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I 

IN'I'ROOUCCION 

Schmiedberg, farmacólogo alemán, describió en 
1894 una substancia proteínica que llamó ferritina, que con­
tenía 6% de hierro y cantidades variables de fósforo. El 
primero que tuvo buen éxito en aislarla de bazo de caballo y 
recristalizarla con sulfato de cadmio fue Laufberger en 1937 
y la denominó ferritina, ( l ). 

La ferritina es una holoproteína qae consiste de 
una parte proteínica (apoferritina) y de un núcleo coloidal 
de hidroxi-fosfato férrico, de grado de saturación variable. 

La ferritina se encuentra principalmente en bazo 
e hígado y en menor grado en médula ósea, rinón, mósculo es ­
quel~tico, corazón, placenta, testículo y en el plasma cir­
culante en casos patológicos · ( 2 ) aunque se le ha reporta -
d o t a mbién en casos normales (3, 4, 5). Existe esta protefna 
también en plantas, invertebrados e incluso en hongos. 

Como se ve de los datos anteriores no está con­
f i nada totalmente a órganos vitalmente involucrados en el 
metabo lismo básico del h ierro . Parece ser que casi todas las 
c élulas la sintetizan o son capaces de hacerlo , (aunque no 



2 

existen reportes de síntesis de esta proteína en cerebro). 

El grado de saturaci6n con hierro de la ferrit i ­
na puede ir desde cero hasta un 25% del peso seco de la pro­
teína ( 6 ) • La ferritina saturada tiene un peso molecular 
de 900,000 daltons y contiene aproximadamente de 4,000 a 
5,000 átomos de i6n férrico por molécula ( 2 ), reportándo­
se un promedio de saturaci6n con hierro para la ferritina de 
bazo de caballo de 3,700 átomos ( 7 ). 

La naturaleza exacta del complejo coloidal de 
hierro en la ferritina es incierto. Probablemente es un po­
límero de composición (FeOOH) 8 .FeO.P03H2 y se cree que el 
f6sforo es un c~mponente esencial. El diámetro ~e la micela 
es entre 70-75 A y el de la proteína es de 120 A ( 2 ) • 

El intercambio de hierro involucra interacciones 
de célula a célula, de moléculas que contienen hierro y con 
estructura apropiada para esa función. 

La función principal de la ferritina, es la de 
almacenar el hierro en forma insoluble, de la cual puede ser 
movilizado, existiendo un equilibrio dinámico del hierro del 
tejido con el del plasma, en el cual circula asociado a la 
transferrina ( 8 ) que es una beta-globulina de peso molecu­
lar 80,000 daltons, capaz de combinarse con dos moléculas de 
hierro ( 9 ). De esta manera provee la ferritina de una re­
serv..,_ d~ hierro no tóxico intrace 1ular y disponible para el 
metabolismo. Como ejemplo de esta disponibilidad, se encuen­
tra con frecuencia en la literatura la hipótesis de que el 
hierro de la ferritina de reticulocito se utiliza para la 
síntesis de hemoglobina ( 9 ), hipótesis que no ha sido su­
ficientemente probada. 

El hierro también puede ser almacenado mediante 
la hemosiderina, proteína que no ha sido muy bien estudiada y 
que se cree pueda ser un producto de degradación de la ferri­
tina. 

Aún cuando el hierro es un elemento esenc i al pa­
ra el organismo, puede escapar de la unión específica de las 
proteínas o células y entonces se le llama h ierro libr e y es 
tóxico en cualquier medida. 

Desde que en 194 7 se ha venido reconociend o clí­
nicamente el e nv e nenamie r.+_::, por ingestión de sales de hi erro, 
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se han propuesto mecanismos que tratan de explicar la toxi­
cidad de este metal . 

Por ejemplo, inyectado intravenosamente puede 
causar una muerte rápida (en 5 minutos) en forma tal que los 
6rganos involucrados en su almacenaje y metabo~ismo no al­
cancen a mostrar lesi6n. 

