te  I V ,  cuyo  re s u lta d o , d e d u -  

cido d e  los c o n trô les  la té ra le s  de ra d io a c tiv id a d  a p a re c e  en 

la f ig u ra  111.16. L a  zo n a  m a rc a d a  en n e g ro  fué e lu id a  a 

4 ^ C  con agua d e s tila d a  d u ra n te  toda la n o c h e . E l  e lu id o , 

t ra s  s e r  lio filizad o  y re d is u e lto  en una can tidad  m in im a de  

agua fué  re p u r if ic a d o  m ed ian te  una seg unda  c ro m a to g ra fia  

en el so lven te  V I .  L a s  zonas  re p re s e n ta d a s  en n e g ro  en la  

f ig u ra  111.17 fu e ro n  e lu id as  y  c o n s id e ra d a s  com o g o u g e ­

ro tin a  100% p u ra  de a c u e rd o  a los c r i te r io s  exp uestos  en 

e l a p a rta d o  s ig u ien te .
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F I G . I I I .  16 . P u r if ic a c iô n  de H  g o u g e ro tin a . C ro m a to g ra f ia  

en C h ro m A R  S h e e t 500  (S o lv e n te  I V ) .  !

A p lic a c iô n  : M a te r ia l  e lu ido  en las  fra c c io n e s  4 1 -4 3  ’
de la  co lu m n a  de P -c e lu lo s a ,  ;

D e s a r r o l lo  : A s c e n d e n te . T e m p e r a tu r a  am bien te

Id en tific ac iô n : D ir e c te  ( lu z  u ltra v io le ta )

F ra c c io n e s  en n e g ro  fu e ro n  e lu id as  p a r a  p o s te r io r  
p u rific a c iô n . ,
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F IG .  I I I .  17. P u r if ic a c iô n  de H  g o u g e ro tin a . C ro m a to g ra f ia  

en C h ro m A R  S h e e t 500  (S o lv e n te  V I ) .

.A p lic ac iô n  : e lu ido  segûn  F ig u r a  I I I .  16 .

D e s a r r o l lo  e id en tific ac iô n : com o en F ig u r a  I I I .  16
3F r a c c io n e s  en n e g ro  fu e ro n  c o n s id e ra d a s  H  g o u g e ­

ro tin a  100% p u ra  ( I I I .  1 . 6 ) .
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I I I .  1 . 6 .  E S T I M A C I O N  D E  P U R E Z A  D E  L A  P R E P A -  

R A C IO N  D E  H  G O U G E R O T IN A

3
L a  p re p a ra c iô n  de H  g o u g e ro tin a  ob ten ida  a p a r t ir  

de su c o rre s p o n d ie n te  " c ru d o  rad ioactivo '^  segûn se  ha  des­

c r ito  en los a p a rtad o s  a n te r io re s  fué c o n s id e ra d a  com o 100% 

p u r a  de a c u e rd o  a:

a ) E le c t r o fo r e s is  de alto  v o lta ie . -  1) p H  2 , 0 .  T a m ­

pôn de âcido  fô rm ic o  (2% v / v )  y  âcido acé tico  ( 7 , 5 %  v / v )  

y  una d ife re n c ia  de po ten c ia l de  70 V /c m  d u ra n te  4 0  m in u ­

te s . 2 )  p H  3 , 7 .  T a m p ô n  âcido fô rm ic o  50 m M  -a m o n ia c o , 

vo lta je  70 V / c m  y  tiem po  50 m in u to s . 3 )  p H  6 , 0 .  T a m p ô n  

p ir id in a  ( 1 , 7 5 %  v / v )  -â c id o  acé tico  ( 0 , 2 5 %  v / v ) ,  vo lta je

70  V /c m  y  tiem po 1 h o ra .

b ) C ro m a to g ra f ia  en C h ro m A R  S h e e t  5 0 0 . -  S e  e m -  

p le a ro n  los so lven tes  I ,  I I ,  III y  V .

c ) F iia c iô n  h as ta  s a tu ra c iô n  a rib o so m  as d e  S .  c e r e ­

v is ia e  . -  T a l  y  com o se  d e s c r ib iô  en la  es tim a c iô n  de p u r e ­

z a  de an iso m ic in a . E n  es te  caso  las con d ic io n es  e m p le a ­

d as  fu e ro n  6 X  10 ^ M de rib o so m  as y  0 , 7 5  X  10 ^ M  de  

g o u g e ro tin a .

d ) E s p e c tro s c o p fa  u ltra v io le ta . -  E n  e l ra n g o  2 0 0 -  

3 2 0  n m . T a m b ié n  en es te  c a s o  re s u ltô  s e r  e l c r i te r io  m as  

co n c lu s iv o  y  p o r  p a r t id a  doble puesto  que g o u g e ro tin a  p r é ­

sen ta  dos e s p e c tro s  de a b s o rc iô n  d is tin to s , dep en d ien d o  del 

p H  a que se e n c u e n tre  (n e u tre  ô â c id o ) .  E n  am bas c ircuns- 

ta n c ia s  se e n c o n trô  total identidad e n tre  g o u g e ro tin a  n o rm a l
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F I G .  H I. 18 . E s p e c tr o  u ltra v io le ta  de H  g o u g e ro tin a

  p H  1 ,0  en  âcido  c lo rh id r ic o  0 ,1  M

 p H  6 ,0  en so luciôn  ac u o s a .

A m b o s  e s p e c tro s  son idénticos a los de  
g o u g e ro tin a  no ra d io a c tiv a . F u e ro n  d e t e r -  
m inados en un e s p e c tro fo tô m e tro  C a r y  15 
fre n te  al b lanco  de e luc iôn  de l c ro m a to g ra m a
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y  tr it ia d a  ( F i g .  111,18). P ç q u e fia s  contain in ac io n es  ( 2 -5 % )  

p ro d u c e n  e le v a c io n e s  d e l m in im o a 228  nm en so luciôn  a -  

cuo sa  asi com o en e l ex is ten te  a 2 4 0  nm en  so luc ion  0 , 1  N  

d e âcido c lo rh id r ic o , s i b ien en este  c a s e  la  s e n s ib ilid a d  es 

in fe r io r . L o s  e s p e c tro s  ban s ido  s ie m p re  re a liz a d o s  fre n te  

al b ianco  de e luc ion  ( v e r  c o rre s p o n d ie n te  apartado 1 1 .3 .4 ) .

3
E s ta  p re p a ra c io n  de H  g o u g e ro tin a  fué e n s a y a d a  en 

su cap ac id ad  de  in h ib ir  la s in tes is  de p o lifen ila la n in a  en un 

s is tem a  a c e lu la r  de S . c e re v is ia e  m o s tra n d o , segun se in d i-  

c a  en la T a b la  111.2, e n te ra  c o rre la c iô n  con e l antib iético  

no m a rc a d o .

L a s  so lu c io n es  de g o u g e ro tin a  fu e ro n  a lm acen a d as  

a -  2 0 ° C  c o m p ro b an d o s e  a los 10 m ese s  de su obtenciôn  

unas d e g ra d  aciones del 10% d é te c ta b le s , en  m a y o r  o m e n o r  

g ra d o  en todos los so lven tes  d e s c r ito s .

P o s te r io r  p u rific a c iô n  en sol ven te  V I  condujo a un a 

p re p a ra c i6 n  100% p u ra  p o r  todos los c r ite r io s  aqui d e s c r i ­

tos ( c r i t e r io  C  no fué e m p lead o ) . E n  e s ta  o ca s ié n  se c o n ­

s e r v é  en n itro g e n o  liqu ide  no pudiendo s e r  a p re c ia d a  n in g u -  

na d e g ra d a c ié n  50 d ias  d esp u es  de e s ta  r e p ù r if ic a c ié n .

111 .1 .7 . C A L C U L O  D E  L A  A C T I V I D A D  E S P E C I F I C A

a ) P e t e r  m in ac ién  de la c o n c e n tra c io n  d e  las soluciones
3

de H  g o u g e ro tin a . -  S e  r e a l iz é  m ed i ante e s p e c tro s  co p ia  u l -  

tra v io le ta  en  las dos con d ic iones d e s c r ita s  en e l a p a rta d o  an­

te r io r  obten iendo idénticos re s u lta d o s  ( lo  que es  una p ru e b a



T A B L A  III. 2

A C T I V I D A D  B IO L O G IC A  D E  G O U G E R O T IN A  

S I N T E S I S  D E  P O L I F E N I L A L A N I N A

S is te m a
14

pm oles  C  F e n  
in c o rp o ra d o s

%
In h ib ic ién

C o m p le te 3 ,8

+ G o u g e ro tin a  10 ^ M 2 ,1 46

+ G o u g e ro tin a  10 ^ M 3 ,1 19

-4
+ G o u g e ro tin a  10 M 3 ,6 3

3 6 
+  H  G o u g e ro tin a  10 M 2 ,0 48

3 -5  
+ H  G o u g e ro tin a  10 M 3 ,1 19

+ G o u g e ro tin a  10 M 3 ,7 1

E n  un vo lum en fina l de 0 , 1  m l la  m e z c la  de re a c c iô n  ( B F Y )  

co n ten ia : 0 ,1 2 5  m ic ro m o le s  de G T P ,  8 m ic ro g ra m o s  de
14poli U , 12 pm oles  de C  F e n - t R N A  y  25 prnoles de r ib o -  

som as 8 0 S  de le v a d u ra . Incubac iôn  a 3 0 ^ 0  d u ra n te  30 m i­

nu tes . E l  b lanco  ( 0 , 2  p m o le s ) fu é  s u s tra id o  en todos los casos
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m as de p u r e z a ) .

L o s  co e fic ien tes  de ex tin c io n  m o la r  que s ir v ie ro n  de  

bas e  p a ra  es tas  d e te r  m in ac io n es  fu e ro n  ( P o x  y  c o ls . 1964) 

en solucion a c u o s a , m a x im o  a 2 66  nm ( E =  9 .4 0 0 )  y  a 

234  nm ( E =  8 . 9 0 0 ) ;  so luc ion  0 ,1  N  en âcido  c lo rh id r ic o ,  

ûnico m âx im o  a 2 76  nm ( E =  1 3 .3 0 0 ) .

b ) D e te rm in a c io n  de l conten ido  en ra d io a c tiv id a d . Tal 

y  com o se  d e s c r ib io  p a r a  an iso m ic in a  ( I I I .  1 . 8 ) .

E l  re s u lta d o  fin a l ( t r a s  la  re p ù r if ic a c ié n  en so lven te  

V I )  fu é  una ac tiv id ad  e s p e c ific a  p a r a  H  g o u g e ro tin a  de  

8 0  m C i/m m o l,  s iendo e l re n d im ie n to  fin a l de  la p u rific a c ié n  

d e l 1 ,6% .
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I I I . 3 . O B T E N C I O N  D E  C  T R IC O D E R M IN A

I I I . 3 . 1 .  S I N T E S I S  D E  C  T R IC O D E R M IN A

14
C  T r ic o d e r m in a  se h a  obtenido m ed ian te  u n a  sim ple  

re a c c io n  q u im ic a  de ace tilac iô n  d e l a lcohol t r ic o d e rm o l ( v e r  

In tro d u c c io n ) segùn m étodo d e s c r ito  p o r  G o d fre d s e n  y  V a n -  

g ed a l ( 1 9 6 5 ) al que se h an in tro d u c id o  las  m odifie  aciones  

n e c e s a r ia s  a la  e s c a la  m ic ro p re p a ra t iv a  en que se  ha r e a -  

lizad o  e s ta  s in te s is . L a  re a c c io n  es :

14 14 14
T r ic o d e r m o l +  C  A C 2O  ------ ► C  t r ic o d e rm in a  +  C  A c H

E l  a n h id rid o  ace tico  iso top icam ente  m a rc a d o  (s in  d i -  

s o lv e n te ) se  obtuvo d e  N e w  E n g la n d  N u c le a r  C o .  L a  a c ti­

v idad  e s p e c ific a  e r a  segun la  c a s a  c o m e rc ia l d e  33 m C i/m m o l  

( v e r  a p a rta d o  1 1 1 .3 .3 ) . L a  cantidad  re q u e r id a  fué 1 m C i  

( 3 0 , 3  m ic ro m o le s )  lo que e q u iv a lia  a p ro x im a d a m e n te  a 

3 X  10 ^ m l. D a d a  la inm an ejab ilid ad  de e s ta  so luc ién  se  

c e n tr ifu g é  su avem en te  la  am p o lla  que lo co n ten ia  a fin de que 

todo el a n h id rid o  acé tico  q u e d ase  en e l fo n d o , de ta l fo rm a  

que la re a c c ié n  tu v ie ra  lu g a r  d ire c ta m e n te  en este  re c ip ie n te . 

A  el se a n a d ie ro n  250  m g d e  tr ic o d e rm o l (e n  fo rm a  s é lid a )  

éq u iva len tes  a 50  m ic ro m o le s  y  0 ,0 3  m l de p ir id in a , s o lv e n ­

te en el que h a b r ia  de o c u r r i r  la  a c e tila c ié n . P re v ia m e n te  

se c o m p ro b é  p o r  e s p e c tro s  co p ia  in f r a r r o ja  que la p r e p a r a -  

cién  de tr ic o d e rm o l e s ta b a  lib re  de t r ic o d e rm in a  (e n la c e s  

e s te r  ) .

E l  e x c e s o  de tr ic o d e rm o l se deb ié  a un intento de
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m e jo r a r  e l re n d im ie n to  d e  la  s m te s is , c o n s id e ra n d o  que su
14

p o s te r io r  s e p a ra c io n  d e  C  t r ic o d e rm in a  h a b r ia  de c o n s e -  

g u irs e  sin  ningun p ro b le m s  ( v e r  a p a rta d o  s ig u ie n te ) .

L a  am p o lla  fué c e r r a d a  h e rm e tic  am ente y  t r a s  a g ita r  

fu e rte m e n te  la  m e z c la  se incubé a 3 0 ° C  d u ra n te  22  h o ra s .  

T r a n s c u r r id o  este  tiem po y  p re v io  s ec ad o  a v a c io  de la
14am p o lla  se p ro c e d ié  al a is lam ien to  de C  t r ic o d e rm in a .

I I I , 3 . 2 .  A I S L A M I E N T O  D E  C  T R IC O D E R M I N A

C o n  a n te r io r id a d  se  h ab ia  d e s a r ro lla d o  un s is tem a  

c ro m a to g râ fic o  cap a z  de s e p a r a r  t r ic o d e rm in a  de t r ic o d e r ­

m o l. L a s  con d ic iones e x p é r im e n ta le s  fu e ro n  s o p o rte  c ro m a ­

to g râ fic o  C h ro m A R  S h e e t 5 0 0 . S o lv e n te , b e n c e rio -a c e ta to  

de e tilo -p e n ta n o  ( 4 : 1 : 1 )  (e l  re s to  ta l y  com o se d e s c r ib ié  

en M é to d o s ) . L o s  R p  fu e ro n  0 ,2 6  p a r a  tr ic o d e rm o l y  0 ,6 1  

p a r a  t r ic o d e rm in a .

E l  an tib ié tico  ra d io a c tiv e  fué  e lu ido  con etano l d u ra n ­

te to d a  la  noche de la zo n a  d e l c ro m a to g ra m a  s e h a la d a  p o r  

los c o n trô le s  p a ra le lo s  d e  tr ic o d e rm in a  no ra d io a c tiv a . S e  

c o m p ro b é  que su p u re z a  e r a  del 100% m ed ian te  e n s ayo s  

c ro m a to g râ fic o s  en e l m is m o  so lven te  de p u r ific a c ié n  y  en  

isooctano l -  n* butanol ( 5 : 1 )  ( F i g .  111 .19). D a d a  la  e s tru c tu -  

r a  del an tib ié tico  no fué p o s ib le  a p lic a r  la té c n ic a  de e le c -  

t ro fo re s is  ni de  e s p e c tro s  co p ia  u ltra v io le ta .

H a y  que c o n s id e ra r  que es ta  p u r ific a c ié n  p re s e n ta b a
3

unas c a r  acte r is tic a s  com  pletam  ente d istin tas a H  a n is o m i-
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f i g . I I I .  19. P u r e z a  de la  p re p a ra c i6 n  de C  tr ic o d e rm in a

A .  C ro m a to g ra f ia  en C h ro m A R  S h e e t 5 0 0 . 
S o lv e n te  b en cen o : acetato  de e tilo : p e n -  
tano ( 4 : 1 :  1 ) .

B . Id e m . S o lv e n te  isooctano : n -b u tan o l ( 5 : 1 )
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3
c ina  6 H  g o u g e ro tin a . A lli se  tra ta b a  de im p u re z a s  m a y o -  

r ita r ia s  y  d e s c o n o c id a s , m u ch as  de e ll as de  e s tru c tu ra  c a -  

si id én tica  a l p rodu cto  a p u r i f ic a r ,  am en d e  un g ra n  c o n te ­

nido inespecrfico  de ra d io a c tiv id a d . E n  es te  cas o  tan  so lo  4
14

e ra n  los com ponentes d e  la  re a c c io n  : C  tr ic o d e rm in a ,
14

tr ic o d e rm o l , C  an h id rid o  a cé tico  que no h u b ie ra n  r e a c c io -  
14

nado y  C  âcido  acé tico  p ro c e d e n te  de la  h id ro lis is  d e  su  

a n h id rid o . C o n trô le s  p re v io s  m o s tra n d o  que ninguno de e s ­

tes u ltim es c o r r ia n  c ro m a to g râ fic a m e n te  con e l p r im e ro  e ran  

ya  d e  buena g a ra n tia  de la p u r e z a  co n seg u id a  en la  o b te n -  

ciôn d e  ^^C  tr ic o d e rm in a .

111 .3 .3 . C A L C U L O  D E  L A  A C T I V I D A D  E S P E C I F I C A

E s  en este  punto donde a p a re c e  la  p r in c ip a l c o m p li-  

c a c iô n . S i b ien te o ric a m e n te  h a b r ia  de s e r  1 6 ,5  m C i/m m o l  

se e n c u e n tra n  con a lguna fre c u e n c ia  e r r o r e s  en las a c t iv i-  

d ad es  e s p e c ific a s  de c ie r to s  p ro d u c to s  ra d io a c tiv e s . C o n s i-  

d e ra n d o  que en los e x p é rim e n te s  d e s c rito s  en e s ta  T e s is  

un v a lo r  e x a c te  de la  activ idad  e s p e c ific a  es  e s e n c ia l,  se  

ha p ro c e d id o  a su d e te rm in a c ié n  e x a c ta . B a s te  com o ju s t if i -  

cac ién  e l que la s a tu ra c iô n  V  6 en et ra s  p a la b ra s , el n u m é ­

ro  de m o lécu las  de an tib ié tico  unidas p o r  r ib o s o m a , es  d i­

re c ta m e n te  p ro p o rc io n a l a la  activ idad  e s p e c ific a  del lig an d o . 

E s te  ra z o n a m ie n to  es su fic ien te  p a r a  d e s c a r ta r  c u a lq u ie ra  

de los m étodos b io lég icos bas ados en la inh ib ic ién  de s is te -  

m as a c e lu la re s  de s in tes is  de p ro te in  a s .

S in  e m b a rg o , en es te  a p a rta d o  se d e s c r ib e  un p r o -
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ced im ien to  asi rnism o b io log ico  p a r a  c a lc u la r  con lim ites  de  

e r r o r  to ta lm ente a c e p ta b le s , el v a lo r  de la  ac tiv id ad  e s p e c i-
14

f ic a  de C  t r ic o d e rm in a .

S u  o r ig e n  e s tr ib a  en la pos ib ilidad  de c a lc u la r  la  a f i-  

nidad p o r  e l r ib o s o m a  de un an tib ié tico  B  no ra d io a c tiv o ,  

s ie m p re  que se  cum plan dos re q u is ite s  e s e n c ia le s : ( a )  la

e x is te n c ia  de o tro  antib iético  A  m a rc a d o  con isétopos r a d io -  

ac tivo s  y (b )  que A  y  B  se fije n  re v e rs ib le m e n te  al r ib o s o ­

m a  y  se an in h ib id o re s  com pétitives  e n tre  s i ( 1 1 .3 .1 4 ) .  E n
12

n u e s tro  caso  p a r t ic u la r  tenem os B =  C  t r ic o d e rm in a  (s e  

re p ré s e n ta  a s i , el an tib ié tico  no ra d io a c t iv o ) ,  A = ^ ^ C  t r ic o ­

d e rm in a , y  hab iendo  d e m o s tra d o  p re v ia m e n te  la r e v e r s ib i l i -  

dad d e  la f ija c ié n  de  A ,  quien p o d r ia  d u d a r de la de B , o 

m as a u n , del c a r a c te r  de cornpetitiv idad e n tre  A  y  B  . E l  

p ro b le m  a ra d ic a  en  que no con ocem os K ^ ( T R I C )  puesto  

que depende de l v a lo r  de la ac tiv id ad  e s p e c ific a . A h o r a  bien 

o b s e rv a n d o  la  e x p re s ié n

1 - K , - .... - )  V e r  1 1 .3 .1 4

nos e n c o n tra m o s  con que el v a lo r  e n tre  p a ré n te s is  es  un 

n u m é ro  ad im ensiona! y  puesto que y  (c o n s tan te  de

aso c ia c ié n  a p a re n te  d e te rm in a d a  en p re s e n c ia  de una c o n -  

c e n tra c ié n  fija  de B ) se  ven  a fec tadas  en  la  m is m a  p r o p o r -

c ién  p o r  e l v a lo r  de la  activ id ad  e s p e c ific a , se  p u e d e  to m ar
/

p a r a  e s ta , un v a lo r  a r b i t r a r io , p o r  e jem p lo  e l te o r ic o  

l 6 ,5  m C i/m m o l,  con lo que o b te n d ria m o s  unos v à lo r e s  de  

y  d istin tos a los re a le s  si l 6 ,5  no fu e r a  e l v a lo r
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[TRIG],

F IG .  III. 2 0 . C â lc u lo  de la  ac tiv id ad  e s p e c ific a  r e a l  de   ̂ C  

t r ic o d e rm in a .

14
o  # In te ra c c iô n  de C  t r ic o d e rm in a  J de 0 ,0 0 5  a

0 ,0 3  ml de una so luc iôn  2 X  10 M ,  S e g u n
A .  e . 16 , 5 m C i/m m o l)  con r i  bosom  as 8 0 S  
de S  . c e r e v is ia e .

o  o Id e m , en p re s e n c ia  de tr ic o d e rm in a  2 X  10

R ib o s o m a s  2 ,5  X  10 ^ , O^C y  B P Y .  E x p lic a c i6 n  en el 
texto  ( I I I .  3 . 3 )  .
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c o r r e c to ;  s in  e m b a rg o  la  e x p re s ié n  no se  v e r â

a fe c ta d a . ^

A  p a r t i r  de aqui y  cono c iendo  e l v a lo r  B  podem os

c a lc u la r  K  que s e r a  la constante  de aso c iac io n  de la  in -  
12 . .

te ra c c ié n  de  C  tr ic o d e rm in a  con el r ib o s o m a . O b v ia m e n -  

t e , en  este  c as o  K ^ = K ^  ( T R I C ) .  E l  p a re n te s is  nos s e r ­

v i r a  p a r a  in d ic a r  que es tâm es  m an ejan d o  v a lo re s  r e a le s . 

P in a lm e n te  :

( T R I C )  A c tiv id a d  e s p e c ific a  rea l ( T R I C )

Ky^ 1 6 ,5  m C i/m m o l

L o s  re s u lta d o s  e x p é r im e n ta le s  obtenidos a p a re c e n  en la  f i ­

g u r a  111.20. L a  e s c a la  in te r io r  (n u m é ro s  p eq u en o s ) r e p r é ­

s en ta  la c o n s id e ra d a  inb ia lm ente  ( A . e . =  1 6 ,5  m C i/m m o I)  

m ie n tra s  que la  e x te r io r  (n u m é ro s  g ra n d e s )  es la  ob ten ida  

c o n s id e ra n d o  que e l punto de in te rs e c c iô n  de la re c ta  e  ©

con e l e je  de ab c isas  - K  . ( T R IC  ) -c o r re s p o n d e  a un v a lo r
-6 P

de e s c a la  0 , 5 5 X  10 M  .

L a  re  lac  ion e n tre  am bas e s c a la s  nos d a r â ,  segûn la  

e x p re s ié n  ( 1 ) e l v a lo r  r e a l  de la  activ id ad  e s p e c ific a  de la
14 . .p re p a ra c ié n  d e  C  t r ic o d e rm in a :  1 5 ,4  m C i/m m o l.  E l  r e n ­

d im ien to  fin a l de  la  s in tes is  fué de l 31% re s p e c te  al ^^C  

a n h id rid o  a c é tic o .

L a  constante  de a s o c ia c ié n , asi com o el n u m é ro  de 

sitios p o r  r ib o s o m a  n =  0 ,9 3  s e râ n  d e te rm in a d o s  con una  

m a y o r  exactitu d  p o r  los e studios de fija c ié n  p o s te r io re s  ( v e r  

C a p itu le  I V )  .

L a s  con d ic iones e x p é r im e n ta le s  fu e ro n : en un v o lu -
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m en fin a l de 0 ,0 8  m l, m a lea to  am én ico  ( p H  6 , 5 )  50  m M ,

c lo r u r o  m ag n és ico  12 m M  y  2 -m e rc a p to e ta n o l 5 m M  ( B F Y ) ,
14etanol 5% ( v / v )  ( p ro c e d e n te  de la so luciôn  de C  t r ic o d e r ­

m in a ) , rib osom  as 2 ,5  X  10 y  t r ic o d e rm in a  de 0 ,005

a 0 ,0 3  ml de una soluciôn  2 X  10  ̂ M  c o n s id e ra n d o  in ic ia l-

m ente  la activ id ad  e s p e c ific a  de 1 6 ,5  m C i/m m o l ( 2 ,  I X  10

segun activ idad e s p e c ific a  r e a l ) .  E s to s  fu e ro n  todos los com­

ponentes p a r a  la  re c ta  • ------•  m ie n tra s  que la  o tra  s e r ie  de

tubes ( re p re s e n ta d o s  p o r  o  o ) conten ian adem as 160 pmoles
12 —6 

de C  tr ic o d e rm in a  p o r  tube ( 2 X  10 M ) .  E l  e x p e rim e n to

fu é  re a liz a d o  a la te m p e ra tu ra  de O^C m ed ian te  la  té c n ic a  de

c e n tr ifu g a c iô n , tom and ose a licuotas  de 0 ,0 2  m l p a r a  e s t im a -

c i6n  de ra d io a c tiv id a d .
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I V .  1. F IJ A C IO N  D E  A N IS O M IC IN A  A  R IB O S O M A S

E U C A R I O T I C O S

T o d o s  los e x p e rim e n to s  de fija c ié n  que a p a re c e n  en 

es ta  T e s is ,  d e s c rito s  en los cap itu les  IV  y  V  h an s ido  r e a ­

lizad o s  a la  te m p e ra tu ra  de 0 ° C  ( a exc ep c iô n  del d e s c r ito  

en el ap a rtad o  IV .  1 . 5 ) .

I V .  1 .1 . E S P E C I F I C I D A D  D E  L A  I N T E R A C C I O N  D E  

H  A N IS O M IC IN A  C O N  R IB O S O M A S

U n antib iético in h ib id o r de la  sm tes is  de p ro te  m a s , 

so lo  in te ra c c io n a  con aquellos r ib o so m  as s o b re  los que es  

a c tiv e . M a s  aun con la  subunidad  re s p o n s a b le  de la  a c t iv i­

dad  in h ib id o ra . E s te  fué p r im e  ra m  ente d e m o s tra d o  en el ano 

1964 p o r V a z q u e z  en el caso  de c lo ra n fe n ic o l, s iendo  hoy  

d ia  com unm ente aceptado .

A n is o m ic in a  no h ab ia  de s e r  una e x c e p c iô n . P o r  e lle  

e l p r im e r  e x p erim en to  re a liz a d o  con este  antib ié tico  en f o r ­

m a  ra d io a c tiv a  fué c o n firm e r  e s te  a s e r to . L a  tab la  I V . 1 

m u e s tra  que tan solo la  subunidad  m a y o r  del r ib o s o m a  e u -  

c a r ié t ic o  - 6 0 S -  es c a p a z  de in te ra c c io n a r  con an is o m ic in a . 

E s to  d e m u e s tra  que la  esp ec ifid ad  en su m odo de acc ién  

( v e r  In tro d u c c ié n ) inhib iendo la  fo rm a c ié n  de en lace  p e p tid i-  

co ( B a tta n e r y  V a z q u e z ,  19 7 1 a ) es  c o n secu e n c ia  d ire c te  de 

su in te ra c c ié n  con d ich a  su b u n id ad , p o r ta d o ra  del c e n tre  a c ­

tiv e  peptid il t ra n s fe ra s e  (V a z q u e z  y  c o ls . 1 9 6 9 a ).



T A B L A  IV .  1

ESPECIFICIDAD DE L A  FIJACION D E  H ANISOMICI 
NA A  RIBOSOMAS Y S U S  SU B U NI D A D E S

P re p a r a c ié n F u e n te  de  
obtencién

m m oles  de anisomicina 
unidos por mol de rib osom  ar

R ib o s o m  as 7 0 S E .c o li 0

R ib o so m  as 8 0 S S  . c e re v is ia e 206

R ib o so m  as 8 0 S A m ig d a la s  pa la tin as  
hum anas

84

S u bun idad  6 0 S S . c e re v is ia e 196

S u b u n id ad  4 0 S S  . c e re v is ia e 0

E l  e x p e rim e n to  ha sido llevad o  a cabo p o r  e l m étodo de u lt r a -  

c e n tr ifu g a c ié n . E n  todos los casos  la  c o n c e n tra c io n  de r ib o s o -  

m as o subun idades fué  2 ,5  X  10 M y  la  de a n iso m ic in a  

10 ^ M . L a s  cond ic iones ién icas  fu e ro n  las  c o rre s p o n d ie n te s  

a cad a  s is te m a .
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IV. 1.2. FIJACION DE ANISOMICINA A  RIBOSO­
M A S  D E  LEVADURA. 
E F E C T O  D E  CATIONES Y pH.

A unque p o s te r io rm e n te  se  e s tu d ia ra  es te  efecto  en d é ­

ta ils  se  puede a d e la n ta r  que la fija c ié n  de an iso m ic in a  a

rib o so m  as no se v e  p râ c tic a m e n te  a fectada p o r  v a r ia c io n e s  

en la c o n c e n tra c ié n  de m a g n e s io , iones m o n o va len tes  (a m o -  

nio y  po tas io ) é de p H  d en tro  de aquellos lim ites  que no 

p ro vo q u en  d e s tru c c ié n  de la e s tru c tu ra  r ib o s é m ic a .

E s  gene r  aim ente conocido que es te  tipo  de c o n d ic io ­

n e s , esp ec ia lm e n te  la c o n c e n tra c ié n  de m ag n es io  es de s u -  

m a  im p o rta n c ia  en aquellos s is tem as  a c e lu la re s  que estudian  

una é v a r ia s  re a c c io n e s  p a rc ia le s  d e l p ro c e s o  de s in tes is  

de p ro te in  a s , en g e n e ra l a ba jas  c o n c e n tr  ac iones de m a g n e ­

s io  ( 3 - 5  mM ) los p ro c e s o s  son e n z im atico s  m ie n tra s  que a  

altas ( 1 5 - 2 0  m M ) pueden o b v ia rs e  m uchos de los fa c to re s  

n e c e s a r io s  en un p ro c e s o  fis io lé g ic o  ( fa c to re s  de in ic ia c ié n , 

E F  T  e t c . ) .  S in  e m b a rg o  la  fo rm a c ié n  de e n lace  pep tid ico  

o c u r r e  s ie m p re  de fo rm a  e n z im a tic a  s iendo  m uy poco a fe c ­

tad a  p o r  las condic iones ié n ic a s . Independ ien tem ente  del s is ­

te m a  u tiliza d o , sus lim ites de v iab ilid ad  v ien en  dados p o r  la  

in te ra c c ié n  de los d istintos s u s tra to s  con el c e n tre  a c tiv e .

A s i la fija c ié n  de a n is o m ic in a , que ha de te n e r  lu g a r  

en un sitio  p ré x im o , 6 m e jo r  d ic h o , m uy re la c c io n a d o  con  

la  peptid il t r a n s fe r a s a , p ré s e n ta  unas c a r  acte r is tic a s  de in -  

sen s ib ilid a d  a las condic iones ién icas  de l m ed io  m u y  a c o rd e s
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con e s ta  re g ié n  d e l r ib o s o m a . E n  p o s te r io re s  s e c c io n e s

c o m p ro b a re m o s  que e s tas  c o n s id e r  ac io n es  pueden  s e r  e x -
3 14

tra p o la d a s  a la fija c ié n  de H  g o u g e ro tin a  y  C  tr ic o d e rm in a .

F ig u r a  I V . 1 m u e s tra  e l e fec to  de c lo r u r o  am én ico  

(A  A) y  c lo r u r o  po tâs ico  ( 4  A) . L a s  co n d ic io n e s  ié n i­

cas  em p le a d a s  fu e ro n : so lu c ién  tam pon T R I S - C I H  ( p H  7 ,4 )

50  m M  y  c lo r u r o  m a g n é s ic o  12 m M . H a y  que te n e r  p r e s c r i ­

te  que a las c o n c e n tr  ac io n es  de ca tio n  m o n o v a le n te s  e x p r e -  

s a d a s  en e l e je  de a b c is a s , h ay  q u e  a h a d ir  10 m M  de am o -  

nio que es in c o rp o ra d o  a la  m e z c la  de re a c c ié n  p o r  la  s u s ­

p en sio n  de r ib o so m  a s . E s to  tien e  e s p e c ia l im p o rta n c ia  a c o n - [

c e n tra c ié n  0 de l .gi'‘a f ic o , pues es sab id o  q u e  la  a u s e n c ia  d é  

iones m o n o v a le n te s  p ro v o c a  d e g ra d a c ié n  d e  los r ib o s o m  a s .

A  p a r t i r  de v a lo re s  s u p e r io r e s  a 100 m M  no e x is te  

v a r ia c ié n , s ien d o  es ta  m u y  deb il in c lu so  a c o n c e n tr  a c io n e s  

n e tam en te  in fe r io re s  a las e m p le a d a s  co m u n m en te  en  los en ­

s a y o s  de s m tes is  de p ro te m a s . ( v e r  r e la c ié n  d e  s o lu c io n e s  

tam pon  em p le a d a s  en e s ta  T e s is )  .

A n a lo g a s  c o n s id e r  ac io n es  pueden  h a c e r s e  en cuanto  

a la  f ig u ra  1V . 2 . E n  A ,  a p a re c e  e l e fec to  de p H  e n tr e  6 

y  8 ,  lim ites  que no afectan s u s ta n c ia lm e n te  la  e s t r u e tu r a  i^i- 

b o s é m ic a . L a s  con d ic io n es  iô n ieas  h an s id o : so lu c iô n  ta m ­

pon 50  m M , c lo r u r o  m a g n é s ic o  12 m M  e ion am onio  100 mM. 

A c e ta to  am én ico  ( p H  6 , 0 ) ,  m a lea to  a m én ico  ( p H  6 , 5 )  y  

T R l S - C l H  (p H  7 ,4  y  p H  8 , 0 )  fu e ro n  los tam p o n es  e m p le a -  

d o s .  E n  B ,  se  re p ré s e n ta  e l e fec to  del ion m a g n e s io , s ie n ­

do m a le a to  am én ico  ( p H  6 , 5 )  50  m M  el o tro  co m p o n en te
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F I G . I V . l .  F i ja c ié n  de H  an iso m ic in a  a r ib o so m  as de !

S  . c e r e v is ia e . ;

A  A  E fe c to  de am onio \
A  A E fe c to  de potasio

i|
O tra s  condic iones : T R I S - C I H  ( p H  7 , 4 )  50  m M , C E M g  !'
12 m M  , 0 ° C  , u ltra c e n tr ifu g a c iô n , 2 ,5  X  1 0 “ ^ M  y  ;;
10~^ M , ribosom  as y  an iso m ic in a  re s p e c tiv a m e n te .
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S . c e r e v is ia e

A .  E fe c to  de p H . ~  A c e ta to  am én ico  ( p H  6 ,0 )5 0  m M ,  
m a lea to  am én ico  (p H  6 , 5 )  50  m M  y  T R I S - C I H  
(p H s  7 ,2  y  8 , 0 )  50  m M , A m o n io , 100 m M  y  
C H M g  12 m M  e s tu v ie ro n  s ie m p re  p ré s e n te .

B .  E fe c to  de m a g n e s io . -  M a le a to  am én ico  ( p H  6 , 5 )  
50  m M  y  las  can tid ad e s  r e q u e r id a s  de C l^ M g

O tra s  c o n d ic io n e s : 0 ° C , u ltra c g în tr ifu g a c ié n , 10 M
de an is o m ic in a  y  2 , 5  X  1 0 “ M  de r ib o s o m  a s .
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iôn ico  de la  m e z c la  de re a c c io n . E l  re s to  de las  c o n d ic io ­

nes e x p é rim e n ta le s  a p a re c e  d e s c r ito  en el a p a rta d o  1 1 .3 .1 3  

(M é to d o s ) .

S i  b ien las d ife re n c ia s  son m m im as (o b s e rv e s e  l a  

am p liac ién  de las e s c a la s  en o rd e n a d a s ) a p a re c e  un " m â ­

xim o*' de fija c ié n  a p H  6 ,5  as i com o una c re c ie n te  inhib icién  

a m ed id a  que se in c re m e n ta  la  c o n c e n tra c ié n  de m ag n es io  en 

e l m e d io . N o  o b s tan te , dado el c a r a c te r  cu a lita tivo  de estas  

e x p e r ie n c ia s , no puede a f irm a rs e  si es tas  lig e ra s  v a r ia c io ­

nes se  deben a un efecto  en la  a fin id ad , en e l n u m é ro  de  

sitios p o r  r ib o s o m a , é en am b o s .

I V .  1 . 3 .  I N T E R A C C I O N  A N IS O M IC IN A - R IB O S O M A S

8 0 S  ( S .c e re v e s ia e  )

S e  ha  estud iado  en las cond ic iones ién icas  d e s c r ita s  

com o B F Y  y  consis ten tes  en m aleato  am énico  ( p H  6 , 5 )  5 0 mM, 

c lo r u r o  m ag n é s ic o  12 m M  y 2 -m e rc a p to e ta n o l 5 m M . A  la  

v is ta  de los re s u lta d o s  obtenidos en el a p a rta d o  a n te r io r  la  

e le c c ié n  de es tas  cond ic iones no p re s e n ta b a  ningun v a lo r  e s -  

t r ic to  pudiendo o s c ila r  en un am plio m a rg e n . L a s  e leg id as  

lo h an sido  s o b re  la base de h a b e rs e  u tilizad o  en la  d e s -  

c r ip c ié n  de l p r im e r  s is te m a  a c e lu la r  de le v a d u ra s  c a p a z  de  

s în te tiz a r  p o lifen ila la n in a  ( A y u s o  y  H e r e d ia ,  1 9 6 8 ) .

E l  re s to  de las con d ic iones em p lead a s  fu e ro n : r ib o s o -  

m as 1 ,5  X  10 ^ M p a ra  aquellos tubos con c o n c e n tr  ac iones  

de H  an iso m ic in a  e n tre  10 a 10 M  ; 3 X 1 0  M  p a r a  e l



123

ra n g o  10 ^ a 10 y  6 X  10 p a r a  c o n c e n tr  ac iones de

antib ié tico  s u p e r io re s  a 10 ^ M .  L o s  vo lu m en es  de re a c c ié n  

fu e ro n  0 , 1 ,  0 , 0 8  y  0 , 0 6  m l re s p e c tiv a m e n te .

E l  m étodo em p lead o  fué e l de ce n trifu g a c iô n  ( O C ;  

3 8 . 0 0 0  rp m  d u ra n te  2 h o ra s )  tom ândose a licuotas  de  3 0 , 20 

y  10 m ic ro litro s  (re s p e c tiv a m e n te )  p a r a  d e te rm in a c ié n  de  

ra d io a c tiv id a d  antes y  después de la ce n trifu g a c iô n  ta l y  c o ­

m o se d e s c r ib ié  en M é to d o s .

D a d o  que la in te ra c c ié n  anisom i c in a -r ib o s o m  as (e n  

g e n e ra l todos los antib iéticos que no se  fijan  i r r e v e r s ib le -  

m e n te ) es p râ c tic a m e n te  in s tan tan ea , no hubo ningun p e r io -  

do de in c u b a c iô n , puesto  que e l tiem po t ra n s c u r r id o  en to -  

m a  de a licuo tas  p a ra  ra d io a c tiv id a d  (a n te s  de  la  c e n tr ifu g a -  

c ié n ) y  aco nd ic ion am ien to  de la  c e n trifu g a  ( v a c io ) p a r a  su  

fu n c io n a m ie n to , re p re s e n ta n  un p é rio d e  de tiem po  infinitam en- 

te s u p e r io r  al re q u e r id o  p a ra  a lc a n z a r  e l e q u ilib r io .