La patogénesis por envenenamiento revela altera­
ciones severas que pueden resumirse en (10) : 

a) Necrosis hemorrágica del tracto intestinal 

b) Acidosis metab6lica 

c) Defectos de coagulación 

d) Daño hepático 

e) "Estado de choque" 

Existen estudios que tratan de describir la mor­
fogénesis de esta toxicidad ( 11 ). Witzleben ha observado 
mediante microscopía, daño severo en las mitocondrias de las • 
células del hígado después de inyección intravenosa de sul­
fato ferroso. Además, este autor junto con Chaffery demostró 
por métodos histoquímicos alteraci6n en un nómero de enzimas 
oxidativas de las células hepáticas, como son: deshidrogena­
sa succínica, citocromo oxidasa y adenosina trifosfatasa -
( 10 ) • 

Apoyados en estos datos y para explicar en par­
te la toxicidad debida al hierro, los autores defienden la 
hipótesis de que este metal causa una disminución en los 
equivalentes de reducción, con una iniciación consecuente de 
la peroxidación de lípidos de la célula ( 11 ). 

Ahora bien, ten~endo en cuenta este nuevo aspec­
to del hierro, podemos pensar en la ferritina como uno de 
los principales agentes destoxificantes de la célula. Resu­
miendo así para la ferritina sus tres funciones como ( 12 ): 

a) Almacén intracelular para el hierro 

b) Agente destoxificante 
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c) Regulador de la absorción del hierro 

Se ha postulado desde hace tiempo que los poli­
rribosomas unidos a membrana (fijos) son los responsables de 
la síntesis de proteínas exportables y que los polirriboso­
mas que existen libres en el citoplasma, son los que sinte­
tizan las proteínas que almacena la célula. 

Siendo la ferritina una proteína almacenada era 
de pensarse que se sintetizara en los polisomas libres, de 
lo cual existe evidencia, ( 13 ). 

Sin embargo, aún cuando podría decirse que estos 
polisomas libres son el sitio preferencial de síntesis de la 
apoferritina, existe cierta evidencia de que los polisomas 
fijos también intervienen en la síntesis de alguna subunidad 
de la ferritina ( 14 ). 

La ferritina se aisla fácilmente de bazo de caba­
llo en virtud de su estabilidad a altas temperaturas, su fa­
cilidad de precipitación con sulfato de amonio al 35-50'/o de 
saturaci6n y de su fácil cristalización con sulfato de cadmio 
al 5%. Otros métodos de purificación además de los debidos a 
variaciones de pH y fraccionamiento con sales, son la croma­
tografía en carboximetil-celulosa, Sephadex G-200 y ultracen­
trifugación. La mayoría de los autores utiliza la combinación 
de todas estas técnicas. Sin embargo, para un aislamiento más 
específico y a pequeña escala es muy común encontrar en la 
literatura su aislamiento mediante anticuerpo específico, in­
cluso se reporta que no existen diferencias inmunológicas en­
tre ferritinas obtenidas por métodos diferentes de prepara­
ción ( 15 ). 

Hay que tener siempre presente que influye mucho 
la especie y el órgano de que se trate, para aplicar con éxi­
to los métodos de aislamiento y purificación antes menciona­
dos. Por ejemplo, para la purificación por cristalización de 
la ferritina de hígado de rata, con sulfato de cadmio, se re­
porta que influye en el rendimiento la existencia de i ones 
cloruro en el medio, la concentración de sulfato de cadmio, 
del cloruro de sodio, así como un pH adecuado ( 16 ). 

Algunas veces es necesario trabajar con la fe­
rritina o apoferritina de acuerdo con el estudio que s e pre ­
tenda llevar a cabo. Entonces la apoferritina se obtiene a 
partir de la proteína nativa ya purificada, por eliminación 
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química del hierro mediante reductores como el hidrosulfito 
de sodio (ditionita, Na2s 2o3), ácido ascórbico, ácido tio­
glicólico y quelantes tales como 2,2'- bipiridil o Desferal. 
A veces se obtiene directamente la apoferritina mediante ul­
tracentrifugaci6n. Sin embargo, no seria este un método de 
obtención sino de separación de las diferentes _fracciones de 
ferritina con contenido variable de . hierro. 