L o s  dates obtenidos de es te  e x p e rim e n to  fu e ro n  re p re ­

sen tad o s  segun S c a tc h a rd  ( 1 9 4 9 )  obten iendose la  f ig u ra  1V.3. 

D e  e lla  pueden d e d u c irs e  segun se e s p e c ific é  en el a p a r ta ­

do de " c a lc u le s "  ( 1 1 . 3 . 1 4 )  que la  que la  a p a ric ié n  de una  

f  am ilia  de m re c ta s  s ig n ifica  la  e x is te n c ia  de m tipos de  f i ja ­

c ié n , con sus c o rre s p o n d  ientes n. y  K  , d istin tos e in d e p a i-  

d ien tes  e n tre  s f.

E n  n u e s tro  caso  tenem os que m =  2 .  S in  e m b a rg o  

esto  no s ig n ifica  que todos los rib osom  as de le v a d u ra  sean  

c a p a c e s  de f i ja r  an iso m ic in a  de dos fo rm a s  d is tin tas  e in -



s
tn
• O

z
o
%
o(O
z

6

5

4

3

2

o Ô

0.7 1.00 .4 0.60 0.2

V

P I G . I V . 3 .  In te ra c c ié n  de H  an iso m ic in a  con rib o so m  as 

8 0 S  de S . c e r e v is ia e . R e p re s e n ta c io n  de S c a tc h a rd .

C o n d ic io n es  e x p é r im e n ta le s : 0 ^ 0 ,  B F Y  y  u l t r a -
c e n tr ifu g a c ié n . 1 , 5 ;  3 y 6 X  10“ ^ M  de rib o so m  as

i - 7p a r a  los in te rv a lo s  1 0 “ ^ -1 0  ^ M 10 ^ - 1 0 “ ^ M  y  
^  1 0 “  ̂ M  de an iso m ic in a  re s p e c tiv a m e n te .

.-6 %-5
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d e p e n d ie n te s . L a  c la v e  p a r a  e x p lic a r  es te  re s u lta d o  nos la  

d a  e l e je  de a b c is a s . V e m o s  que la  s a tu ra c iô n  m a x im a  p a ­

r a  in fin ita  c o n c e n tra c io n  de  an iso m ic in a  lib re  en e l eq u ilib rio , 

a lc a n z a  un v a lo r  lig e ra m e n te  in fe r io r  a 1. C o n s id e ra n d o  qie  

s ie m p re  h ay  una p eq u en a  p ro p o rc iô n  d e  rib o so m  as inactivos  

(p ro c e s o  de a is la m ie n to , p o s te r io r  d e g ra d a c ié n ) podem os  

c o n c lu ir  que c ad a  r ib o s o m a  8 0 S  de le v a d u ra ,f i ja  una m o lé -  

c u la  de a n is o m ic in a . E n fo n c e s  e l s ign ificado  de las dos pen -  

d ien tes  a p a re c e  t r iv ia l  : h a y  dos pob lac io n es  de rib o so m  a s , 

unos -28%  del to ta l-  fijan  an iso m ic in a  con a lta  a fin id ad ,

d ad a  p o r  la  in v e rs a  del v a lo r  de la pen d ien te  c a m b ia d a  de
Q O Q

signo  que en es te  c as o  ré s u lté  s e r  K  =  4 , 3 X  10 M y  

b tro s  -  56% d e l to ta l-  que in te ra c c io n a n  con el an tib ié tico  con
Q O Q

una afin idad m e n o r  defin ida p o r  K “  5 , 8 X  10 M .

E s te  re s u lta d o  d if ie re  su s tan c ia lm en te  d e  los e n c o n tra -  

dos al e s tu d ia r  la in te ra c c ié n  de  in h ib id o re s  con rib o so m  as 

de b a c te r ia s  ( P e rn a n d e z -M u n o z  y  c o ls . 1 9 7 1 ) ,  ( M a o  y  

P u tte rm a n , 19 6 9 ) ( F e r n â n d e z -M u n o z  y  V â z q u e z ,  197 3 ) en  

donde todos los rib o so m  as se co m p o rtab an  hom og eneam en te  

d ando  un co m p le jo  e q u im o le c u la r .

C o n  e fec to  de c o m p ro b a r  la no a r t if ic ia lidad  de este  

re s u lta d o  se  su s titu yé  la  té c n ic a  de u ltra c e n tr ifu g a c ié n  p o r  

d iâ lis is  de e q u ilib r io . L a s  cond ic iones ién icas  fu e ro n  lo g ic a -  

m en te  las m is m a s , m ie n tra s  que las c o n c e n tr  ac iones de r i ­

bosom  as y  an tib ié tico  v a r ia r o n  lig e ra m e n te  : 1 ,6  X  10 ^ de
7 6 3

los p r im e ro s  p a r a  10 - 1 0  M de H  an iso m ic in a  y  3 ,2  X

10 ^ M  p a r a  e l ra n g o  10 ^ -1 0  ^ M . P u e d e  o b s e rv a rs e  que
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P I G . I V . 4 .  In te ra c c ié n  de H  an iso m ic in a  con rib o so m  as  

8 0 S  de S . c e r e v is ia e . D iâ lis is  de e q u ilib r io

H  an iso m ic in a  es tu vo  p ré s e n té  en un ra n g o  de 
c o n c e n tra c ié n  lO -^ -lO " "  M  ( 1 , 6 X  10~^ M de r i ­
bosom  as) y  1 0 ~ ^ -1 0 “  ̂ M  ( 3 , 2  X  1 0 “ ^ M  de r ib o ­
som  as ) . O tr a s  co n d ic io n es  B F Y ,  0 ° C  de te m ­
p e r a tu r a  y  7 h o ra s  de ag itac ién .
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las c o n c e n tr  ac iones m as  e le v a d a s , tanto d e  m a c ro m o lé c u la  

com o de lig an d o , no han sido e m p le a d a s . E l io  se d eb ié  a 

que la v is c o s id a d  p ro v o c a d a  p o r  so lu c io n es  s u p e r io re s  a 

5 X  10 ^ M  de rib o so m  as pod ia  a l te r a r  e l e q u ilib r io  n e c e s a -  

r io  a am bos lad os de la  m e m b ra n a  de d iâ lis is . C o n s e c u e n ­

c ia  d ire c ta  de e s ta  lim itac ién  fué  d e te c ta r  tan solo  la  f ija c ié n  

de a lta  a fin idad .

E l  re s to  de las co n d ic io n es  e x p é r im e n ta le s  fu e ro n :

0 ,1  ml de vo lum en  fin a l en c a d a  lado de la  m e m b ra n a  de  

d iâ lis is  y  7 h o ra s  de ag itac ién  ( v e r  M é to d o s ) en un bano  

m e z c la  de h ie lo  y  ag u a . E n  un e x p e rim e n to  p re v io  se  com­

p ro b é  que ahad iendo in ic ia lm en te  a n is o m ic in a  a am bos

co m p a rtim e n to s  de la c a m a ra  de d iâ lis is , e l e q u ilib r io  se a l-  

c a n z a b a  a las 6 h o ra s  de a g ita c ié n .

E l  re s u lta d o , s ie m p re  segun  la  re p re s e n ta c ié n  de  

S c a tc h a r d , a p a re c e  en la f ig u ra  I V . 4 .  C o m o  y a  s e  ind icé  

a n te r io rm e n te  lim itac io n es  té c n ic a s  im p id ie ro n  la  d e tecc ién  de 

la fija c ié n  a rib o so m  as de b a ja  a fin id ad . S in  e m b a rg o  la  i -  

dentidad  to ta l e n tre  e l m étodo de u ltra c e n tr ifu g a c ié n  y  e l de  

d iâ lis is  en e l ra n g o  de c o n c e n tr  ac iones  u tiliza d o  d a  total v a ­

lo r  al e x p e rim e n to  en la  f ig u ra  I V .  3 .

I V . 1 . 4 .  I N T E R A C C I O N  H  A N IS O M IC IN A  C O N  S U B U  

N I D A D E S  R IB O S O M IC A S  D E  S .c e r e v is ia e .

E l  p r im e r  e x p e rim e n to  re a liz a d o  con a n is o m ic in a , 

co n s is tan te  en su in te ra c c ié n  con el r ib o s o m a  8 0 S  de le v a -
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d u r a ,  ha de jado  plante ad a una s e r ie  de in co g n itas . L a  m âs  

im p o rtan te  y  a su v e z  m as d ific il d e  c o n te s ta r  e s ,  que s ig ­

n ificad o  tien e  e s ta  d ife re n c ia  r ib o s ô m ic a  d e tec tad a  segun su 

afin idad p o r  e s te  an tib ié tico . D e  esto  nos o c u p a re m o s  en la  

D is c u s io n . P o r  a h o ra  m e lim ita ré  a t r a t a r  de re s p o n d e r  a  

o tra  p re g u n ta  m as in m ed ia ta  y  con m as  p o s ib ilid ad es  d e  s e r  

c o n te s ta d a : donde ra d ic a  e s ta  h e te ro g e n e id a d .

C o n s id e ra n d o  que an is o m ic in a  so lo  es c a p a z  de

in te ra c c io n a r  con la  subunidad  6 0 S  del r ib o s o m a  e u c a r ié t i -  

c o , p a re c e  év id en te  t r a t a r  de lo c a liz a r  en  e lla  los re s u lta ­

dos obtenidos con el r ib o s o m a  co m p le to . A s i rep itien d o  el 

e x p e r im e n to  d e s c r ito  en  el a p a rta d o  a n te r io r  p a r a  8 0 S  (m é ­

todo d e  u ltra c e n tr ifu g a c ié n ) se obtuvo la  f ig u ra  I V .  5 ,  d e s ­

pués de p r o c e s a r  co n ven ien tem en te  los datos obtenidos de  

las  e s tim a c io n es  de ra d io a c tiv id a d . L a  afin idad  se ha r e d u -  

cido  a 1 ,7  X  10 ^  M s in  e m b a rg o  el dato m as im p o r ­

tante ap o rtad o  p o r  este  e x p e r im e n to , co n s is te  en m o s tr a r  que  

todas  las subun idades 6 0 S  son ho m o g en eas  en cuanto a su  

afin idad p o r  an is o m ic in a . E l  hecho  de que el n u m é ro  de

sitios  p o r  r ib o s o m a  s e a  0 , 6 7  e s  una c o n s e c u e n c ia  n o rm a l  

d e la d e g ra d a c ié n  p ro v o c a d a  en  la  ob tenc ién  de  las s u b u n i­

d a d e s . E s te  fen ém en o  es asi m is m o  corn un a las su b u n id a ­

d e s  p ro c a r ié t ic a s  de es tab ilid a d  m as  a c u s a d a .

S e  puede c o n c lu ir  que la  d is tin ta  afin idad  r ib o s é m ic a  

p a r a  la  in te ra c c ié n  con an is o m ic in a  no ra d ic a  en e l ''s itio  de 

f ija c ié n "  d e l an tib ié tico , puesto  que todas las sub un id ades 60S  

que p e r m anecen  ac tivas  t r a s  su  ob ten c ién  (67%)  fijan  una
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P I G . I V . 5.  In te ra c c îô n  de H  an iso m ic in a  con su b u n id ad es  

6 0 S  de S  . ce re v is  ia e . R e p re s e n ta c iô n  de S c a tc h a r d .

L a s  con d ic iones e x p é rim e n ta le s  fu e ro n  id én ticas  a 
las d e s c r ita s  en la F ig u r a  I V .  3 a e x c e p c iô n  del 
tiem po de c e n trifu g a c i6 n  : 6 h o ra s .

L a s  sub un id ades no fu e ro n  p re t  ra t  ad as en  m odo alguno
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m o lé c u la  de an iso m ic in a  con u n a  afin idad com ûn p a r a  todas

e lla s ,  defin ida  segûn e l v a lo r  de 1 , 7 X  10 ^ M ,  a -
0 ° C

p ro x im a d a m e n te  3 ,5  v e c e s  in fe r io r  a K j .  y  s u p e r io r  a 
0 * C  
^2 '

U n a  v e z  d e s c a r ta d a  la subunidad  6 0 S  com o re s p o n ­

s ab le  de la h e te ro g e n e id a d  r ib o s ô m ic a  a p a re c ie ro n  d e  n u e -  

vo  dos p o s ib ilid ad es  p a r a  e x p lic a r  e l fe n ô m e n o : ( a )  un com -

ponente no r ib o s ô m ic o , que se  e lim in a r ia  en  la  c e n tr ifu g a -  

ciôn zona l ( 1 1 . 2 . 1 1 )  m ed ian te  la  que se  ob ten ian  am bas s u ­

bun idades y  (b )  la subunidad 4 0 S  in tro d u c ia  de una fo rm a  

in d ire c ta , el c a r â c te r  h e te ro g e n e o  de l r ib o s o m a  8 0 S .  P a r a  

re s p o n d e r  a e s ta  cu esti6n  fué  n e c e s a r io  h a c e r  un exp erim an ­

te  de ” re c o n s titu c iô n ” , es d e c ir  fo r m a r  p a r t ic u la s  8 0 S  a p a r -
—6

t i r  de can tid ad es  equim  oie eu la r e s  de su b u n id ad es  ( 1 , 3 X  10 M)
3y  a n a liz a r  su co m p o rtam ien to  en cuanto a la  fija c iô n  de H  

a n is o m ic in a . S e  in c u b a ro n , p a r a  su re a c tiv a c iô n  d u ra n te  15 

m inutes a 3 0 ^ C . U n a  v e z  e n fr ia d a s  a O^C se  a n a d ie ro n  las  

can tid ad es  re q u e r id a s  de antib iôtico  y  se  r e a l iz ô  e l e x p é r i ­

m en te  segûn la  té c n ic a  c la s ic a  de u ltra c e n tr ifu g a c iô n .

E l  re s u lta d o  a p a re c e  en  la  f ig u ra  1V . 6 donde puede  

a p r e c ia r s e  que re to rn a m o s  a la  s ituaciôn  o b ten id a  con  r i ­

bosom  as in ta c te s , es d e c ir  la  h ipotesis  (b )  en  la  que se  

a tr ib u ia  la h e te ro g e n e id a d  a un efecto  in d ire c te  de la  s u b u ­

n idad 4 0 S  p a re c e  s e r  c o r r e c ta .  N o  obstan te deben  te n e rs e  

en cuenta  una s e r ie  de p u n tu a liz a c io n e s .

- L a  seg u n d a  pendiente  (e n  lin e a  d isco n tin u a ) no h a  podido  

s e r  d e tec tad a  con toda la  p re c is io n  r e q u e r id a  p a r a  q u e d ar
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F I G . I V . 6 .  F ija c iô n  de H  an iso m ic in a  a r ib o so m  as 8 0 S  

de S . c e re v is ia e  reco n s titu id o s  a p a r t ir  de sus su b u n id a d e s . 

R e p re s e n ta c iô n  de S c a tc h a rd .

G o n d . e x p é rim e n ta le s  : 0 ^ 0 ,  B F Y ,  u ltra c e n tr ifu g a c iô n
3 -7  -5

H  an iso m ic in a  2 ,5  X  10 — 10 M . S u b u n id ad es
(p re v ia m e n te  incubadas 3 0 ° C  d u ra n te  15 m in u te s )
1 ,3  X  1 0 -6  M .
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co m p le tam ente c a r a c te r iz a d a ,  deb ido  a las g ra n d e s  can tid a ­

des de sub un id ades n e c e s a r ia s .

-  E l  n u m é ro  total de rib o so m  as reco n s titu id o s  ac tives  es l i -  

g e ra m e n te  in fe r io r  a los " in ta c te s "  p e ro  s u p e r io r  al de las  

subun idades 6 0 S  a is la d a s . D o s  e x p lic a c io n e s  pueden ju s t if i-  

c a r  este  fe n o m en o . L a  apuntada a n te r io rm e n te  6 una r e a c ­

tivac iô n  p ro d u c id a  p e r  la  incubaciôn  a 30  C  en p re s e n c ia  de 

la subunidad c o m p le m e n ta r ia .

-  E l  p e rc e n ta g e  de rib o so m  as c a p a c e s  de f i ja r  an is o m i­

c in a  ha  in c re m e n ta d o  lig e ra m e n te  (d e  un 28 a un 35%) .

-  F  re n te  a e s ta  h ipotesis  p o d r ia  a rg u m e n ta rs e  que la  e x p li-  

cac iôn  a la f ig u ra  I V .  6 e s t r ib a r ia  en una d e g ra d a c iô n  6 inac- 

tiva c io n  de subun idades 6 0 S ,  deb ido a con d ic iones  expérim en­

ta le s  o m e jo r  aun a " a tra p a m ie n to "  p e r  su b un id ades 4 0 S  

in ac tiv as  que p ro v o c a r ia n  rib o so m  as 8 0 S  " in a c tiv e s "  s iendo  

la  fijac iô n  d e te c ta d a , la  c o rre s p o n d ie n te  a sub un id ades  6 0 S  

de c a r a c te r  hom ogeneo ta l y  com o a p a re c iô  en la  f ig u ra  IV .  5 

p e ro  donde tan solo  un 35% de e lla s  q u e d a ra n  a c tiv a s , m ie n -  

t ra s  que la seg u n d a  fija c iô n  p o d ia  s e r  un a rte fa c to  dado  los  

pocos puntos que la  d e fin en . E s ta  in te rp re taciôn de c ie r ta  

v ia b ilid a d  atend iendo a los re s u lta d o s  en " e l e je  de a b c is a s "  

p ie rd e  to ta lm ente  su v a lo r  al c o n s id e ra r  las afin id ades o b te -  

n id as  en es te  e x p e r îm e n to . P a r a  fijac iô n  de m as a lta  afinidad: 

K j  =  5 ,7  X  10"^  M  ( fre n te  a 4 , 3  X  1 0 ‘ ^ M y

1 , 7 X 1 0 ” ^ M )  y  K ^ =  5 , 6 X 1 0 " ^ M  ( fre n te  a  K ° ° ^ =  5 ,8  X
- 6  R  Q O Q

10 M )  . V e m o s  que a p e s a r  que K j^  K ^  . sus v a lo re s
60 s

estan  m ucho  m as p rô x im o s  que re s p e c te  a . A d e m a s
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h a y  que c o n s id e ra r  que una peg uena  d ism in uciô n  en e! v a ­

lo r  de la afin idad puede s e r  p e rfe c ta m e n te  e x o lic a d a  p o r  

p é rd id a  de algûn com ponente no rib o s ô m ic o  o m e jo r  aun 

p o r  un re la j am iento de la e s tru c tu ra  r ib o s ô m ic a , fenôm eno  

g e n e ra lm e n te  adm itido en p a rtfc u la s  que h an s u fr id o  las  dras- 

t ic a s  con d ic iones de d iso c iac iô n  ( B D Y ,  v e r  re la c iô n  de so- 

luc iones tam pôn) . S in  e m b a rg o , un in c re m e n to  de 3 v e c e s  

en afin idad ( 3 X  so lo  puede s e r  e x p lic a d o  p o r

un cam bio  p ro f undo en la  e s tru c tu ra  r ib o s ô m ic a : r e a s o c ia -  

ciôn de 4 0 S  y  6 0 S  p a r a  d a r  lu g a r al r ib o so m  a 8 0 S .

R e s p e c to  al in c re m e n to  en el v a lo r  de n p a r a  la  f i ja ­

ciôn de a lta  afin idad apuntado un poco m as a r r ib a ,  s e  h i-  

zo el s igu ien te  e x p é r im e n te . S e  to m a ro n  una d e tè rm in a d a  

can tidad  de rib o so m  as que fué d iv id id a  en 2 p o rc io n e s . U n a

de e lla s  se  d ilu yô  en B P Y  m ie n tra s  que la  o tra  lo fué en

tam pôn de d iso c iac iô n  B D Y .  S e  in cu b aro n  1 h o ra  a 0 ° C  y  

a continuaciôn  se  a n a d ie ro n  las can tidades de s a le s  n e c e s a ­

r ia s  p a r a  c o n v e r t ir  el tam pôn B D Y ,  en que se  encontraban  

la m itad  de los rib osom  a s , en B F Y .  A  continuaciôn  se  in ­

c u b a ro n  15 m inutos a 3 0 ° C  y: se  re a liz ô  un estudio  de f i ja -
3

ciôn de H  an iso m ic in a  ta l y  com o quedô d e s c r ito  en IV . 1 .3 . 

E n  re a lid a d  lo que se h izo  fué d is o c ia r  rib o so m  as en sus  

sub un id ades  y  r e a s o c ia r lo s , es d e c ir  un e x p é r im e n te  s im ila r  

al d e s c r ito  en la  f ig u ra  I V .  6 exc ep te  que aqui no h an sido  

a is la d a s  las  su b u n id ad es . F a r  aie lam ente se  h izo  un en sayo  

s ta n d a rd  de fijac iô n  con los o tro s  rib o so m  as (Id é n tic o  al 

d e s c r ito  en I V .  1 . 3 ) .  L o s  re s u lta d o s  a p a re c e n  en la  f ig u ra
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F I G . I V . 7 .  F ija c iô n  de H  an iso m ic in a  a r ib o so m  as de  

S  . c e r e v is ia e . R e p re s e n ta c iô n  de S c a tc h a rd .

A .  E x p é r im e n te  c o n tro l, r ib o so m  as no tra ta d o s

B .  R ibosom  as d is o c ia d o s , m ed ian te  incubaciôn  en 
B D Y  a 0*^C d u ra n te  1 h o ra  y  reco n s titu id o s  en 
B F Y  p o r  incubaciôn  15 m inutos a 3 0 ° C .

C o n d ic io n es  e x p é r im e n ta le s :  B F Y ,  0 ^ 0 ,  u lt r a c e n t r i -  
fu g a ç iô n .
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I V .  7 . V e m o s  que m ie n tra s  e l en s a y o  standard (F ig . IV .7A ) 

es idéntico  al p re s e n ta d o  en la  f ig u ra  I V ,  3 (e s te  re s u lta d o  

se  re p itio  con 4 p re p a ra c io n e s  d istin tas de rib o so m  as) los  

r ib o so m  as d iso c iad o s  y  re a s o c ia d o s  ( F i g .  I V .  7 B )  ban incre­

m entado  lig e ra m e n te  e l tanto p o r  c ien to  de rib o so m  as activos 

( n =  0 ,3 6 )  co inc id iendo  con lo obtenido en e l e x p e rim e n to  de 

re a s o c ia c iô n  a p a r t ir  de subunidades a is la d a s , m ie n tra s  que  

los v a lo re s  de las afin idad es ban s u fr id o  v a r ia c io n e s  menores, 

si b ien puede a p r e c ia r s e  una l ig e ra  d ism inuciôn  en los r ib o -  

som as d iso c iad o s  ( de 4 , 3  a 5 , O X  10 M ) . E 1  s ign ificado  de

estas  v a r ia c io n e s  obten idas al d is o c ia r  e l r ib o s o m a  s e râ n  d is -  

cutidas p o s te r io rm e n te .

A n te s  de c o n c lu ir  este a p a rta d o  co n v ien e  s e n a la r  que 

cuando se b izo  el e x p e rim e n to  d e "re c o n s titu e ié n "  em pleando  

c o n c e n tra c io n e s  de subun idades p ro x im a s  a 3 X  10 ^ M se  

obtuvo una s itu ac iôn  s im ila r  (e n  e l v a lo r  de n y  de K ^ ) a 

la  c o rre s p o n d ie n te  a subun idades 6 0 S .  E s te  re s u lta d o  dada  

la  can tidad  de m a te r ia l n e c e s a r io  no ba s ido  aun co n firm  ado 

y  se  b as a  tan so lo  en una re p re s e n ta c iô n  g râ f ic a  de 4 p u n ­

to s . S in  e m b a rg o , es m u y  p ro b a b le  que s e a  debido a que  

tan altas c o n c e n tra c io n e s  de subun idades (m u y  lejos de las  

f is io lô g ic a s ) no puedan r e a s o c ia r  c o n v e n ie n te m e n te . E s  s i^ n - 

p r e  re c o rn e n d a b le , aun en el cas o  de s e r  im p re s c in d ib le  

u s a r  ta ie s  c o n c e n tra c io n e s  r ib o s ô m ic a s , que la  reco n s titu c i& i 

tenga lu g a r en con d ic iones m as d ilu idas  s iendo  c o n c e n tra d a s  

p o s te r io rm e n te .
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I V .  1 .5 .  C O R R E L A C I O N  F IJ A C IO N  A N IS O M IC IN A -  

IN H IB IC IO N  D E  L A  A C T I V I D A D  P E P T I D I L  

T R A N S F E R A S A .

1 . -  R E A C C IO N  D E  L A  P U R O M IC IN A .

L a  in te ra c c io n  de in h ib id o re s  en fo rm  a ra d io a c tiv a  

con el r ib o s o m a  p ré s e n ta  la v e n ta ja  de s u m in is tra r  dates  

c u a n tita tiv o s . A s i hernos podido d e te rn in a r  en cad a  c a s o ,  

el percentage de rib o so m  as con una (a lta  a fin id ad ) u o tra  

(b a ja  a fin idad ) c a r  acte r is t ic a .  S in  e m b a rg o  p ré s e n ta  e l in -  

con ven ien te  de no te n e r  ningun dato a c e rc a  de la  fu n c io n a -  

lidad de es tes  rib osom  as d e n tro  de a lguna de las e tapas de 

la  sm tes is  de p ro te in  a s .

L o s  e x p e rim e n to s  d e s c r ito s  en este  y  en el s igu ien te  

a p a rta d o , son un intento de c o r r e  lace ion a r  los dates c u a n ti­

ta tivos de f ija c iô n , con una m ed id a  de la  ac tiv id ad  ribosôm i­

ca  peptid il t ra n s fe r a s a , p re s e n ta d a  p o r  los dos tipos de r i -
3bosom  as d ife re n c ia d o s  segun su in te ra c c iô n  con H  anisomicina.

E l  fund am ento es el s ig u ie n te , a is lan d o  la  fo rm  aciôn de 

e n lace  pep tid ico  del re s te  de las etapas n e c e s a r ia s  p a r a  la  

b io s in tes is  de p ro te in a s , se puede c o r  r e  lace  ion a r  la inhibiciôn  

c a u s a d a  p o r  an iso m ic in a  con la afin idad que e s ta  posee p o r  

e l rib o so m  a y  de es ta  fo rm a  d is tin g u ir , si es que h u b ie ra  a l­

guna d ife re n c ia , e n tre  la  ac tiv id ad  de am bos tipos de r.ibosomas 

en es ta  re a c c iô n  esp ecrfica .

E l  m étodo  seguido  ha  s ido  : 1) e s tu d ia r  la  fija c iô n  de
3

H  an iso m ic in a  a rib o so m  as 8 0 S  de le v a d u ra  en las c o n d i-
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Clones de fo rm  ac iôn . de e n la c e  p ep tid ico  segûn  la  " re a c c iô n  

de la p u ro m ic in a "  ( v e r  1 1 .3 .8 ) .  E s ta s  son s u s ta n c ia lm e n te  

las  m is m a s  q u e  las d e s c r ita s  en I V .  1 .3  e x c e p te  que la  tem - 

p e r a tu r a  fu é  de 3 0 ^ C  d u ra n te  todo e l p ro c e s o . 2 )  C a lc u le r  

las  c u rv a s  te ô r ic a s  de inh ib ic iôn  d ed u c id as  a p a r t i r  de los 

v a lo r e s  de ^  y  K 3 ) A n a l iz a r  la  c in é tic a  de
. . . 14re a c c iô n  con p u ro m ic in a  de l co m p le jo  N  » A c  C  P e n * t R N A -  

P o li  U - r ib o s o m a s  en su  fo rm a  p o s tra n s lo c a d a , con ob jeto  

de e s tu d ia r  la inh ib ic iôn  d e l antib iô tico  en  co n d ic io n e s  de v e -  

loc idad  in ic ia l. 4 )  E s tu d ia r  e l e fec to  de a n is o m ic in a  s o b re  

la " re a c c iô n  d e  la p u ro m ic in a "  a v e lo c id a d e s  in ic ia le s .

L o s  e x p e rim e n to s  re a liz a d o s  y  los re s u lta d o s  c o n s e -  

guidos se  d e s c r ib e n  a co n tin u ac iô n .

T o d a s  las  co n d ic io n es  e x p é r im e n ta le s  fu e ro n  id é n tic a s  

a las d e s c r ita s  en I V .  1 .3  a exc e p c iô n  de que los tu b o s  de  

re a c c iô n  s e  in c u b a ro n  15 m inutos a 3 0 ° C  an tes de in ic ia r  la  

c e n tr ifu g a c iô n . A s i m is m o , e l r o to r  s e  e n c o n tra b a  a es ta  

te m p e r a tu r e  y  la  sed im en tac iô n  tuvo  lu g a r  a 3 0 ° C  d u ra n te  

3 h o r a s .  E s to  se deb iô  a que e s ta  te m p e r a tu r e  los sed im en -  

tos de rib o s o m  as no e ra n  d e m a s ia d o  a s ta b le s  cu an d o  la  cen ­

tr ifu g a c iô n  d u ra b a  tan so lo  2 h o r a s .

L o s  re s u lta d o s  a p a re c e n  en la  f ig u ra  I V .  8 .  L a  s itu a ­

c iôn  es s im ila r  a la  o b ten id a  a O^C si b ien  los p a râ m e tro s

h an v a r ia d o  : la  fijac iôn  de a lta  afin idad  la  p o s een  un 37% de
3QOC

los r ib o s o m  as y  su in tens idad  v ie n e  d a d a  p o r  K  j  — 1 ,2  X

10 ( a p ro x im a d a m e n te  3 v e c e s  in fe r io r  a ' )  m ie n tra s

que un 43% de rib o so m  as in te ra c c io n  an con a n is o m ic in a  s e -
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P IG .  I V .  8 .  R e p re s e n ta c iô n  segun S c a tc h a r d  d e  la  in te r ­

a cc iô n  de  a n iso m ic in a  con rib o s o m  as 8 0 S  de S . c e r e v is ia e

a 3 0 ° C .

T o d a s  las  co n d ic io n es  e x p é r im e n ta le s  com o en la  F ig u ­
r a  I V .  3 a e x c e p c iô n  de la  te m p e r a tu r a  y  3 h r .  de c e n ­
tr ifu g a c iô n  ( v e r  tex to ) .
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30°C . . . .  ,„ -6
gun u n a  fija c io n  de b a ja  af-In id ad ( K  ”  6 , 6  X  10 M )  l i -

o
g e ra m e n te  in fe r io r  a Ici c o rre s p o n d ie n te  a 0 C .

A  p a r t i r  de es tes  v a lo re s  de K ^  V ^ d 2  pueden  

t r a z a r s e  las c u rv a s  te ô r ic a s  de inh ib ic iôn  ad m itien d o  una  

p re m is a  in ic ia l:  un r ib o s o m a  fo rm a n d o  co m p le jo  con a n is o ­

m ic in a  es in a c tiv e  en cuanto  a su  ac tiv id ad  p ep tid il t r a n s f e -  

r a s a  y  com o c o n s e c u e n c ia , f re n te  a una c o n c e n tra  ciôn d a ­

d a  de a n tib iô tic o , e l p o rc e n ta je  de inh ib ic iôn  re s p e c to  a los  

c o n trô le s  s e r fa  idéntico  al tan to  p o r c ien to  d e  r ib o s o m  as a -  

c o m p le jad o s  en e l e q u ilib r io . P u e g o , co n o c ien d o  el v a lo r  d e  

las co n stan tes  de afin idad  (e n  fo rm a  de co n s ta n te s  d e  a s o -  

c ia c iô n ) y  la concem tr aciôn in ic ia l de r ib o s o m  a s , so p u ed e  

c a lc u le r  m e d ian te  un s e n c illo  s is te m a  de dos e c u a c io n e s  e l 

v a lo r  de la s a tu ra c iô n  1) es d e c ir ,  el p o rc e n ta je  de inh ib ic iô i 

p a r a  c a d a  c o n c e n tré e  ion de a n is o m ic in a .

S u p o n ie n d o  que n =  1 pucsto  que todos los ribosornas

d en o m in a d o s  d e  a lta  afin idad fijan  1 m o lé c u la  de  an tib iô tico  y

R  "  n .  X  R^„ donde R .t-, son los rib osom  as anad id os  a la  
o 1 1 1

m e z c la  de re a c c iô n  y  n . e l p o rc e n ta je  de los que f ija n  a n i -
,  ^3o°c ;

s o m ic m a  segun  K j ^  , te n e m o s :

_  ( R A )  _  K ( A )
^  R o  . l 4 - K ( / \ )

A o  =  ( A )  +  ( R A )

donde K  es  ( 1 / K y ^  ô ) •  A ^  c o n c c n tra c iô n

to ta l d e  a n is o m ic in a  y  e l r e s t o , segun 1 1 . 3 . 1 4 .

R e s o lv ie n d o  e s te  s is te m a  p a r a  ( R A )  te n e m o s :

K ( R A ) ^  - [ l + K  ( A o + R o ) ]  ( R A )  +  K  A q R o -  0
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de donde:

D  =  % de inh ib ic i6n=
1 + K ( A „ + R q ) ± \ r i  +  K ( A + R o ) ] ^ -  4 K % R q

2 K R
O

e c u ac iô n  en la  que la  so lucion  +  no es v ia b le  pués enfonces  

( R A ) > R q .

/
S e  ap licô  una c o rre c iô n  a estos c a lc u le s  b a s a d a  en  

la  can tidad  de an iso m ic in a  que q u e d a r ia  e lim in a d a  de la  mez­

c la  de re a c c iô n  p o r  el o tro  tipo de rib o s o m  a s . S e  obtuvo  

idén tico  re s u lta d o  hab ida  cuenta  de la  p eq u en a  co n cen trac icn  

de r ib o so m  as em p lead a  fre n te  a las e le v a d a s  can tidades de

a n is o m ic in a . L o s  re s u ltad o s  a p a re c e n  en la f ig u ra  I V .  1 0 .
3QOC

L a  lin e a  de t r a z o  g ru e s o  c o rre s p o n d e  a K  j . y  la  de t r a -
3 q Oq

zo  fino  a K  m ie n tra s  que los c irc u lo s  b la n c o s , unidos

p o r  la linea  d is co n tin u a , re p re s e n ta n  e l v a lo r  e x p e r im e n ta l 

obtenido segun se d e s c r ib e  a co n tin u ac iô n . P re v ia m e n te  fué  

n e c e s a r io  d e te rm in e r  e l tiem po de incubaciôn  re q u e r id o  para  

e s tu d ia r  au tén ticas v e lo c id ad es  in ic ia le s , puesto  que dad a  la  

re v e rs ib il id a d  del c o m p le jo , es te  re q u is ite  es  fundam en ta l pa­

r a  a d m itir  com o buena la p re m is a  en u n c iad a  al t r a z a r  las  

c u rv a s  te ô r ic a s  de inh ib ic iôn . Com o puede o b s e rv a rs e  en la  

f ig u ra  I V . 9 A , p o r  e n c im a  de 2 m inutos se p ie rd e  la  l in e a -  

r id a d . E n  e l caso  de que e l com ple jo  h u b ie ra  sido c o n g e la -  

do y  a lm acen a d o  d u ra n te  24 h o ra s  e s ta  c in é tic a  e r a  un p o ­

co m as  le n ta , en c o n trâ n d o s e  lin e a r id a d  aun a los 4 m inutos  

de in cu b a c iô n .

U n a  v e z  en po ses iô n  de es te  dato se  p ro c e d iô  a d e -  

t e r m in a r  la c u r v a  de inh ib ic iôn  d e  es ta  re a c c iô n  p o r  c a n t i-
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F I G . I V . 9 A .  C in é t ic a  de la re a c c iô n  de la  p u ro m ic in a  a 

p a r t i r  del c o m p le jo  r ib o s o m  as 8 0 S  ( S  . c e r e v is ia e ) - p o l i  U -  

N  A c  C  F e n - t R N A .

C o n d ic io n e s  e x p é r im e n ta le s  : B F Y ,  3 0 ^ C  de tem p e  
r a t u r a  y  una can tid ad  de com ple jo  é q u iv a le n te  a
2 8 , 2  p m o les  d e  F e n ila la n in a . à. A  p u ro m ic in a
1 m M  y  A  A  s in  p u ro m ic in a .
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d ad es  c re c ie n te s  de a n is o m ic in a . L a s  con d ic iones iôn icas  

fu e ro n  id én ticas  a las em p lead a s  en los estud ios de fijac ion  

( B F Y ) :  M a le a to  am onico  (p H  6 , 5 )  50 m M , c lo ru ro  m a g -  

n é s ic o  12 m M  y  2 -m e rc a p to e ta n o l 5 m M . L a  incubaciôn  du­

r é  2 m inutos a 3 0 ^ C  deten ien d o se  la re a c c iô n  y  e x t r a y é n -
14

d ose  e l p ro d u c to  N  • A c  C  - F e n - P M  fo rm  a d o , de acu e rd o  

al m étodo de L e d e r  y  B u rs z ty n  ( 19 6 6 ) segûn se h a  d e s ­

c r ito  en la  secc iô n  I I.  3 de M é to d o s .

E s  m u y  im p o rtan te  r e c o r d e r  la n ec es id ad  de h a c e r  

p a r a  cad a  c o n c e n tra c iô n  de an iso m ic in a  e m p le a d a , un tubo  

c o n tro l idén tico  sin p u ro m ic in a . E s to  se deb e a que el an ­

tib iô tico  p ro v o c a  a a ltas c o n c e n tra c io n e s  un in c re m e n to  en  

la  lib e ra c iô n  d e  N - A c  fe n ila la n in a  ( F i g .  I V .  9 B )  que es  

e x tra id a  m ed ian te  e l aceta to  de e tilo . E s ta s  can tid ad es  son  

m m im a s , p e ro  en aqu e llas  con d ic iones en que deb ido  a la  

p re s e n c ia  de altas c o n c e n tra c io n e s  de an iso m ic in a  e l p o rcen ­

ta je  de re a c c iô n  es  p eq u en o , puede p ro d u c ir  c o n s id e ra b le s  

v a r ia c io n e s . E s te  fen ô m en o  en c o n tra d o  tan  solo  con a n is o ­

m ic in a  r e c u e r d a  los re s u lta d o s  de C a s k e y  y  c o ls . ( 1 9 7 1 )  

cuando  e s tu d ia ro n  el e fecto  de este antib iôtico  s o b re  la  l ib e ­

ra c iô n  de fo rm il-m e tio n in a  en su en sayo  de te rm in a c iô n  (v e r  

m as ad el a n te , I V .  1 . 9 ) .

E l  re s u lta d o , una v e z  te nid as en cu en ta  es tas  c o n d i­

c io n e s , a p a re c e  en la  f ig u ra  I V .  10 re p re s e n ta d o  p o r  los  

c irc u lo s  b lan co s  unidos p o r  la  lin ea  d isco n tin u a . L a  inhibiciôn

p ro d u c id a  p o r  an iso m ic in a  segôi se ob serva ., c o rre s p o n d e  a
3QOC

una fija c iô n  d e fin id a  p o r  . E s to  q u ie re  d e c ir  que los
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P I G . I V . 9 B .  E fe c to  d e  a n is o m ic in a  s o b re  la  e x tra c c id n  

do ra d io a c tiv id a d  en " la  re a c c iô n  d e  la  p u ro m ic in a ” en  

Q usencia de p u ro m ic in a .

V a lo r  de la ra d io a c tiv id a d  e x tra fd a  seg u n  e l m é ­
todo de L e d e r  y  B u rs z ty n  ( 1 9 6 6 )  en los b la n c o s  
(tu b o s  sin  p u ro m ic in a )  c o r re s p o n d ie n te s  al e x p e ­
r im e n to  r e fe r id o  en F ig u r a  I V .  10.
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r ib o s o m a s  de b a ja  afin idad no poseen  ac tiv id ad  peptid il 

t r a n s fe r a s a  puesto  que el p ro d u cto  s in te tizad o  p o r  e llo s  hu­

b ie r a  sido  inhib ido p o r  an iso m ic in a  en una extens iôn  m ucho  

m e n o r que la e n c o n tra d a  e x p e rim e n ta lm e n te  ( lin e a  de t ra z o  

f in o ) , y  aun c o n s id e ra n d o  que am bos tipos d e  rib o so m as  

h u b ie ra n  sido c a p aces  de  fo r m a r  e n la c e  p ep tid ic o , una sim ­

p le  c o n s id e ra c io n  m a tem atica  nos d ice que e l re s u lta d o  e s -  

p e ra d o  h u b ie ra  s ido  una re c ta , com binac iôn  lin e a l de las dos 

te ô r ic a s  y  s itu ad a  a una d is ta n c ia  re la t iv a  de  a m b a s , d i r e c -

t am ente p ro p o rc io n a l al n u m é ro  de r ib o s o m a s  que componen
3

c a d a  uno d e  los g ru p o s  de d is tin ta  afin idad p o r  H  a n is o m i-
3 0 ° C  3 0 ° C

c in a , esto  es n^ ^  ^2

A s i podem os c o n c lu ir  que tan so lo  los r ib o s o m a s  (o  

una p a r te  de e llo s ) c a p aces  de in te ra c c io n a r  con an iso m ic i­

na con a lta  afin idad poseen  activ id ad  fo rm  a d o ra  de en lace  

pep tid ico  en e l s is tem a  aqui u tiliz a d o . E s to  no e x c lu y e  que  

un pequeno p o rc e n ta je  de rib o s o m a s  de l tipo de b a ja  a fin i­

dad no p o s ea  es ta  activ id ad  deb ido  a los lim ites  de e r r o r  de 

es tas  e x p e r ie n c ia s .