Por diversas técnicas como equilibrio de sedimen­
tación, equilibrio de sedimentación-difusión, difracción de la 
luz, etc., se han obtenido pesos moleculares para esta apofe­
rritina que van desde 430,000 hasta 465,000 daitons y se sa­
be que la proteina consta de subunidades cuyo peso molecular 
también determinado por técnicas como filtración en gel, ele~ 
troforesis en gel de poliacrilamida y equilibrio de sedimen­
tación, varía entre 18,200-18,800 ( 2 ). 

Sin embargo, existe mucha controversia en cuan­
to al número de subunidades que componen la molécula pues 
mientras existen datos que apoyan la hipótesis de que cons­
ta de 24 subunidades idénticas de 18,500 daltons cada una, 
se han encontrado diferencias en el peso molecular, repor­
tando algunos investigadores para las subunidades 19,000, 
lO-ll,000 y 7-S,000 daltons, para diferentes ferritinas, da-. 
tos que contradicen la proposición de las 24 subunidades i­
dénticas (14, 16). Con respecto a estos últimos datos no hay 
que perder de vis-ta la alternativa de que se podria estar de­
gradando la subunidad debido al procedimiento seguido de se­
paración y purificación. 

La apoferritina es estable entre pH 3-11 pero se 
disocia en sus subunidades a pH extremos, con d"odecil sulfa­
to de sodio (DSS). o cloruro de guanidina. Las subunidades se 
pueden reasociar mediante interacciones hidrofóbicas, puen­
tes de hidrógeno y posiblemente puentes de sales, ( 7 ). 

Mediante técnicas de Dispersión Optica Rotatoria 
(DOR) y Dicroísmo Circular (De) revela un contenido de héli­
ce alfa cercano al 5~ y el espectro obtenido es independien­
te del contenido de hierro, sin embargo al eliminarlo total­
mente se introducen cambios definitivos en el espectro que 
consisten en un incremento en el contenido de hélice alfa 
( l ) . 

La liofilización también produce cambios profun-
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dos en el espectro de DOR indicando que el agua asociada con 
la proteína juega una parte esencial en su estructura ( 2 ). 

Mediante las propiedades electroforéticas de la 
proteína en cuestión podemos formarnos una idea de la con­
formación de la misma. 

Se sabe que la ferritina y apoferritina presen­
tan la misma movilidad electroforética y ambas precipitan 
con el antisuero antiferritina, ( 1 ) • 

La apoferritina se disocia en subunidades a pH 
extremos y el oligómero es estable entre pH 2.8 y 10.6, los 
pH medios en los que se disocia en cantidades iguales son de 
pH 2.6 y 11.62 y en un punto medio de pH igual a 3.76 se rea­
socia. Estos análisis revelan monómeros, dímeros y trímeros 
como intermediarios ( 1 ). 

Se decía que los agregados están unidos por unio­
nes covalentes más que por puentes de hidrógeno, pero estu­
dios recientes indican que la ferritina efectúa asociación y 
disociación reversibles mediante uniones ne covalentes ( 17 ) 
como interacciones hidrófobas, puesto que la apoferritina 
tiene un contenido relativamente alto de aminoácidos hidró­
fobos, especialmente leucina ( 1 ). 

Por lo que respecta a la movilidad electroforé­
tica de las diferentes ferritinas existe bastante controver­
sia de la cual se pueden citar algunos ejemplos: (siempre que 
se mencione igualdad o diferencia es en cuanto a propiedades 
electroforéticas). 

Las ferritinas de hígado, bazo y médula ósea (hu­
mano) altamente · purificadas no muestran diferencias, ( 18 ), 
sin embargo, existen contradicciones a este respecto ( 19 ) • 

En médula ósea de conejo se encuentran dos ferri­
tinas diferentes (20, 21), al igual que en la humana ( 22). 