P u e d e  o b s e r v a r s e  en la f ig u ra  I V .  10 que a altas ccn- 

c e n tra c io n e s  de an iso m ic in a  e x is te  una l ig e ra  d es v ia c iô n  de  

la c u rv a  te ô r ic a .  E s to  no puede e x p lic a rs e  p o r  ningun e fe c ­

to de los com ponentes  de la re a c c iô n  s o b re  an iso m ic in a  pues­

to que en to n ces  la  d es v ia c iô n  d e b ie ra  h a b e rs e  p ro d u c id o  a 

b a jas  c o n c e n tra c io n e s  de l an tib iô tico . T a m p o c o  puede a r -  

g iiirs e  una d ife re n te  afin idad par’ d  com ple jo  p o s tra n s lo c a d o  

( K  y  K  ̂ 2 ( 3 0 ° C  ) han s ido  dete rm  in ad as s o b re  e l r ib o s o -
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F I G . I V .  1 0 . R e a c c iô n  d e  la  p u ro m ic in a  a p a r t i r  del co m p le  

j e  p o s tra n s lo c a d o . S is te m a  de  le v a d u ra .

aw» C u r v a  de inh ib ic iôn  te ô r ic a  seg u n  K
,  _ 3 Q O C

  Idem  seg u n  K

o  o C u r v a  de in h ib ic iô n  e x p e r im e n ta l

In cu b a c iô n  2 m in u to s  a 3 0 ^ C .

3 0 ° C
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m a ) puesto  que el re s u lta d o  h u b ie ra  sido una c u rv a  de in ­

h ib ic iôn  p a ra le la  a las te ô r ic a s , A s i so lo  pod ia  s e r  e x p li­

cad o  p o r  e fectos  de a g re g a c iô n  del antib iô tico  a a ltas c o n ­

c e n tra c io n e s  que re b a ja r ia n  su c o n c e n tr  aciôn r e a l  en la  

re a c c iô n  aunque es ta  v e rs iô n  es  m uy im p ro b a b le . M u ch o  

m as a c o rd e  con la  re a lid a d  ré s u lta  s u p o n e r que a p e s a r  

del e fecto  in h ib id o r de a n iso m ic in a  se p e rm ita , en m u y  p e -  

quenas c a n tid a d e s , una c ie r ta  sm tes is  de  N *  A c *  F e n - P M  

debido a que el com ple jo  r ib o s o m a s -a n is o m ic in a  no es  e s tâ -  

tico  s ino d in a m ic o . E s ta  sm tes is  se h a r ia  tanto m as o s te n ­

s ib le  cuanto  m a y o r  fu e r a  e l g ra d o  de in h ib ic iô n , es d e c ir ,  

m e n o r  sm tes is  d eb id a  a la  pob lac iôn  de r ib o s o m a s  no unida 

al an tib iô tico . E s ta  exp lic a c iô n  ré s u lta  tanto m as  fa c tib le  en  

cuanto  cons ide re m  os e l e q u ilib r io  R  +  A  R A  desde un 

punto de  v is ta  te rm od  in am i cam  ente es tad fs tic o .

L a s  con c lu s io n es  obten idas en este  a p a rta d o  han sido  

co n firm  ad as m ed ian te  e l o tro  en s a y o  e s p e c ific o  p a r a  la f o r -  

m aciô n  de e n la c e  pep tid ico : " L a  re a c c iô n  d e l fra g m e n te "

( B a tta n e r  y  V â z q u e z ,  1 9 7 1 a )

I V . 1 . 6 .  C O R R E L A C I O N  F IJ A C IO N  H  A N IS O M I C I N A -  

IN H IB IC IO N  D E  L A  A C T I V I D A D  P E P T I D I L  

T R A N S F E R A S A .

2 . -  R E A C C IO N  D E L  F R A G M E N T O .

E l  p ro c e s o  seg u id o  fu é  p a ra le lo  al d e s c r ito  p a r a  la  

re a c c iô n  de la  p u ro m ic in a . A s i m ism o  todas las c o n s id e ra -  

c iones h ec h as  en tonces son ap licab les  a h o ra .
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F ig u r a  I V .  11 m u e s tra  e l e fecto  de c o n c e n tra c io n e s  

c re c ie n te s  de etano l s o b re  la  fijac iô n  de an iso m ic in a  a

rib o so m as  8 0 S  de le v a d u ra  en con d ic iones idn icas  s ta n d a rd  

( B F Y ) .  N o  p a re c e  e x is t ir  n ingûn efecto  h as ta  aqu ellas  

c o n c e n tra c io n e s  que p ro d u c e r  p re c ip ita c iô n  d e l m a te r ia l r i ­

bosom  ico . A  p a r t ir  de en tonces h ay  una s u a v e , p e ro  con s­

tante  d ism in uciô n  de la a fin id ad . T r a s  es te  e n s ayo  p re v io  

se  pasô  al estudio  c u a n tita tiv o . L o g ic  am e n te , las  condiciones  

iôn icas  fu e ro n  las  c o rre s p o n d ie n te s  al en s a y o  de la r e a c ­

ciôn de l fra g m e n te  ( 1 1 . 3 . 9 ) :  T R I S - C I H  ( p H  7 , 4 )  50  m M ,

c lo ru ro  m ag n és ico  20  m M  , c lo r u r o  p o tas ico  4 0 0  m M  y  e ta ­

nol 33% ( v / v ) .  P a r a  un in te rv a lo  de c o n c e n tra c io n e s  e n tre  

10  ̂ y  10 ^ M de a n is o m ic in a  se em p leô  2 X  10 ^ M  de

r ib o s o m a s , m ie n tra s  que una c o n c e n tr  aciôn dos v e c e s  s u p e ­

r io r  fué  n e c e s a r ia  cuando el antib iôtico  tr it ia d o  se e n c o n trô  

e n tre  10 ^ y  10  ̂ M . 6 X  10 ^ M  fué la  c o n c e n tr  aciôn r ib o ­

s ô m ic a  en aquellos tubos cuyo conten ido en an isom icina

e r a  s u p e r io r  a 10 ^ M . E l  m étodo  em p lead o  fué  e l de p r e ­

c ip itac iôn  p o r  etanol ( 1 1 . 3 . 1 2 )  y  la  te m p e ra tu ra  del p ro ce so  

0 ° C . E l  re s u lta d o  a p a re c e  en la  f ig u ra  I V .  12 segun una  

re p re s e n ta c iô n  de S c a tc h a rd . T a n  so lo  fu é  po s ib le  d e te c ta r  

una fijac iô n  de c a r a c te r  h o m o g én eo , que dados los v a lo re s  

de s a tu ra c iô n  n =  0 , 4 1  ré s u lta  lôgico s u p o n e r que en p r e ­

s e n c ia  de e tano l aquellos r ib o s o m a s  de b a ja  a fin id ad , o han  

p e rd id o  toda  cap ac id ad  de in te ra c c io n a r  con a n is o m ic in a , o 

bien e s ta  es  tan peq uena  que no puede s e r  d e tec tad a  p o r  

los m étodos c la s ic o s  de fija c iô n . M ie n tra s  ta n to , aquellos  

o tro s  de a lta  a fin id a d , a p e s a r  d e  v e r la  re d u c id a  c o n s id é ra -
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P I G . I V . l l .  L  (jac iôn de H  a n is o m ic in a  a r ib o s o m a s  de  

S  . c e r e v is ia e . E fe c to  de e ta n o l.

C o n d ic io n e s  iô n ic a s , B F Y ,  te m p e r a tu r a  0 ^ 0 ,  e x ­
p e r im e n to  de c e n tr ifu g a c iô n . H  a n is o m ic in a  e s tu v o  
s ie m p re  p ré s e n te  a u n a  c o n c e n tra c iô n  f in a l d e  1 0 “ ^ M  
y  los r ib o s o m a s  2 , 5  X  1 0 “ ^ M .
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P 1 G . 1 V . 1 2 .  In te ra c c iô n  de H  a n is o m ic in a  con r ib o s o m a s  

8 0 S  de S . c e re v is ia e  en las  co n d ic io n e s  de la  re a c c iô n  d e l 

f ra g m e n te . R e p re s e n ta c iô n  de S c a tc h a r d .

G o n d . e x p é r im e n ta le s  : 0 ^ 0 ,  F R Y  y  s e d im  en ta c iô n  
p o r  e ta n o l. C o n c e n tra c iô n  de a n is o m ic in a  com o
en la  F ig u r a  I V . 3 . C o n c e n tra c io n e s  de r ib o s o m a s  
2 ,4  y  6 X  10~^ M r e s p e c t îv a m e n te .
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blem ente  3 ,6  X  10 ^ M ,  son los re s p o n s a b le s  de la

fijac iô n  detec tada  en es ta  e x p e r ie n c ia .

E l  in c re m e n to  en el p o rc e n ta je  de los r ib o s o m a s  ’’ac­

tiv o s ” en es ta  in te ra c c iô n  puede s e r  debido a la  p re s e n c ia  

del so lven te  o rg a n ic o . S in  e m b a rg o  no deb e  d e s c a r ta r s e  la 

posib ilidad  de in te rc o n v e rs iô n  de am bos tipos d e  r ib o s o m a s .  

D e s g ra c ia d a m e n te  esto  solo  p o d r ia  s e r  d e m o s tra d o  si fu e s e -  

m os cap aces  de s e p a ra r lo s  fis ic a m e n te .

E l  p ro b lem  a de la  c o rre la c iô n  e n tre  fija c iô n  y  a c t iv i-  

dad h a  quedado en e s ta  ocasiôn m uy s im p lific a d o . E n  la  f i ­

g u ra  I V .  13 la linea  continua re p ré s e n ta  la  c u rv a  de in h ib i­

ciôn te ô r ic a  ca lc u la d a  segûn se d e s c rib iô  en el a p a rta d o  an­

t e r io r .  E l  en sayo  n e c e s a r io  p a r a  o b ten e r la  c o r re s p o n d ie n ­

te  c u rv a  e x p e rim e n ta l fué  re a liz a d o  segûn s e  d e s c r ib iô  en  

la  secc iô n  de M étodos A n a lit ic o s . L a  incubaciôn  a 0 ° C  fué  

in ic ia d a  p o r  la  adiciôn de etanol (33% v / v )  y  te rm in a d a  20  

m inutos después m ed ian te  red u c c iô n  d e l p H  a 5 ,5  p o r  s u l -  

fa to  de b e r ilio  0 ,1  M (s a tu ra d o  con su lfato  m a g n é s ic o ).  FV e- 

v iam en te  se hab ia  c o m p ro b a d o , de a c u e rd o  a los re s u lta d o s  

obtenidos p o r  B a tta n e r  ( 1971 ) que d u ra n te  e s te  t ie m p o , la  

ve lo c id ad  de re a c c iô n  p e rm a n e a a  lin e a l. E n  es te  c a s o  no 

fué  n e c e s a r io  h a c e r  los c o n trô le s  sin p u ro m ic in a  p a r a  c ad a  

co n c e n tra c iô n  de an iso m ic in a  pues no se o b s e rv ô  el fenôm e­

no d e s c rito  en el a p a rta d o  a n te r io r  d eb id o , s ie m p re  s ig u ie n -  

do un p a ra le lis m o  con los re s u ltad o s  de C a s k e y  y  c o ls .  

( 1 9 7 1 ) ,  a que en p re s e n c ia  de etanol no se  l ib e r a ,  N - A c  

leu c in a  s ino que se fo rm a  el etil e s te r  ( c u y a  s m tes is  es
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F I G . I V ,  13 . In h ib ic iô n  p o r  a n is o m ic in a  de la  re a c c iô n  d e l 

fra g m e n te  c a ta liz a d a  p o r  r ib o s o m a s  de S . c e r e v is ia e .

( V  ) R e s u lta d o  e x p e r im e n ta l (e n  % de r e a c c iô n )  
p a r a  c a d a  c o n c e n tra c iô n  de a n tib iô tic o .

E t Q H
  C u r v a  te ô r ic a  de in h ib ic iô n  seg u n  K ^

Incubac iôn  2 0  m inutos a O ^ C . O tr a s  c o n d ic io n e s  
seg un  I I . 3 . 9 .
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in h ib id a  p o r  an iso m ic in a ) s igu iendo  un m eca n ism o  idéntico  

a la re a c c io n  con p u ro m ic in a  s i b ien en una p ro p o rc ié n  

au ten ticam ente d e s p re c ia b le  en las con d ic iones del e n s a y o .

E l  re s u lta d o  a p a re c e  e x p re s a d o  en la  f ig u ra  I V .  13 

p o r  los tr ia n g u lo s  in v e rtid o s . S u  p e r fe c ts  in te rp o la c ié n  en 

la  c u rv a  te ô r ic a  no re q u ie re  m as  c o m e n ta r io s .

E l  hecho  de que en es tas  c o n d ic io n e s , 33% de etano l 

( v / v )  y esp ec ia lm e n te  O^C de te m p e ra tu ra , no se b a y a  p ro ­

d uc ido  n inguna dism inuciôn de la  c u rv a  e x p e rim e n ta l a altas 

c o n c e n tra c io n e s  del an tib iô tico , fa v o re c e  la  h ipôtesis  b êc h a  

en el ap a rta d o  a n te r io r  b as ad a  en c o n s id e ra c io n e s  estadfsticas.

C o n c lu y e n d o , so lo  aquellos r ib o s o m a s  (co m o  m â x im o )  

c a p a c e s  de f i ja r  an isom ic ina  con una afin idad defin ida  p o r

poseen  activ idad  peptid il t ra n s fe ra s a  e n s a y a d a  segun 

la  re a c c iô n  d e l fra g m e n te . L a  pos ib ilidad  de que algunos r i ­

b osom as de aquellos que no fijan  an iso m ic in a  (o  lo hacen  

con K j  s u p e r io re s  a 10 ^ M ) pose an ac tiv id ad  peptid il tra n s -  

fe r a s a  es m ucho m as re d u c id a  que u tilizando  el e n s a y o  de  

re a c c iô n  de  la  p u ro m ic in a  ( v e r  ap a rta d o  a n t e r io r ) .

I V .  1 . 7 .  F IJ A C IO N  A  R IB O S O M A S  C IT O P L A S M A T IC O S  

H U M A N O S .

S i bien p a r a  el tra b a jo  d e s a r ro lla d o  en es ta  T e s is  se  

han u tilizad o  p re fe re n te m e n te  r ib o s o m a s  de le v a d u ra  dado el 

m a y o r  ren d im ie n to  en sus o b ten c io n e s , se  p re te n d iô  g e n e r a -  

l i z a r  los re s u lta d o s  a o tro s  tipos d e  r ib o s o m a s  e u c a riô tic o s  

y  ninguno m e jo r  que los e x tra id o s  de am ig d a las  palatin  as
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hum a n a s , es d e c ir  p ro c é d a n te s  del ext re m  o opuesto a las  

le v a d u ra s  en la e s c a la  filo g en e tica .

N o  ha sido  en ningun m om ento n u e s tro  p ro p o s ito  r e ­

pet i r  los exp e rim e n to s  re a liz a d o s  con rib o s o m a s  de S . c e r e ­

v is ia e  sino e n c o n tra r  una situaciôn  s im ila r  en las c o n d ic io ­

nes m as g é n é ra le s  de es tu d io . P o r  ello s e  dec id io  r e a l iz a r  

un e x p e rim e n to  de fijac ion  a 0 ° C  y  en las con d ic iones  ionicas 

s ta n d a rd  em pleadas  en el s is tem a de sm tes is  de p o life n ila la -  

n in a , esto es B F H :  T R I S - C I H  (p H  7 , 4 )  50 m M , c lo r u r o  

m ag n és ico  11 m M , c lo r u r o  po tas ico  60 m M  y  2 -m e r c a p to e ­

tano l 7 m M . L a  té c n ic a  fué la  de u ltra c e n trifu g a c iô n  y  las

can tid ad es  de rib o so m as  em pleadas 2 , 2 X  10 ^ M  p a r a  el
3 ' 7 6 6

ra n g e  de H  an iso m ic in a  10 -  10 M , 4 X 1 0  M p a r a  el

in te rv a lo  10 10  ̂ M  y  fina lm ente  6 X  10 ^ M  p a ra  c o n c e n ­

tra c io n e s  s u p e r io re s  a 10  ̂ del antib iôtico tr it ia d o .

E x p re s a n d o  los re s u lta d o s  obtenidos segun la  r e p r e ­

sen tac iô n  g ra f ic a  de S c a tc h a rd  ( F i g .  I V .  1 4 ) se  o b s e rv a  

una s ituaciôn  s im ila r  a la  obtenida con le v a d u ra s , aun que

ex is ten  c ie r ta s  d ife re n c ia s  en cuanto a las p ro p o rc io n e s  de
H T

am bos tipos de r ib o s o m a s . L o s  de alta afinidad, 1 ,6  X

10 ^ M  re p re s e n ta n  un 37% del total y  los de ba ja  a fin idad
H T  -  6

K = 6 ,6  X  10 M son un 35%. A s i nos e n c o n tra m o s  en

es te  caso  con can tidades idénticas de a m b o s , m ie n tra s  que

en le v a d u ra  (e n  estas m ism as co n d ic io n es ) la p ro p o rc iô n  de
0 ° C

los r ib o s o m a s  defin idos p o r  K e r a  exac tam en te  el d o b le . 

L a  s ign ificac iôn  de estos resu ltad o s  es toda v ia  d e s c o n o c id a . 

S in  e m b a rg o  ha quedado d e m o s tra d a  la g e n e ra lid a d  del fe ­

nôm eno de h e te ro g e n e id a d  de los rib o so m as  e u c a riô tic o s  en
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P I G . I V .  14 . In te ra c c io n  de H  a n is o m ic in a  con r ib o s o m a s  

8 0 S  p ro c e d e n te s  de am ig d a las  p a la tin as  hum  a n a s .

C o n d . e x p é r im e n ta le s  : B F H ,  O ^C  , u ltra c e n tr ifu g a -
c l6n  2 , 2 ;  4 6 X  1 0 “ ^ M  de r ib o s o m a s  p a r a  los  
ra n g o s  de H  a n is o m ic in a , M , 1 0 “^ -
10"  M y  ^  10"^  M  re s p e c t iv a m e n te . R e p ré s e n ta -
c i6n  de S c a tc h a rd .
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cuanto  a  su  afin id ad p o r  a n is o m ic in a .

I V .  1 . 8 .  E S P E C I F I D A D  E S T R U C T U R A E  D E  L A  I N ­

T E R A C C I O N  D E  A N IS O M IC IN A  C O N  R I ­

B O S O M A S  E U C A R I O T I C O S  D E  L E V A D U R A

H a b ia  s id o  d e s c r ito  p o r  G ro llm a n  en 1967 que d e s a -  

c e tila n is o m ic in a  ( 2 - p  m e to x ife n ilm e til-3  ,4 -d ih id r o x ip ir r o I id in a )  

( P i g .  I V .  15) e r a  in ac tiv a  en s is tern as a c e lu la re s  de levadu- 

o re t ic u lo c ito s . E n  es te  a p a rta d o  se ha tra ta d o  de in vestig ar  

las ra z o n e s  de e s ta  p é rd id a  d e  a c tiv id a d . E l  punto d e  a te n -  

c i6n  h a  s id o  c o m p ro b a r  si d e s a c e tila n is o m îc in a  e r a  c a p a z  

de in te ra c c io n a r  con el r ib o s o m a  6 n o , d ich o  en o tra s  p a ­

la b r a s ,  s i e l g ru p o  acetato  e lim in ad o  fo rm a b a  p a r te  de los  

re q u e r im ie n to s  e s tru c tu ra le s  d e  la  m o lé c u la  de a n is o m ic in a  

p a r a  in te ra c c io n a r  en  un s itio  e s p e c ific o  d e l r ib o s o m  a o e s -  

tab a  im p licad o  en su  a fin id ad . L o s  m otivos que nos in d u je -  

ro n  a r e a l iz a r  es te  estud io  son com entados en la  D is c u s iô n .

S i  la  s e g u n d a  h ipô tes is  e r a  la c o r r e c ta  h ab rfa rn o s  d e  

e n c o n tra r  un co m p o rta m ie n to  idéntico  e n tre  a n is o m ic in a  y  su 

d e r iv a d o  d e s a c e tila d o  en cuanto  a inh ib ic iôn  d e  los s is te m a s  

a c e lu la re s  e n s a y a d o s  si b ien las  c o n c e n tré e io n e s  n e c e s a r ia s  

p a r a  p r o d u c ir  un d e te rm in a d o  p o rc e n ta je  d e  in h ib ic iô n  s e r ia n  

m ucho  m as fa v o ra b le s  al an tib iô tico  in ta c te .

L a  f ig u ra  IV . 16 m u e s tra  e l efecto  c o m p a ra tiv e  d e  a m -  

bas s u s ta n c ia s  s o b re  A ,  s m te s is  de p o life n ila la n in a  d ir ig id a  

p o r  éc ido  p o liu r id ilic o  y  B ,  re a c c iô n  d e l f ra g m e n te . S e g u n  

el e n s a y o  d e  s m te s is  d e  p o life n ila la n in a  la  d ife re n c ia  e n tre
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P I G . I V .  15.  E s tru c tu ra  de an is o m ic in a  y  su  d e r iv a d o  

d e s a c e tila d o .

S e g u n  B u tle r  ( 196 8 )
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F I G . I V .  16. E fe c to  de an is o m ic in a y d e s a c e tila n is o m ic in a  en:

A .  S m te s is  de p o lifen ila lan in a

B .  R e a c c iô n  del fra g m e n te  

• ----- •  an iso m ic in a

□ -----□ d e s ace tilan iso m ic in a

S is te m a s  de S  . c e r e v is ia e , I I.  3 . 7 y  11 .3 .9  
re s p e c tiv a m e n te .
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am bos com puestos  es a b is m ^ I, pu esto  que in c lu so  p u e d e  

c o n s id e ra rs e  que d e s a c e tila n is o m ic in a  no p o s e e  e fec to  a lg u -  

n o . S in  e m b a rg o  en  la  re a c c iô n  del fra g m e n te  se  c o m p o r -  

tan p a ra le la m e n te , s i b ien  p a r a  c o n c e n tra c io n e s  ig u a le s , el 

efecto  de a n is o m ic in a  es  3 0 0 -3 5 0  v e c e s  s u p e r io r .  S e g u n  

estos re s u lta d o s  p a r e c e r ia  c o n firm  a r s e  c a d a  una de  las  h i­

pô tes is  que se d ib u ja ro n  a n te r io r m e n te , d ep en d ien d o  de la  

p re s e n c ia  de e ta n o l. E s  b ien co n o c id o  que e l s is te m a  de  

p o lifen ila la n in a  p ré s e n ta  unas p a r t ic u la r id a d e s  tan e s p e c ia le s  

que antib io ticos com o c lo ra n fe n ic o l o e r it ro m ic in a  s e  m u e s -  

tra n  com o m al y  nulo  in h ib id o r re s p e c t iv a m e n te . E s ta  incc^- 

n ita  podfa d e s v e la rs e  es tu d ian d o  la  re a c c iô n  de  la  p u r o m i-  

c in a , sin e m b a rg o  p re fe r im o s  u t i l iz a r  un m étodo  m a s  d i r e c ­

te , es te  e s , e l e fecto  de d e s a c e tila n is o m ic in a  s o b re  la  fijac icn  
3

de H  a n iso m ic in a  a r ib o s o m a s .

L a  f ig u ra  I V .  17 m u e s tra  en una p r im e r a  a p r o x im a -  

ciôn un e x p é r im e n te  c u a lita tiv o . D a d o  que el an tib iô tico  t r i -  

tiado  se e n c u e n tra  a una c o n c e n tra c iô n  de 10 ^ M  pod em os  

o b s e r v e r  que aun en a u s e n c ia  de e tano l ( e s t e  e x p e r im e n to  

se  re a liz ô  en co n d ic io n es  s ta n d a rd , B F Y )  d e s a c e tila n is o m i­

c ina  tiene un e fec to  d ir e  cto y  p ro p o rc io n a l s o b re  la  fija c iô n  
3

de H  a n is o m ic in a . E s te  e x p e r im e n to  d e m u e s tra  tan to  la  a r -  

t iiic ia lid ad  d e l s is te m a  d e  poli U  p a r a  d e s a c e tila n is o m ic in a  

com o la  c a p a c id a d  d e  e s ta  p a r a  in te ra c c io n a r  con e l r ib o ­

som  a e u c a r iô t ic o .

L a  h ipô tes is  s o s ten id a  en  un p r in c ip io , de que e l g r u ­

po acetato  es re s p o n s a b le  de la  a fin idad  d e  a n is o m ic in a  p o r
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F I G . I V .  17.  E fe c to  de  d e s a c e tila n is o m ic in a  s o b re  la 

in te ra c c iô n  d e  an iso m ic in a  con r ib o s o m a s  8 0 S  de  

S . c e r e v is ia e .

6 3
C o n d . E x p é r im e n ta le s  : 10 M  de H  a n is o ­
m ic in a  y  2 , 5 X  1 0 “ ^ M  de r ib o s o m a s . 0 ° C , 
B F Y  y  u ltra c e n tr ifu g a c iô n .
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e l r ib o so m  a p e ro  no in te rv ie n e  en la  e s tru c tu ra  n e c e s a r ia  

p a r a  el re c o n o c im ie n to  p o r  e l antib iôtico de su "s itio  de  f i ­

ja c iô n "  solo  puede s e r  d e m o s tra d o  si d e s a c e tila n is o m ic in a  

es un in h ib id o r com petitive  de la  fijac iô n  de an iso m ic in a .

P a r a  e llo  se  re a liz ô  e l c o rre s p o n d ie n te  e x p erim en to  

ta l y  com o se d e s c r ib iô  en los a p a rta d o s  11 .3 .14  y  111.3.3.

E l  re s u lta d o  a p a re c e  on la f ig u ra  I V .  18 . L a s  re c ta s  en au­

s e n c ia  o presencia de d e s a c e tila n is o m ic in a  se  c o rta n  en un m is-

m o punto de l e je  de o rd e n a d a s . E s to ,  com o es g e n e ra lm e n -
3

te  s a b id o , s ig n ifica  com petiv îdad  e n tre  la  fijac iô n  de H  a n i­

so m ic in a  y  su d e r iv a d o  d e s a c e tila d o . L a  c o n c o rd a n c ia  e n ­

t r e  e l v a lo r  de la constante de d iso c iac iô n  obtenido a p a r ­

t i r  de las c u rv a s  c o rre s p o n d  (entes a 0 ,3  m M  ( A - — A )  y  a

0 , 8  m M  de d e s a c e tila n is o m ic in a , esto  es K , ( D A N ) =  1 , 5  X
_4 .  .

10 M ,  c o n firm ô la v a lid e z  del e x p e r im e n to . E s te  v a lo r  es

350  v e c e s  s u p e r io r  al obtenido en el c o n tro l de  a n is o -  

m ic in a  ( K  ( A N 1 S ) =  4 , 2  X

L a s  con d ic iones e x p é r im e n ta le s  fu e ro n  las d e s c rita s  

en 1V . 1. 3 a excep c iô n  de que tan solo se em p le a ro n  r ib o ­

so m as a una c o n c e n tra c iô n  fin a l de  2 ,5  X  10 ^ M p a r a  un 

ra n g o  de H  an iso m ic in a  0 , 5 - 5  X  10 ^ M .

A  la  v is ta  de estos re s u lta d o s  se  puede c o n c lu ir  que  

e l g ru p o  h id ro x id o  situ ado en e l ca rb o n o  3* del anillo  p i r r o -  

lid m ico  es re s p o n s a b le  de la  e le v a d a  afin idad de an isom ic ina  

p o r  e l r ib o so m  a p e ro  no fca^ma p a r te  de la  e s tru c tu ra  re q u e -  

r id a  p o r  e l antib iôtico  p a ra  re c o n o c e r  su s itio  de fijac iô n  en
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F I G . I V .  18. C a lcu lo  de la  afin idad de d es a c e tila n is o m ic in a

p o r  e l r ib o so m  a 8 0 S  de S  . c e r e v is ia e . M e d id a  in d ire c ta  a
3

p a r t i r  de su efecto  s o b re  la fijac iô n  de H  a n is o m ic in a . 

R e p re s e n ta c iô n  doble r e c ip r o c a .
o r

"O H  an iso m ic in a  0 ,5  - 5  X  10 M
-4

A  A Idem  + d e s a c e tila n is o m ic in a  3 X  10 M
-4

A Id e m , 8 X  10 M .

R ib o s o m a s  2 ,5  X  10 ^ M , 0 ° C , B F Y  y  u ltra c e n ­
tr ifu g a c iô n  fu e ro n  las  re s ta n te s  co n d ic io n e s .
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e l r ib o s o m a .

F in a lm e n te  la  c o r re la c iô n  o b ten id a  e n tre  los v a lo r e s  

de las con stan tes  de d is o c ia c iô n  (e n  co n d ic io n e s  iô n ic as  

s ta n d a rd )  y  e l re s u lta d o  en la  inh ib ic iôn  d e  la  re a c c iô n  del 

fra g m e n te  h a c e n  s u p o n e r  que la  p re s e n c ia  d e  e tan o l no a l ­

t e r a  s u s ta n c ia lm e n te  ^estas c o n c lu s io n e s .
' . ' s

I V . 1 . 9 .  F IJ A C IO N  D E  A N IS O M IC IN A  A  R I B O S O ­

M A S  D E  L E V A D U R A  E N  P R E S E N C I A  D E  

A C E T O N A

L a  in c lu s iô n  d e  e s te  a p a rta d o  r e q u ie r e  u n a  p e q u e h a  

in tro d u c c iô n . C a s k e y  y  c o la b o r  a d o re s  h an d e s a r r o lla d o  unos 

s is te m a s  a c e lu la re s  p a r a  e s tu d ia r  e l p ro c e s o  d e  te rm in a c iô n  

s e p a ra d o  d e  las  o tra s  e tap as  de sm te is  de p ro te in  a s . P a r a  

e llo  u tiliza  r ib o s o m a s , A U G  ( tr ip le te  in ic ia d o r)  y  f - M e t - t R N A p  

( a m in o a c il- tR  N A  in ic ia d o r ) .  F o r m a  un c o m p le jo  te r n a r io  que 

s i b ien  c o r re s p o n d e  a una e tap a  de in ic ia c iô n  no es  m en o s  

c ie r to  que a s e m e ja  la  s itu ac iô n  que ha  de te n e r  un r ib o s o ­

m a  en un e s ta d o  d e  te rm in a c iô n  su s titu yen d o  e l p e p tid il- tR  N A  

p o r  fo rm il-m e t io n il  t R N A p  y  e l tr ip le te  te r m in a d o r  ( e j : U A A )  

p o r  la  a u s e n c ia  de tr ip le te .

A  p a r t i r  de este  co m p le jo  puede e s tu d ia rs e  t r è s  tipos 

d e  re a c c io n e s :

a ) en p re s e n c ia  de p u ro m ic in a , o c u r r e  la  s m te s is  de  e n la ­

ce  pep tfd ico  o re a c c iô n  de la  p u ro m ic in a , in te rv in ie n d o  el 

c e n tre  a c tiv e  pep tid il t r a n s fe r a s a .
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b ) en  p re s e n c ia  de e tan o l,. se  fo r m a  e l e til e s te r  de f o r -  

m ilm e tio n in a  s ien d o  asi m is m o  re s p o n s a b le s  de  e s te  p r o c e ­

so  peptid il t r a n s fe r a s a .  A m b a s  a )  y  b ) son inh ib idas  p o r  

to d as  aq u e llas  s u s ta n c ia s  c a p a c e s  de in h ib ir  e n la c e  peptfdico.

c ) C a s k e y  o b s e rv é  que en p re s e n c ia  de ace to n a  (30% v / v )  

o c u r r f a  u n a  lib e ra c iô n  d e  fo rm il-m e t io n in a , d ep en d ien te  de  

la  ad ic iôn  de t R N A  d e a c ila d o . ( E n  re a lid a d  la  re a c c iô n  se  

c o rre s p o n d e  con la  es tim u lac iô n  p ro d u c id a  p o r  tR  N A  puesto  

q u e en su a u s e n c ia  tien e  lu g a r  u n a  c o n s id e ra b le  h id rô lis is  

de fo r m il -m e t io n in a ) .  C o n  objeto  de c o m p ro b a r  s i in te rv e n fa  

p ep tid il t r a n s fe r a s a  en e l p ro c e s o  te rm in a c iô n  ta l y  com o  

hab fan  s u g e r id o  o tro s  a u to re s  ( V o g e l ,  Z a m i r  y  E ls o n ,  1969), 

es tu d iô  el e fec to  de los in h ib id o re s  de e s te  c e n tre  a c tiv e  en 

e s ta  re a c c iô n . S o rp re d e n te m e n te  e n c o n trô  que m ie n tra s  to -  

dos in h ib fan , a n is o m ic in a  ( y  lin c o m ic in a  en el cas o  de r ib o ­

s o m a s  p ro c a r iô tic o s ) es tim u lab a  e s ta  h id rô lis is .

A n te  la im p o sib ilid ad  de e x p lic a r  e s te  re s u lta d o  con  

los co n o c im icn to s  ac tu a le s  a c e r c a  del m é c a n is m e  de  acc iô n  

d e an is o m ic in a  se  p en sô  en e s tu d ia r  su in te ra c c iô n  con el 

r ib o s o m a  en  p re s e n c ia  de a c e to n a , in c lu so  en las m is m a s  

c o n d ic io n e s  iôn icas  a las  d e s c r ita s  p o r  C a s k e y  p a r a  su sis­

te m a  d e  re tic u lo c ito s : T R I S  C I H  ( p H  7 , 4 )  50  mM , d o r u ­

r e  m a g n é s ic o  11 m M , d o r u r e  p o tâs ico  50  m M  asi com o la  

te m p e r a tu r a  de 24 G .

L o s  re s u lta d o s  a p a re c e n  en la  ta b la  I V .  2 ,  m o s t r a n -  

d o s e - u n a  d ism in u c iô n  d e  afin idad que no p u e d e  en abso lu te  

e x p lic a r  e l d ife re n c ia l c o m p o rta m ie n to  de l an tib iô tico . A n a le -



T A B L A  I V . 2 

F IJ A C IO N  D E  A N IS O M IC IN A  A  R IB O S O M A S

E F E C T O  D E  A C E T O N A

S is te m a
3p m o les  de H  a n is o m ic in a  

fija d o s

C o m p lè te 3 6 ,5

+ A c e to n a 0 ° C . 4 , 8

C o m p le te 3 1 ,4

+ A c e to n a 2 4 ° C 1 0 ,4

E x p e r im e n to  de u ltra c e n tr ifu g a c iô n  en las  co n d ic io n e s  iô n icas  

d e s c r ita s  en  I V .  1 .9  ( C a s k e y  y  c o ls . 1 9 7 1 ) .  C u a n d o  ace to n a  

es tu vo  p ré s e n te  (30% , v / v )  la  c e n tr ifu g a c iô n  s e  r e a l iz ô  en 

c e n tr ifu g e  de m e s a  d u ra n te  15 m inutos ( m a x .v e lo c id a d ) en  

v ia le s  c e r r a d o s  h e rm e tic a m e n te . a n is o m ic in a  10 ^ M .  R i ­

b o so m as  8 0 S  de S  . c e re v is ia e  3 , 5  X  10 ^ M .
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go re s u lta d o  n e g a tivo  s e  obtuvo cuando s e  c a r a c te r iz ô ,  tan ­

to e l p ro d u c to  l ib re  en e l s o b re n a d a n te , co m o  el un ido a 

los  r ib o s o m a s  en el sed im en to  que ré s u lté  s e r  a n is o m ic in a  

s in  ningun tipo  de m o d ific a c io n e s .

E s to s  e x p e r im e n to s  deb ido  a la  e v a p o r iz a c iô n  d e  la  

a c e to n a  se r e a l iz a r o n  en  v ia le s  1 - 1 ,5  m l d e  cap a c id a d  h e r -  

m e tic a m e n te  c e r r a d o s .  L a  ce n trifu g  aciôn s e  h iz o  d u ra n te  15 

m in u to s  en una c e n tr ifu g  aciôn d e  m e s a  a la  m a x im a  v e lo c i­

d ad  ( a lr e d e d o r  de 4 .0 0 0  rp m ) a te m p e ra tu ra  a m b ie n te . P r e -  

v i am ente los v ia le s  hab ian  s ido  incubados 5 m inutos  a 2 4 ^ C .  

T a m b ié n  s e  r e a l iz ô  es te  e x p e r ie n c ia  a 0 C  ( T a b la  I V .  2 ) .
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I V . 2 .  F IJ A C IO N  D E  H  G O U G E R O T IN A  A  R IB O S O M A S

I V . 2 . 1 .  E S P E C I F I C I D A D  D E  L A  I N T E R A C C I O N  D E  

G O U G E R O T IN A  C O N  R I B O S O M A S .

3A l ig u a l que s u c ed iô  con H  a n is o m ic in a , e l p r im e r  

p a s o  al e s tu d ia r  la  in te ra c c io n  de un antib iô tico  con r ib o s o ­

m a s  e s  d e m o s tr a r  que e s ta  es  e s p e c ffic a , es to  e s ,  q u e  s o ­

lo  o c u r r e  con aq u e llas  e s tru c tu ra s  re s p o n s a b le s  de la  fu n -  

cîôn  in h ib id a  p o r  e l an tib iô tico .

In ic ia lm e n te  g o u g e ro tin a  d eb e  f i ja r s e  a r ib o s o m a s  p ro ­

c a r iô tic o s  y  e u c a r iô t ic o s  puesto  que es  a c tiv a  en am bos sis­

te m a s  y  c o n s e c u e n te m e n te , a la  sub un id ad  m a y o r  5 0 S  6 60S , 

r e s p e c t iv a m e n te , puesto  que inh ibe  fo rm  aciôn d e  e n la c e  p e p -  

t id ic o .

E s to s  re s u lta d o s  a p a re c e n  c o n firm  ados en e l e x p e r i ­

m en to  de s e d im e n t aciôn d e s c r ito  en la  T a b la  I V .  3 ,  S in  em­

b a rg o  es r e m a r c a b le  la  d ife re n c ia  ex is te n te  e n tre  e l r ib o s o ­

m a  y  su s u b u n id a d . E s te  te m a  s e  t r a t a r â  en  e s ta  s e c c iô n  

m a s  ad el a n te .

L a s  s o lu c io n es  iô n icas  e m p le a d a s  fu e ro n  B F Y  en  e l 

c a s o  de le v a d u ra s , B F H  en e l de am ig d a las  p a la tin a s  h u m a- 

n as  y  B F B  en  el de b acte r i  a s . E l  re s te  de las  co n d ic io n e s  

fu é : c o n c e n tra c iô n  3 X  10 r ib o s o m a s  8 0 S  de le v a d u ra  y

su s  c o rre s p o n d ie n te s  su b u n id ad es  y  2 , 5  X  10 p a r a  los

p r o c a r iô t ic o s , m ie n tra s  que los r ib o s o m a s  hum an os s e  e m ­

p le a ro n  a una c o n c e n tra c iô n  fin a l de  3 ,5  X  10 ^ M . g o u -



T A B L A  I V . 3

E S P E C I F I C I D A D  D E  L A  F IJ A C IO N  D E  H  G O U G E R Q .  

T I N A  A  R IB O S O M A S  Y  S U S  S U B U N I D A D E S

P r e p a r a c io n
rib o s ô m ic a

F u e n te  de  
obtenciôn

m m o les  de H  g o u g e ro tin a  
unidos p o r  m ol de r ib o s o m a s

R ib o s o m a s 7 0 S E  . co li 171

R  ibosom as 8 0 S S  . c e re v is ia e 76

R ib o s o m a s 8 0 S •A m ig d a las  palatinas 
hum anas

45

S u b u n id ad 5 0 S E  . coli 28

S u bun idad 3 0 S E  . coli 0

S u bun idad 6 0 S S  . c e re v is ia e 12

S u b u n id ad 4 0 S S .  c e re v is ia e 0

E l  e x p e rim e n to  h a  s ido  llev ad o  a cab o  p o r  e l m étodo  d e  u l-  

t ra c e n tr ifu g a c io n . E n  todos los c a s o s  la c o n c e n tra c iô n  de r i ­

bosom as o su b u n id ad es  fué de 3 X  10 ^ M y  10 ^ M  la  de
3

H  g o u g e ro tin a . L a s  co n d ic io n es  iôn icas  fu e ro n  las c o r r e s -  

pondien tes a c a d a  s is te m a .
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g e ro t in a  es tu vo  s ie m p re  p re s e n te  a 10 ^ M .

I V . 2 . 2 .  E F E C T O  D E  S A L E S  Y  E T A N O L

a) E fe c to  de s a le s . E s te  estud io  fu é  r e a liz a d o  tan  

so lo  con r ib o s o m a s  8 0 S  de le v a d u ra  S . c e r e v is ia e . deb ido  

a que en e l c as o  de E , coli se  ad o p ta ro n  d e s d e  un p r in c i ­

p io  las  co n d ic io n es  iô n icas  em p le a d a s  p o r  F e r n a n d e z -M u n o z  

y  c o ls . (1 9 7 1 )  al e s tu d ia r  la  fija c iô n  de c lo ra n fe n ic o l, l in c o ­

m ic in a  y  e r it ro m ic in a  a l r ib o s o m  a 7 0 S ,  con ob jeto  de d a r  

un v a lo r  c o m p a ra tiv o  y  u n ifo rm e  a los re s u lta d o s  aqui d e s -  

c r i t o s . A l igual que o c u r r iô  en e l caso  de a n is o m ic in a , la s  

v a r ia c io n e s  son m in im as  y  ad e m a s  o c u r r e n  en  un sen tid o  

to ta lm en te  p a ra le lo  ( F i g .  I V .  1 9 ) .  D a d o  que am bos a n tib iô -  

t ic o s  in te ra c c io n a n  con el r ib o s o m a  en s itio s  to ta lm en te  in d e -  

p en d ie n te s  (C a p itu le  V )  e s ta  p ro p ie d a d  d e  in a lte ra b ilid a d  a n ­

te  las c o n c e n tra c io n e s  de m a g n e s io  y  arnonio ( ô p o ta s io ) em ­

p le a d a s , p a re c e  s e r  un ra s g o  c a ra c te r is t ic o  de todo  e l c e n ­

t r e  peptid il t ra n s fe r a s a  m as  que de los p ro p io s  s itio s  d e  f i ja ­

c iôn  de los a n tib iô tic o s .

b ) E fe c to  de e ta n o l. S e  h a  estud iado  en las  c o n d ic io ­

n es  iô n icas  de la re a c c iô n  del f ra g m e n te . E s to  es F R Y ,  

T R I S - C I H  ( p H  7 , 4 )  50  m M , d o r u r e  m a g n é s ic o  2 0  m M  y  

d o r u r e  p o tâs ico  4 0 0  m M  p a r a  r ib o s o m a s  e u c a r iô t ic o s  y  B F B ,  

T R l S - C l H  ( p H  7 , 4 )  33  m M , d o r u r e  m a g n é s ic o  13 m M  y  

d o r u r e  p o tâs ico  2 7 0  m M  p a r a  r ib o s o m a s  y  s u b u n id a d e s  p r o -  

c a r iô t ic a s . E l  re s te  de las con d ic iones  e x p é r im e n ta le s  a p a ­

r e c e n  d e s c r ita s  en e l c o rre s p o n d ie n te  a p a rta d o  d e  M é to d o s
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P I G . I V .  1 9 . F ija c iô n  de H  g o u g e ro tin a  a r ib o s o m a s  de  

S . c e re v is ia e

-© E fe c to  de m ag n es io

O tr a s  c o n d ic io n e s : M a le a to  am ô n ico  ( p H  6 , 5 )  
50 m M ,  0 ° C .

o  o E fe c to  de am onio

O tr a s  co n d ic io n e s : T R l S ^ C l H  ( p H  7 , 4 )  50  m M  , 
C l2M g  12 m M ,  0*^ 0 . E x p e r im e n to  de u ltra c e n tr ifu  
g a c iô n . 3 ,5  X  10"^  M  de r ib o s o m a s  y  1 0 “ M  d e  

g o u g e ro tin a .
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( I I . 3 .1 3 ) .

A I igual que su c ed io  en e l caso  de a n is o m ic in a , con­

c e n tra c io n e s  de etanol in fe r io re s  al 20% ( v / v ) ,  es  d e c ir  a -  

q u e llas  que no p ro v o c a n  p re c ip ita c iô n  d e l r ib o s o m a , no a fec -  

tan su s tan c ia lm en te  la afin idad de g o u g e ro tin a  p o r  e l r ib o s o ­

m a  e u c a r iô t ic o . S in  e m b a rg o  al s o b re p a s a r  es te  punto c r i -  

tico  de p re c ip ita c iô n  se  p ro d u c e  un d ra m a tic o  d e s c e n s o  de  

afin idad hast a un 35% ( v / v )  p a ra  luego s e g u ir  d ism inuyendo  

m as len tam en te .

U n ien d o  este  re s u lta d o  ( P i g .  I V . 2 0 A )  al obtenido e s ­

tudiando el e fecto  de cationes podem os d e d u c ir  que la d ife ­

re n c ia  de afin idad de g o u g e ro tin a  en las con d ic io n es  standard  

(B F Y )y  la de reacciôn del fragmente (F R Y )  son de 5 v e c e s  a fa v o r  

de las p r im e r a s ,  sup oniendo que se m antengan  a p ro x im a d a -  

m ente  constan tes  los v a lo re s  de s a tu ra c iô n .

U n a  s ituaciôn  p a ra le la  se p ré s e n ta  en rib o s o m a s  p r o ­

c a r iô tic o s  ( F i g .  I V . 2 0 B ) .  A  p a r t ir  de 10% ( v / v )  ( O b s é r -  

v e s e  que en es te  caso  la  ca id a  co m ie n za  antes de las c o n ­

d ic io n es  de p re c ip ita c iô n ) ex is te  una d ism in uciô n  lin e a l en la  

afin idad h as ta  I le g a r  a v a lo re s  del 3 0 -3 5  % ( v / v )  donde si 

bien sigue d e c re c ie n d o  lo hace  m as len tam ente  ta l y  com o  

su ced iô  en r ib o s o m a s  8 0 S .  D a d o  que las con d ic io n es  iô n i­

cas  em p lead a s  son idén ticas  p a r a  e x p e rim e n to s  s ta n d a rd  o 

de " re a c c iô n  de f ra g m e n te " , la s  d ife re n c ia s  e n c o n tra d a s  e n ­

t r e  am bos deben  s e r  a tr ib u id a s  un ica y  ex c lu s  iv am ente a la 

p re s e n c ia  de l e tan o l. E l  v a lo r  cuantitativo  d ed u c id o  de es te  

e x p e r im e n to  fué  de 3 ,6  v e c e s  a fa v o r  del s is te m a  s ta n d a rd .
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P IG .  I V .  2 0 .  E fe c to  d e  etano l s o b re  la fija c iô n  de H  gou  

g e ro t in a  a :

• -----© R ib o s o m a s  8 0 S  de S  . c e r e v is ia e

o -----o R ib o s o m a s  7 0 S  de E  . co li

A -----A S u b u n id a d e s  5 0 S  de E  . co li

L a s  co n d ic io n e s  iôn icas  e m p le a d a s  ban s ido
A . -  F R Y  y  B . -  B F B  a las que s e  ban a n a -  
d ido  las  can tid ad es  re q u e r id a s  de e ta n o l.
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E s to s  v a lo re s  aqui obtenidos s e ra n  c o rre la c io n a d o s  p o s te -  

r io rm e n te  con estud ios de activ id ad  de fo rm a c io n  d e  en lace  

pep tfd ico .

E l  e fec to  que el e ta n o l, y  en  g e n e ra l o tro s  sol ven tes  

o rg â n ic o s  ta ies  com o m e ta n o l, ace to n a  e tc . , p ro d u c e n  en 

la e s tru c tu ra  r ib o s ô m ic a  es d esconoc ido  en su  e s e n c ia , aun- 

q ue hayan  sido em pleado s  p a r a  e s tu d ia r  re a c c io n e s  p a r c ia -  

les de la co m p le ja  m a q u in a r ia  de la Sfntesis de p ro te fn a s ,  

q ue sin  su p re s e n c ia  no h u b ie ra  s ido  pos ib le  l le v a r la s  a c a ­

bo . A s i la  re a c c iô n  de l f ra g m e n te , donde ha sido  e lim in a d a  

la funciôn d e l R  N A  m e n s a je ro  asi com o de l tR  N A  a e x c e p ­

ciôn d e l tr in u c le ô tid o  3* te rm in a l C C A  (c o m u n  p a r a  todas  

las e s p e c ie s ) , r e q u ie re  la p re s e n c ia  de a lcoho les  p r im a r ie s  

de cad ena  c o r ta  (M o n r o ,  1 9 6 7 ) .  A c e to n a  es im p re s c in d ib le  

p a r a  la h id rô lis is  d e  f - M e t - t R N A  en el s is te m a  d e s c r ito  por  

C a s k e y  y c o ls . ( 1 9 7 1 )  ( v e r  I V .  1 . 9 ) .  A s f  m ism o B a lle s ta  

y  V a z q u e z  ( 1 9 7 2 a ) h an o b s e rv a d o  que la G T  R a s a  del fa c ­

to r  de p o lim e r iz a  ciôn E F  T  ( T  + T  ) tien e  lu q a r en p r e -u s
s e n c ia  de 20% de m e ta n o l, am au s e n c ia  de a m in o a c il- tR  N A  , 

s iendo  es ta  h id rô lis is  d e  G T P  re s is te n te  a t io s tre p tô n , un 

antib iôtico  que la  inhibe cuando e s ta  tiene lu g a r  a p a r t i r  del 

com ple jo  te r n a r io  G T P - E F  T ^ -a m in o a c il*  tR  N A .  E n  todos  

estos s is tem as  se ha e n c o n tra d o  que la subunidad  SOS (cuan­

do podfa a c tu a r  p o r  si s o la ) se  c o m p o rtà b a  de la m is m a  

fo rm a  que el r ib o s o m a  co m p le to , e s  d e c ir  la  re s p u e s ta  al 

sol ven te  o rg â n ic o  o c u r r fa  en una e s tru c tu ra  de es ta  s u b u n i­

d a d , in d epend ien tem ente  de que la  p re s e n c ia  de la  subunidad.
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m e n o r  tu v ie ra  o no în flu en c ia  (B e r m a n  y  M o n ie r ,  1 9 7 1 ) .

S in  e m b a rg o  nos e n c o n tra m o s  que al e s tu d ia r  la  f i ja ­

c iôn  d e  g o u g e ro tin a  a la  sub un id ad  5 0 S  de  E . c o l i . in ­

d e p e n d ie n te m e n te  d e  la b a ja  afin idad e n c o n tra d a  en a u s en c ia  

de e tano l ( e s t e  te m a  se  t r a ta r â  en  I V ,  2 . 4 ) ,  v e m o s  q u e  el 

e fec to  de es te  s o lv e n te  es  p ra c tic a m e n te  nu lo  ( in c lu s o  a co n ­

c e n tra c io n e s  d e l 25% ( v / v )  e x is te  un in c re m e n to  en  la  f i ja ­

c iôn  d e l 50%) . A l igual que en los caso s  a n te r io re s  no e s -  

tam o s  c a p ac itad o s  p a r a  e x p lic a r  e l e fecto  de l etano l en la  

e s tru c tu ra  de la  sub un id ad  5 0 S , sin e m b a rg o  no e s  a v e n tu -  

r a d o  s u p o n e r  que e s ta  subun idad  p o s ea  dos c o n fo rm ac io n es  

d is tin ta s , una a is la d a  y  o tra  fo r m ando el r ib o s o m a  7 0 S .  E n  

e s ta  u ltim a  el s itio  d e  fija c iô n  d e  g o u g e ro tin a  s e  v e  f a v o r e -  

c id o  p o r  u n a  d e te rm in a d a  e s tru c tu ra  que al i r  v a r ia n d o  a 

c o n s e c u e n c ia  d e  la p re s e n c ia  de etanol v a  e je rc ie n d o  un e -  

fe c to  n eg a tivo  s o b re  la afin idad d e  an tib iô tico . M ie n tra s  ta n ­

to la  sub un id ad  5 0 S  a is la d a  ha p e rd id o , al s e p a r a r s e  d e  la  

su b u n id ad  3Q S , e s ta  co n fo rm  aciôn  fa v o ra b le  y  a s i , el e ta n o l, 

si b ien te n d ra  su e fec to  d ire c te  s o b re  la  e s t r u c t u r a  to ta l de 

la s u b u n id a d , no e je r c e  su acc iô n  in h ib id o ra  s o b re  la in te r ­

a cc iô n  d e  g o u g e ro tin a  con e l r ib o s o m a .

P in a lm e n te  la  sub un id ad  m e n o r  3 0 S  no es c a p a z  de  

in te ra c c io n a r  con g o u g e ro tin a  in d ep en d ien tem en te  d e  la

c o n c e n tra c iô n  d e  e tan o l e m p le a d a  ( F i g ,  1 V . 2 0 B ) .

I V . 2 . 3 .  I N T E R A C C I O N  D E  G O U G E R O T IN A  C O N  R I ­

B O S O M A S .

M e d ia n  te un e x p e r im e n to  c lâ s ic o  de  u ltra c e n tr ifu g a c iô n
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se  estud iô  de fo rm a  cu an tita tiva  la  in te ra c c iô n  de g o u g e ro ­

tin a  con e l r ib o s o m a  e u c a riô tic o  de le v a d u ra .

L a s  con d ic iones  e x p é rim e n ta le s  fu e ro n : M a le a to  amô­

n ico ( p H  6 , 5 )  50  m M , c lo ru ro  m ag n é s ic o  12 m M , 2 - m e r -  

captoetanol 5 m M  (e s  d e c ir  B F Y ) ,  r ib o s o m a s  2 , 5 ,  4 y  6 

X  10 ^ M  p a r a  los in te rv a lo s  de c o n c e n tra c iô n  de an tib iô ti­

co 10 10 ^ M  , 10 ^ -1 0  ^ M y 10 ^ -8  X  10 ^ M  re s p e c t i­

v a m e n te , s ien d o  0 ° C  la  te m p e ra tu ra  a la  que se  r e a l iz ô  la  

e x p e r ie n c ia . V o lû m e n e s  fin a les  y  a licuotas p a r a  es tim ac iô n  

de ra d io  ac tiv id ad  com o en I V .  1 . 3 .

L o s  re s u lta d o s , p o rc e s a d o s  de acuerdo a S c a tc h a rd  

( 1949 ) ,  a p a re c e n  en la  f ig u ra  1 V . 2 1 A .  D e  nuevo  nos e n ­

c o n tram o s  con la  s itu ac iôn  de h e te ro g e n e id a d  am pliam ente  

com en tad a p a r a  a n iso m ic in a . S i  bien p u d ie ra  t ra ta r s e  de  

un fenôm eno  c a s u a l no d é jà  de s e r  s o rp re n d e n te  la  c o in -

c id en c ia  e n tre  la  p ro p o rc iô n  de  am bos tipos de ribosom as
8 0 S

e n tre  estos dos an tib iô tico s , L a  afin idad p r in c ip a l K j . =
-7

9 ; 1 X  10 M  c o rre s p o n d e  a un 29% del to ta l de r ib o s o m a s

(28% en el cas o  de K ( A N I S )  m ie n tra s  que la fijac iô n

s e c u n d a r ia  o de b a ja  afin idad K  =  1 ,2  X  10 ^ M  p a re c e
0 ° C

s e r  re s p o n s a b le  de un 55% (56% p a r a  ( A N I S ) .

T a l  y  com o se e sb o zô  en e l estud io  de l e fecto  de c a ­

tiones s o b re  la  fija c iô n  de an iso m ic in a  y  g o u g e ro tin a , este  

nuevo  dato a p o rta  e v id e n c ia  de que la  h e te ro g e n e id a d  r ib o ­

s ô m ic a  no e s ta  lo c a liz a d a  en el s itio  de fija c iô n  del an tib iô ­

t ic o , s ino  en aq u e lla  re g iô n  re s p o n s a b le , al m e n o s , de la  

activ id ad  pep tid il t ra n s fe r a s a . E l  hecho ( v e r  C a p itu le  V )  que
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F I G . I V .  21 A .  In te ra c c io n  de H  g o u g e ro tin a  con r ib o s o m a s  

8 0 S  de S . c e r e v is ia e . R e p re s e n ta c iô n  de S c a tc h a r d .

o
C o n d . e x p é r im e n ta le s  : 0 C ,  B F Y  y  u ltra c e n tr ifu g a -  
c iô n . 1 0 - 7 - 1 0 - 6  A4, 1 0 - 6 - 1 0 - 6  M  y  1 0 - 6 - 8  X  10"6  M  
d e  H  g o u g e ro tin a  c o rre s p o n d  ientes a 2 , 5 ;  4  y
6 X  1 0 ” M  de rib o s o m a s  e u c a r iô t ic o s .



154

esto s  dos in h ib id o re s  in te r acc ion en  en s itios  to ta lm ente  in d e -  

pen d ien tes  del r ib o s o m a  d e  una m a y o r  v a lid e z  a este  aserto .

G o u g e ro tin a , dado su c a r  acte r  de in h ib id o r com un a 

s is te m a s  p ro c a riô tic o s  y  e u c a riô tic o s  ( P e s t k a ,  1 9 7 1 ; v e r  

In tro d u c c iô n ) se  p ré s e n ta  com o un m agnrfico  in s tru m e n to  p a ­

r a  d ilu c id a r  si e l c a r â c te r  h e te ro g é n e o  de los rib o s o m a s  

e u c a r iô tic o s  e n s ayad o  segun su afin idad p o r  an tib iô tico s , es  

una p ro p ie d a d  d e  e s to s , o bien se  t ra ta  de una c a r a c te r is -  

t ic a  d ife re n c ia l e n tre  r ib o s o m a s  e u c a riô tic o s  y  p ro c a r iô t ic o s .

E l  e x p e rim e n to  es  s e n c illo , b as ta  e s tu d ia r  c u a n tita ti-
3

V  am ente la  fijac iô n  d e  H  g o u g ero tin a  a r ib o s o m a s  p r o c a r iô ­

tico s  ta l y  com o se h izo  a n te r io rm e n te  p a r a  r ib o s o m a s  8 0 S  

em p lean d o  (ccmo u ic o n tro l m a s )  las  m is m a s  con d ic iones  iô n i­

cas  en  las que los r ib o s o m a s  se e n c u e n tra n  hom ogeneos f i -  

ja n d o  c lo ra n fe n ic o l, lin c o m ic in a  o e r i t r o m ic in a , esto  es B F B :  

T R 1 S -C 1 H  ( p H  7 , 4 )  33 m M , c lo ru ro  m a g n é s ic o  13 m M  y

c lo r u r o  po tâs ico  2 7 0  m M . I_as  c o n c e n tra c io n e s  de r ib o s o -
-6m as 7 0 S  de E . coli fu e ro n  e n tre  4 y  6 ,5  X  10 M  p a r a  los

3 6
ra n g o s  de H  g o u g e ro tin a  co m p ren d id o s  e n tre  0 , 4 - 4  X  10 M

_5
y  0 , 5 - 4  X  10 M  re s p e c tiv a m e n te . V o lû m e n e s  fin a le s  de  

0 , 0 8  ml  ( 0 , 0 2  ml )  y  0 , 0 6  ml  ( 0 , 0 1 2  ml )  re s p e c tiv a m e n te .  

L o s  v a lo re s  e n tre  p a ré n te s is  c o rre s p o n d e n  a las a licuotas  

to m ad as  antes y  d es p u és  de la  cen trifu g  aciôn  p a r a  e s t im a ­

c iôn d e  ra d io a c tiv id â d . E l  e x p e rim e n to  se r e a l iz ô  a una te m ­

p e r a tu r a  de O ^ C .
!

E l  re s u lta d o  se e n c u e n tra  e x p re s a d o  en la  f ig u ra  I V .  

2 1 B .  L a  con c lu s iôn  es in m e d ia ta , la  h e te ro g e n e id a d  p u es ta
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C o n d . e x p é r im e n ta le s  : 0 ° C , B F B  y  u ltra c e n tr ifu g a c iô
0 , 4 - 4  X  1 0 “  ̂ M y 0 , 5 - 4  X  1 0 M g o u g e ro tin a  
c o r  re s p o n d  ientes a 4 y  6 ,5  X  1 0 “^ M de rib o so m  as 
p ro c a r iô t ic o s .
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de m an ifies to  en los r ib o s o m a s  e u c a r iô tic o s  p o r  su in te ra c ­

ciôn  con ^ H  g o u g e ro tin a  es una p ro p ie d a d  c a r a c te r is t ic a  

s u y a , puesto  que los r ib o s o m a s  p ro c a r iô t ic o s  in te ra c c io n a n  

con este  in h ib id o r de fo rm a  to ta lm en te  h o m o g én ea  al igual 

que su c e d ia  con todos los in h ib id o re s  de pep tid il t r a n s f e r a ­

s a  es tud iado s  a n te r io rm e n te  p o r  o tro s  a u to re s . E s ta  co n c lu ­

siôn  a c e r c a  de los r ib o s o m a s  8 0 S  puede h a c e rs e  e x te n s i­

b le  a a n is o m ic in a .

L a  afin idad de g o u g e ro tin a  p o r  los r ib o s o m a s  b a c te r ia -

nos ré s u lté  s e r  =  1 ,5  X  10 M ,  p ra c tic a m e n te  igual a
8 0 S

K . L a  s a tu ra c iô n  e x tra p o la d a  a c o n c e n tra c iô n  in fin ite  de  

g o u g e ro tin a  lib re  en e l e q u ilib r io  ré s u lté  s e r  n =  0 , 7 .  E x ­

p e r im e n to s  re a liz a d o s  p o r  A .  C o n tr e r a s  en n u e s tro  la b o r a -  

to r io  con es te  m ism o  lote de r ib o s o m a s  d ie ro n  idén ticos  v a ­

lo re s  de s a tu ra c iô n  al e s tu d ia r  la  fija c iô n  de ^^C  c lo r a n fe ­

n ico l y  ^^C tia m fe n ic o l ( C o n t r e r a s ,  B a rb a c id  y  V a z q u e z ,  

1 9 7 3 ) .

I V . 2 . 4 .  F IJ A C IO N  D E  H  G O U G E R O T IN A  A  S U B U ­

N I D A D E S  R IB O S O M IC A S .

Y a  quedô e s p e c ific a d o  en la  tab la  I V . 3 la  p o c a  a fin i­

d ad  de g o u g e ro tin a  p o r  la  subun idad  m a y o r  del r ib o s o m a  

e u c a r iô t ic o . E s to  im p id iô  r e a l iz a r  un estud io  cu an tita tivo  de  

f i ja c iô n , anâ log o  al d e s c r ito  en I V .  1 . 4 .  S e  tra tô  al m e n o s , 

de r e a l iz a r  e l e x p e r im e n to  de re c o n s titu c iô n  de su b u n id ad es  

con objeto  de c o m p a re r  estos re s u lta d o s  con los obten idos  

en el c a s o  de a n is o m ic in a . S in  e m b a rg o  la  ad ic iôn  de
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sub un id ades  4 0 S  en p ro p o rc io n e s  e q u im o le c u la re s  no p ro -
3dujo  ningun in c re m e n to  en la  afin id ad p o r  H  gouge re t in a .

G ra d ie n te s  de s a c a ro s a  m o s tra ro n  que am bas subun idades  

e ra n  cap a c e s  de re a s o c ia rs e  dando un p ro d u c to  que s e d i­

m ent aba com o 8 0 S .  E s te s  co n trô le s  tienen e l incoven ien te  

de r e a l iz a r s e  en  un ra n g e  de c o n c e n tra c io n e s  m u y in fe r io r  

al em p lead o  en e x p é rim e n te s  de fgacion , no obstante e l e x i -  

to obtenido en les e n s ayo s  de reco n s titu c io n  p a r a  a n is o m i-  

c in a  h acen  p e n s a r  que es te  s e a  un fen ô m en o  p a r t ic u la r  de  

g o u g e ro tin a  y  no una co n s e c u e n c ia  de in ac tiv ac io n  de las  

sub un id ades r ib o s o m ic a s .

A n te  e l p a ra le lis m o  en c o n tra d o  con la  subunidad SOS 

( T a b la  I V .  3 ) se  tra tô  de c o m p ro b a r  s i e s ta  '’ a u s en c ia  de  

re c o n s titu c iô n ” en eu ante a afin id ad p o r  g o u g e ro tin a  se  r e -  

f i e r e , e r a  com un al r ib o s o m a  p ro c a r iô t ic o . E l  re s u lta d o  

fué  a firm a tiv o  pues la ad ic iôn  de can tidades e q u im o le c u la re s  

de sub un id ades 3 0 S  p ro d u jo  un in c rem en to  de 6 m m oles  de  

g o u g e ro tin a  p o r  r ib o s o m a  lo que fre n te  a los 28 obtenidos  

con su b un id ades SOS s ig n ifica  tan  so lo  un aum ento  del 20%. 

D a d a  la  m a y o r  fac ilid ad  o p e ra tiv a  que re p r e n ta  t r a b a ja r  con  

m a te r ia l b a c te r ia n o  se  estud iô  es te  fen ô m en o  con su b u n id a ­

des de E  . c o l i .

S e  enfocô  e l p ro b le m a  d esde  un punto de v is ta  de  

au to in cap ac id ad  p o r  p a r te  de las su b u n id ad es , p a r a  fo r m a r  

r ib o s o m a s  7 0 S  idénticos a aquellos de los que p ro v e n ia n . 

A s i se  penso  que la  ad ic iôn de  R N A  m e n s a je ro  (a c id o  p o -  

l iu r id il ic o )  y  (ô )  de t R N A ^ ^ ^  es d e c ir ,  t R N A  c a p a z  de
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s e r  co d ificad o  p o r  es te  m e n s a je ro , p e rm it ir ia n  la  fo rm a c io n  

de una p a r t ic u la  7 0 S  de c a ra c te r is t ic a s  s im ila re s  a aqu e lla  

im p licad a  en el p ro c e s o  de tra d u c c io n  del m e n s a je  gen etico  

y  p r in c ip a l com ponente  de la p re p a ra c io n  de 7 0 S  con lo que  

se  obtuvo el re s u lta d o  re p re s e n ta d o  en la  f ig u ra  1 V . 2 1 B  al 

e s tu d ia r  su in te ra c c io n  con g o u g e ro tin a .

D a d o  lo costoso  que ré s u lta  r e a l iz a r  e x p e rim e n to s  

cuantitatiVOS ( re p re s e n ta c io n e s  de S c a tc h a rd )  p a r a  c ad a  una 

de las s itu ac io n es  po s ib les  segun el a n te r io r  esq u em a de t r a -  

bajo  se  ban em pleado  ensayos s e m ic u a n tita tiv o s , esto  e s , p a ­

r a  una c o n c e n tra c io n  fija  de g o u g ero tin a  (1 0  ^ M ) , co n cen tra ­

c iones v a r ia b le s  de rib o so m as  (6  su b u n id ad es ) de ta l fo rm a  

que se  t ra b a je  en la e tapa lin e a l de la c u rv a  de s a tu ra c io n .

E l resu ltad o  ( 0 ° C  ) a p a re c e  en la f ig u ra  I V .  2 2 . ( X — X)  

re p ré s e n ta  la c u rv a  de s a tu ra c io n  dada p o r  subun idades a is -

la d a s . L_a linea  d iscon tinua que une los c irc u lo s  b lancos (o  o)

c o rre s p o n d e  a la ad ic ion  de subun idades 3 0 S  . H a y  que ind i­

c a r  que en todos los caso s  el m a te r ia l r ib o s o m ic o  fué p r e in -  

cubado 15 m inutos a 3 0 ^ C  antes de r e a l iz a r  el e x p e rim e n to .

E s  in te re s a n te  o b s e r v a r  que a m ed ida  que la  c o n c e n tra c io n  

de subun idades es m e n o r, la c u rv a  p ie rd e  su p ro p o rc io n a lid ad , 

ind icando que cuando la  c o n c e n tra c io n  es m u y ba ja  ( a l r e d e -  

d o r  de 0 , 5  .m ic ro m o la r )  la  reco n stitu c io n  es m as fa v o ra b le .

D e  todas fo rm a s  dado el pequeno ind ice de s e g u rid a d  que se 

tien e  tra b a ja n d o  a n ive les  tan bajos de fijac ion  no debe de  

h a c e rs e  n inguna con clu s ion  al re s p e c to .

L o s  c u a d ro s  b lancos ind ican  que el ac ido  p o liu rid ilic o
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no m e jo ra  la  s itu a c îô n . N o  s u c e d e  lo m ism o  cuando ademas
F*eii . .

se anade t R N A  d e a c ila d o , esp ec ifico  p a r a  fe n ila la n in a ,

es d e c ir  un ica  e s p e c ie  co d ific ad a  p o r poli U  (A  A ) .  V e -

m os que si e l in c re m e n to  p ro v o c a d o  p o r  la  ad ic ion d e  3 0 S

es  de un 50%, la  ad ic iôn del t R N A  p ro v o c a  un a e s t im u la -

cîôn en  la  fijac iô n  de un 110% re s p e c to  al s is te m a  3 0 S * 5 0 S  +

poli U  y  de un 230% re s p e c to  a la subun idad  5 0 S .  P in a l -

m ente  la  re la c c iô n  e n tre  fijac iô n  a r ib o s o m a s  7 0 S  no t r a t a -
F" en

dos y  al com ple jo  3 0 S * 5 0 S * p o l i  U * t R N A  es  de 1 , 8  en  

la  zo n a  lin e a l. D e  estos re s u lta d o s  p a re c e  év id en te  que la  

f ija c iô n  de g o u g e ro tin a  re q u ie re  una c o n fo rm aciôn r ib o s ô m i-  

c a  s im ila r  a la  que e s ta  m a c ro m o lé c u la  po see  cuando se  

e n c u e n tra  en la  f ra c c iô n  p o lis ô m ica .

C o m o  continuaciôn  a es te  e x p e rim e n to  se r e a l iz a ro n  

los s igu ien tes  c o n trô le s . U n a  p o rc iô n  de rib o s o m a s  7 0 S  no 

tra ta d o s  fu e ro n  d ia liza d o s  a 0 ° C  fre n te  a un vo lum en m il 

v e c e s  s u p e r io r  de so luc iôn  tam pôn de cfiscciacion de r ib o s o ­

m as de E . coli : T R I S - C I H  ( p H  7 , 4 )  20  m M , c lo r u r o  m a g -  

n és ico  1 m M , aceta to  am ônico  500  m M  y  2 -m e rc a p to e ta n o l 

5 m M . T r a n s c u r r id a s  4 h o r a s , una p o rc iô n  se llev ô  a s o -  

luc iones  iô n icas  s ta n d a rd  ( B F B )  m ie n tra s  que la o tra  fué  

sed im e n ta d a  p o r  u ltra c e n tr ifu g a c iô n  (6  h o ra s  a ^ l5 0 .  0 0 0  g ) 

s iendo  re s u s p e n d id a  fin aim ente en  B F B .  A  con tinuac iôn  se

in c u b a ro n  15 m inutos a 3 0 ^ 0  y  se pasô  a e s tu d ia r  su  a f in i-  
3

dad p o r  H  g o u g e ro tin a . M ie n tra s  que los r ib o s o m a s  d is o -  

c ia d o s , p e ro  que c o n s e rv a n  todos sus co m ponentes o r ig in a ­

les  (B  #) m u e s tra n  un co m p o rtam ien to  m u y  s im ila r  a las
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F'en
su b u n id ad es  re a s o c ia d a s  en p re s e n c ia  de poli U  y  t R N A  

( A - - A )   ̂ aqu ellos  que han sido  ce n tr  if ug ados (A  à) es d e ­

c i r ,  que han p e rd id o  todos aq u e llo s  com ponentes de bajo  

p eso  m o le c u la r  d iso c iad o s  del r ib o s o m a  d u ra n te  la  d iâ iis is ,  

( t R N A ,  m R  N A  o p ro te m a s ) se c o m p o rtan  p ra c ti cam  ente  

igual que las sub un id ades  re a s o c ia d a s  p o r  s i so las  ( o en  

p re s e n c ia  de P o li U ) ( o  o ) .

N u m e r ic  am ente la pen d ien te  de los r ib o s o m a s  d is o c ia ­

dos es 1 , 1 5  v e c e s  s u p e r io r  a la del co m p le jo  3 0 S * 5 0 S - P o -
F* en  ^

li U . tR  N A  m ie n tra s  que los que adem as fu e ro n  s e d im e n -

tados a p a re c e n  1 , 2 6  v e c e s  m as  "a c tiv e s "  en la  fija c io n  d e  

g o u g e ro tin a  segun e l m ism o c r i te r io  re s p e c to  del co m p le jo  

3 0 S - 5 0 S .  F in  aim ente  co n v ien e  s e h a la r  que la  p é rd id a  s u -  

f r id a  p o r  los r ib o s o m a s  al s e r  d is o c ia d o s , a p e s a r  d e  la  

p o s te r io r  re a c tiv a c io n  a que se  les s o m e tio , es de 1 , 6 .

A u n q u e  no ten em o s e v id e n c ia  d ire c te  es  m uy p r o b a ­

b le  que la  s itu ac iô n  ex is tan te  e n tre  r ib o s o m a s  d iso c iad o s  y  

e l co m p le jo  5 0 S  - 3 0 S  . poli U - t R N A ^ ^ ^  o e n tre  r ib o s o m a s  

d iso c iad o s  y  c e n tr ifu g a d o s , y  e l com ple jo  5 0 S * 3 0 S  ( +  poli U) 

s e a  id é n tic a . E s ta  a firm a c iô n  si b ien  so lo  p o d rfa  s e r  c o n f ir -  

m a d a  m edi ante estud ios  p len am en te  cuan tita tivos  ta ies  com o  

los  d e s c r ito s  en e l a p a rta d o  a n te r io r ,  no p a re c e  a v e n tu ra d o  

s u p o n e r  que e l fa c to r  que los d ife re n c ia  (ta n  p ro x im o  a 1) 

s e a  c o n s e c u e n c ia  de la  d e g ra d a c iô n  que s u fre n  las s u b u n i­

d a d e s  d u ra n te  e l p ro c e s o  de o b ten c iô n . F e r n a n d e z -M u n o z
7 0 S

y  c o is . ( 1 9 7 1 )  e n c u e n tra n  un fa c to r  de 1 , 1 6  e n tre  n y  
5 0 S    14

n al e s tu d ia r  la fijac iô n  d e  C  c lo ra n fe n ic o l ( v e r  a p a r -
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tados I V .  1 .3  y  4 )  N o  es  m i in tencion s a c a r  con c iu s io n es  

d efin itivas  de es to s  re s u lta d o s , sin  e m b a rg o  no puede n e -  

g a rs e  que m e rc e d  a la  ap licac ion  de  los estud ios de fijacion  

d e  g o u g ero tin a  se han pi ante ado una s e r ie  de  p ro b le m a s  

m uy a te n e r  en  cuenta  a la  h o ra  de e s tu d ia r  la e s tru c tu ra  

d e l r ib o s o m a .

-  L a s  subunidades 3 0 S  y  5 0 S  no son c a p a c e s  de r e a s o c ia r ­

s e  p o r  si so las  en una p a r t ic u la  7 0 S  de id én tic a  e s tru c tu ra

a la de los 7 0 S  de la fra c c io n  p o lis o m ic a .

-  L o s  r ib o s o m a s  7 0 S  obtenidos segun m étodos s ta n d a rd  y  

lavad o s  3 v e c e s  con alto am onio ( 1 M )  contienen  unos c o m -  

ponentes no identificados de bajo  peso  m o le c u la r  cuyo  e fe c -  

to ré s u lta  éq u iva len te  a la ad ic ién  de t R N A  cod ificado p o r  

acido p o liu r id ilic o .

-  L a  d iso c iac io n  de estos r ib o s o m a s  7 0 S  p ro v o c a  una p é r ­

d ida  de algun com ponente o a lte rn ativam enhe un cam b io  c o n ­

fo rm  ac iona l ; en  am bos casos d e  fo rm a  i r r e v e r s ib le  segun se  

pone de m an ifies to  p o r  una d isrn inucién d e  1 ,6  v e c e s  en su  

a fin iĉ ad p o r  g o u g e ro tin a .

N O T A . -  C u an d o  se es tu d ia  una re a c c io n  a is la d a  y  s e  m i-  
den inh ib ic iones a ve lo c id ad  in ic ia l, se  cum ple  que e l v a lo r  
de la c o n c e n tra c io n  de in h ib id o r c a p a z  de d a r  un 50% de in- 
h ib ic ién  es idéntico  a su  K j , en las  con d ic iones en q u e  t ie ­
ne lu g a r la  re a c c io n .

S e g u n  1) =  =  - i -  donde K  ( A ) =  1 es  d ec ir
1 +  K a ( A )  2 A  — -----

D a d a s  las  peq uenas  c o n c e n tra c io n e s  de  r ib o s o m a s  
em p lead a s  en estos en s ayo s  puede s u p o n e rs e  que A q=  (A)+(RA=^ 
( A )  de donde K A ^ . E s ta s  c o n s id e ra c io n e s  solo son v a ­
lidas p a ra  in te ra c c io n e s  e q u im o le c u la re s . ( V e r  I V .  2 . 5 ) .
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I V . 2 . 5 .  C O R R E L A C I O N  F IJ A C IO N  G O U G E R O T I ­

N A -  IN H IB IC IO N  D E  E A  A C T I V I D A D  P E P -  

T I D I L  T R A N S F E R A S A .

1 . -  R E A C C I O N  D E  L A  P U R O M IC IN A .

T a l  y com o h a  s ido  n o rm a  g e n e ra l a lo la r g e  d e  e s ­

ta  s e c c iô n  se  in ic ia  la  d e s c r ip c iô n  de los re s u lta d o s  en s is -  

te m a s  e u c a r io t ic o s . H a  s ido  d e s c r ito  que g o u g e ro tin a  no in ­

h ibe fo rm  aciôn d e  e n la c e  p e p tid ic o , e n s a y a d o  segun la  r e a c -  

ciôn de la p u ro m ic in a  en le v a d u ra s  ( B a tta n e r  y  V â z q u e z ,  

1 9 7 1 a ) y  en am ig d a las  p a la tin a s  hum anas ( C a r r a s c o ,  1 9 7 3 ) .  

S e  ha c o m p ro b a d o  que e s ta s  a s e v e ra c io n e s  no son d e l t o -  

do c ie r ta s  a .a ltas  c o n c e n tra c io n e s  del an tib iô tico  ( F i g . I V .

23  A )  . E s te  e x p e r im e n to  se  h a  re a liz a d o  a p a r t i r  de l com  -  
14

p le jo  N . A c *  C  F e n  • tR  N A -p o l i  U -r ib o s o m a s  en su  fo r m a  

p o s tra n s lo c a d a  ( v e r  1 1 . 3 . 8 ) .  L a  incubaciôn  a 3 0 ^ 0  d u rô  2 

m inutos con objeto  de m e d ir  v e lo c id a d e s  in ic ia le s  d e  r e a c ­

cion ta l y  com o se  d e s c r ib iô  en e l c o r  re s p o n d  iente a p a r ta ­

do p a r a  a n is o m ic in a  ( IV  . 1 . 5 ) .  A  p a r t ir  de e s ta  e x p e r ie n c ia  

( F i g .  I V .  23 A )  puede c a lc u la rs e  que la  ( 3 0 ° C )  es  del
-4  . . .  .o rd e n  4 X  10 M  lo que ju s tif ic a  que no s e a  p o s ib le  d e te c -  

t a r  ninguna in te ra c c iô n  del an tib iô tico  con e l r ib o s o m a  a e s ­

ta  te m p e ra tu ra  con los m étodos  de fija c iô n  ac tu a lm en te  e x îs -  

te n te s . ( V e r  N O T A  en p a g in a  a n t e r i o r ) .