Las ferritinas de hígado, bazo y médula de cone­
jo son iguales. También lo son las ferritinas de hígado de 
rata (fetal, adulto y en regeneració n ). La fe r rit i na de hí­
gado de cerdo es diferente a la de eritrocito (probablemen-
te siderocito) de la misma especie ( 18 ). Las ferritinas de 
corazón y riñón de rata son diferentes de la del hígado ( 23 ). 
La ferritina de caballo difiere de la de rata "y la de neopla-
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sia de rata y humano es diferente a la de tejido normal ( 24 )~ 

En cuanto a propiedades irununológicas se puede -
mencionar lo siguiente: 

Las ferritinas de caballo (hígado, -bazo y placen­
ta) son iguales a las de hígado de cerdo. La ferritina de co­
nejo (hígado y placenta) difiere de la de hígado de cerdo. La 
ferritina de conejo {hígado y placenta) difiere de la de ca­
ballo (hígado, bazo y placenta), ( 15 ). 

Estas diferencias reportadas como heterogeneidad 
de la molécula podrían representar la misma molécula en va­
rios estados de agregación. Por ejemplo, la diferencia en mi­
gración podría considerarse de acuerdo a la concentración del 
gel como una diferencia en tamaño de la partícula y no en la 
carga neta, resultando la heterogeneidad como asociación de 
monómeros, dímeros, etc., siendo el monómero característico 
para una especie animal, ( 2 ). 

Con técnicas más sensibles como es el electroen­
foque se ha reportado microheterogeneidad de las fracciones 
obtenidas por cromatografía en carboximetilcelulosa, de la 
ferritina y apoferritina de bazo de caballo { 25 ) y de hí- ' 
gado de rata { 26 ) y aún con sólo electroforesis en gel de 
poliacrilamida en DSS también se ha re¿ortado heterogeneidad 
de esta última proteína (14, 27). 

Queda, sin embargo, la duda de si esta heteroge­
neidad es real. Si asI lo fuera, estas diZerenc~a~ obedecerí­
an a la expresión de varios cistrones, o bien, _serían altera­
ciones químicas posteriores a la síntesis de la subunidad sen­
cilla. 

Los datos anteriores nos proporcionan un panora­
ma general de la forma de la molécula en cuanto a estados de 
agregación y de asociación, los cuales nos dan una idea sobre 
su estructura secundaria, terciaria y cuaternaria. 

Ahora bien, si aceptamos el hecho de que las pro­
piedades fisicoquímicas y biológicas de una proteína están ín­
timamente ligadas a su estructura primaria o secuencia de ami­
noácidos, podríamos hacer notar que la proteína a que nos re­
ferimos, la apoferritina, no ha sido lo suficientement~ estu­
diada, a pesar del hecho de que se trata de una proteína cuya 
importancia fisiológica ya ha sido nencionada y que además pre-
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senta un modelo bastante adecuado para el estudio de la re­
gulación de la síntesis de proteínas mediante estimulación 
específica. 

Los datos que a continuación se presentan son, 
en su mayor parte, sobre la apoferritina de bazo de caballo, 
que ha sido la w.ás extensivamente estudiada y en cuanto a 
su estructura primaria se puede mencionar que ha sido la úni­
ca de la cual se conoce en parte dicha estructura. 

~ 

Por ejemplo, se sabe que la apoferritina es dige­
gerida por tripsina a un grado 2.5 veces mayor que el grado 
de degradación de la ferritina. Algo semejante se encuentra 
con quimitripsina y subtilisina. Con pepsina y catepsina D 
no hubo mucha diferencia y se ve que a pH bajo, existe más 
suceptibilidad a proteólisis ( 28 ). 

Los estudios de DOR y DC muestran que ambas pro­
teínas efectóan un cambio conformacional en el rango de pH 
de 3.1 a 2.2 cambio que es dos veces mayor para apoferritina 
que para ferritina ( 28 ) y nuevamente se ve la influencia 
del hierro en las propiedades de esta proteína. 