C o n  rib o s o m a s  p ro c a r iô t ic o s  e n c o n tra m o s  re s u lta d o s

s im ila re s  ( F i g ,  I V . 2 3 B )  si b ien  los efectos son m en o s p ro -  

n u n c ia d o s , 50% de inh ib ic iôn  p a r a  6 X  10 ^ M  es  un dato  ev i 

dente  de l d râ s t ic o  e fecto  que p osee  la te m p e ra tu ra  s o b re  la
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F I G . I V . 2 3 .  E fe c to  de g o u g e ro tin a  s o b re  la  re a c c io n  de
O

la p u ro m ic in a  a 30  C  c a ta liz a d a  p o r :

A .  R ib o s o m a s  e u c a rio tic o s  ( S  . c e r e v is ia e )

B .  R ib o s o m a s  p ro c a r io t ic o s  ( E  . c o ü )

In c u b a c iô n , 2 m inutos y  30  s e g u n d o s , resp ec tivam en i:
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afin id ad de es te  antibiôtico p o r  e l r ib o s o m a . E n  e s te  caso

la  incubaciôn fué  de 30 segundos deb ido a la  c in é tic a  m as

ra p id  a que p re s e n ta n  los r ib o s o m a s  b acte r i  an o s . S i  b ien

es ta  es  m ucho m as lent a a c e ro  g ra d e s  es te  e n s ayo  p e r -

m it irâ  c o r r e  lace  ion a r  e l v a lo r  de K  , con la  inh ib ic iôn s o -
d

b r e  e l c e n tre  ac tive  peptid il t ra n s fe r  as a ta l y  com o se  hizo  

p a r a  a n iso m ic in a . E n  este  c a s o , es te  e x p e rim e n to  tien e  ad e­

m as  o tro  sen tido . S e  ha p re p a ra d o  el com ple jo  te r n a r io  

com unrnente em p lead o  en es te  e n s a y o  a p a r t i r  de las  subu­

n id ad es  r ib o s o m ic a s . D a d o  que la  p re s e n c ia  de po li U  y  de 
14

N - A c  C  P e n - t R N A  s e m e ja n  la  s ituac iôn  defin ida  en e l a -
en

p a rta d o  a n te r io r  p o r  5 0 S * 3 0 S « P o l i  U  « tR  N A  s e  p o d ra  

c o m p ro b a r  si la d ife re n c ia  de 1 .8  v e c e s  en afin id ad a fa v o r  

de los r ib o so m as  intactos (su p o n ien d o  que fijen  igual que e l 

co m p le jo ) tien e  su c o r re s p o n d e n c e  en cuanto  al e fecto  del 

antib iôtico  s o b re  la  fo rm  aciôn de en lace  p e p tid ic o .

M edi ante una c la s ic a  re a c c iô n  de p u ro m ic in a  ( 1 1 . 3 . 8 )

y  t ra s  in c u b a r 10 m inutos a 0 ° C  se obtuvo la  f ig u ra  I V .  2 4 .

P u e d e  c o m p ro b a rs e  que hay  una p e r fe c t a c o r re la c iô n  en tre
7 0 S

la afin id ad c a lc u la d a  segun e x p e rim e n to s  de f ija c iô n , K  , =
—6

1 , 5 X  10 M , y  e l re s u lta d o  e x p e r im e n ta l d e  inh ib ic iôn  tanto  

seg un  la c u rv a  te ô r ic a  de inh ib ic iôn  ( lin e a  con tinua) com o  

en  el v a lo r  de la constante  de d iso c iac iô n  ded uc ido  d e  esta  

e x p e r ie n c ia  ta l y  com o se ha d e s c r ito  m as  a r r ib a .

E a  lin ea  d iscon tinua re p ré s e n ta  la  c u r v a  de inhibiciôn  

ob ten id a  cuando el com ple jo  te r n a r io  que h ab ia  de re a c c io n  a r  

con p u ro m ic in a  fu é . p re p a ra d o  a p a r t i r  de las su b un id ades
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F I G .  I V .  2 4 .  E fe c to  de g o u g e ro tin a  s o b re  la re a c c iô n  de  

la  p u ro m ic in a  a p a r t i r  del com ple jo  p o s tra n s lo c a d o . R ib o ­

so m as  y  sub un id ades de E  . c o l i . T e m p e r a tu r a  O^C .

o --------o C o m p le jo  fo rm  ado a p a r t i r  de r ib o s o m a s  7 0 S ,
A c -  - F e n - t R N A  y  poli U .

o ------- o Id e m , a p a r t i r  de su b u n id ad es  3 0 S  , 5 0 S .

In cu b ac iô n  10 m in u to s . R e s to  de las co n d ic io n e s  e x ­
p é r im e n ta le s  segun 11 . 3 . 8 .
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a is lad as  p re v ia m e n te . E s  in te re s a n te  o b s e r v a r  que se t r a -  

ta  de una lin e a  p a ra le la  con la  de fin ida  p o r  los c irc u lo s  ne- 

g ro s  (o  c u rv a  te ô r ic a  de inh ib ic iôn  segun que r e p r é ­

sen ta  e l re s u lta d o  obtenido ém p lean d o  r ib o s o m a s  in tacto s .

L a  re la c c iô n  e n tre  am bas es de  1 ,7  lo que e v id e n c ia  una  

p e rfe c ta  c o r re la c iô n  e n tre  e l e fecto  de g o u g e ro tin a  s o b re  

la activ idad  pep tid il t ra n s fe r a s a  y  su in te ra c c iô n  con el r i ­

b o s o m a , tanto cuando se t ra ta  de r ib o s o m a s  intactos o r e -  

constitu idos a p a r t ir  de sus su b u n id a d e s , ten iendo  lu g a r  la  

re a s o c ia c iô n  en p re s e n c ia  de t R N A  ( am in o ac ilad o  ô no) y  

R N A  m e n s a je ro .

I V .  2 . 6 .  C O R R E L A C I O N  F IJ A C IO N  G O U G E R O T I ­

N A -  IN H IB IC IO N  D E  L A  A C T I V I D A D  P E P T I ­

D IL  T R A N S F E R A S A .

2 . -  R E A C C I O N  D E L  F R A G M E N T O .

P o r  u ltim o se han q u e rid o  h a c e r  e x ten s ib les  estas  

c o rre la c io n e s  fija c iô n -a c tiv id a d  (o  m e jo r  d icho inhib iciôn de  

a c tiv id a d ) al e n s ayo  de la re a c c iô n  del fra g m e n te . P u e s to  

que con es te  antib iôtico no han sido re a liz a d o s  m ed idas  cuen- 

tita tivas  p ré c is a s  con objeto  de  d e te rm in e r  su constante de  

d iso c iac iô n  en p re s e n c ia  de e ta n o l, los re s u lta d o s  p r e s e n ta -  

dos en este  a p a rta d o  te n d râ n  un v a lo r  m e r  am ente in fo rm a ­

t iv e . A s i en e l caso  de r ib o s o m a s  e u c a riô tic o s  ( F i g .  1 V .2 5 A )

se o b te n d ria  una ( E t O H )  de un v a lo r  a lre d e d o r  de
6

7 X  10 M  es d e c ir  unas 8 v e c e s  s u p e r io r  a la  d e te rm in a -  

d a en con d ic iones s ta n d a rd  lo que c o n c u e rd a , s ie m p re  e s -
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P I G .  I V .  2 5 .  Efecfco de g o u g e ro tin a  s o b re  la re a c c io n  de l 

fra g m e n to  c a ta liz a d a  p o r :

A .  ©---------o r ib o s o m a s  8 0 S  S  , c e re v is ia e
A  A sub un id ades  6 0 S  S  . c e re v is ia e

B . o  o r ib o s o m a s  7 0 S  E  . coli
A  A su b un id ades SOS E  . co li
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tîm a tiv am en h e , con los datos p re s e n ta d o s  en el a p a rta d o

r v . 2 . 2 .

A n â lo g a s  c o rre la c io n e s  a p a re c e n  en la p a r te  B. de
70 S

e s ta  f ig u ra  I V . 25 donde f re n te  a una K  , (E tO H )" --  4 X

10 M  es tim a d a  a p a r t i r  del v a lo r  del 50/o de in h ib ic iô n ,

ten em o s  una ( E t O H ) =  5 X  10 M  d ed u c id a  a p a r t i r
d

de la  f ig u ra  I V . 2 0 B  tom ando  s ie m p re  com o r e fe r e n c ia  e l 
7 0 S

v a lo r  de K  , d e te rm in a d o  c u a n tita tiv a m e n te . E in a lm e n te
a

podem os d e d u c ir  de la  c u rv a  de inh ib ic iôn  obten ida u t il iz a n -

do su b u n id ad es  5 0 S  que ( E t O H ) =  6 X  10 que si
—6

lo com  p a ra m o s  con e l v a lo r  de  K , ( E t O H ) =  4 X  10 M ob~d
te n d re m o s  u n a  re la c iô n  n u m e r ic a  rnuy s im ila r  a la ob ten ida  

en  e i caso  de la fijac iô n  de g o u g e ro tin a  en p re s e n c ia  de e -  

tano l ( E i g . I V . 2 0 B )  p a r a  un v a lo r  del 33% ( v / v ) .  T o d o s  

es to s  datos deb en  s e r  c o n s id e ra d o s  tan so lo  d es d e  un pun ­

to de v is ta  e s tim a tivo  y  nunca com o v a lo re s  e x a c to s  siendo  

su  func iôn  p r in c ip a l c o r r e la c io n a r  los re s u lta d o s  p ro c é d a n ­

tes de e x p e r im e n to s  d e  fija c iô n  con e l e fec to  in h ib id o r sobre  

una d e te rm in a d a  ac tiv id ad  r ib o s ô m ic a .
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IV .  3. F IJ A C IO N  D E  T R I C O D E R M I N A  A  P I B O S O -

M A S  E U C A R I O T I C O S

IV .  3 .1 .  F I J A C IO N  D E  ^^C T R I C O D E R M I N A  A  R I B O ­

S O M A S  80S D E  L E V A D U R A .  E F E C T O  D E  

C A T I O N E S  Y  D E  pH .

U n a  v e z  e s ta b le c id a  la  esp ec ifid ad  de la  fija c iô n  de  

t r ic o d e r m in a , que com o cab fa  e s p e r a r  de su  m odo d e  a c -  

c iô n , p ré s e n ta  las m is m a s  c a ra c te r is t ic a s  que en  el c a s o  

de a n is o m ic in a , se  p asô  a e s tu d ia r  e l e fec to  de los c at i ones 

m o n o v a le n te s , m a g n e s io , p H  y  etano l en una s e r ie  de e x ­

p e rim e n to s  idénticos a los d e s c r ito s  en los a p a rta d o s  I V .  1.

2 y  rv\2.2.

L o s  re s u lta d o s , f ig u ra s  I V . 26  y  2 7 ,  c o n firm  an la  h i -  

p ôtes is  h e c h a  en el a p a rta d o  c o rre s p o n d  iente a g o u g e ro tin a  

( p a g . 1 4 9 ) -  E  a p ro p ie d a d  de in a fec tab ilid ad  e n c o n tra d a  en  los  

antib îô ticos e s tu d ia d o s , dad as  las p e c u lia re s  c a r a c te r is t ic a s  

de cad a  un o , no puede s e r  una p ro p ie d a d  in trm s e c a  de sus 

re s p e c tiv e s  "s itio s  de  fija c iô n "  s ino de  todo  el c e n tro  ac tivo  

con e l que in te ra c c io n a n . N o  obstan te e x is te n  algun as peque­

nas d ife re n c ia s  que co n v ie n e  s e n a la r . M ie n tra s  c re c is n te s  

can tidades  de m a g n e s io  p ro d u c ia n  una l ig e ra  in h ib ic iô n , en  

el caso  de t r ic o d e rm in a  no tien en  efecto  (o  in c lu so  una m i­

n im a  e s tim u la c iô n ) . T a m b ié n  puede a p r e c ia r s e  un m e n o r  

re q u e rim ie n to  de iones m o n o va len tes  e s p e c ia lm e n te  a b a jas  

c o n c e n tra c io n e s . C o n v ie n e  r e c o r d a r  que a la  e s c a la  de la
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F I G .  I V .  2 6 .  F ija c iô n  de t r ic o d e rm in a  a r ib o s o m a s  8 0 S

de le v a d u ra .

A .

B .

E fe c to  de m a g n e s io . -  M a le a to  am ônico  ( p H  6 , 5 )  50 mJ 
y  el C i^ M g  r e q u e r id o .

E fe c to  de a m o n io . -  T R I S - C I H  ( p H  7 , 4 )  50  m M ,  
C I^ M g  12 m M  y  ei C lN H ^  re q u e r id o .
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F IG .  I V .  2 7 . F ija c iô n  de C  t r ic o d e rm in a  a r ib o s o m a s  8 0 S  

de le v a d u ra .

A .  E fe c to  de p H . -  A c e ta to  am ônico ( p H  6 , 0 )  50  m M ;  
M a le a to  am ônico  ( p H  6 , 5 )  50 m M  ; T R l S - C l H
( p H  7 , 2 - 8 , 0 )  50 m M . lôn am onio  100 m M  y  Q l^ M g  
en todos los c a s o s , 12 m M .

B . E fe c to  de e ta n o l. -  M a le a to  am ônico  ( p H  6 , 5 )  50  m M  
C l^ M g  12 m M  y  el etano l ( v / v )  r e q u e r id o .

O tra s  co n d ic io n es : O^C u ltra c e n tr ifu g a c iô n , 2 , 5  X  10 ^ M  
de r ib o s o m a s  y  3 X  10” M de t r ic o d e rm in a .
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figure! hay  que a n a d ir  una c o n c e n tra c io n  10 m M  de ion a -  

rnonio p ro c é d a n te  de la so iu c iô n  de rib o s o m a s  . P o r  lo d e -  

m as nos e n c o n tra m o s  con una total in d e p e n d e n c ia  re s p e c to  

del p H  (e n  el ra n g o  6 - 8 )  y  un efecto  m u y  poco  p ro n u n c ia -  

do de e ta n o l, pues si b ien  a a ltas  c o n c e n tra c io n e s  p a re c e  

h a b e r  una p eq u en a  in h ib ic iô n , e s ta  se  ve  p re c e d id a  p o r  un 

in c re m e n to  a n iv e le s  in te rm e d io s , 1 5 -3 5  % ( v / v )  del s o lv e n -  

te o rg â n ic o .

E s to s  re s u lta d o s  p e rm it ie ro n  a p lic a r  las co n d ic io n e s  

iô n ic as  s ta n d a rd  de fija c iô n  ( B F Y )  a los es tu d io s  d e  in te r ­

acc iô n  d e  t r ic o d e rm in a  a r ib o s o m a s  d e  le v a d u ra ,  mien­

t r a s  que cuando se  t ra tô  de r ib o s o m a s  hum anos se u t i l iz a -  

ro n  las  d e s c r ita s  en la  s e c c iô n  c o r  re s p o n d  iente de anisom i­

c in a , esto  es B F H  ( 1 1 . 3 . 1 3 ) .

I V . 3 . 2 .  I N T E R A C C I O N  D E  C  T R IC O D E R M I N A  C O N

R IB O S O M A S  D E  S  . c e r e v is ia e .

E n  el cas o  de r ib o s o m a s  de le v a d u ra  las  co n d ic io n es  

e x p é r im e n ta le s  fu e ro n  2 ,  4 y ' 5 X  10 ^ M  p a r a  in te rv a lo s  de  

üntib iôtico  0 , 3 - 5  X  10"  M ,  0 , 5 - 3  X  lO "^  M y  3 - 8  X  10"^  M  

re s p e c t iv a m e n te . L a s  c o n c e n tra c io n e s  iô n icas  m a le a to  a m ô ­

n ico  ( p H  6 , 5 )  50 m M , c lo r u r o  m ag n é s ic o  12 m M  y  2 - m e r ­

cap toetano l 5 m M . D a d a  la  m e n o r  activ idad  e s p e c ific a  de e s ­

te an tib iô tico , fue n e c e s a r io  e m p le a r  m a y o re s  v o lû m e n e s  de  

re a c c iô n , e s p e c ia lm e n te  en aqu e llos  tubos de b a jas  c o n c e n ­

tra c io n e s . A s i fu e ro n  0 , 1 5  m l ,  0 , 1  ml  y  0 , 0 8  m l c o rre s p o n -  

d iendo  a los t r è s  g ru p o s  s e h a la d o s  a n te r io rm e n te  y  las  a l f -
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cuotas tom adas p o r  ra d io a c tiv id a d  0 , 0 4 ,  0 , 0 2  y 0 , 0 1 5  ml 

re s p e c tiv a m e n te .

L a  té c n ic a  e m p le a d a  fué la  de c e n tr ifu g a c îô n , la  tem­

p e r a tu r a  O^C y  los datos p ro c è s  ados de a c u e rd p  a Scatchard
3

( 1 9 4 9 ) ta l y  com o se h izo  a n te r io rm e n te  p a r a  H  a n is o m i-  
3c in a  y  H  gougerotina-. L o s  re s u lta d o s  a p a re c e n  en  la  f ig u ­

r a  I V .  2 8 . S e  h a b ia  ad m itid o , una v e z  co n o c id o s  los r e s u l ­

tados de la fijac io n  de g o u g e ro tin a  a r ib o s o m a s  p r o c a ­

rio tic o s  y  e u c a rio tic o s  que la h e te ro g e n e id a d  r ib o s ô m ic a  

(e s ta b le c id a  segun d is tin ta  afin idad  p o r  e l an tib iô tico ) e r a  

una p ro p ie d a d  d e  la m a c ro m o lé c u la  y  no d e l in h ib id o r , d a ­

do e l d ife re n c ia l c o m p o rta m ie n to  de am bos tipos  de r ib o s o ­

m a s .  S in  e m b a rg o , ante los re s u lta d o s  o b ten idos con  

t r ic o d e r m in a , si b ien no m odifie  an en lo ab so lu te  e s ta s  c o n ­

c iu s io n e s , lim itan  el c a r a c te r  g e n e ra l de h e te ro g e n e id a d  que 

en un p r in c ip io  pod ia  h a b e rs e  p en sad o  a t r ib u ir  a  los r ib o s o ­

m as  e u c a r io t ic o s . M as  a u n , c o n s id e ra n d o  q u e  t r ic o d e r m in a  

es un in h ib id o r co m p etitivo  de la  fijac io n  de a n is o m ic in a  (c o ­

m o se h a  d e m o s tra ra  en a p a rta d o  s ig u ie n te ) ré s u lta  fac tib le  

p e n s a r  que e l fen o m en o  de h e te ro g e n e id a d , d e p e n d e  tam bién  

de la n a tu ra le z a  del an tib iô tico . E s to s  dos a s e r to s ,  s i en  

un p rin c ip io  podian p a r e c e r  c o n tra d ic to r io s , en re a lid a d  se  

co m p lem en t an y  aunque este  te m a  se  t r a t a r a  con m a s  d e ta -  

lle en la  D is c u s iô n  se  puede la n z a r  la  s ig u ie n te  a firm  aciôn  : 

H a s ta  el p re s e n te  m om ento  todos los r ib o s o m a s  p r o c a r iô t i ­

cos se  co m p o rta n  hom ogene am ente en cuanto  a la  fija c io n  

de in h ib id o re s  de la ac tiv id ad  pep tid il t r a n s fe r a s a ,  m ie n tra s
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que los r ib o so m as  e u c a riô tic o s  p re s e n ta n  a lte rn a tiv a m e n te  

un fenôm eno  d e  h e te ro g e n e id ad  (e m p le a n d o  s ie m p re  el c r i ­

te r io  de f ija c iô n ) dependiendo de las  c a ra c te r is t ic a s  in t r m -  

s e c a s  del antib iôtico y  no dél sitio  de in te ra c c iô n . E n  el 

C a p itu le  V  se d e m o s tra ra  que los sitios de  fijac iô n  de a n i­

so m ic in a  y  tr ic o d e rm in a  es tan  * re la c io n a d o s  e n tre  s i m ien tras  

que g o u g e ro tin a  se f ija  a un sitio  r ib o s o m ic o  to ta lm ente  in -  

depend ien te .

A l m a rg e n  de es tas  c o n s id e ra c io n e s , t r ic o d e rm in a  

in te ra c c io n a  equ im o lecu l a rm  ente con los r ib o s o m a s , ta l y  

com o h a  ven id o  suced iendo  con todos los in h ib id o re s  activos  

en la  subunidad m a y o r  r ib o s ô m ic a , s iendo  e l v a lo r  e x p e r i ­

m en ta l obtenido n =  0 , 9 .  L a  afin idad re s u ltô  s e r   ̂ ( T R I O )  
6

1 , 8  X  10 M lo que re p ré s e n ta  una afin idad a lre d e d o r  de 2 

v e c e s  in fe r io r  a la fijac iô n  p r in c ip a l de g o u g e ro tin a  y  4 r e s ­

pecto  a la de an is o m ic in a .

I V . 3 . 3 .  D E T E R M IN A C IO N  D E L  S IT IO  D E  F IJ A C IO N  

R IB O S O M IC O  D E  C  T R IC O D E R M I N A  R E S ­

P E C T O  A L  D E  A N S IS O M IC IN A .

L o s  tra b a jo s  re a liz a d o s  en e l la b o ra to r io  del D r . V â z ­

q u e z  a c e rc a  del m odo de acc iôn  de t r ic o d e rm in a  ( v e r  In t r o -  

d u c c iô n ) tu v ie ro n  su o rig e n  en un en sayo  de inh ib iciôn de  

la  fija c iô n  de an iso m ic in a  que re s u ltô  p o s itiv e . S in  e m ­

b a rg o , a lte ra n d o  el o rd e n  c ro n o lô g ic o  e x p e r im e n ta l p o r  r a -  

zo n es  d e  un m a y o r  o rd e n  y  c la r id a d  en los tra b a jo s  e x p u e s -  

tos en es ta  T e s is ,  se ha  p r e f e r ido a g ru p a r  todos los e n s a -



169

yos de inh ib ic iôn de la  fijac iô n  de los t rè s  antib iôticos r a ­

d io ac tives  en un cap itu le  unico  (C a p itu le  V ) .  E s te  r e s u lta ­

do  obligaba a e s tu d ia r  que tipo de re la c iô n  e x is tia  e n tre  

am bos an tib iô ticos . T a l  y  com o se d e s c r ib iô  en e l a p a r ta ­

do de C a lc u le s  ( I I . 3.  1 4 ) ,  s i un d e te rm  inado com puesto  es  

in h ib id o r com petitivo  de o tro  ex is ten te  en fo rm a  ra d io a c tiv e  

y  que p o r consigu ien te podem os m e d ir  su in te ra c c iô n  d ire c -  

ta  con el r ib o s o m a , se  puede c a lc u le r  la  constante  de a fi­

n idad de a q u e l, aunque no e x is ta  en fo rm a  ra d io a c t iv e , m e -  

d iante  los v a lo re s  de la  constan te  de aso c iac iô n  apahente  

obtenidos p a r a  la fijac iô n  d e l in h ib id o r ra d io a c tiv o  en p re s a i-  

c ia  de can tidades constantes del p r im e ro .

E s te  tipo de estudio  que y a  fué de g ra n  u tilidad a la
14

h o ra  de d e te rm in e r  la activ id ad  e s p e c ific a  r e a l  de C  t r i ­

c o d e rm in a  ( I I I . 3 . 3 ) v u e lv e  a te n e r  ap licac iôn  a la h o ra  de  

c a r a c te r iz a r  su s itio  de acc iôn  re s p e c to  a a n is o m ic in a , sin  

m as o p e ra c iô n  que in v e r t ir  los ra zo n a m ie n to s  del a p a rta d o  

a n te r io r ,  esto e s , una v e z  con oc ida  K ^  ( T R I C )  p o r  m e d i­

da  d ir e c ta ,  se  puede c a lc u la r  p o r  m ed id a  in d ire c ta  de su
3

efecto  s o b re  la fijac iô n  de H  a n is o m ic in a . C o n c o rd a n c ia  

de am bos v a lo re s  s e râ n  in d icac iôn  de c o m p e titiv id a d , am en  

de la c o n s id e r aciôn g ra f ic a  de la  in te rs e c c iô n  en e l e je  de 

o rd e n a d a s , de las re c ta s  ré s u lta n te s .

L a s  c o n s id e ra c io n e s  e x p é r im e n ta le s  fu e ro n  so luc iôn

iô n ica  s ta n d a rd  p a ra  fijac iô n  a r ib o s o m a s  de le v a d u ra  ( B F Y ) ,
6 3 6

r ib o s o m a s  3 X  10 M y  H  a n iso m ic in a  0 , 5 - 4  X  10 M  p a ­

r a  la re c ta  de c irc u lo s  n e g ro s  ( • ------• )  m as la adiciôn de

tr ic o d e rm in a  no ra d io a c tiv e  h as ta  una c o n c e n tra c iô n  fin a l de



170

3 X  10 M en la  re c ta  de fcirculos b lancos ( o  o ) . C o n

0 ,1  ml de vo lum en  f in a l,  0 , 0 2 5  m l p a r a  es tim ac iô n  de r a -  

d io a c tiv id a d , 0 ° C  y  m étodos de u ltra c e n tr ifu g a c iô n , se  c o m -  

pletan  los datos e x p é rim e n ta le s  de este en s a y o  que a p a re c e  

e x p re s a d o  en la  f ig u ra  I V .  2 9 . E l  c ru  ce de las re c ta s  en  

el e je  de o rd e n a d a s  en au s en c ia  y  p re s e n c ia  de t r ic o d e r ­

m in a , esto  e s ,  p a r a  c o n c e n tr  ac iôn  infin ita de an iso m ic in a  

l ib re  en el e q u ilib r io , es s ig n ifica tive  de co m p etitiv id ad . N o  

obstante a p a r t i r  de los v a lo re s  de ( A N I S ) — 2 , 2  X  10 M  ̂

( lo que c o rre s p o n d e  a un v a lo r  de la  constante  de d is o c ia ­

ciôn a 0 ^ 0  de 4 , 5  X  10 M que co m p a ra n d o  con 4 , 3  X  10 ^ M  

asi com o e l v a lo r  n =  0 , 2 6  fre n te  a n =  0 , 2 8  d e te rm in a d o

en IV .  1 .3  son un co n tro l p e rfe c t am ente v â lid o  del e x p e r im e n ­

to ) y  K A  ( A N 1 S ) =  0 , 9  X  10^ M   ̂ (co n stan te  de aso c iac iô n
—6

a p a re n te  en  p re s e n c ia  de 3 X  10 M t r ic o d e rm in a )  se o b tie - 

ne e l v a lo r  de la constante de aso ciac iô n  de tr ic o d e rm in a  

segun la e x p re s iô n :

y- ( t r i c ) =  ^( T R I C )  3 X 1 0 - 6  \ r  0 , 9  X  10*̂

de donde =  2 ,  1 X  10 ^ M .  C o m p a ra n d o  es te  v a lo r
. in d . . . .  .. 14

con el obtenido p o r  m ed ic iôn  d ire c ta  fijan d o  C  t r ic o d e rm i­

na a r ib o s o m a s  de le v a d u ra  ( K ^ ( T R 1 C ) =  1 , 8  X  10 ^ M )  

podem os e s ta b le c e r  sin n inguna duda que es te  antib iôtico es  

un in h ib id o r com petitivo  de la fijac iô n  de a n is o m ic in a .

S in  e m b a rg o  se hace n e c e s a r ia  una a c la ra c iô n . E n

I V .  1 .3  (y  a p a rta d o s  s ig u ien tes ) se puso de m an ifies to  una  

h e te ro g e n e id a d  r ib o s ô m ic a  en cuanto a la  afin idad p o r  a n i-
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s o m ic in a . E n  los in te rv a lo s  de c o n c e n tr  aciôn em p lead o s  

en este  e x p e rim e n to  s e  ha obtenido tan solo  una de las  

dos fija c io n e s , la d e  a lta  afin idad  ̂ 2 ,2  X  10 M  y

n =  0 , 2 6 )  luego tan so lo  se  debe a firm  a r , que t r ic o d e r ­

m in a  es in h ib id o r com petitivo  de la in te ra c c iô n  de a lta  a fi­

n idad de an iso m ic in a  con el r ib o s o m a  c ito p lasm atico  de le ­

v a d u r a ,  s in  e m b a rg o  en el p ro x im o  cap itu lo  se  d e m o s tra ­

r a  que la in te ra c c iô n  tr ic o d e rm  in a -a n is o m  ic in a  en su f i ja ­

ciôn al r ib o s o m a  es ex ten s ib le  a am bas fija c io n e s  (a lta  y  

b a ja  a fin id ad ) .

I V . 3 . 4 .  I N T E R A C C I O N  D E  C  T R IC O D E R M I N A  C O N  

R IB O S O M A S  H U M A N O S .

D a d o  el nuevo ru m b o  que to m a ro n  los estud ios de

in te ra c c iô n  de antib iôticos con el r ib o s o m a  e u c a riô tic o  tra s

la d e m o s tra c iô n  de hom ogeneidad  r ib o s ô m ic a  p a r a  la fijaciôn  
14

de C  t r ic o d e rm in a , se  ha tra ta d o  de e x te n d e r  es te  r e s u l­

tado  a o tro s  tipos de r ib o s o m a s  d e l tipo 8 0 S .

A l igual que se h ic ie ra  en e l caso  de an iso m ic in a  se  

e s c o g ie ro n  los r ib o s o m a s  p ro c é d a n te s  de am ig d a las  palatinas  

hum an as ( IV  . 1 . 7 ) .  S e  re a liz ô  un estud io  de fijac iô n  d i r e c ­

ta ,  s iendo  los datos obtenidos p ro c e s a d o s  y  re p re s e n t  ados  

segun  S c a tc h a r d . L a  f ig u ra  I V .  30 m u e s tra  que los r ib o s o ­

m as  hum anos al igual que los de le v a d u ra , son hom ogeneos

en cuanto a su afin idad p o r  tr ic o d e rm in a . S in  e m b a rg o , e s -
H T  -7

ta  re s u ltô  s e r  s u p e r io r ,  K ^  ( T R 1 C ) =  6 , 7  X  10 M  es  d e ­

c i r  a p ro x im a d a m e n te  e l d o b le . E l  n u m é ro  de s itio s , n =  0 ,7 3 ,
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v u e lv e  a s e r  uno p o r  r ib o s o m a ,  c o n s id e r a n d o  q u e  u n a  p e -  

q u e n a  p o r c io n  s e a n  in a c t iv o s ,  s e g u n  h a  v e n id o  s u c e d ie n d o  

co n  Id s  dos  an tib io tico s  a n t e r i o r m en te  e s tu d ia d o s .

P e r  lo dem as solo  resta e n u n c ia r  las con d ic iones e x ­

p é r im e n ta le s  : T R I S - C I H  (p H  7 , 4 )  50 m M , c lo r u r o  m a g n é -  

s ico  11 m M , c lo r u r o  po tas ico  60 m M  y  2 -m e rc a p to e ta n o l 

7 m M  en cuanto  a las c o n c e n tra c io n e s  ion icas  ( B F H ) .  2 , 5  

y  4 , 5  X  10 ^ M  de rib o s o m a s  p a r a  in te rv a le s  de t r i -

c o d e rm in a  de 1 -5  X  10 ^ M y  0 , 6 - 5  X  10 ^ M  respectivam en- 

te .  L o s  vo lum enes fin a les  fu e ro n  0 ,1  y  0 , 0 8  ml y  las  a l i-  

cuotas p a r a  estim acion  de ra d io a c tiv id a d  0 , 0 3  y  0 , 0 2  ml re s -  

p e c tiv a m e n te . E l  re s te  de las con d ic iones fu e ro n , m etodo de 

u ltra c e n tr ifu g a c io n  y 0 ° C  de te m p e ra tu re .



C A P I T U L O  V

V . l  E F E C T O  D E  I N H I B I D O R E S
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V . l .  E F E C T O  D E  IN H IB ID O R E S

V . 1 , 1 .  C O N S ID E R A C IO N E S  G E N E R A L E S

P a r a  m a y o r  c la r id a d  se  h a  dec id ido  a g ru p a r  en un 

solo  cap itu lo  el efecto  de o tro s  in h ib id o re s  de fo rm a c io n  de
3 3en lace  peptid ico  s o b re  la  fija c io n  de H  a n is o m ic in a , H  gou- 

g e ro tin a  y  ^^C tr ic o d e rm in a  a r ib o s o m a s . N d tes e  que a lo 

la rg o  de l Capitulo V  nos r e fe r ir e m o s  a este  tipo  de in h ib i­

d o re s  aunque no se ind ique.

E n  las  tab las  V .  1 , 2 , 3  se  m u e s tra n  d e  fo rm a  e n te r a -  

m ente  esq u em atica  los re s u lta d o s  que se h an de i r  d e s c r i -  

biendo a lo la rg o  de este c a p itu le . S e  in tenta con e lle  p r e ­

s e n te r  e l esq u em a  g e n e ra l de ta l fo r m a , que una v e z  lo c a -  

lizad o  el antib iotico ( o in h ib id o r) a c o n s id e r a r ,  se puedan  

c o n o c e r  los d e ta lles  de su acc iôn  en los d istin tos a p a rtad o s  

del cap ftu lo .

A u n  ten iendo  en cu en ta  la  e x is te n c ia  de m as de una  

e x c e p c iô n , p o d em o s , a p a r t ir  de l esq u em a  g e n e ra l exp uesto  

en las tab las  a n te r io rm e n te  m e n c io n a d a s , h a c e r  una s e r ie  

de c o n s id e ra c io n e s  g é n é ra le s . S ig u ie n d o  la  c lâ s ic a  d iv is iôn  

de in h ib id o re s , atendiendo a su  e fecto  s o b re  s is tem as  p r o -  

c a r io t ic o s , e u c a riô tic o s  6 s o b re  am bos (V a z q u e z  y  c o l s . ,  

1969b) podem os e s ta b le c e r  las s igu ien tes  lineas  de c o m p o r-  

tam iento.

- L o s  in h ib id o re s  de fo rm a c iô n  d e  en lace  pep tid ico  e s p e c rfi-  

cos p a r a 'r ib o s o m a s  e u c a rio tic o s  (a n is o m ic in a , g ru p o  de la
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tr ic o d e rm  in a  y  acido te n u a z 6 n ic o ) son in h ib id o re s  c o m p é ti­

t iv e s  e n tre  si ( v e r  I V . 3 . 3  y  V . 1 . 4 )  p e ro  no p o seen  ningun 

efecto  s o b re  la  fijac io n  de g o u g e ro tin a .

- L a  fija c io n  de estes in h ib id o re s  esp ec ifico s  de r ib o s o m a s  

8 0 S  no es p rà c tic a m e n te  a fec tad a  p o r  ningun in h ib id o r del 

g ru p o  com un a am bos s is tem as  (n i lo g icam en te  de l g ru p o  

e s p e c ific o  p a r a  p ro c a rio tic o s  ) .

- L a  s ituaciôn  in v e rs a  a p a re c e  en el c as e  de la  fija c id n  de  

un antib iotico del g ru p o  de los in h ib id o re s  c o m u n e s . gou­

g e ro tin a  so lo  se  v e  a fectada (e n  m a y o r  o m e n e r  fo rm  a ) p o r  

aq u e llo s  antib idticos p e rte n e c ie n te s  a su m is m o  g ru p o  m ie n -  

t ra s  que los e s p e c ific o s , ya  s e a  de rib o s o m a s  p ro c a r id t ic o s  

o e u c a /* id tic o s , tienen  un e fecto  p rà c tic a m e n te  n u lo . A s i pue- 

de h a b la rs e  de dos e s tru c tu ra s  d ife re n c ia le s  y  c a r a c te r is t i -  

cas  d e n tro  del c e n tre  ac tive  peptid il t r a n s fe r a s a :  u n a  que ha 

re s is tid o  la  evo luc idn  p r o c a r i d t e s e u c a r i d t e s  y  o tra  e s p e -  

c ific a  p a r a  cad a  uno de los dos tipos de r ib o s o m a s . T o d o  

e llo  tom ando s ie m p re  com o c r i te r io  la  in te ra c c id n  in h ib id o r -  

r ib o s o m a .

T r a s  es tas  b re v e s  c o n s id e ra c io n e s  de  conjunto y  tra s  

r e c o r d a r  que las con d ic iones e x p é r im e n ta le s  han s id e  c o n s ­

tan tes  p a r a  c a d a  antib idtico a lo la rg o  de l cap itu le  y  que y a
I

fu e ro n  d e s c r ita s  con todo d e ta lle  en e l a p a rta d o  11 . 3 . 13  de  

M é to d o s , se  p a s a râ  a d e s c r ib ir  los re s u lta d o s  obtenidos con  

c a d a  uno de  los in h ib id o re s  e n s a y a d o s .



T A B L A  V . l

IN H IB ID O R E S  D E L  C IC L O  D E  P O L I M E R I Z A C IO N

S I S T E M A S  E U C A R I O T I C O S

3
E F E C T O  S O B R E  L A  F IJ A C IO N  D E  H  A N IS O M IC IN A

T O T A L P A R C IA L N O  A F E C T A N

T  r ic o d e rm in a

T  r ic o d e rm o l

T  r ic o te c in a

F  us aren o n6n X

A c .  T e n u a z ô n ic o

P u ro m ic in a ^

V e r r u c a n n a A

E  s p a rs o m ic in a  

A c . T e n u a z ô n ic o ^  *

G o u g e ro tin a  
B la s tic id in a  S  
A m ic e tin a  
A c tin o b o lin a  
E  sp arso m ic in a^

C ic lo h e x im id a

C r ip to p le u r in a

^ r ib o s o m a s  de am igdalas  p a la tin as  hum anas  

^  ^ r ib o s o m a s  de S  . c e re v is ia e

t  A  c o n c e n tra c io n e s  s u p e r io re s  a 10 M



T A B L A  V . 2

E F E C T O  S O B R E  L A  F IJ A C IO N  D E  G O U G E R O T IN A

T O T A L ________  P A R C I A L _______________ N O  A F E C T A N

IN H IB ID O R E S  D E  S I S T E M A S  P R O C A R IO T IC O S

V ir id o g r is e in a  ( 3 7 )  C lo ra m fe n ic o l 65)
T ia m fe n ic o l ( 3 )

E s p ira m ic in a  III (+  1 5 )  
E r it r o m ic in a  ( 4 )  
O lea n d o m ic in a  ( 0 )

V e rn a m ic in a  A  ( + 3 0 )

L in c o m ic in a  ( 0 )

I N H IB ID O R E S  D E  S I S T E M A S  P R O C A R IO T IC O S

Y  E U C A R I O T I C O S

B la s tic id in a  S  (100) (96^ ) A m ic e tin a  ( 2 6 )  ( 4 0 ^ )
Esparsom icina ( 8 5 )  (95^) Actinobolina(4 1  ) ( 1 1 ^ )

Rirom icina ( 1 5 )  ( 4 9 ^ )

IN H I B I D O R E S  D E  S I S T E M A S  E U C A R I O T I C O S

A n is o m ic in a ( 0 )
T  r ic o d e rm in a ( 0 )
T  r ic o te c in a ( 0 )
F u s a re n o n  X ( 0 )
V e r r u c a r in a  A ( 0 )
A c . Tenuazonico ( 1 0 )
C ic lo h e x im id a ( 1 4 )

-d
los in h ib id o re s  10 M

3 — 6
E n  todos los caso s  H  g o u g ero tin a  10 M

E n  con d ic iones  de la re a c c io n  del fra g m e n te , v ir id o g r is e in a  (78)  

y  actinobo lin a  ( 9 7 )  ( 9 4 ^ ) .
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IN H I B I D O R E S  D E L  C IC L O  D E  P O L IM E R IZ  A C IO N

S I S T E M A S  E U C A R I O T I C O S

14
E F E C T O  S O B R E  L A  F IJ A C IO N  D E C  T R IC O D E R M IN A

T O T A L P A R C IA L N O  A F E C T A N

A n is o m ic in a  

A c . T e n u a zd n ic o ' 

T  r ic o d e rm o l

V e r r u c a r in a  A

A c . T e n u a z o n ic o

D  • • tP u ro m ic in a

G o u g e ro tin a  
B la s tic id in a  S  
A m ic e tin a  
A ctin o b o lin a  
E s p a rs o m ic in a

T  r ic o te c in a C  ic io h ex im id a

P u s a re n d n  X C r ip to p le u r in a

^ r ib o s o m a s  de am igda las  pa latinas hum anas  

^  ^  r ib o s o m a s  de S  . c e re v is ia e

t  A  c o n c e n tra c io n e s  s u p e r io re s  a 10 ^ M .
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V .  1 . 2 .  I N T E R A C C I O N E S  M U T U A S  E N T R E  A N IS O ­

M IC IN A ,  G O U G E R O T IN A  Y  T R IC O D E R M I N A

P rà c tic a m e n te  han s id e  y a  ava n zad o s  en e l cap itu lo  

p re c e d e n te  los re s u lta d o s  que h u b ie ra  c o rre s p o n d id o  s itu a r  

eri este  a p a rta d o ; no obstan te va m o s  a e x p o n e rlo s  b r e v e -  

m e n te .

. . .  3G o u g e ro tin a  no tien e  efecto  s o b re  la fija c id n  de H  a -  

n is o m ic in a  6 ^^C tr ic o d e rm in a  ( T a b la  V . 4  ) a n a lo g a -

m e n te , an iso m ic in a  y t r ic o d e rm in a  no im piden la  in te ra c c id n
3

d e  H  g o u g ero tin a  con el r ib o s o m a  e u c a rio tic o  ( T a b la  V . 2 ) .

S in  e m b a rg o , tr ic o d e rm in a  inhibe co m p le tam ente la  
3

fija c iô n  de H  an iso m ic in a  a r ib o s o m a s  8 0 S ,  tanto de le v a -  

d u r a  com o p ro c e d e n te s  de am ig d a las  p a la tin as  hum an a s , sien- 

do el e fec to  m as  m a rc a d o  en este  ultim o caso  ( P i g .  V . l A ) .  

E s ta  s ituac iôn  c o n c u e rd a  p e r fe c ta m ente con los v a lo re s  o b ­

ten id o s  p a r a  las constan tes  de d iso c iac iô n  en cad a  c as o  : as i 

m ie n tra s  que ( A N I S ) =  4 , 3  X  lO '^  M  y  ( T R 1 C )  =
r T T*"T̂ (i

1 ,8  X  10 M p a r a  le v a d u ra , K j  ( A N I S ) =  1 , 6  X  10 M y
H T  - 7

K , ( T R I C ) =  6 , 7  X  10 M  en el caso  de r ib o s o m a s  h u -  d
m an o s , es d e c ir  a n iso m ic in a  se  f ija  con m as afin id ad que 

t r ic o d e rm in a  en  el p r im e r  c as o  m ie n tra s  que en e l segundo  

se in v ie r te  la s itu a c iô n . Y  a quedô d e m o s tra d o  en e l caso  de 

le v a d u ra s  ( I V .  3 . 3 )  que t r ic o d e rm in a  es un in h ib id o r c o m p e -  

titivo  de la  fijac iô n  de ^ H  an iso m ic in a  a r ib o s o m a s , al m è ­

n es  en lo que se r e f ie r e  a su fija c iô n  de a lta  afin id ad d e f i-  

n ida  p o r  K j



T A B L A  V . 4

IN H IB ID O R E S  D E L  C IC L O  D E  P O L I M E R I Z  A C IO N

E F E C T O  S O B R E  L A  F IJ A C IO N  D E  C  T R IC O D E R M I N A

y , H  A N IS O M IC IN A

IN H IB ID O R  
( 10"'^ M )

^'^C T R IC O D E R M I N A  

le v a d u ra s

H  A N IS O M IO IN A  

levaduras humane

E S P E C I F I C O S  E U C A R .

A n is o m ic in a 75 100 100

T  r ic o d e rm in a 96 85 96

T  r ic o d e rm o l 62 64 80

T  r ic o te c in a 84 92 100

F u s a re n ô n  X 77 76 82

V e r r u c a r in a  A 4 0 16 13

A c , T e n u a z ô n ic o g ik 8 87

C ic lo h e x im id a 4 2 1

C O M U N E S

E s p a rs o m ic in a

P u ro m ic in a
G o u g e ro tin a

8 32 12

B la s tic id in a  S
A m ic e tin a
A c tin o b o lin a

0 0 0

an iso m ic in a  10 ^ M  ; ^^C  tr ic o d e rm in a  3 X  10 M

^  43% de inh ib ic iôn  con r ib o s o m a s  hum anos
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C o n secu en tem en te  se  estud iô  e l e fecto  de a n is o m ic in a
14

s o b re  la in te ra c c io n  de C  tr ic o d e rm in a  con r ib o s o m a s  de 

S . c e r e v is ia e . V e m o s  ( F i g .  V  . I B )  que es c a p a z  de p r o -  

d u c ir  inh ib ic iôn  to ta l. E s ta  o b s e rv a c iô n  s e  sum  a a los r a -  

zo n am ien to s  hechos en la  s ec c iô n  I V .  1 p a r a  d e m o s tra r  que 

los dos tipos d e  fija c iô n  ex is tan tes  en e l c as o  de a n is o ­

m ic in a  o c u r re n  s o b re  r ib o s o m a s  d is tin to s ; de o tro  m odo  y  

dad a  la  in te ra c c iô n  de tr ic o d e rm in a  con un 90% (a l  m e n o s )  

de e llo s  no se  h u b ie ra  podido o b te n e r  la  inh ib ic iôn  to ta l a n ­

te s  m e n c io n a d a . M a s  a u n , vem o s  que a p e s a r  de que K j  

( A N I S ) ^  K j  ( T R I C )  a p a re c e  t r ic o d e rm in a  com o m e jo r  

in h ib id o r de la  fijac iô n  de a n iso m ic in a  (p a r te  A  de la  f ig u ra )  

que an iso m ic in a  de la fijac iô n  d e  tr ic o d e rm in a  (p a r te  B )  .

E s to  es  c o n s e c u e n c ia  de que un 56% de los r ib o s o m a s  fijan
O^C

an iso m ic in a  segun K  que r e p ré s e n ta  una afin id ad 3 -4

v e c e s  in fe r io r  a la d e s c r ita  p o r  ( T R I C ) .  T a m b ié n  h a y
3que te n e r  p ré s e n te  que m ie n tra s  H  an is o m ic in a  se e n -

c u e n tra  a una c o n c e n tra c iô n  de 1 X  10 ^ M  ^^C t r ic o d e r m i-  

n a  es tâ  3 X  10 ^ M .

U n  an â lis is  d e ta llad o  de la c u r v a  de inh ib ic iôn  c o r r e s ­

pond iente a es te  ultim o c o n c u e rd a  con la  s itu ac iôn  d e s c r ita  

p a r a  am bos antib iôticos en e l C a p itu lo  I V ; as i la len ta in h i­

b ic iôn obten ida a ba jas  c o n c e n tra c io n e s  de an iso m ic in a  

(1 0  ^ -1 0  ^ M )  , se c o rre s p o n d e  con una s itu ac iô n  en la  que  

este  antib iô tico  d e s p la z a  a t r ic o d e rm in a  d e l 28% de los r ib o ­

so m as  (e s to  e s ,  r ib o s o m a s  de a lta  a fin id ad ) , m ie n tra s  que  

no p ro d u c e  ningun efecto  s o b re  e l re s te  (r ib o s o m a s  d e  b a -
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[ t r i c o d e r m i n a ]  m [ a n i s o m i c i n a ]  m

F I G . v . l .  In te ra c c iô n  t r ic o d e r m in a -an iso m ic in a

3
A .  In h ib ic iô n  de la  fijac iô n  de H  an iso m ic in a  a

rib o s o m a s  8 0 S  de S . c e re v is ia e  ( o  e )  y

am ig d a las  pa la tin as  hum anas ( b  B )  p o r
tr ic o d e rm in a .

B .  In h ib ic iô n  de la  fijac iô n  de t r ic o d e rm in a
a r ib o s o m a s  8 0 S  de S  . c e re v is ia e  ( o  o)
p o r  a n is o m ic in a .

C o n d ic io n es  e x p é r im e n ta le s , v e r  I I .  3 . 13.
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14 .
j a  a f in id a d ). D e  es ta  fo rm a  C  tr ic o d e rm in a  v e r â  in c r e -  

m en tad a  su c o n c e n tra c iô n  en la  s o lu c iô n , lo que p ro v o c a  

u na m a y o r  fijac iô n  a los r ib o s o m a s  lib re s  (n o  aco m p le jad o s  

con an is o m ic in a ) . E s ta  s ituac iôn  a n ive l m ic ro s c ô p ic o  se  v e  

re f le ja d a  m a c ro s c ô p ic a m e n te  p o r  u n a  len ta  inh ib ic iôn  h as ta  

aq u e llas  c o n c e n tra c io n e s  de an is o m ic in a  en que é s ta  p u e d a  

d e s p la z a r  a t r ic o d e rm in a  de los r ib o s o m a s  de  b a ja  afin idad  

(c o n c e n tra c io n e s  s u p e r io re s  a 10 ^ M ) .

V .  1 . 3 .  IN H IB ID O R E S  D E L  G R U P O  D E  T R I C O D E R ­

M IN A

S e  han estud iado  t r ic o d e r m o l,  tr ic o te c in a , fu s a re n ô n  X  

y  v e r r u c a r in a  A  cuyas e s tru c tu ra s  y  p r in c ip a le s  c a r a c t e r is -  

tica s  pueden e n c o n tra rs e  en  In tro d u c c iô n  ( 1 . 3 . 3 ) .

T o d o s  e llo s  se c o m p o rtan  com o in h ib id o re s  de la  f o r ­

m ac iô n  de e n la c e  pep tid ico  e n s a y a d a  p o r  la  re a c c iô n  d e  la  

p u ro m ic in a  ô de l fra g m e n te  ( C a r r a s c o ,  B a rb a c id  y  V a z q u e z ,  

1973)  . E s te  com un m éca n ism e  d e  acc iôn  no se  c o r r e s p o n ­

d e  con les  en sayo s  que se  d e s c r ib e n  en e s te  a p a rta d o .

S e g u n  puede o b s e rv a rs e  en la  ta b la  V . 2  y  s ig u ien d o  las  

las n o rm  as g é n é ra le s  de ’’ c o m p o rta m ie n to ’* de los an tib iô ti­

cos esp e c ific o s  p a r a  r ib o s o m a s  e u c a r iô t ic o s , no a fec tan  en  

abso lu te  la  fijac iô n  de g o u g e ro tin a . L a s  d ife re n c ia s  c o -  

m e n z a ro n  a a p a r e c e r  al e s tu d ia r  su efecto  s o b re  la  fija c iô n  

de ^ H  an iso m ic in a  ( F i g .  V . 2 ) .  M ie n tra s  que t r ic o d e rm o l (A ), 

tr ic o te c in a  (B ) y fu s a re n ô n  X  (C ) se  c o m p o rta n  p a r  a ie  lamen­

te  a t r ic o d e r m in a , v e r r u c a r in a  A  ( D )  p ro d u c e  un a in h ib i-
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[ I N H I B I D O R ]  M

F I G . V . 2 .  F ija c iô n  de H  an iso m ic in a  a r ib o s o m a s  8 0 S  

de S . c e re v is ia e  . E fe c to  de antib iôticos s e s q u ite rp é n ic o s .

A .  T r ic o d e r m o l ,  B .  T r ic o te c in a ,  C .  F u s a ­
re n ô n  X  y  D .  V e r r u c a r in a  A .
3 6 6

H  an iso m ic in a  10 M y  r ib o s o m a s  2 , 5 X  10 M .

O tr a s  con d ic iones : 0 C ,  B F Y  y  u ltra c e n tr ifu g a c iô n
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cion p a r c ia l ,  p e ro  a c o n c e n tra c io n e s  tan e lev  ad as com o pa­

r a  p e n s a r  que este  efecto no se  c o rre s p o n d e  con la  fijac i& i 

re s p o n s a b le  de la  inh ib ic iôn de fo rm a c iô n  de e n la c e  peptkiico.

F ig u r a  V . 3  m u e s tra  e l e fecto  de es te  g ru p o  de a n ti-
14

biôticos s o b re  la  fijac iô n  de C  tr ic o d e rm in a  a r ib o s o m a s  

de le v a d u ra . M ie n tra s  t r ic o d e rm o l, tr ic o te c in a  y  fu s a re n ô n  X  

p ro d u c e n  de nuevo inh ib ic iones to ta le s , v e r r u c a r in a  A  p r é ­

sen ta  un co m p o rtam ien to  m uy s im ila r  al d e s c r ito  en  el caso  

de su in te ra c c iô n  con la  fijac iô n  de an is o m ic in a . S in  embar^ 

go la  s ituac iôn  es lig e ra m e n te  d is tin ta , pues si b ien la  in h i­

b ic iôn  es p a r c ia l ,  es ta  se  p ro d u c e  a c o n c e n tra c io n e s  de 

v e r r u c a r in a  A ,  e n tre  0 ,6  y  10 X  10 ^ M que bien s e  pueden 

c o rre s p o n d e r  con los ra n g o s  de inhib iciôn de en lace  peptidico.

D a d o  que v e r r u c a r in a  A ,  asi com o fu s a re n ô n  X  fueron  

d e s c r ito s  com o in h ib id o re s  de en la c e  pep tid ico  s o b re  la  base 

de su efecto en la re a c c iô n  d e l f ra g m e n te , p o r  o tra  p a rte  e l 

efecto  m as p ro n u n c ia d o  e n tre  los in h ib id o re s  h as ta  a h o ra  c o -  

n o c id o s , ( C a r r a s c o ,  B a rb a c id  y  V a z q u e z ,  1973)  y  ( B a tta -  

n e r  y  V a z q u e z ,  1 9 7 1 a ) se estud iô  el co m p o rtam ien to  de am ­

bos in h ib id o re s  en las con d ic iones de es te  en sayo  ( F R Y ) .

L a  s ituac iôn  ( F i g .  V . 4 )  a p a re c e  m ucho m as c la r a  y a  que

am bos se co m p o rtan  com o buenos in h ib id o re s  de la  fijac iô n  
14

de C  tr ic o d e rm in a  pud iéndose d e d u c ir  que en es tas  condi­

c iones poseen  afin id ad es m as e le v a d a s , lo que c o n c u e rd a  

con su m a y o r  efecto  s o b re  la re a c c iô n  d e l fra g m e n te . A s i  

m ism o d ad a  la e s tab ilizac iô n  de la  c u rv a  e x p e r im e n ta l (e n  

un 35% de inh ib ic iôn p a r a  v e r r u c a r in a  A  y  en un 80% p o r
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[TRICOT ECINA]  M A - - A  [VERRUCARINA a]  M o — O

P I G . V . 3 .  E fe c to  de antib iôticos s e s q u ite rp é n ic o s  s o b re  
14

la fijac iôn  de C  t r ic o d e rm in a  a r ib o s o m a s  8 0 S  de le v a d u ra .

C o n d ic io n es  iôn icas  B F Y ,  te m p e ra tu ra  0 ° C  y  e x p e r i -  
m ento de u ltra c e n tr ifu g a c iô n .

Otras cond ic iones : 2 ,5  X  10 de r ib o s o m a s  y  3 X
10“ M  de C  t r ic o d e rm in a .
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[FUSARENON x] M A — A  

[ v e r r u c a r i n a  a ]  m o  O

P I G . V . 4 .  E fe c to  de v e r r u c a r in a  A  y  fu s a re n o n  X  s o b re
14

la fijac iô n  de C  t r ic o d e rm in a  a r ib o so m as  8 0 S  de le v a ­

d u ra  en las con d ic iones de la  re a c c iô n  del fra g m e n te .

A  A F u s a re n ô n  X ;  o  o V e r r u c a r in a  A

0 ° C  de te m p e ra tu ra , e x p é rim e n te  de s e d im e n ta -  
ciôn p o r  e t ^ o l ,  3 X  1 0 “^ M de t r ic o d e rm in a  
y  2 ,5  X  10” M de rib o s o m a s  fu e ro n  las  re s ta n te s  
con d ic iones e x p é r im e n ta le s .
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fu s a re n ô n  X )  , p a re c e  lôg ico  s u p o n e r que v e r r u c a r in a  A ,  

ûnico antib iôtico  del g ru p o  que posee una e s tru c tu ra  a m p lia -  

m ente d ife re n c ia d a  del re s to  ( F i g .  1 . 5 ) ,  . se  f ija  en un s i -  

tio m uy p rô x im o  al de t r ic o d e r m in a , sin e m b a rg o  so lo  un 

d e te rm in a d o  p o rc e n ta je  de r ib o s o m a s  son cap aces  de in te r -  

a c c io n a r  con el in h ib id o r ( ta l y  cm o su c ed ia  con a n is o m i­

c in a ) . S in  e m b a rg o  en con d ic iones  s ta n d a rd  ( B F Y )  es d e ­

c i r  en au s e n c ia  de e ta n o l, la  afin idad de este  antib iôtico  p a ­

re c e  d is m in u ir , s iendo  su e fec to  m enos c la r o .  L a  d ife re n -  

c ia  e n c o n tra d a  p a r a  fu s a re n ô n  X  en cuanto a su cap  acid ad 

p a r a  p ro d u c ir  to ta l inh ib ic iôn  en condic iones s ta n d a rd  p e ro  

solo p a rc ia l en con d ic iones de re a c c iô n  del fra g m e n te , p u e ­

de o b e d e c e r al m ism o fenôm eno  apuntado a n te r io rm  ente p a ­

r a  v e r r u c a r in a  A ,  es  d e c ir ,  la  p re s e n c ia  de etanol im p o s i-  

b ilita  la fijac iô n  de fu s a re n ô n  X  a una peq ueha p o rc iô n  de  

r ib o so m as  que sin e m b a rg o  c o n s e rv a n  su afin idad p o r  t r ic o -  

d e rm in a .

F in a lm e n te  la  tab la  V . 5  pone de m an ifiesto que al 

igual que su ced iô  con el re p ré s e n ta n te  de este  g ru p o  de in ­

h ib id o re s , t r ic o d e rm in a , todos ellos p ro d u cen  una m a y o r  

inh ib ic iôn s o b re  la fijac iô n  de H  an isom ic ina  a rib o so m as  

hum anos que a r ib o so m as  de le v a d u ra . A s i se c o n firm a  la  

m a y o r  afin idad de estos antib iôticos s e s q u ite rp é n ic o s  p o r  los  

r ib o s o m a s  p ro c e d e n te s  de am ig d a las  pa la tin as  hum a n a s .

V .  1 . 4 .  A C ID O  T E N U A Z O N I C O

E n  1 9 7 1 , B a tta n e r  y  V a z q u e z ,  u tilizando  un s is te m a
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a c e lu la r  de le v a d u ra s , e s ta b le c îe ro n  el m é c a n is m e  de acciôn  

de los in h ib id o re s  del p ro c e s o  de c re c im ie n to  de la ca d e n a  

p ep tid ica  en  o rg a n is m e s  e u c a r iô tic o s . E s ta  e tapa de p o lim e -  

r iz a c iô n  fu é  es tud iada  p o s te r io rm e n te  p o r  C a r r a s c o ,  (1973 ) 

en un s is tem a  a c e lu la r  d e r iv a d o  de am igda las  pa latinas h u ­

m an as en e l que hab ian s ide  a is lados  todos los co m p o n en - 

tes  de este p ro c e s o , es  d e c ir  r ib o s o m a s  y  fa c to re s  de p o -  

l im e r iz a c iô n  ( E F  1 y  E  F  2 ) . A l  e n s a y a r  e l m odo de  acciôn 

de antib iôticos en cad a  una de las  s e c u e n c ia s  ex is tan tes  e n ­

t r e  la fo rm a c iô n  de dos en laces  p e p tid ic o s , se  en c o n trô  un 

g ra n  p a ra le lis m o  con los resu ltad o s  que B a tta n e r  y  V a z q u e z  

hab ian  obtenido en le v a d u ra s . T a n  so lo  hubo una excep c iô n , 

e l âcido te n u a z ô n ic o , que m ie n tra s  a p a re c ia  com o buen in h i­

b id o r de fo rm a c iô n  de en lace  peptid ico  c a ta liza d o  p o r  r ib o s o ­

m as h u m a n o s , no ten ia  efecto  en le v a d u ra s . P o s te r io re s  e s -  

tudios p o r  C a r r a s c o ,  (1973 ) han d e m o s tra d o  que este  in h ib i­

d o r  solo  m u e s tra  su acc iôn  en r ib o s o m a s  p ro c e d e n te s  de  

m a m rfe ro s .

A n te  tan su g es tiva  s itu ac iôn  se tra tô  de e s tu d ia r  la  

in te ra c c iô n  de este  antib iôtico con  los r ib o s o m a s . A s i en la
3f ig u ra  V . 5  a p a re c e  su e fecto  s o b re  la  fija c iô n  de H  a n is o -

14
m ic in a  ( A )  y  C  tr ic o d e rm in a  ( B )  . E n  am bos c a s o s , las  

lineas  continuas que unen los c irc u lo s  e x p re s a n  los re s u lta ­

dos u tilizando  rib o s o m a s  de S . c e r e v is ia e . m ie n tra s  que li­

n ea s  d iscon tinuas y  los re c tân g u lo s  c o rre s p o n d e n  a r ib o s o ­

m as  h u m an o s . E n  estos ûltim os la  inh ib ic iôn  es to ta l, m ie n ­

t ra s  que en los p r im e ro s  solo  p ro d u c e  inh ib ic iones p a r c ia -  

les  a c o n c e n tra c io n e s  m u y  e le v a d a s . P o r  ta n to , la  m agnitud
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F I G . V . 5 .  E fe c to  del âcido ten u azô n ico  s o b re  la  fijac iô n  de

3
A .

B .

H  an iso m ic in a  a r ib o s o m a s  8 0 S  de le v a ­
d u ra  ( o  ©) y de am ig d a las  pa la tin as
hum anas ( @ a) .
14

C  tr ic o d e rm in a  a r ib o s o m a s  8 0 S  de le ­
v a d u ra  ( o  o) y  de am ig d a las  palatin  as
hum anas ( □ ----- □ ) .

T e m p e r a tu r a  0 ° C , e x p e rim e n to  de u ltra c e n tr i­
fu g ac iô n . D e m â s  con d ic iones v e r  11 . 3 . 13 .
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de su in te ra c c iô n  con los r ib o s o m a s  es la c a u s a  del d ife r e n -  

c ia l co m p o rtam ien to  de es te  in h ib id o r a lo la rg o  de la e s c a -  

la filo g e n é tic a  ta l y  com o ha es tab lec id o  C a r r a s c o .  E s ta  

e x p e r ie n c ia  pone de m an ifiesto  que la  cap acid  ad in h ib id o r a 

del âcido ten u azo n ic o  es m u y s u p e r io r  en e l caso  de a n is o ­

m ic in a . E s to  p o d r ia  s e r  e xp licad o  p o r  una in te ra c c iô n  de  

c a r a c te r  d ire c te  ( co m p etitiva ) e n tre  am bos antib iô ticos ( e s ­

to sera  d e m o s tra d o  m as  ad el ante ) m ie n tra s  que con t r ic o d e r -  

m in a  es ta  in te ra c c iô n  fu e r a  tan so lo  p a r c ia l .  S in  e m b a rg o  

d ad a  la com petitiv idad  ex is tan te  e n tre  a n is o m ic in a -tr ic o d e rm i-  

na y  a n is o m ic in a -â c id o  ten u azô n ic o  no p a r e c e r ia  e x tra n o  que 

este tr iâ n g u lo  q u e d a ra  c e r r a d o  con la  com petic iôn  e n tre  t r i -  

c o d e rm in a  y  âc ido  te n u a zô n ic o . S i  b ien  no existe, una base  

e x p e rim e n ta l que c o n firm e  e s ta  h ip ô te s is , la  s itu ac iôn  en la  

f ig u ra  V . 6 B  s é r ia  p a ra le la  a la e n c o n tra d a  estud iand o  la in ­

te ra c c iô n  de  an iso m ic in a  con tr ic o d e rm in a  ( F i g .  V . l B )

donde e l e fecto  in h ib id o r e r a  in fe r io r  a lo e s p e ra d o  deb ido a 

la h e te ro g e n e id a d  p re s e n ta d a  p o r  e l p r im e ro  de e llo s . P o r  

tanto ré s u lta  fac tib le  s u p o n e r que âcido ten u azô n ic o  p ré s e n te  

un as c a ra c te r is t ic a s  de fijac iô n  s im ila re s  a an iso m ic in a  ( dos  

tipos de a f in id a d ). E s ta  h ipô tes is  solo p o d r ia  s e r  co n firm  ad a 

si es te  in h ib id o r fu e ra  m a rc a d o  con isôtopos ra d io a c t iv o s .

M ed ian te  un e x p e rim e n to  s im ila r  a los d e s c r ito s  en I I .  

3 . 1 4 ,  111.3.3 y  I V .  1 . 7 ,  se tra tô  de e s ta b le c e r  si la  in te ra c ­

ciôn a n is o m ic in a -â c id o  ten u azô n ic o  e r a  de c a r â c te r  c o m p e ti­

tive  o no y en e l caso  que lo f u e r a ,  c a lc u la r  la  constante  de 

d iso c iac iô n  p a r a  e l âc ido  te n u a zô n ic o . E l  e x p e rim e n to  fué
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F I G . V . 6 .  C a lc u lo  de la  a fin idad  de l acido ten u azo n ic o  p o r  

r ib o s o m a s  h u m an o s. M e d id a  in d ire c ta  a p a r t i r  de su efecto  

s o b re  la  fija c iô n  de an is o m ic in a .

o  © an iso m ic in a  0 , 5 - l , 5 X  10 M. c
A  A Id e m , m âs âcido  te n u a zô n ic o  10“ M

à Idem  , 3 X  10"^  M .

R ib o s o m a s  3 X  10 M . O tra s  co n d ic io n es  0 ° O  y  B P H ,



182

îdéntico al d e s c r ito  en I I I .  3 .3  a exc ep c iô n  de que s e  e m p le a -  

ro n  r ib o s o m a s  p ro c e d e n te s  de am igdalas  p a la tin as  hum an as 

( 3 X 1 0  ^ M  ) lo que im p licab a  u t il iz a r  las con d ic iones d e s c r i­

tas com o B F H  ( v e r  I I . 3 .1 3  6  A p é n d ic e  I ) .  F in a lm e n te , las  

c o n c e n tra c io n e s  de an iso m ic in a  t r it ia d a  fu e ro n  0 , 5 - 1 ,  5 X  10 M .

L a  f ig u ra  V . 6  m u e s tra  en c irc u lo b  n e g ro s  ( • ------# )  el re s u l-

tado c o n tro l, m ie n tra s  que los tr ia n g u lo s  b lancos (A  A )

c o rre s p o n d e n  a la p re s e n c ia  de âcido ten u azô n ic o  10 ^ M y  

los n e g ro s  (A  A ) a 3 X  10 ^ M .  H a c ie n d o  los câ lcu los  p e r ­

tinentes a p a r t ir  de los v a lo re s  de la  constante de aso c iac iô n  

( cu ya  in v e rs a  1 ,7  X  10 se c o rre s p o n d e  p e r fe c ta m e n -

te con el v a lo r  obtenido en I V .  1 .8 )  y  constantes a p a re n te s

K * y  K*l se  obtuvo un v a lo r  p a r a  la  afin idad del âc ido  t e -
H T  -5

nu azô n ico  de K  , ( T N A ) =  2 ,2  X  10 M es d e c ir  13 v e c e s
H T

in fe r io r  a la  p re s e n ta d a  p o r  an iso m ic in a  ( K ,  ( A N I S ) ) .  L a
1

com petitiv id  ad de es ta  in te ra c c iô n  v ie n e  s e fla la d a  p o r  la  in te r -  

secc iô n  de las t rè s  re c ta s  en un ùnico punto d e l e je  de o r d e -  

nadas (n  = 0 , 4 ) .  L a  p u n tu a lizac iô n  hech a  en 111.3.3 es a p li-  

cab le  en este  c a s o . E s  d e c ir  la  e x p e r ie n c ia  ha s ido  r e a l iz a -  

da c o n s id e ra n d o  tan so lo  la fija c iô n  de a lta  afin idad de a n is o ­

m ic in a .

A  p a r t ir  de estos re s u lta d o s  y  los obtenidos en V . 1 . 2  

y  3 podem os e s ta b le c e r  que los in h ib id o re s  de e n lace  p e p tid i­

co esp ec ifico s  p a r a  r ib o s o m a s  e u c a riô tic o s  actuan en un c e n ­

t r e  com un ( lo  que no q u ie re  d e c ir  en una e s tru c tu ra  r ib o s ô -  

m ic a  com un) , s iendo  im p o sib le  que un r ib o s o m a  in te ra c c io n e  

con dos (ô  m a s ) de estos in h ib id o re s  en un m ism o  in s tan te .
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V .  1 .5 .  E S P A R S O M IC IN A

E s  un in h ib id o r de fo rm a c io n  de e n la c e  pep tid ico  a c ­

tive  en s is tem as  p ro c a r io t ic o s  y  e u c a r io t ic o s , m o s tra n d o s e  

com o in h ib id o r co m p etitive  de  p u ro m ic in a  cuando  es ta  induce  

la lib e ra c iô n  de p o lifen ila la n in a  de «ribosom as conten iendo p o -  

l i fe n i la la n il - tR N A  (G o ld b e rg  y  M its u g i, 1 9 6 6 ) .  Idénticos r e ­

su ltados se o b tu v ie ro n  al e s tu d ia r  e s ta  re a c c iô n  p a rtie n d o  

de A c - F e n - t R N A  (P e s tk a ,  1 9 7 0 b ) .  E s p a rs o m ic in a  tam b ién  

se co m p o rta  com o un in h ib id o r de fo rm a c iô n  de en lace  p e p ­

tid ico  cuando e s ta  activ id ad  es e n s a y a d a  segun la  re a c c iô n  

del fra g m e n te  (M o n ro  y  V a z q u e z ,  196 7 ) y  (B a t ta n e r  y  V a z ­

q u e z , 1 9 7 1 a ) . '  S in  e m b a rg o  la  acc iôn  de es te  antib iôtico no 

p a re c e  in c id ir  d ire c t am ente s o b re  e s ta  re a c c iô n . A s i H e rn e r ,  

G o ld b e rg  y  C o h en  m o s tra ro n  en 1969 que la  fijac iô n  no e n -  

z im â tic a  de A c - F e n - t R N A  a r ib o s o m a s  en p re s e n c ia  de poli 

U e r a  e s ta b iliz a d a  p o r  e l an tib iô tico . M a s  au n , en 1970 Jime­

n e z , M o n ro  y  V a z q u e z  e n c o n tra ro n  que este  s u s tra to  de p ep ­

tid il t ra n s fe ra s a  pod ia f i ja r s e  al r ib o s o m a  en au sen c ia  de m R N A  

siendo es ta  fijac iô n  dep end ien te  de e s p a rs o m ic in a . S u  m é c a ­

n ism e de acc iôn  quedô es ta b le c id o  com o fo rm a d o r  de un c o m -  

ple jo  in e rte  e n tre  p e p t id il - tR N A  (ô  an â lo g o s) y  r ib o s o m a s , a 

p a r t ir  de los e x p e rim e n to s  de M o n r o , C e lm a  y  V a z q u e z  

( 1969) 1 lev ados a cabo con fra g m e n te s  am in o te rm in a le s  de  

A c - L e u - t R N A . R e c ie n te m e n te  B u s ie llo  y  D i  G iro la m o  ( 1973) 

han m o s tra d o  que e s p a rs o m ic in a  no inhibe fo rm a c iô n  de e n ­

lace peptid ico  cuando en un s is te m a  a c e lu la r  se  consigue que  

el s u s tra to  d o n ad o r s e a  a m in o a c i l - tR N A . H a r r is  y  P e s tk a



184

( 1 9 7 3 ) re p o r ta ro n  un efecto  in h ib id o r s o b re  la fijac iô n  de 

fra g m e n te  a c e p to r  ( C A C C A - F e n )  a r ib o s o m a s  a ba jas  con­

c e n tra c io n e s , m ie n tra s  que a ait as (1 0  M y  s u p e r io r e s )  

p ro d u c e n  una es tim u lac iô n  p a r a le la  a la  de l fra g m e n te  a c e -  

tila d o .

P o r  lo que re s p e c ta  a su in te ra c c iô n  con los r ib o s o -
14

m as e s p a rs o m ic in a  no inhibe fijac iô n  de C  c lo ra n fe n ic o l, 

lincom icina 6 e r itro m ic in a  ( F e r n a n d e z -M u n o z  y  c o ls , 

197 1 ) p e ro  SI p u ro m ic in a  ( F e rn â n d e z -M u n o z  y  V a z q u e z ,  

1 9 7 3 ) estud iados en p re s e n c ia  de e tan o l. C o n tra r ia m e n te  a 

estos resu ltad o s  en E  . co li . C h a n g , S id d h ik o l y  W eisblum  

( 1969) e n c o n tra ro n  que e s p a rs o m ic in a  e r a  un buen in h ib id o r  

de la in te ra c c iô n  de c lo ra n fe n ic o l con rib o s o m a s  de B . S t e a -  

ro th e rm o p h ilu s . E s ta  d ife re n c ia  no deb e s e r  a tr ib u id a  al sol -  

ven te  o rg â n ic o  pues C o n tr e r a s  ( 197 3 ) e n c o n trô  en su ausen­

c ia , idénticos re s u lta d o s  (s ie m p re  en E  . c o li) . E s ta  in tro d u c ­

ciôn a c e rc a  del m é c a n is m e  de  acc iôn  de es te  antib iôtico  no 

debe c o n c lu ir  s in  s itu a r lo  en e l contexte g e n e ra l del m odo de 

acciôn  de otros- in h ib id o re s . S i  bien la h ip ô tes is  es ta b le c id a  

p o r  M o n ro  y  c o ls . ( hoy g e n e ra lm e n te  a c e p ta d a ) lo s itu a  en  

un lu g a r e n te ra m e n te  p a r t ic u la r ,  no h ay  que o lv id a r  que o tros  

in h ib id o re s , ta ie s  com o g o u g ero tin a  po seen  un efecto  c u a lita -  

tivam en te  s im ila r  (au n q u e  cu an tita tivam en te  m u y  in f e r io r ) ,  e s -  

pec ia lm en te  en los s is tem as  de fijac iô n  de fra g m e n te  ace tilado  

(M o n r o ,  C e lm a  y  V a z q u e z ,  19 6 9 ) y  de A c - F e n - t R N A  en  

au s en c ia  de m e n s a je ro  (J im é n e z , M o n ro  y  V a z q u e z ,  1 9 7 0 ) .  

R e c ie n te m e n te  se  ha es tab lec id o  (C o n t r e r a s ,  B a rb a c id  y
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V a z q u e z ,  1973) que^ t ia n fe n ic o l, un d e r iv a d o  de c lo ra n fe n i­

co l , se  co m p o rta  de fo rm  a s im ila r  en los en s ayo s  a n te r io r -  

m ente  d e s c rito s  incluso d esde  un punto de v is ta  c u a n tita tiv o .

N o  obstante la  in te ra c c io n  de es te  ultim o con el r ib o s o m a  

no se  ve a fectada p o r  e s p a rs o m ic in a . L o s  re s u lta d o s  o b te ­

nidos estud iando el e fecto  de es te  antib iotico s o b re  la fijac io n  

de a n is o m ic in a , g o u g ero tin a  y  tr ic o d e rm in a  se

p re s e n ta n  a co n tin u a c iô n . F ig u r a  V . 7  pone de m an ifiesto  un 

co m p o rtam ien to  d ife re n c ia ! e n tre  los r ib o s o m a s  de le v a d u ra  

y  hum anos al e s tu d ia r  la fijac io n  de an is o m ic in a . E n  los

p r im e r o s ,  se a lc a n za  ra p id  am ente una inh ib ic iôn  p a rc ia l  (3 0 -
7 6

35%) a c o n c e n tra c io n e s  m uy b a jas  del antib iotico  (1 0  - 1 0  M )

lo que c o n c u e rd a  con su alta afin idad d ed u c id a  de los e x p e ­

rim e n to s  d e s c rito s  a n te r  io rm  ente y en los que g e n e ra lm e n ­

te se e n c u e n tra n  e fectos  s a tu ra n te s  a 10  ̂ M . A  p a r t ir  de 

3 X  10 ^ M no se p ro d u c e n  m a y o re s  inh ib ic iones h as ta  c o n ­

c e n tra c io n e s  s u p e r io re s  a 0 ,5  m M  donde una segunda in h ib i­

ciôn  c o m ie n za  a h a c e rs e  p a ten te . E s ta  s itu ac iôn  se  c o r r e s ­

ponde p e rfe c t am ente con una acc iôn  in h ib id o ra  de e s p a rs o m i-
3c in a  s o b re  la fijac iô n  de H  a n is o m ic in a , p e ro  tan so lo  en

un c ie rto  p o rc e n ta je  de r ib o s o m a . S e  h ic ie ro n  câ lcu lo s  con

objeto  de c o r re la c io n a r lo s  con los r ib o s o m a s  de alta  ô ba ja

afin idad ( I V .  1 .3 )  p e ro  el tanto p o r  c iento  de inh ib iciôn no

se  c o rre s p o n d iô  con el e x p e r im e n ta l. E s to  no d e s c a r ta  que

e s p a rs o m ic in a  solo in te ra c c io n e  con rib o s o m a s  (e n  un sitio

exc lus ive  con an iso m ic in a ) de uno u o tro  tipo p e ro  en p r o -

p o rc io n e s  d is tin tas . P e s tk a  y c o ls . ( 1 9 7 2 ) han m o s tra d o  que
3

en su s is tem a  de sm tes is  de p e p tid il-  H  p u ro m ic in a  c a ta l iz a -
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d a  p o r  p o lisom as de h igado  (6  c e r e b r o )  de r a ta ,  a n is o m i-  

c in a  y  e s p a rs o m ic in a  son los u n ices  in h ib id o re s  com pétitives  

de p u ro m ic in a  en e s ta  re a c c iô n . S in  e m b a rg o  es tes  r e s u l -  

tados obtenidos con r ib o so m as  d e  le v a d u ra  no se c o r r e s p o n -  

den con los de m a m ife ro s  (p ro c e d e n te s  de am igda las  p a la ­

tines hum a n a s ) pues en es te  c a s e  ( F ig .  V . 7 ,  ■ ------■ )  solo

h a y  una p e q u en a  inh ib ic ion  a c o n c e n tra c io n e s  s u p e r io re s  a 

10 ^ M .  U n  co m p o rt am iento s im ila r  fué e n c o n tra d o  al e s tu -
14 .d ia r  su  efecto  s o b re  la fijac io n  de C  tr ic o d e rm in a  a r ib o ­

som  as , in c lu se  de le v a d u ra . L a  exp lic a c io n  a este  d i fe r e n -  

c ia l com p o rtam ie n to  es desconoc ido  en e l p ré s e n te  m e m e n to .

3P e r  le que re s p e c ta  a la  fijac iô n  de H  g o u g e ro tin a ,  

e s p a rs o m ic in a  a 10 ^ M inhibe co m p letam ente  (96% ) su in te r -  

acciôn  con el rib osom  a e u c a riô tic o  de le v a d u ra  ( T a b la  V . 2 ) .  

E s te  re s u lta d o  es m uy in te re s a n te , no so lo  p o rq u e  c o r r e la -  

ciona la fija c iô n  de es tes  in h ib id o re s  que segùn se  h a  dicho  

a n te r io rm e n te , algunos a u to re s  h an e n c o n tra d o  c ie r to  p a p e -  

le lism o  e n tre  sus m odes de a c c iô n , s in e  p o rq u e  d e m u e s tra  

que e s p a rs o m ic in a  in te ra c c io n a  con todos los rib o so m  as (a l  

m enos con todos I6s que le hacen  con g o u g e ro tin a , 85% ) p o r  

le  que el re s u lta d o  obtenido con an iso m ic in a  no puede s e r

exp licad o  p o r  una in te ra c c iô n  to ta l a n is o m ic in a -e s p a rs o m ic in a  

en la que es te  u ltim e so lo  in te r  a c c io n a ra  con un d e te r  m in ado  

p o rc e n ta je  de rib osom  a s , h ab ién dose de a d m itir  una s itu ac iô n  

m as c o m p le ja  ta l com o h e te ro g e n e id a d  r ib o s o m ic a .

E s te  e n s ayo  se r e a l iz e  con rib o so m  as 7 0 S  de E . co li 

es ta n d o , a l igual que antes e s p a rs o m ic in a  10 ^ M  y  g o u -
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m ic in a  y  3 , 5 X  lO ’ ^ M ( B F H )  y  2 ,5  X  l O '^ M ,  ( B F Y )  
de r ib o s o m a s , re s p e c tiv a m e n te .
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g e ro tin a  10 ^ M .  I_ a  inh ib ic ion  fué tan so lo  de un 86% ( T a ­

b la  V . 2 ) .  A s i p a re c e  q u e d a r  e s ta b le c id a  la  re la c ié n  ex is tan ­

te e n tre  los s itios  de fija c io n  de g o u g ero tin a  y  e s p a rs o m ic i­

na  lo que c o n c u e rd a  con los re s u lta d o s  obtenidos p o r  otros  

au to re s  ta l y  com o se h a  d e s c r ito  a n te r io rm e n te .

V .  1 .6 .  O T R O S  IN H IB ID O R E S  D E  P E P T I D I L  T R A N S -  

F E R A S A  A C T I V O S  E N  S I S T E M A S  P R O C A -  

R IO T IC O S  Y  E U C A R I O T I C O S .

T a l  y  com o se  ind icé al co m ien zo  de es te  c a p itu le , e l 

en c ab ezam  iento se r e f ie r e  tan so lo  a in h ib id o re s  ac tives  en  

fo rm a c ié n  d e  e n la c e  p ep tid ico . E n  este  a p a rt  ado se in c lu yen  

los an tib ié ticos :

B la s tic id in a  S  v  A m ic e t in a . -  E s te s  dos in h ib id o re s ,  

ju n te  con g o u g e ro tin a , p e rte n e c e n  al g ru p o  de los d e n o m i-  

nados am in o h exo sa  n u c leé s id o s  de p ir im id in a . U n a  re v is ié n  

c o n c e rn ie n te  a sus e s tru c tu ra s  y  m odo de acc iôn  fu é  hecha  

en 1970 p o r  S u h a d o ln ik .