Se tienen algunos datos sobre su estructura pri­
maria. Por ejemplo, se conoce su composición de aminoácidos, 
la cual se muestra a continuación ( 29 ), (en número de re­
siduos por cada 18,500 daltons de peso molecular): 

Ami:::ioácido Residuo 

Glicina 10 
Alanina 14 
Valina 7 
Leucina 25 
Isoleucina 3 
Prolina 3 
Serina 9 
Treonina 5 
Aspártico 17 
Glutámico 24 
Cisterna 3 
Metionina 3 
Lisina 9 
Arginina 9 
Histidina 6 
Fenilalanina 7 



Aminoácido 

Tirosina 
Triptofano 

Residuo 

5 
2 

9 

También ha sido reportada la secuencia de amino­
ácidos del péptido inicial por A. Suran ( 30 ) : 

N-acetil -serina-serina- glutamina-isoleucina-ar­
ginina, obtenida mediante hidrólisis tríptica, purificación 
de los péptidos obtenidos obtenidos por cromatografía de in­
tercambio iónico (Dowex AGSOW-X2, H+) e hidrólisis con car­
boxipeptidasas A y B. 

Se sabe que en base a 18,500 daltons como peso 
molecular de la subunidad y con la reacción de bromuro de 
cianógeno (CNBr) se encuentran 3 metioninas que corresponden 
a 4 péptidos que comienzan con Glu(X), Ile y Gly respectiva­
mente, además del péptido inicial. El mapa tríptico revela 
25 péptidos ( 31 ) y el péptido que corresponde al carboxilo 
terminal . tiene la secuencia siguiente: 

Serina-glutamina-glicina-asparagina-alanina-leu­
cina-lisina-arginina, obtenida .por Mainwaring y Hofmann ( 32 ,) 
mediante hidrólisis enzimática de la apoferritina de bazo de 
caballo con pepsina, aislamiento del péptido por electrofore­
sis en columna de cel~losa, cromatografía de intercambio ió­
nico (Dowex SCM-X8, H ) y la secuencia de aminoácidos por hi­
drólisis enzimática con carboxipeptidasa A y B, y leuci!la ami­
nopeptidasa. 

Se sabe que la biosíntesis de la ferritina es in­
ducida por hierro en casi todas las células que se han proba­
do, incluyendo células en cultivo. Fue Granick el primero que 
utilizó esta inducción en 1946 y a partir de este momento, la 
estimulaci6n de la síntesis ha sido revisada siempre, siendo 
los estimulantes más utilizados las sales ferrosas administra­
das por vía oral o parenteral corno son: ascorbatos, citratos, 
lactatos o complejos coloidales de carbohidratos (hierro-Dex­
trán) y las sales altamente ionizables como son los cloruros 
y sulfatos ( 33 ). Con respecto a estas últimas sales, exis­
ten datos que afirman que son tan eficaces como las menciona­
das al principio ( 34 ). 

La cantidad de ferritina producida por la célula 
animal es controlada aparentemente por la cantidad de hierro 
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disponible y en la estimulación de su síntesis se han repor­
tado incrementos en la concentración de esta proteína hasta 
7 veces. 

Granick ( 2 ) postuló que el hierro se combina 
con la apoferritina preexistente y que la presencia de la 
micela protege a la proteína contra la degradación. 

Sin embargo experimentos hechos por Fineberg y 
Greenberg in vivo, mostraron que la administración de hierro 
aceleró la síntesis de novo de la parte proteínica de la fe­
rritina al encontrar que la incorporación de L-leucina-c 14 

aparece primero en la feritina pobre en hierro y luego de un 
período largo en la rica en hierro ( 17 ). 

El hierro puede ser captado o liberado sin sínte­
sis o degradación de la cápsula. La cinética de captación del 
hierro por la apoferritina es bastante compleja y se piensa 
que la apoferritina afecta la velocidad de oxidación del Fe+2 

Se ha postulado que las moléculas e iones penetran al interior 
de la molécula de apoferritina por los orificios de la cápsu­
la proteínica, existiendo sitios activos en el interior que 
catalizan la oxidación del hierro formando un precipitado intra. 
molecular muy grande que no puede escapar pasivamente. 

Hay evidencia de que están involucrados en la ac­
tividad catalítica de la apoferritina los residuos de cisteí­
na e histidina • 

Algunos piensan que el hierro estabiliza a la fe­
ferritina, otros que la apoferritina se une a la ferritina 
pobre en hierro y otros que el hierro es captado gradualmen­
te por la apoferri tina. 