S u  m odo de acc ion  es m u y  s im ila r  6 idéntico  al de  

g o u g e ro tin a  ( v e r  In tro d u c c io n ) . S in  e m b a rg o  y  com o n o rm  a 

g e n e ra l,  am ice tin a  es m as  ac tive  en s is tem as  p r o c a r iô t ic o s , 

m ie n tra s  que b las tic id in a  S  p a re c e  s e r lo  en los e u c a r io t ic o s . 

A m b o s antib ié ticos inhiben la  fo rm a c ié n  de e n la c e  pep tid ico  

segun la re a c c ié n  de la  p u ro m ic in a  a p a r t ir  de A c - F e n - t R N A  

(P e s tk a ,  1 9 7 0 a ). T a m b ié n  inhiben la re a c c ié n  del fra g m e n te  

en sistem  as p ro c a r ié t ic o s  (M o n ro  y  V a z q u e z ,  1 9 6 7 ) ,  m ie n ­

tra s  que en e u c a r io t ic o s , am icetin a  p ro d u c e  tan so lo  p e q u e -
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nas înh ib ic iones a c o n c e n tra c io n e s  m u y e lev  ad a s , s iendo  m u -  

cho m as activo  cuando se e n s a y a  la re a c c iô n  con s u b u n id a -  

des 6 0 S  ( B a tta n e r  y  V a z q u e z , 1 9 7 la )  . A l igual que e s p a r ­

s o m ic in a , aunque en m e n o r e x te n s io n , es tim u lan  la fijac io n  

del fra g m e n te  d o n ad o r C A C C A - L e u - A c  en  p re s e n c ia  de  

etanol (C e lm a ,  M o n ro  y  V a z q u e z , ' 19 7 0 ) e inhiben la " r e a c ­

ciôn de la e s p a rs o m ic in a "  (M o n r o ,  C e lm a  y  V a z q u e z ,  1969), 

de donde puede d e d u c irs e , ta l y  com o se  h izo  p a ra  g o u g e ro ­

tina  , una e s tre c h a  re la c c iô n  e n tre  es ta  f am ilia  de antib iéticos  

y e s p a rs o m ic in a  ( v e r  a p a rta d o  a n t e r io r ) .  N inguno  de los dos 

posee  efecto  s o b re  la  fijac iô n  de fe n ila la n il- tR  N A  a riboscxnas  

en p re s e n c ia  de poli U .  A l igual que con g o u g e ro tin a . P e s tle

( 19 7 2 a ) ha re p o rta d o  una inh ib ic ién  d e  tipo m ix to  s o b re  la
3 _ •

fo rm a c ié n  de p e p tid il-  H  p u ro m ic in a  con po lisom as de E  . coli

p a ra  am bos in h ib id o re s .

F in a lm e n te  y  p o r  lo que s e  re fie  r e  a su in te ra c c ié n

con r'ib o so m as, K in o s h ita , T a n a k a  y  U m e z a w a  ( 1970 ) t ra s  
14

a is la r  C  b las tic id in a  S  del ca ld o  de c u ltiv o , han d e te r m i-  

nado una constante  de d is o c ia c ié n  a 0 ^ 0  de 2 X  10 M  u t i-  

lizan do  rib o so m  as de E  . c o l i . s iendo la  es teoq iim etria  de la  

interaccién 1 :1 .  S u  fijac iô n  so lo  se  v ié  a fec tad a  p o r g o u g e ro ­

tina  m ie n tra s  que c lo ra n fe n ic o l, lin c o m ic in a , e r itro m ic in a  y  

p u ro m ic in a  no ten ian  e fecto  (a m ic e tin a  y  e s p a rs o m ic in a  no  

fu e ro n  e n s a y a d o s ) . P o r  lo que re s p e c ta  a am ice tin a  no se  

ha podido e s tu d ia r  su in te ra c c ié n  d ire c ta  con el r ib o s o m a  

debido a su e s tru c tu ra  m as c o m p le ja , lo que oc as ion a d if i-  

cultades a la  h o ra  de s e r  ob ten ida  en fo rm a  ra d io a c tiv a  (v e r  

D is c u s iô n ) . S in  e m b a rg o  se sab e  que no a fec ta  la  fijac iô n
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de c lo ran fen ico l a r ib o s o m a s  d e  E . co li ( V a z q u e z ,  1 9 6 6 )  

m ie n tra s  que tal y  com o su ced iô  con e s p a rs o m ic in a  Charg 

y  c o ls . ( 196 8 ) d e te c ta ro n  un re s u lta d o  pos itivo  (60%  de in ­

h ib ic io n ) cuando los r ib o s o m a s  de E . co li fu e ro n  sustitu idos  

p o r  los de B . s te a ro th e rm o p h ilu s .
• f

L o s  re s u lta d o s  p re s e n ta d o s  en e s ta  T e s is  co n cu erd an  

con los obtenidos p o r  K in o s h ita  y  c o ls , puesto  que b la s tic i­

d ina S  se c o m p o rta  com o in h ib id o r total a 10 de la  f i ja ­

cion de g o u g e ro tin a  tanto a rib o so m  as p ro c a r iô t ic o s  ( E  . 

coli ) com o e u c a riô tic o s  ( S  . ce re v is  iae ) ( T a b la  V . 2 ) .  P o r  

el c o n tra r io , am ice tin a  ( 10 ^ M  fre n te  a 10 M  de H  g o u ­

g e ro tin a ) se  m o s trô  com o un in h ib id o r p a r c ia l .  S i  b ien el 

40% de inh ib ic iôn obtenido en e l caso  de r ib o s o m a s  8 0 S  p o -  

d ia  h a b e r  s ido exp licad o  c o n s id e ra n d o  el m e n o r  e fec to  que  

este  antib iôtico posee en este  tipo de rib o so m  a s , e l 26% d e  in ­

h ib ic iôn  obtenido con rib o so m  as 7 0 S  no puede s e r  in te r p r e -  

tado de n inguna fo r m a , no co inc id iendo  adem âs con todos  

los re s u lta d o s  a n te r io rm e n te  d e s c rito s  a c e rc a  del p a r a le l is -  

m o e n tre  e l m odo de acc iôn  de g o u g e ro tin a , b la s tic id in a  S  

y  am ice tin a .

F in a lm e n te  y  al igual que suoediô  con g o u g e ro tin a , 

ninguno de estos dos in h ib id o re s  posee efecto  s o b re  la  f i ja -
3 14

ciôn de H  an iso m ic in a  y  C  t r ic o d e rm in a  al r ib o s o m a  e u ­

c a riô tic o  ( T a b la  V . 4 )  .

P u ro m ic in a . E s  e l antib iôtico  de  m odo de acc iôn  m as  u n i-  

v e rs a lm e n te  conocido deb ido  a su  em p leo  com o analogo del
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e x tre m e  3 ’ am inoacil ad enos ina  d e l s u s tra to  a c e p to r  del e n -  

z im a  p e p tid iltra n s fe ra s a . S u  m eca n ism o  de acc ion  co n s is te  

en re a c c io n a r  con el p e p tid il-tR  N A , lib e ra n d o  las cad en as  

po lip eptid icas  n a c ie n te s . L a  defin ic ion  de los sitios r ib o s o -  

m ic o s , s itio  del peptidil 6 s itio  P  y  s itio  del a m in o a c il-tR N A  

6 sitio  A ,  segun que un s u s tra to  s e a  c a p a z  6 no de r e a c ­

c io n a r  con p u ro m ic in a , c o n s e rv a  p len a  v ig e n c ia  y  es r a r o  

el tra b a jo  s o b re  sm tes is  de p ro te m a s  que no u tilice  de una  

u o tra  fo rm a  este an tib iô tico . U n a  detail ad a re v is io n  d e  su  

m odo de acc iôn  ha s ido re c ie n te m e n te  p u b licad a  p o r  P e s tk a  

( 1 9 7 1 ) .  S u  fijac iô n  a r ib o s o m a s  de E . co li en  las c o n d ic io ­

nes de la re a c c iô n  del fra g m e n te  ha  sido rec ie n te rn e n te  e s -  

tu d iad a  p o r  F é rn a n d e z -M u h o z  y  V a z q u e z  ( 1 9 7 3 b ) .  C e n t r â n -  

donos en el tem a que in te re s a  en es te  c a p itu lo , so lo  e s p a r ­

so m ic in a  p ro d u c e  100% de in h ib ic iô n . E l  g ru p o  de los a m in o -  

g lico s id ico s  no fué e n s a y a d o .

E n  los sistem  as d e s c rito s  en es ta  T e s is ,  p u ro m ic in a
- 4no p ro d u ce  ningun efecto  a 10 M , sin e m b a rg o  a c o n c e n ­

tra c io n e s  c re c ie n te s  has ta  10 m M  p ro v o c a  inh ib ic iones p a r -  

c ia le s  en un m a y o r  ô m e n o r  g ra d o  que no deben  s e r  ten id as 

m u y en cuenta  puesto que no se  c o rre s p o n d e n  con la  fijac iôn  

re s p o n s a b le  de su m odo de a c c iô n .

A s i su m a y o r  efecto  lo e je r c e  s o b re  a n iso m ic in a  d o n ­

de lleg a  a p ro v o c a r h as ta  un 50% de inh ib ic iôn  en r ib o s o m a s  

de le v a d u ra  a O ^ C , cuando se e n c u e n tra  en la  p ro p o rc iô n  

5 0 0 0  a 1, esto  es 5 m M , E s te  efecto  es  s im ila r ,  aunque  

lig e ra m e n te  in fe r io r ,  con rib o so m  as hum anos ( T a b la  V . 5 ) .
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14
E n  el caso  de C  tr ic o d e rm in a  es te  e n s ayo  ha  s ido  r e a l i -  

zado  tan so lo  con rib o so m  as 8 0 S  de S  . ce  re v is  iae e n c o n -  

trà n d o s e  una inh ib ic iôn p a rc ia l al igual que con anisomicina.

F in a lm e n te  se m u e s tra  com o deb il in h ib id o r de la  f i ja ­

ciôn d e  H  g o u g e ro tin a , tanto a  rib o so m  as p ro c a r iô t ic o s  c o ­

m o e u c a r iô t ic o s . S in  e m b a rg o  su e fecto  es m as  acentuado  

en estos û ltim o s , puesto  que s ien d o  en am bas casos la  a f i-  

nidad de g o u g e ro tin a  m uy s im ila r  ( I V .  2 , 3 ) ,  p u ro m ic in a  2 mM  

cau s a  un 49% de in h ib ic iô n , m ie n tra s  que con rib o so m  as 7 0 S  

tan  so lo  es de l 15% ( T a b la  V . 2 ) .  P o r  con sig u ien te  p u ro m i­

c in a  no in te ra c c io n a  d ire c ta m e n te  con la  fijac iô n  de ninguno  

de los antib iôticos aqui e s tu d ia d o s , s i b ien p osee  c ie r to s  e -  

fectos a ait as c o n c e n tra c io n e s  c u y a  s ig n ificac iô n  b io lô g ica  

(s i  es que la tie n e ) no es co n o c id a .

A c tin o b o lin a . S e  t ra ta  de un in h ib id o r de sm tes is  de p r o te i -  

nas activo  en s is tem as  p ro c a r iô t ic o s  y  e u c a riô tic o s  m uy po- 

co conocido (n o  a p a re c e  inclu ido  en n inguna de las r e v is io -  

nes m as ac tua les  s o b re  in h ib id o re s  de sm tes is  de p ro te m a s ,  

W eisblum  y  D a v ie s  ( 196 8 ) y  P e s tk a  ( 1 9 7 1 ) .  S m ith e r s ,

B en n ett y  S tru c k  ( 196 9 ) m o s tra ro n  que ac tuab a en a lguna  

etap a  de la sm tes is  de p ro te m a s  puesto  que no a fec tab a  la 

activac iôn  de a m in o â c id o s , en c o n tra n d o  que no inh ib ia  la  l i -  

b e ra c iô n  d e  peptidos n ac ien tes  p o r  p u ro m ic in a , esto  e s ,  fc r -  

m aciô n  de en lace  p e p tid ic o . C o n tr a r ia m e n te , B a tta n e r  y  V a z ­

quez (1 9 7 1 a )  han re p o rta d o  que si b ien es te  antib iôtico  no 

posee  activ idad  s o b re  la  fijac iôn  de n inguno de los s u s tra to s  

d e peptid il t ra n s fe r a s a , y a  sean  en en s ayo s  con fra g m e n to s
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6 con t R N A  in tacto , es c ap az  de in h ib ir  m o d e ra d a m e n te  la  

fo rm a c ié n  de  en la c e  peptid ico  segun e l en s a y o  de re a c c iô n  

d el fra g m e n te , p e ro  no segun la  re a c c ié n  de la p u ro m ic in a .  

E s to  p a re c e  s e r  debido a un fen ém en o  de afin idad pues tal 

y  com o a p a re c e  en la tab la  V . 2  actinobo lina  a 10 ^ M  se
3m u e s tra  com o un p a rc ia l in h ib id o r ’ de la  f ija c iô n  de H  g o u ­

g e ro tin a  a ribosom  as 7 0 S  de E . coli (41% ) y  8 0 S  de S . c e -  

re v is ia e  (11% ) lo que c o n c u e rd a  con su m a y o r  e fec to  en  

s is tem as p ro c a r iô t ic o s . S in  e m b a rg o  en las  con d ic iones  de  

la re a c c iô n  de l fra g m e n te  ( F R Y )  e s ta  inh ib ic iôn  es to ta l en  

am bos tipos de r ib o s o m a s .

A  p e s a r  de estos re s u lta d o s , que s u g ie re n , al menos 

en las condic iones F R Y ,  un s itio  de acc iôn  m uy r e la c c io n a -  

do con g o u g e ro tin a , un m as d eta llad o  estud io  s o b re  e l m o ­

do de acciôn de este  antib iôtico debe s e r  hecho  antes de e s -  

ta b le c e r  n inguna conclusiôn  d e fin itiv a . F in a lm e n te  se  ha de  

in d ic a r  que no e je rc e  efecto  alguno s o b re  la  in te ra c c ié n  de

an iso m ic in a  ô tr ic o d e rm in a  con rib o so m  as eu c ariô tico s .

G r is e o v ir id in a . S i poco conocido e r a  e l m eca n ism o  de acciôn 

de actinobo lina m ucho m enos lo es e l de es te  o tro  antibiôtico. 

M o s tra d o  com o activo  tan solo en b a c te r ia s , se  ha c o m p ro -  

bado p o s te r io rm e n te  que su fa lta  de efecto  s o b re  le v a d u ra s  

u o tro s  o rg a n is m e s  .s ip e r io re s  p u d ie ra  s e r  deb ido a im p e r -  

m eab ilidad  puesto  que re c ie n te s  e x p e rim e n to s  hechos en el 

la b o ra to r io  de l D r .  V a z q u e z  p o r  L .  C a r r a s c o  y  p o r  m i m is -  

m o han m o s tra d o  que es un in h ib id o r de fo rm a c ié n  d e  e n la ­

ce peptid ico  segun la re a c c iô n  de l fra g m e n te  ( F ig .  V . 8 ) .



2
Q.
I=>
O

X.to
o<

c
o
o
o
EV.Ou_

100

8 0

60

4 0

V o
20

- 3- 4- 5- 6- 7
10

[ g r i s e o v i r i d i n a ]  m

F I G . V . B .  E fe c to  de g r is e o v ir id in a  s o b re  la re a c c iô n  del 

fra g m e n te  c a ta liza d a  p o r:

o  o R ib o s o m a s  de E  . coli

B ------- B R ib o s o m as  de am igdalas  palatin  as hum an as

® o R ib o s o m a s  de S  . c e re v is ia e

Incubacion  a 0 ° C  d u ra n te  5 , 30 y  20  m inutes r e s p e c ­
tiva m e n te .
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S in  e m b a rg o  ré s u lta  év iden te  su  p ro n u n c ia d o  e fecto  s o b re

rib o s o m a s  de E  . co li ( o  o) , re s p e c te  de los e u c a r iô tic o s ,

hum anos ( ■ ------6) y  S  . c e re v is ia e  ( • ------ • )  , L a  inc lusiôn  de

este  in h ib id o r en e s ta  T e s is ,  v ie n e  ju s tif ic a d a  p o r  e l r e s u l -
3

tado obtenido al e n s a y a r  su efecto  s o b re  la  fijac iô n  de H  

g o u g e ro tin a  a las t rè s  c lases  de rib o s o m a s  ( T a b la  V . 6 ) .

E n  el caso  de E . co li . se  en c o n trô  que una c o n c e n tra c iô n  

de 10 ^ M de in h ib id o r ( fre n te  a 10 ^ M  de H  g o u g e ro tin a )  

p ro v o c a b a  una fijac iô n  de l 434% re s p e c te  de l co n tro l (334%  

de e s tim u lac iô n ) . P a ra le lo s  re s u lta d o s  s e  o b tu v ie ro n  en el 

c as o  de le v a d u ra s  ( 175% de fija c iô n ) y  am ig d a las  p a la tin as  

hum an as ( 185%) . L a  c o rre la c iô n  cu an tita tiva  e n tre  estos  v a -  

lo re s  y  los de' inh ib ic iôn e x p re s a d o s  en la f ig u ra  V . B  dan  

una m a y o r  v a lid e z  a estos e x p e r im e n to s . N o  obstante su  

s ig n ificac iô n  b io lô g ica  p e rm a n e c e  d e s c o n o c id a , s iendo  el p r i­

m e r  cas o  en c o n tra d o  de estim u lac iôn  de la fijac iô n  de un an­

tib iô tico  p o r  o tro , al m enos de es ta  m a g n itu d . E x p e r im e n to s  

con objeto de d e te rm in e r  p o s ib les  fenôm eno s de s in e rg is m o  

h a b ra n  de lle v a rs e  a cabo p ro x im a m e n te .

I V .  1 . 7 .  O T R O S  IN H IB ID O R E S

a) In h ib id o re s  esp ec ifico s  de s is tem as  p r o c a r iô t ic o s . -  

S e  han en s ayad o  a una co n c e n tra c iô n  de 0 ,1  m M  s o b re  la  

f ija c iô n  de g o u g ero tin a  (1 0  ^ M ) ( v e r  T a b la  V . 2 ) .  C lo ­

ra n fe n ic o l ô tian fen ico l no e je rc e n  efecto alguno lo que c o n ­

c u e rd a  con el efecto  in v e rs o  detec tado  p o r  P e r n a n d e z -M u -  

no z y  c o ls . ( 1 9 7 1 )  y  C o n tr e r a s  y  c o ls . ( 1 9 7 3 ) .  A n â lo g o s
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re s u lta d o s  se  o b tu v ie ro n  con el g ru p o  de los m a c ro lid o s ,  

de los que se  e n s a y a ro n  t rè s  de sus m as c a r  acte rfs tic o s  

re p ré s e n ta n te s  : e r itro m ic in a , e s p ira m ic in a  111 y  o le a n d o m i-  

c in a . E l  g ru p o  de las e s tre p to g ra m in a s  A  (V a z q u e z ,  1 9 6 7 ), 

si b ien  tan  so lo  re p re s e n ta d o  p o r  v e rn a m ic in a  A ,  p ro d u jo  

una lig e ra  es tim u lac iô n  del 30% re s p e c to  del c o n tro l. P o r  el 

c o n tra r io  v ir id o g r is e in a  que puede c o n s id e ra rs e  com o p e r te -  

n ec ien te  al g ru p o  B  de estos a n tib iô tic o s , p ro v o c ô  una in h i­

b ic iôn  (35%)  que se  v iô  fu e rte m e n te  in c re m e n ta d a  en las con­

d ic io n es  de la re a c c iô n  del fra g m e n te  ( 7 6 %) .  P o r  u ltim o , lin­

co m ic in a  re s u ltô  ente ram  ente in e fe c tiv a . E s to  c o n tra s ta  con  

la  s im ilitud  e s tru c tu ra l que S m ith e rs  y  c o ls . ( 1 9 6 9 )  quisiercn  

a tr ib u ir  a este ' antib iôtico con ac tinobo lin a .

b ) In h ib id o re s  esp ec ifico s  de s is tem as  e u c a r iô t ic o s . -

Y a  se  han d e s c r ito  las in te ra c c io n e s  e n tre  los trè s  

un ices  in h ib id o re s  de fo r m aciôn de en lace  peptid ico  e s p e c ifi­

cos p a ra  r ib o s o m a s  8 0 S ,  conocidos has ta  e l m em ento  ( T a ­

bla V . 4 ) ,  H a c ie n d o  una e x c e p c iô n , al igual que en (a)

a c e rc a  de las c a ra c te r is t ic a s  dé los antib iôticos estud iados  

en este  cap itu le  ( re s p e c to  a su efecto s o b re  fo rm a c ié n  de  

en lace  p e p tid ic o ) , se e n s a y a ro n  los in h ib id o re s  c ic lo h e x im i-

d a , s o b re  la fijac iô n  de an iso m ic in a  y  t r ic o d e rm in a
3

y  c r ip to p le u r in a , s o b re  H  a n is o m ic in a , no en c o n trâ n d o s e  

ningun e fec to .

c )  O tro s  re a c t iv o s . -  A n â lo g o s  re s u lta d o s  s e  o b tu v ie ­

ro n  al e n s a y a r  e l efecto de N -e t il - rn a le im id a  (1  m M ) , un in ­

h ib id o r de g r  up os s u lf id r ilo , s o b re  la  fijac iô n  de a n is o m i-
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c in a  a r ib o s o m a s  d e  le v a d u ra  lo que p a re c e  e s ta r  de acu er- 

do con el nu lo  efecto  de ' este  r e  activo  s o b re  e l c e n tre  p e p ­

tid il t ra n s fe r a s a  del r ib o s o m a .

R e fe re n c ia s  s o b re  e l m odo de acc iôn  de los inhib ido­

r e s  tra ta d o s  en este  a p a rta d o  pueden s e r  ob ten idas de la  

re v is iô n  p u b lic a d a  en 1971 p o r  S . P e s tk a  en A n n u a l R e v ie w  

of M ic ro b io lo g y .
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L a  iden tifîcac iô n  y  m e d id a  de un co m p u esto , y a  s ea  

m a c ro m o le c u la r  o de bajo  p eso  m o le c u la r , es  en defin itiva  

lo que v a  a b rie n d o  poco a poco la  p o s ib ilid ad  de c o n o c e r  

com o o c u rre n  los p ro c e s o s  b ioqu im icos a n iv e l m o le c u la r .  

T o m a n d o  com o r e f e r e n d a  la  b iosm tes is  de p ro te m a s , el 

d e s a r ro llo  d e  c ie r to s  en s ayo s  esp ec ifico s  ha p e rm itid o  e s ­

tu d ia r  la m a y o r  p a rte  de los com ponentes im p licados en e s ­

te p ro c e s o . R e a c c iô n  de l fra g m e n te  p a r a  pep tid il t r a n s fe r a ­

s a ,  em pleo  de G D P C P  o acido  fus id ico  m as G D P  p a r a  el 

fa c to r  de p o lim e riz a c iô n  G , h id ro lis is  de fo rm il-m e tio n in a  

p a r a  los fa c to re s  de te rm in a c io n  e tc . , son en s ayo s  que p e r -  

m iten lo c a liz a r  e id e n tif ic a r  fa c ilm en te  estas  m a c ro m o lé c u la s  

alli donde se  e n c u e n tre n , a p a r t i r  de com puestos ra d io a c t i-  

V am  ente m a rc a d e s  de fâ c il adquis ic iôn  en cas as c o m e rc ia le s . 

S in  e m b a rg o  ex is ten  p ro c e s o s  m as c o m p lic a d o s , com o la  

in ic ia c iô n , donde el aco p lam ien to  e n tre  la funciôn  de los fa c ­

to re s  e s  ta l que no ex is ten  en s ayo s  esp ec ifico s  p a ra  cad a  

une de e lle s . E s  en tonces  cuando h ay  que recur ri r  a su o b -  

s e rv a c io n  d ir e c ta .  H o y  en d ia , ta l m ed id a  o lo c a liz a c iô n , 

dados los n iv e le s  cuan tita tivos  en que se t r a b a ja ,  so lo  p u e ­

de lle v a rs e  a cabo m ed ian te  e l em pleo  de isotopos ra d io a c t i­

v e s .  V o lv ie n d o  s o b re  e l e jem p lo  a n t e r io r ,e l conocim iento  

actua l de la  funciôn  de los fa c to re s  de in ic iac iô n  ha s ido  s o ­

lo pos ib le  cuando se  han p re p a ra d o  en fo rm a  ra d io a c tiv a  

( S  aboi y  O c h o a , 197 1 ; B en n e  y  c o ls . 1972 y  1 9 7 3 ) .  N o  

es n e c e s a r io  e n c o n tra rn o s  ante s itu ac iones  tan co m p le jas  

p a r a  s e n tir  la  n ec es id ad  d e  un com puesto  en fo rm a  ra d io a c ­

t iv a , bas ta  que en e l e n s a y o , p o r  m uy s im p le  que s e a ,  se
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n e c e s îte  m e d ir  alguno de sus com ponentes  en can tidades del 

o rd e n  pico o n a n o m o la r  y  es te  no s e a  c o m e rc ia im e n te  a d -  

q u ir ib le , e l p ro b lem  a q u ed a  de n u evo  p lan tead o .

H e aqui e l caso  de la  in te ra c c ié n  in h ib id o r -r ib o s o m a .  

U n a  v e z  estud iado s ( p ro fu s a m e n te  es tu d iad o s ) los inh ib ido ­

r e s  actives  en s is tem as p ro c a r iô t ic o s  se  p lanteô  la  n e c e s i­

d a d , com ûn a todos los estud ios de sm tes is  de p ro te m a s ,  

de e x tra p o la r  es tas  in ves tig ac io n es  a r ib o s o m a s  eu c ariô tico s  

lo que im p licab a  la e x is te n c ia  en fo rm a  ra d io a c tiv a  de a lg u ­

nos de  los inhibidores a c tives  en estos  s is te m a s .

L o s  m étodos a s e g u ir  son t rè s  en lineas  g é n é ra le s :  

s m tes is  q u im ic a , b io sm tes is  a p a r t i r  del m ic ro o rg a n is m o  p ro -  

d u c to r e in te rc a m b io  iso tôp ico  ( T a b la  V I .  1 ) .  E l  p r im e r o  de 

e lle s  solo puede s e r  ap licado  en caso s  m u y  e s p e c if ic o s . L a  

sm tes is  to ta l p ré s e n ta  p ro b le m  as qu im icos de g ra n  e n v e r g a -  

d u ra  que se  ven  in c re m e n ta d o s  p o r  e l em p leo  de isôtopos  

ra d io a c tiv e s  p o r  los que so lo  es a p licab le  a antib iô ticos de 

e s tru c tu ra  m uy s im ple  y  fac ilm en te  s in te tiza b le  (c lo ra n fe n ic o l). 

L a  sm tes is  p a rc ia l es s e n c illa  cuando  se  puede l le v a r  a c a ­

bo a p a r t ir  de un d e r iv a d o  que p o r  re a c c iô n  con un d e te r -  

m in ad o  com puesto  ra d io a c tiv a m e n te  m a rc a d e  se ob tenga el 

antib iôtico d esead o  ( t r ic o d e r m in a , s e c c iô n  I I I .  3 ) .

D e s g ra c ia d a m e n te  la  a p licab ilid ad  de  es te  m étodo es  

m u y re s tr in g id a . L a  sm tes is  de un d e r iv a d o  es un m étodo  

idén tico  a exc ep c iô n  de que el com puesto  de p a rt id a  es  el 

antib iôtico en cuestiôn  y  e l d e r iv a d o  obtenido debe p o s e e r  

id én tica  ac tiv id ad  b iô lo g ica  ( âcido d ih id ro fu s id ic o ) : L o s  m é -
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todos b iosin té ticos (lin c o m ic in a  y  e r itro m ic in a )  r e q u ie r e n ,  

adem âs de unas in s ta lac io n es  ad ecu ad a s , ( 1 )  p o s e e r  e l

m ic ro o rg a n is m o  (c o s a  no s ie m p re  fa c il)  ( 2 )  c o n o c e r e l 

p r e c u r s o r  y  ( 3 )  que es te  se in c o rp o re  en p ro p o rc io n e s  

a c e p ta b le s .

L o s  m étodos de in te rc a m b io  son los m as  ru d im e n ta -  

r io s  . C o n s is te r  en e l in te rc a m b io  de los âtom os de h id r o -  

gen o  con los d e l m e d io , gas (W ilz b a c h , 1 9 5 7 ; M esh i y  

T a k a h a s i ,  1962 ) o agua ( v e r  I I I .  1 .1  y  111 . 2 . 1 ) .  N o  se  r e ­

q u iè re  ningun conocim iento  a c e r c a  de la e s tru c tu ra  de l com­

puesto  a m a r c a r  y e l éxito  de la  o p e ra c ié n  es a le a to r io  p e ­

r o  es esp ec i aim ente ind icado  p a r a  com puestos  en cuya e s ­

t ru c tu ra  ex is tan  anillos de p u r in a  deb ido a la  fa c il in te rc a m -  

b iab iiid ad  con el m e d io , del h id ro g en o  s itu ado  en p o s ic ién  8 

(S h e lto n  y  C la r k ,  1967) . D e  los 5 an tib ié ticos  que e n v ia -  

ro n  a T h e  R a d io c h e m ic a l C e n tre  ( In g la te r r a )  p a r a  s e r  s o -  

m etidos a este p ro c e s o  (a m ic e tin a , a n is o m ic in a , b las tic id in a  S , 

âcido fus id ico  y  g o u g e ro tin a ) tan  so lo  las  p re p a ra c io n e s  de  

an iso m ic in a  y  g o u g e ro tin a  conten ian  e l an tib iô tico  tr it ia d o  (s e c -  

c iones I l l . l  y  I I I . 2 ) .  C o n  este  m étodo so lo  puede p r e v e r s e  

que cuanto m a y o r  s e a  la es tab ilid ad  y  la  s im p lic id ad  e s t r u c ­

tu r a l  del co m p u esto , m a y o re s  p o s ib ilid ad es  e x is ten  de r e c u -  

p e r a r lo  en fo rm a  ra d io a c t iv a , al m enos en una p ro p o rc iô n  

a p re c ia b le . L o g ic  am ente este  m étodo de in te rc a m b io  ( p r e -  

fe re n te m e n te  en m edio  acuoso  m ed ian te  la  p re s e n c ia  de un 

c a ta liz a d o r  adecu ad o ) solo  debe s e r  ap licad o  t r a s  a g o ta r  

las  p o s ib ilid ad es  a n te r io rm e n te  m e n c io n a d a s , tanto p o r  la
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in s e g u rid a d  de su re s u lta d o  fin a l com o p o r  lo costoso  de l 

p ro c e s o  de p u rific a c iô n  de l c ru d o  ra d io a c tiv e  cuyo  d e s a r r o ­

llo  ha s ido am pli am ente d e s c r ito  y  ra z o n a d o  a m e d id a  que  

se  iban d e s c rib ie n d o  las e tap as  p u ra m e n te  p re p a ra t iv a s  a 

lo la rg o  del C a p itu lo  111. P o r l  e llo  no c re o  n e c e s a r io  h a c e r  

m as  incap ié  en es ta  p a r te  de la  T e s is  a e x c e p c iô n  d e  la  

n ec es id ad  d e  o b te n e r los com puestos 100% p u ro s  p o r  m u lti­

p les  y  v a r ia d o s  c r i t e r io s , û n ica  garantira de s e g u rid a d  r e s ­

pecto  de los re s u lta d o s  que poste r io rm e n te  h ay an  de o b te -  

n e rs e  a p a r t ir  de estos co m p u esto s .

L o s  estudios de fijac iô n  d e s a r ro lla d o s  en e s a  T e s is  

a p o rta n  :

3a ) C â lc u lo  de la in te ra c c ié n  de H  a n iso m ic in a  (e n

d is tin tas  co n d ic io n e s ) con rib o so m  as ( y  su b u n id a d e s ) de le -
1 4

v a d u ra  h um an os; in te ra c c ié n  de  C  t r ic o d e rm in a  con e s ­

tos m ism os tipos de r ib o s o m a s  y  de g o u g e ro tin a  con r i ­

bosom as d e l tipo 7 0 S  o p ro c a r iô t ic o s  ( E  . co li ) y  8 0 S  e u c a ­

riô tic o s  ( S . c e r e v is ia e ) as i com o con sus c o rre s p o n d ie n te s  

su b un id ades (s i  bien de una fo rm a  s e m ic u a n tita tiv a ) .

b ) P o n e r  de m an ifies to  una h e te ro g e n e id a d  r ib o s ô m i-  

c a ,  c a ra c te r is t ic a  e x c lu s iv a m e n te  d e m o s tra d a  p o r  es to s  m é ­

todos en las p a rtic u la s  e u c a r iô t ic a s .

c ) L o c a l iz a r  y  d e te r  m in a r  los s itios  de acc iôn  de  los 

t r è s  antib iôticos iso top icam ente  m a rc a d o s .

d ) R e la c c io n a r  d ichos s itios  de fija c iô n  con la  in te r -  

acc iôn  del re s te  de los in h ib id o re s  de pep tid il t ra n s fe r a s a
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con los r ib o s o m a s .

L o s  a p a rt ados a ) y d )  han sido  su fic ie n te m e n te  dis -  

cutidos en los cap itu les  c o rre s p o n d ie n te s  de R e s u lta d o s . 

L o s  v a lo re s  de las afin id ad es han sido  en todo m em ento  

re fe r id o s ,  no com o v a lo re s  abso lu tes s ino c o m p a ra d o s  a 

aqu ellas  o tra s  in te ra c c io n e s  de  m agnitud co n o c id a . A d em as  

en e l A p én d ice  IV  se puede e n c o n tra r  una lis ta  con todos  

los v a lo re s  n u m é ric o s  de las constantes de d is o c ia c io n  y  

de s a tu ra c iô n  d e te rm  in ad os en e s ta  T e s is .  E s ta  d iscus iôn  

q u e d a râ  c e n tra d a  s o b re  e l p ro b lem  a de la  h e te ro g e n e id a d  

r ib o s ô m ic a  y  e l m eca n ism o  in tim e de acc iôn  de estos  in h i­

b id o re s  .

H a  quedado es tab lec id o  que los r ib o s o m a s  e u c a r iô t i ­

cos obtenidos a p a r t ir  del e x tra c to  c e lu la r  segun té c n ic a s  

c o n v e n c io n a le s , p re s e n ta n  una d ife re n c ia  en la cap ac id ad  

p a r a  in te ra c c io n a r  con c ie r to s  antib iôticos (a n is o m ic in a  y  

g o u g e ro tin a ) m ie n tra s  que fre n te  a o tro s  a p a re c e n  to ta îm en-  

te hom ogeneos ( tr ic o d e rm in a )  . L a  in te rp re t  aciôn d e  este  

fen ô m en o  se com pH ca p o r  el hecho de que m ie n tra s  t r ic o ­

d e rm in a  y an iso m ic in a  (h o m o  y  h e te ro g e n e id ad  re s p e c t iv a ­

m e n te ) son in h ib id o re s  c o m p é titiv e s , an iso m ic in a  y  g o u g e ­

ro tin a  in te ra c c io n a n  en s itios  rib o s ô m ic o s  to ta lm ente  in d e -  

p en d ie n te s . L a  hom ogeneidad p re s e n ta d a  p o r  los rib o so m as  

p ro c a r iô t ic o s  fre n te  a g o u g e ro tin a  e x c lu y e  c u a lq u ie r  posib le  

s u g e re n c ia  a c e r c a  de lo c a liza c iô n  del fenôm eno en la  p r e -  

p a ra c iô n  de l an tib iô tico . A s i la  h e te ro g e n e id a d  d e  los r ib o ­

so m as  e u c a riô tic o s  detectada en e s ta  T e s is  es un hech o
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in c o n tro v e rs ib le .

L o s  e x p e rim e n to s  re a liz a d o s  con sub un id ades ( I V .  1 . 4 )  

que han puesto  de m an ifies to  una im p licac iô n  d ire c ta  de la 

subunidad m e n o r  4 0 S  a p e s a r  de que e l s itio  d e  acc iôn  de  

an iso m ic in a  se e n c u e n tra  s o b re  la  subunidad  6 0 S ,  e n tro n -  

can n u e s tro s  re s u lta d o s  con la  actua l v is ion  d e l r ib o s o m a  

p ro c a r iô t ic o  ( K u r la n d , 1972 ; v e r  In tro d u c c iô n ) . E s  esta  la  

p r im e r a  e v id e n c ia  p re s e n ta d a  en e u c a riô tic o s  de la e x is te n ­

c ia  de dos tipos de sub un id ades 4 0 S  ( v e r  m as ad el an te) lo -  

c a liz a d a s  en e l r ib o s o m a  in tac to , puesto que o tro s  a u to res  

( W ettenhall y  c o ls . 1973 y  re fe re n c ia s  a lli c ita d a s ) han r e ­

p o rtad o  d ife re n c ia s , m as fis ic a s  que de a c tiv id a d , p e ro  de 

subun idades a is lad as  lo que p ré s e n ta  la pos ib ilidad  de que  

ta ie s  re s u lta d o s  dependan del m étodo de obtenc iôn . E n  r e a -  

lidad los e x p e rim e n to s  p re s e n ta d o s  en e s ta  T e s is  no d e m u e s -  

t ra n  la  e x is te n c ia  de dos tipos de sub un id ades 4 0 S ,  s ino que 

p u d ie ra  t r a ta r s e  de  una so la  subunidad 4 0 S  y  dos fo rm a s  

distin tas de in te ra c c io n a r  con la  6 0 S .  L a  "s e n a l"  p a r a  que 

la  in te ra c c ié n  o c u r r a  de una fo rm a  u o tra  p u d ie ra  e s ta r  lo- 

c a liz a d a  en c u a lq u ie r  de am bas su b u n id ad es .

E l  p r in c ip a l p ro b le m  a p lan teado  e m e rg e  del s ign ificado  

fis io lô g ico  de la  h e te ro g e n e id ad  r ib o s ô m ic a . D o s  h ipô tesis  

pueden s e r  c o n s id e ra d a s : (1 )  E n  la  c é lu la  e u c a r iô tic a  e x is ­

ten dos tipos de r ib o s o m a s , unos activos en sm tes is  de p r o ­

tem as  que se c o r re s p o n d e r ia n  con los r ib o s o m a s  de a lta  a fi­

n idad ( 2 8 % ) ,  puesto que quedô d e m o s tra d o  que estos e ra n  

los que poseian  activ idad  peptid il t ra n s fe r a s a  ( I V .  1 . 5  y  6 ) ,
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m ie n tra s  que el re s te  (60%)  e s ta r ia  im p licado  en p ro c e s o s  

m e ta b o lic o s , pues dado que las le v a d u ra s  fu e ro n  re c o g id a s  

en fa s e  lo g a ritm ic a  de c re c im ie n to  no h a y  una r é s e r v a  r i ­

b o s ô m ica . (2 )  E s ta s  d ife re n c ia s  c o rre s p o n d e n  a dos e s ta -  

dos que puede ad o p ta r e l r ib o s o m a  d e n tro  de las e tap as  de  

c re c im ie n to  de la cad en a  p e p tid ic a ' y  que p ro v o c a n  un c a m -  

bio ta l en la conform aciôn r ib o s ô m ic a  que puede s e r  d e te c ­

tado en cuanto a su afin idad p o r  an iso m ic in a  o g o u g e ro tin a . 

E s  m uy p o s ib le  y  en la  actualidad  g e n e r  aim ente ad m itid o , 

que e l r ib o s o m a  p o s ea  una con fo rm  aciôn d is tin ta  p a r a  cad a  

una de las etapas que han de r e p e t irs e  a lo la rg o  de los 

cic los  de p o lim e riz a c iô n  asf com o en los p ro c e s o s  de in ic ia ­

c iô n , te rm in a c iô n  y  etapas no p o lis ô m ic a s . N o  o b s ta n te , la  

e v id e n c ia  ex is tan te  p a r a  la n z a r  este  m o d è le  d in âm ico  del r i ­

bosom a se  re d u c e  a s is tem as  p ro c a riô tic o s  puesto  que m uy  

poco es conocido  a c e rc a  de la e s tru c tu ra  del r ib o s o m a  e u ­

c a r iô tic o  y  aun m anten iendo  un p a ra le lis m o  e n tre  a m b o s , r é ­

su lta  év iden te  que es ta  s ituac iôn  de h e te ro g e n e id a d  d e b e r ia  

h a b e r  s ido e n c o n tra d a  con r ib o s o m a s  7 0 S  de E  . c o l i .

S e  ha de te n e r  p ré s e n te  que los r ib o s o m a s  ta l y  c o ­

m o han sido  obtenidos en es ta  T e s is  no se e n c u e n tra n  u n i-  

dos al m e n s a je ro  sino com o rib o s o m a s  lib re s  p o r  lo que no 

e x is te  " a  p r io r i"  n inguna ra z ô n  p o r  la que h ay an  d e  c o n s e r -  

v a r  la co n fo rm  aciôn que ten ian  d e n tro  de la c é lu la . E n  r e a -  

lidad un cam b io  c o n fo rm acional d e b e râ  d e s a p a r e c e r  cuando  

c e s e  la c a u s a  que lo ha p ro v o c a d o , esto e s ,  si un r ib o s o ­

m a  en estado  p o s tra n s lo c a d o  ( p e p t id il - tR N A  en el s itio  P )  

e s  distinto de un r ib o s o m a  p re tra n s lo c a d o  ( p e p tid ii- tR  N A  en
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e l sitio  A )  , al d e s a p a re c e r  e l p e p t id il - tR N A  am bos r ib o s o ­

m as  s e ra n  in d is tin g u ib le s . H e  aqui una p o s ib le  exp licac iô n  

p a r a  la  d ife re n c ia  e n c o n tra d a  e n tre  r ib o s o m a s  p ro c a riô tic o s  

y e u c a r iô t ic o s , pues es  g e n e ra lm e n te  adm itido que e l p e p ti-  

d i l - t R N A  o b ien e l tR  N A  d eac ilad o  fo rm  an com ple jos m ucho  

m as a s tab les  con los u ltim os que con los p r im e ro s . E s to  

e x p lic a râ  e l hecho de que la  h e te ro g e n e id a d  r ib o s ô m ic a  se  

m antenga  aun d espués de obtenidas las subun idades (e î  

tR  N A  d ea c ilad o  puede co n tin u e r en p a r te  unido al r ib o s o m a  

d espués de es te  p r o c e s o ) .  E s  conocido (M o d o le ll y  c o ls . 

1 9 7 3 ; N o m b e la  y O c h o a , 197 3 ) que la d ea c ila c iô n  del tR  N A , 

s itu ado  en el s itio  P  ( fo rm a c ié n  de e n lace  p ep tid ico ) p r o v o ­

c a  un cam bio  conform  ac io n a l ta l en e l r ib o s o m a , que p e r m i-  

te la  e n tra d a  d e l fa c to r  E F  G p e rô  no la  de l E  F  T ,  s itu a ­

ciôn in v e rs a  a la e x is te n c ia  cuando to d av ia  ex is te  e l p e p tid il-  

tR  N A  com o ta l,  en el s itio  d o n a d o r.

P o r  lo que a la  fijac iô n  de an iso m ic in a  se r e f ie r e , la  

p o s ib le  p re s e n c ia  de e s e  fa c to r  con d ic ionante  de una d e te r -  

m in a d a  e s tru c tu ra  r ib o s ô m ic a  no re p e rc u te  d ire c ta m e n te  s o ­

b re  la subunidad  6 0 S  (to m an d o  s ie m p re  com o c r ite r io  la  in -  

te ra c c iô n  con e l an tib iô tico ) s ino s o b re  la in te ra c c iô n  e n tre  

am bas s u b u n id ad es , es d e c ir  s o b re  el r ib o s o m a  com p le to .

A  p a r t ir  de es tas  c o n s id e ra c io n e s  p o d r ia  p e n s a rs e  

q u e los r ib o s o m a s  de b a ja  afin idad son aquellos que poseen  

tR  N A  d e a c ila d o  en el s itio  P ,  es d e c ir ,  que acaban d e  f o r ­

m e r  en lace  p e p tid ic o . T a ie s  rib o s o m a s  s e r ia n  inactivos  en 

d ic h a  re a c c iô n  al igual que lo son los de b a ja  afin idad ( I V .
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1 . 5 ) .  E s  conocido que el . tR N A  posee una m a y o r  afin idad  

p o r  el s itio  P  y que tan solo se  fija  al A  cuando aquel e s ­

ta  ocu pado . O tro  punto in te re s a n te  a c o n s id e ra r  es que los 

lavad o s  con alta  c o n c e n tra c iô n  de  sa le s  am ô n icas  e lim inan  

de fo rm a  p râ c t i cam ente co m p lé ta  el re s id u e  p ep tid ico . A s i  

la  obtenciôn de  subun idades o la  m e ra  d îso c iac iô n  d e l r ib o ­

som a h a b ria n  de p ro v o c a r  una c ie r ta  e lim in ac iô n  de es te  

t R N A  d eac ilad o  lo que re d u n d a r ia  en un in c re m e n to  de la  

p ro p o rc iô n  de rib o s o m a s  de a lta  afin idad lo cu a l se pone de 

m anifiesto  en los e x p e rim e n to s  e x p re s a d o s  en las f ig u ra s  

I V . 6 y  7 . E l  hecho de que s e a  en este  ultim o caso  cuando  

el in c rem en to  es m a y o r  es  tan so lo  a p a re n te , pues un 35% 

de rib o so m as  d e  alta  afin idad obtenido t ra s  la  p re p a ra c iô n  

de subun idades y p o s te r io r  re a s o c ia c iô n , re p ré s e n ta  r e s ­

pecto  del to ta l de rib o s o m a s  a c tiv o s , una p ro p o rc iô n  m as  

e lev ad a que el 36% del e x p é r im e n te  d e s c r ito  en la  f ig u ra  

I V .  7 B  y p o r  s up u esto  que el 28% del e x p e rim e n to  s ta n d a rd . 

N o  obstante estas  h ipôtesis  re q u ie re n  una base  e x p e rim e n ta l

C orno r e s o lv e r  es te  p ro b le m  a ? . E x is te n  v a r ia s  p o s i­

b ilid a d e s , s iendo  s ie m p re  e l fa c to r  lim itan te las co n s id e i*a -  

ciones té c n icas  debido a la g ra n  cantidad de m a te r ia l n e c e ­

s a r io  p a ra  estos e x p e r im e n to s . A s i ,  tra b a ja n d o  en un s is ­

tem a , ta l que la e x tra c c iô n  de los com ponentes in tra c e lu la -  

r e s  p ro d u je ra  pocas a lte ra c io n e s  en su es tad o  ( lis is  de  r e -  

ticu lo c ito s ) p o d ria  e lim in a rs e  una de las dos h ipôtesis  a n te ­

r io rm e n te  t ra z a d a s  sin  m as que c o m p ro b a r  si es ta  s itu ac iôn  

p re s e n ta d a  p o r  la f ra c c iô n  rib o s ô m ic a  total en  la c é lu la  no
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lo e r a  p o r  la  fra c c iô n  p o lis o m ic a . L a  po s ib ilid ad  de que  

an iso m ic in a  o g o u g ero tin a  p u d ie ra n  d is tin g u ir  e n tre  dos e s -  

tados r ib o sô m ico s  de es ta  f ra c c iô n  es su fic ien tem en te  s u g e s -  

t iv a  com o p a r a  in te r ta r  r e s o lv e r  e s ta  incôgn ita .

A d m itien d o  la  e x is te n c ia  de e s e  fa c to r  condic ionante  

de la h e te ro g e n e id a d  e u c a r iô tic a  p o d ria  s u g e r ir s e  un d é f i­

c ien te  lavado de los r ib o s o m a s  que p r o v o c a r a  su e lim in a ­

ciôn en una d e te rm in a d a  pob lac iôn  p e ro  no en o t r a ,  m ie n ­

t ra s  que e l lavad o  fu e r a  to ta l p a r a  e l tipo 7 0 S .  E s ta  p o s i­

b ilidad  debe s e r  e x c lu id a  deb ido  a la p e rfe c t a co n sta n c ia  de  

los re s u lta d o s  e n c o n tra d a  a lo la rg o  de todas las p r e p a r a ­

c io n es  r ib o s ô m ic a s  e n s a y a d a s , lo  que re f le ja  una s ituac iôn  

r e a l  y  no una p a rc ia l o d é fic ien te  m an ip u lac iô n  p r e p a ra t iv a .

O tro  aspecto  in te re s a n te  a d e d u c ir  del e fecto  que la  

in te ra c c iô n  de la subunidad 4 0 S  con la  6 0 S  p ro v o c a  en su  

afin idad p o r  an iso m ic in a  ( 5 ,7  X  10 ^ M  fre n te  a =

1 ,7  X  10 ^ M ,  am én del fen ô m en o  d e  h e te ro g e n e id a d ) ( v e r  

f ig u ra s  I V . 5 y  6 ) es la  re la c iô n  de la  m e n o r  de las su b u ­

n id ad es  con el c e n tre  activo  peptid il t r a n s fe r a s a ,  lo que c o n ­

c u e rd a  con o tra s  o b s e rv a c io n e s  llev ad as  a cabo p o r  o tro s  

g ru p o s  de in v e s tig a d o re s  (B e r m a n  y  M o n ie r ,  19 7 1 ) (V o g e l ,  

Z a m ir  y  E ls o n ,  1969) a c e rc a  de la in flu en c ia  de la s u b u n i­

dad m e n o r 3 0 S  s o b re  la  fo rm  aciôn d e  e n la c e  p e p tid ic o , c u ­

yo  m âx im o  exponente puede s e r  c o n s id e ra d o  el m odelo  r ib o -  

sô m ico  de S p ir in  ( 1 9 6 9 ) en  que s itu a  este

c e n tre  activo  en  aq u e lla  zo n a  de la subun idad  5 0 S  que in ­

te ra c c io n a  con la 3 0 S  re p a r t ie n d o  e n tre  am bas la  lo c a liz a -
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ciôn de los s itios r ib o s ô m ic o s  P  y A  re s p e c tiv a m e n te .

O tro  p ro b lem  a a c o n s id e ra r  es  la  p eq u en a  fra c c iô n  

d e rib o s o m a s  actives  e x is tan tes  en las p re p a ra c io n e s  " in  

v i t r o " .  E s te  fenôm eno puesto  d e  rpanifiesto  aûn en s is tem as  

p ro c a r iô t ic o s , a d q u ie re  m agn itudes a la rm a n te s  en e u c a r iô t i­

c o s . N o es  e x tra fio  e n c o n tra r  p u b licac io n es  donde los t r a -  

b ajo s  han sido  llevados  a cabo con pob lac io n es  de r ib o s o ­

m as  ac tives  tan solo  en un 5 - 1 5 %  aun en e n s ayo s  tan s im ­

p le s  com o fijac iô n  de a m in o a c il- tR N A s  (su p o n ien d o  c o m p le ­

jo s  e q u im o le c u la re s ) . E n  los e x p e rim e n to s  d e s c rito s  en e s ­

ta  T e s is  a p a re c e  c la ra m e n te  d e m o s tra d o  en IV  . 1 . 6  que c o ­

m o  m â x im o , solo  aquellos r ib o s o m a s  c a p a c e s  de f i ja r  a n i­

s o m ic in a  en las con d ic iones de la  re a c c iô n  de l fra g m e n te  se­

gùn ( 41%)  son ac tives  en es te  e n s a y o , ad ic ional

e v id e n c ia  a p o rta  e l hecho  de q u e  v e r r u c a r in a  A ,  un p o te n -  

te in h ib id o r de la re a c c iô n  del fra g m e n te  c a ta liz a d a  p o r  r ib o ­

so m as  de le v a d u ra , so lo  es c a p a z  de in te ra c c io n a r  en e s ­

tas  con d ic iones  con un 35% de los r ib o s o m a s , segun se d e -
14

d uce  de la  inh ib ic iôn de la  fija c iô n  de C  tr ic o d e rm in a  ( V .  

1 . 3 ) .  E s te s  re s u lta d o s  c o n c u e rd a n  con los de C e lm a  (1971) 

y  H a r r is  y  P e s tk a  ( 1973 )  m o s tra n d o  que los fra g m e n te s  

3 '  te rm in a le s  de a m in o a c i l - tR N A  in te ra c c io n a n  con una f r a c ­

c iôn  m m im a  de rib o s o m a s  ( 1 0 -1 2  %) segùn e x p e rim e n to s  a u -  

ten tica m e n te  cu an tita tivo s .

U n  punto a c o n s id e ra r  y  que a p o r ta r ia  m u ch a  luz a -  

c e r c a  de las  d ife re n c ia s  e s tru c tu ra le s  de los dos tipos de
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r îb o s o m a s  puestos de manif iesto  en es ta  T e s i s  s é r i a  su s e -  

p a r a c iô n  f is ic a .  H a s ta  el  p r é s e n te  m om ento  solo  se  ha  c o n -  

s e g u id o ,  en cant idades a p r e c ia b le s ,  s e p a r a r  f is icam en te  s u -  

bunidades nat ivas de  r ib o s o m a s  nat ives y  de la f r a c c iô n  p o -  

Hsom ica  hab iéndose  e n c o n t ra d o  e n t re  estes  com ponentes  d i ­

v e r s e s  d i fe re n c ias  e s t r u c t u r a le s  asi corne func iona les  ( v e r  

In t ro d u c c iô n )  . S in  e m b a r g o  la  s e p a r a c io n  de  r ib o s o m a s  a c ­

t ives  en c i e r ta s  funciones de les no a c t iv e s ,  p r é s e n ta  p r o ­

blem as técn icos  de c a r â c t e r  cuantitat ivo.  S e  r e q u i e r e  la 

apl icac ion de n uevas  técn icas  p a r a  s o lv e n ta r  este  p ro b le m  a.

L a  c r o m a t o g r a f ia  p e r  afin id ad p r é s e n ta  un g r a n  p r o v e n i r .

S i  p u d ie ran  f i j a r s e  a so p o r te s  sôlidos c ie r ta s  m o lécu les  que  

i n t e r acc ionen d i fe re n c ia lm en te  con les r ib o s o m a s  ( p r i n c i p a l -  

m e n te  p e r  su m a y o r  sen c i l lez  e s t r u c t u r a l ,  a m in o a c i l - tR  N A )  

p o d r ia n  s e p a r a r s e  y  a is la r s e  aquellos r ib o s o m a s  act ives en 

es ta  f i jaciôn y con e l le  l o g r a r  ( 1 )  d e t e r m in e r  las di ferencias  

e s t r u c t u r a l e s  e n t re  r ib o s o m a s  ( o  subun idades)  " a c t iv e s ’* e 

" in ac t ivo s"  , ( 2 )  t r a b a j a r  con poblac iones r ib o s ô m ic a s  h o m o -

g e n e a s  y  100% act ivas .  E s t a  técn ica  ap l icada  a la in te ra cc iô n  

a n i s o m i c i n a - r i b o s o m a  es ta  s iendo  actualmente  c o n s id e r a d a  

en eu ante a la posibil idad de su ap l icac ién .

A n is o m ic in a ,  g o u g e ro t in a  y  t r i c o d e r m i n a  in te ra cc iô n  an 

eq u im o le c u la rm e n te  con el  r ib o s o m a  en une d e te rm in a d a  reg ion  

de  poca v a r ia b i l id a d  f re n te  a las condic iones iénicas del m e ­

d io ,  a p e s e r  de que g o u g e ro t in a  t iene un sitio de  f i jaciôn  

co m ple tam ente  independiente  al de  los o t ros  d o s ,  le que  i m -



208

pl ica un a in te ra cc iô n  de ta les antibiôticos con un c e n t r e  c o -  

m u n ,  peptidi l t r a n s f e r a s a ,  de p o c a  f lex ib i l idad e s t r u c t u r a l  

dada su po c a  d ep enden c ia  de las condic iones iônicas del me­

dio.  E s t e  c o n c u e r d a  con el nulo c a r a c t e r  r e g u l a d o r  que la 

etapa de fo r m a c iô n  de en lace  peptidico posee  d e n t ro  del con­

texte  g e n e r a l  de s m t e s i s . d e  p ro te in  a s . D e  es ta  f o r m a  se p o ­

ne de manif iesto  una e s t r e c h a  r e la c c iô n  e n t r e  p r o c e s o s  r e -  

g u la to r ios .  T a i e s  como in ic iac iôn ,  . en t ra d a  de  f a c to r e s  de  

p o l im e r iz a c iô n  etc .  con cam bios  c o n fo r m aciona les  en el  r i ­

bosom a m ie n t r a s  que una c a r a c t e r i s t i c a  de r ig id e z  p a r e c e  

p r e s i d i r  aquellas  s i tuaciones en que el  r ib o s o m a  se c o m p o r ­

ta como una p a r t ic u le  i n e r t e .

P o r  lo que r e s p e c t a  a g o u g e ro t in a  fué p ropu es to  un 

m e c a n is m o  de acciôn que consis f ia  en una inhibiciôn de la 

f i jac iôn del ext  r e m  o 3 ’ t e r m in a l  ( C C A )  del a m in o a c i l - tR  N A  

basândose  en la simil i tud e s t r u c t u r a l  ex istente  e n t r e  g o u g e r o -
V

t ina y  c it idina. ( C o u ts o g e o r g o p o u lo s , 1967 ;  C e r n â ,  L i c h t e n -  

t h a le r  y  R y c h l i k ,  1 9 7 1 ) .  E s t a  hipôtesis se  apo yaba  adem âs  

en la inhibiciôn p o r  g o u g ero t in a  de la f i jac iôn del f ra g m e n t e  

a c e p t o r , p e r o  no de! a m in o a c i l - tR  N A  lo que just i f icaba su  

unica efecto s o b r e  e l  e x t r e m o  C C A  final ( v e r  In t rod ucc iôn )  , 

S in  e m b a r g o ,  rec ie n te m e n te  H a r r i s  y  P e s t k a  ( 1 9 7 3 )  h an 

d e s a r r o l l a d o  un s is tem a  p a r a  c a l c u l a r  las af in idades de una  

s e r i e  de antibiôticos de una f o r m a  in d i re c ta  a p a r t i r  de su
14efecto s o b r e  la f i jac iôn de C A C C A  C  - F e n  al r ib o s o m a .

E n  el  caso  de gou g ero t in a  r é s u l té  una constante  de d is o c ia -  

ciôn de 1 , 2  X  10 M  que f re n te  a 2 ,  I X  10 ( K ^  p a r a



209

20% de etanol )  d e te rm in ad o  p o r  nosotros  p o r  m ed ida  d i r e c -  

ta de f i jac iôn ,  pone de manif iesto  una d is p a r id a d  de 50 v e -  

c e s .  E l  n u m é r o  de sitios p o r  r ib o s o m a  fué  idéi it ico, 0 , 7 3  

f re n te  a 0 , 7 0 .  E s to s  re su l tad o s  ponen de manif iesto  que  

gougero t ina  afecta  de algun m odo la f i jac iôn del e x t r e m o  

C C A  t e r m in a l  del  a m in o a c i l - tR  N  A ’. S i n  e m b a r g o  es ta  i n t e r ­

acciôn se p r o d u c e  de f o r m a  ind irec ta  y  com o c o n secu e n c ia  

del efecto de gou g ero t in a  s o b r e  la fo r m a c iô n  de en lace  p e p ­

tidico tal  y  com o quedô d e m o s t r a d o  en el  a p a r t  ado I V  . 2 . 5
7 0 S

m edi ante la c o r r e l a c i ô n  de  los v a l o r e s  de K  ̂  y  la inhib i­

ciôn p r o v o c a d a  s o b r e  la r e a c c iô n  de la p u r o m ic in a  e n s a y a -  

da a O^C , p e r o  no existe  una competic iôn d i r e c ta  e n t r e  

gou gero t ina  y  c u a le s q u ie r a  de los dos r e s id u o s  cit idi licos 3*  

t e r m in a le s  del  t R N A ,  al m enos  segun este  t ipo de e n s a y o .

As irn ism o an isom ic ina  y  t r i c o d e r m i n a  p ro d u c e n  un e -  

fecto d i rec to  s o b re  la f o r m a c iô n  de en lace  peptid ico.  N o  obs­

tante su in te ra cc iôn  p r o v o c a  una d istors iôn en el c e n t r e  a c ­

t ive peptidil  t r a n s f e r a s a  que se v e  r e f le ja d a  p o r  la  p a r c ia l  

inhibiciôn que estas d ro g a s  p ro v o c a n  s o b r e  la f i jac iôn de  

f ra g m e n te s  3 ’ t e r m in a le s  del t R N A  com o su s tra to s  ( B a t t a -  

n e r  y  V â z q u e z ,  197 1a )  ( C a r r a s c o  y  co ls .  1 9 7 3 ) .

G o u g e r o t in a ,  segun se d e s p r e n d e  de los e x p é r im e n te s  

p re s e n ta d o s  en I V .  2 . 4  puede  s e r  un magnff ico util de  t r a b a -  

jo  a la h o r a  de d e t e r m i n e r  la  asociac iôn e n t r e  las s u b u n id a ­

des r ib o s ô m ic a s .  T a l  y  com o se  ha d e m o s t r a d o  en es ta  T e ­

s is ,  gou g ero t in a  es c a p a z  de d i s c e r n i r  e n t r e  d i v e r s e s  g r a ­

des de asoc iac iôn  del r ib o s o m a  dependiendo de la p r e s e n c i a
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de t R N A  deac i lado  o de p rodu cto s  e l im inados  del r ib o s o m a  

cuando este  se  d isoc ia  en sus su b u n id ad es .  D e  es ta  f o r m a  

se p o d r ia  d e t e r m i n a r ,  de a c u e r d o  a V o u r n a k i s  y  R ic h  

( 1 9 7 1  y  1972 ) si la  e s t r u c t u r a  de los r ib o s o m a s  nat ives se  

c o r r e s p o n d e  o no con la de  los r ib o s o m a s  po l isôm icos .  

S i e m p r e  h a y  que t e n e r  en cuenta  qu e  la c o n c e n t ra c iô n  de  

m a c r o m o lé c u la s  es  m u y  s u p e r i o r  en  estos ensayos  de f i ja ­

ciôn a la que debe e x is t i r  en la asoc iac iôn  3 0 S * 5 0 S  den tro  

de la b a c te r ia  p o r  lo que es  m u y  posib le  que la situaciôn  

f inal no s e a  la m is m a .  T a l  y  com o suc ede  en multitud de  

e n s a y o s ,  la c o r r e l a c i ô n  " in  v iv o "  " in  v i t r o "  debe s e r  t o m a -  

da con g r a n d e s  p r e c a u c i o n e s .

L a  t e m p e r a t u r a  ( 3 0 ° C )  p r o d u c e  una d isminuciôn de  

afinidad de  los antibiôticos p o r  e l  r ib o s o m a .  E s t e  fenôm eno  

p a r e c e  s e r  g e n e r a l ;  sin e m b a r g o  en el  cas o  de g o u g e r o t i ­

na  y  esp ec i  aim ente en r ib o s o m a s  e u c a r iô t ic o s  es ta  d ism in u ­

ciôn es d r a m â t ic a ,  ( 3 0 ° C )  es t im a d a  a l r e d e d ô r  de 4 X
- 4

10 M .  L o s  resu l tados  p r e s e n ta d o s  p o r  P e s t k a  y  cols  

( 1972) en su s is tem a de l ib e ra c iô n  de  péptidos nac ientes
3

p o r  H  p u r o m ic in a  r e v e l  an una afinidad p a r a  este antibiôt i -  

co de una magnitud un o r d e n  s u p e r i o r .  E s t o  puede d e b e r -  

s e , tanto a la m e n o r  t e m p e r a t u r a  e m p le a d a  en este e n s ayo  

( 2 4 ^ C )  com o a la g r a n  sensib i l idad que p r é s e n t a  la afinidad  

de gou gero t ina  p o r  los distintos estados de  asociac iôn  r i b o -  

sô m ic o s ,  segun se ha d e m o s t r a d o  en es ta  T e s i s .

L a s  re la c io n e s  ex is tantes  e n t r e  los sitios r ib o sô m ico s  

de f i jac iôn de  los inh ib idores  de fo r m a c iô n  de en lace  p e p t i -
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dico h an sido suf ic ientemente detai l  ad as en el  Cap i tu lo  V ,

P o r  e l lo  m e  l im i taré  a r e s u m i r l a s  b r e v e m e n t e :  ( a )  E x i s -

ten c ia  de una reg iôn  comun al r ib o s o m a  p r o c a r io t ic o  y  e u -  

car iô t ico  donde se f i jan los inh ib idores  act ivos en. am bos  

s is tem as  in te racc ionand o  e n t re  si  de f o r m a  m a s  o m en o s  

e fec t iva .  ( b )  E x i s t e n c i a -de una re ’giôn esp ec i f ica  del r i b o ­

s o m a  e u c a r iô t ic o ,  independiente  de la a n t e r i o r ,  donde t i e -  

nen su sitio de f i jac iôn ,  e x c l u s i v e ,. los inh ib idores  del  c e n ­

t r e  act ive peptidil  t r a n s f e r a s a  e u c a r iô t ic o .  ( c )  D i f e r e n c i a s  

e s t r u c t u r a le s  en t re  los r ib o s o m a s  e u c a r iô t ic o s  detec tadas  

en cuanto a su  afinidad p o r  el  acido tenuazô n ico  ( d )  H e t e -  

ro g e n e id a d  r ib o s ô m ic a  p a r a  o t ros  antibiôticos distintos de  

anisom ic ina  y  g o u g e r o t in a , ta les com o v e r r u c a r i n a  A  y  p o -  

sib lemente  e s p a r s o m ic in a .

E l  estudio e s t r u c t u r a l  l levado a cabo con an iso m ic in a  

obedeciô  tanto a la oportun idad  que su sen c i l le z  q u im ic a  p r o -  

p o r c io n a b a  com o al auge que en aquel los m em entos  tomô la  

técn ica  del m a r c a j e  p o r  af in idad,  tanto p a r a  la ident if icaciôn  

de las e s t r u c t u r a s  re s p o n s a b le s  de la f i jac iôn de antibiôticos  

com o p a r a  sus tra tos  de peptidi l  t r a n s f e r a s a  ( v e r  Introducciôn) .  

E l  alto g r a d e  de inespecif ic idad obtenido p o r  Ba ld  y  co ls .

( 1972)  en cuanto a la  f i jac iôn covalente  de un d e r i v a d o  m o -  

n o b ro m a d o  de c lo ran fen ico l  y  e s p e c i a lm e n t e , en el  c a s o  de  

un d e r iv a d o  monoiodado de  p u r o m ic in a  ( P o n g s ,  1 9 7 3 ,  c o m u -  

nicaciôn p e r s o n a l )  nos s u g ir iô  que antes de r e a l i z a r  es te  

tipo de e n s a y o s  e r a  n e c e s a r i o  a s e g u r a r s e  que el  g r u p o  

r e a c t i v e  se  e n c o n t r a r a  en una e s t r u c t u r a  re s p o n s a b le  de
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la in te racc iôn  i n h ib id o r - r ib o s o m a  tal y  com o ha  quedado d e ­

m o s t r a d o  p a r a  el g r u p o  acetato que e s te r i f i c a  el g ru p o  h i -  

d r o x i lo  en posiciôn 3 del  anil lo p i r r o l id m ic o  de  anisomic ina  

( I V .  1 . 3 ) .  S in  e m b a r g o  los c o n t ra d ic to r ie s  resu l tados  o b te -  

nidos p o r  P o ngs  y  co ls .  ( 197 3 )  y  S o n e n b e r g  y  co ls .  (1973) 

usando  el m is m o  com pu esto ,  y  e l  'e levado n u m é r o  de p r o -  

te inas  m a r c a d a s  en los e x p e r im e n to s  de K u e c h l e r  y  C z e r -  

ni lo fsky ( 1973)  junte  con las dif icultades de c a r a c t e r  q u i m i -  

co que p r é s e n ta  la sm tes is  del com puesto  2 p - m e t o x i fe n i lm e -  

t i l -3^^ b r o m o a c e to x i -4  h id r o x ip i r r o l id in a  en f o r m a  ra d io a c t iv a  

nos h an dec id ido p o s p o n e r  es tas  e x p e r ie n c ia s  de f i jac iôn c o ­

v a len te  de an isomic ina  a r ib o s o m a s  e u c a r iô t ic o s .  P o r  o t ra  

p a r t e ,  la c a r e n c ia  de una c o h e re n te  ident if icaciôn de  las  

p r o t e m a s  r ib o s ô m ic a s  e u c a r iô t ic a s  ( B ie lk a  y cols. 1 9 7 2 )  y  el 

p a r c o  conocimiento que de estos r ib o s o m a s  se t iene ac tua l ­

m ente  no h an pe rm i t ido  a t r ib u i r  funciones especf f icas  a c o m ­

ponentes s u b r ib o s ô m ico s  ( a  exc ep c iô n  de las subun idades)  

lo que détermina que este tipo de estudios tenga m a s  r a z ô n  de 

s e r  en un p r ô x im o  f u tu re .

F in a lm en te  en todos los e x p e r im e n to s  r e a l i z a d o s  con 

r ib o s o m a s  humanos se ha puesto  de  manif iesto  una c o r r e l a ­

ciôn total con los fenôm enos detectados en r ib o s o m a s  de l e -  

v a d u r a  lo que p e rm i te  e x t r a p o l a r  los resu l tados  aqui  p r e s e n ­

tados a todos los r ib o s o m a s  del t ipo 8 0 S  o e u c a r iô t i c o s .  F n  

es te  sentido es digno de  r e s a l ta r  de nuevo  las  d i fe re n c ia s  

o b s e r v a d a s  con el ac ido tenuazô n ico  que se f i ja  p r e f e r  e n te -  

m en te  a los r ib o s o m a s  de am igda las  palat inas hum anas p e r o  

t iene  m u y  r e d u c id a  afinidad p o r  los r ib o s o m a s  de l e v a d u r a .
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A P E N D I C E  I

R E S U M E N  D E  L A S  C O N D I C I O N E S  l O N I C A S  E M P L E A D A S

1. O B T E N C I O N  D E  R I B O S O M A S  

1. A . S  . c e r e v is ia e

B S Y ( s ta n d a rd  ) T R I S - C I H 10 m M
C l  M g 5 m M
A c  N H 50 m M
2 - M E 5 m M

B L Y ( lavado ) T R I S - C I H 20 mM
C l  M g 100 m M
A c  N H 500 m M
2 - M E 5 m M

B R Y ( c o n s e r v a c iô n  ) Maleato N H . 50 m M
C L M g 5 m M
2 - & E 5 m M

fgdalas palat inas hum an as

B H H (hom ogene izac iôn )  T R I S - C I H 50 m M
C L M g 5 m M
c \ l 25 m M
2 - M E 7 mM
S a c a r o s a 250 m M

B L H ( la v a d o )  • T R I S - C I H 50 mM
C L M g 10 m M
c à 500 m M
S a c a r o s a 250 mM

B R H ( c o n s e r v a c iô n ) T R I S - C I H 50 m M
C l 2 M g 5 m M
C I K 25 m M
2 - M E 7 m M
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I . e . E . coli

A  ( s t a n d a r d  y T R I S - C I H 10 m M
c o n s e r v a c iô n  ) A c ^ M g

A c T J H
10

100
m M
m M

2 - M E 5 m M

B  ( la v a d o ) T R l S - C l H 20 m M
A c p M g
A c l N H

20
1000

m M
m M

2 - M E 5 m M

2 .  E X P E R I M E N T O S  D E  F I J A C I O N  D E  A N T I B I O T I C O S

A R I B O S O M A S  D E  :

2 .  A . S . c e r e v is ia e

B F Y  ( s t a n d a r d ) M a le a to  N H . 50 m M
C L M g 12 m M
2 - M E 5 m M

F R Y  (e tano l ) T R I S - C I H 50 mM
C L M g 20 m M
C I K 4 0 0 mM
E ta n o l 33% ( v / v )

2 . B . A m ig d a la s  palat inas hum an as

B F H  ( s ta n d a r d ) T R I S - C I H 50 mM
C L M g 11 m M
C I K 60 m M
2 - M E 7 mM

3 . B . E  . coli

B F B  ( s ta n d a r d ) T R I S - C I H 33 m M
• C l 2 M g  , 

C I K
13

2 7 0
m M
mM

B F B ( E )  (e tano l ) Idem p e r o  E ta n o l  33% ( v / v )
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3 .  E N S A Y O S

3 , A ,  S . c e r e v is ia e

S in te s is  de  pol ifeni la lanina B F Y
R e a c c iô n  de la  p u r o m ic in a  B F Y  
R e a c c iô n  del f ra g m e n te  F R Y

3 . B .  A m  ig dal as palatin as hum an as

S m t e s i s  de pol ifeni la lanina B F H

3 . C  . E  . coli

S m t e s is  de  pol ifeni la lanina T R I S - C I H  50  m M
C l 2M g  12 m M
C I K  30  m M

R e a c c iô n  de la  p u r o m ic in a  B F B  
R e a c c iô n  del f ra g m e n te  B F B  ( E )

4 .  O T R O S

S u bun idades  de l e v a d u ra (B D Y )  T R l S - C l H  50  m M
C l 2 M g  4  m M
C I K  4 0 0  m M
2 - M E  20 m M

D is o c ia c iô n  r ib o s o m a s  E  . coli T R I S - C I H  2 0  m M
C l 2M g  1 m M
A c  N H . 500  m M
2 - M E  5 m M

F i ja c iô n  de N - A c -  ̂ ^C  F e n -  T R I S - C I H  50  m M
t R N A  a r ib o s o m a s  de levadura C l 2M g  2 0  m M

A c  N H ^  100 m M

E l  T R I S - C I H  fue s ie m p r e  em p leado  a p H  7 , 4  y  el 

m a le  ate amônico a p H  6 , 5 .
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A P E N D I C E  JI

S O L U C I O N E S  T A M P O N

1. E L E C T R O F O R E S I S  D E  A L T O  V O L T A J E

p H  2 , 0  A c .  f o r m ic o  (2%) -  a c . a c é t i c o  ( 7 , 5 %)

p H  2 , 8  A c . f ô r m i c o  (1%) -  am oniaco

p H  3 , 7  A c . f ô r m i c o  ( 5 0  m M  ) -  am oniaco

p H  6 , 0  P i r i d i n a  ( 1 , 7 5 % )  -  a c . a c é t i c o  ( 0 , 2 5 % )

p H  6 , 0  P i r i d i n a  (5%)  -  a c . a c é t i c o

p H  5 , 5  -  7 , 6  C acod i la to  séd ico  ( 5 0  m M )  -  C I H  

p H  7 , 2 - 8 , 6  T R I S  ( 5 0  m M )  -  C I H

p H  8 , 4 - 9 , 6  T r i e t a n o l a m in a  ( 5 0  m M  ) -  C I H  

p H  9 , 5 - 1 0 , 5  E ta n o la m in a  ( 5 0  mM ) -  C I H

2 .  G R A D I E N T E S  D E  C R O M A T O G R A F I A  E N  C O L U M N A S

C a r b o x im e t i l - c e lu lo s a  :

C a r b o n a t e  amônico ( p H  8 , 6 )  2 m M  -  50  m M

F o s fo - c e lu lo s a :

F o r m i a t e  amônico ( p H  2 , 8 )  0 , 1 5  M - 1  M  ( N H ^ )

D E  A E  - S e p h a d e x  :

F o r m i a t o  amônico ( p H  5 , 0 )  0 , 1  M - 1  M  ( H C O O  )
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A P E N D IC E  III

S O L V E N T E S  C R O M A T O G R A F I C O S

1. P U R I F I C A C I O N  A N I S O M I C I N A

1. s e c -b u ta n o E  benc ina  de p e t ro leo  ( 4 0 - 6 0 ^ 0 ) :  

amoniaco 2 N  ( 2 5 : 5 : 4 ) .

2 .  n -butanol  : agua:  âcido acético ( 6 0 : 1 0 : 3 )

3.  E ta n o l  : agua ( 1 : 1 )  en a tm o s fe ra  de c lo r o f o r m o

2 .  P U R I F I C A C I O N  H  G O U G E R O T I N A

I.  T e r c - b u t a n o l : meti l  etil cetona:  agua:  am oniaco  

( 4 : 3 : 2 : 1 ) .

II. A m o n ia c o  : n -bu tano l  : n -p r o p a n o l  : etanol : agua  

( 9 :8 :8 :2 : 2 ) .

I I I . n -bu tano l  : a c . f ô r m ic o  : n -p r o p a n o l  : a c . t r i c l o r o -  

acét ico:  agua:  acetona ( 10: 5 :  5 : 4 : 4 :  2)  .

I V .  M etanol  : isopropano l  : amoniaco : agua ( 9 : 6 :  3:  2).

V .  A g u a :  n - p r o p a n o l :  amoniaco ( 9 0 : 1 0 : 1 ) .

V I .  A c e to n i t r i lo : acetato amônico 0 , 1  M  ( 7 : 3 ) .

3 .  P U R I F I C A C I O N  C  T R I C O D E R M I N A

1. B e n c e n o :  acetato de e t i lo :pentano  ( 4 : 1 : 1 ) .

2 .  Isooctano: butanol ( 5 : 1 ) .
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A P E N D IC E  IV

E S T U D I O S  D E  F I J A C I O N .  P A R A M E T R O S

1. A N I S O M I C I N A

  8 0 S  S  . c e r e v i s i a e . B F Y .  0 ° C

4 , 3 X  l O ' ^ M ;  5 , 8 X 1 0 ” ^ M
'*1 ^̂ 2

n^= 0 , 2 8  ; n^=  0 , 5 6

—  8 0 S  S  . c e r e v i s i a e . B F Y .  3 0 ° C

1 , 2  X  10"^ M ;  ^  6 , 6  X  lO"^  M

n^= 0 , 3 7  ; 0^= 0 , 4 3

—  8 0 S  S  . c e r e v i s i a e . F R Y .  O^C

-E 
d

K ^ t O H ^  3 , 6  X  10"^ M ;  n =  0 , 4 1

—  60s  S . c e r e v i s i a e . B F Y .  O^C

1 , 7 X 1 0 ' ^ M ;  n =  0 , 6 7

—  60s  4- 4 0 S  S  . c e r e v i s i a e , B F Y .  0 C

K j =  S,7X10'^M ; 5,6X10”̂ M
^ 1  ^2 "  

n 0 , 3 5  j n^ aL 0 , 4 8

—  8 0 S  S.c e r e v is ia e  ( 8 0 S  #  6 0 S  + 4 0 S )  . B F Y .  0 ° C

J .D  y  5 , 0  X  10"^ M  ; ^ ^  ~  8 X  10"^ M
1 2 

n^= 0 , 3 6  ; -  0 , 4 4
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—  80S Humanos. B F H .  0°C

= 1 , 6 X 1 0 " ^ M  ; 6 , 6 X 1 0 " ^ M

n^= 0,37 ; H2= 0,35

2. G O U G E R O T IN A

—  8 0 S  S  . c e r e v i s i a e . B F Y .  0 ° C

K ® ° ^ =  9 , 1 X 1 0 “ ^ M ;  K®2^=  1 , 2 X 1 0 ' ® M

n^= 0 , 2 8  ; ri2= 0 , 5 8

  8 0 S  S . c e r e v i s i a e . B F Y .  3 0 ^ C .  E s t i m a t i v e

K ® ° ® ( 3 0 ° C ) ' ^  4 X  10"^ M
d —

  8 0 S  S  . c e r e v i s i a e . F R Y .  0 ° C  . E s t im a t iv e

( E t O H )  7 X 1 0 " ^ Md

—  7 0 S  E . c o l i .  B F B .  0 ° C

I . S X I O ' ^ M ;  n =  0 , 7

—  7 0 S  E  . c o l i . B F B .  3 0 ^ 0 .  E s t im a t iv a

K j ° ^ ( 3 0 ° C )  e x i O ' ^ M
d —

—  7 0 S  E . c o l i .  B F B ( E ) .  0 ° C . E s t im a t iv a

K  ( E t O H )  rv 4 X  1 0 ' ^  M
d —

—  8 0 S  E . c o l i .  B F B ( E ) .  O ^C .  E s t im a t iv a

( E t O H )  6 X  1 0 “^ M
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5 0 S  +  3 0 S  H-tR  N A  E . c o l i .  B F B .  O^C . E s t im a t iv a

( 4 - t R N A ^ ^ " )  ^  2 , 7 X 1 0 " ^ M
d —

3 .  C  T R I C O D E R M I N A

  8 0 S  S . c e r e v i s i a e . B F Y .  O^C

=  1 , 8  X  10"  M ;  n =  0 , 9

  8 0 S  S  . c e r e v i s i a e . B F Y .  O^C . In d i re c ta

-6
K ^ ( i n d .  )=  2 ,  I X  10 M

  8 0 S  H u m a n o s .  B F H .  O^C

H T  -7
=  6 , 7  X  10 M ;  n =  0 , 7 3

4 .  O T R A S  D E T E R M I N A C I O N E S  ( I N D I R E C T A S )

D e s a c e t i l a n is o m ic in a . -  8 0 S ,  S  . c e r e v is ia e  . B F Y ,  O^C . 

( D A N ) =  1 , 5  X  lO'^^'M

A c id o  t e n u a z o n ic o . -  8 0 S ,  H u m a n o s ,  B F H ,  0 ° C .

H T  ^
K ?  ( T N A ) =  2 . 2  X  10” M  

d