Se piensa que la movilización del hierro a nivel 
fisiológico se logra mediante reducción, quelación y oxida­
ción ( 1 ) y se ha encontrado evidencia da que en esta movi­
lización reductiva del hierro a partir de la ferritina está 
involucrada una flavoproteína dependiente de nicotinamida­
adenina-dinucleótido reducido (NADH) a la que se le ha pro­
puesto el nombre de ferriductasa ( 35 ) • Por ejemplo, por 
diálisis de la apotransferrina contra ferritina en presencia 
de agentes quelantes y reductores hay transferencia inversa, 
hasta que la transferrina queda al 40% de saturación con hie­
rro ( 1 ). 
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Existen muchas proteínas con o sin actividad en­
mática que responden a estímulos con un incremento en su ni­
vel de síntesis y a pesar de que existen evidencias sobre el 
papel de los cofactores y metales que causan la estimulación, 
se conoce poco acerca del mecanismo de la misma. 

Para el caso de la biosíntesis de la ferritina 
mediante . estimulación con hierro, existen bastantes eviden­
cias, las cuales han impulsado a varios investigadores a lo­
calizar el nivel en el que ocurre dicha estimulación. 

Existen dos niveles a considerar: 

a) F.:l nuclear 

b) El citoplasmático 

Al tomar en cuenta al núcleo, se puede hablar más 
específicamente de nivel transcripcional, que involucra sínte­
sis de ácidos ribonucleicos mensajeros. Y si se habla de un 
incremento considerable en la síntesis de una proteína, por 
ejemplo apoferritina, se podría considerar a su vez un aumen­
to en la biosíntesis del ácido ribonucleico mensajero (ARNm) 
correspondiente. 

Para el caso del nivel citoplasmático se entiende 
que es la regulación de la síntesis de proteínas por efectos 
diferentes al nivel nuclear. 

Para estudiar estos niveles de regulación, los 
antibióticos más utilizados, cuando se trata del nivel nu­
clear son: Actinomicina D y Rifampicina. 

Se sabe que la Rifampicina inhibe la síntesis del 
ácido ribonucleico (ARN) a nivel de la ARN-polimerasa depen-
diente del ácido desoxirribonucleico (ADN). · 

La Actinomicina D inhibe la síntesis de ARN debi­
do a su acción directa con el ADN. 

Para estudiar la regulación a nivel citoplasrnático 
se pueden mencionar los siguientes antibióticos que inhiben la 
síntesis de proteínas: 

La Puromicina, que actúa en forma similar a un áci­
do ribonucleico de transferencia (ARNt) debido a su estructura 
parecida al grupo aminoacil-adenosina terminal de este óltimo. 
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El Cloramfenicol y la Cicloheximida, que inter­
fieren con el paso de formación del péptido, con la diferen­
cia de que el primero funciona para procariotes (ribosomas 
70S) y el segundo en eucariotes (ribosomas SOS). 

La Estreptomicina también inhibe la síntesis de 
proteínas, uniéndose a la subunidad ribosomal 30S, posible­
mente alterándola. 

Para el estudio de la inhibición de síntesis del 
ARNm correspondiente a la apoferritina se ha empleado princi­
palmente la Actinomicina D. Existen dos grupos que defienden 
sus hipótesis respectivas y que a continuación se mencionan: 

Un grupo integrado por F. L. Yu y R. A. Fineberg 
quienes ert 1965 ( 16 ) experimentaron incubando rebanadas de 
hígado de

1
¡atas estimuladas con hierro durante 3.5 horas, con 

leucina-<:: , y a las que se le administró Actinomicina D una 
hora antes del estímulo, aislándose posteriormente la ferri­
tina mediante un anticuerpo específico. Al medir incorpora­
ción de la marca a ferritina, reportan para una dosis de 18 
µg de antibiótico por gramo de peso de animal, una inhibi­
ción en dicha incorporación de 85%. No midieron incorporación 
a proteína total. 

Y. Yoshino, J. Manis y D. Schachter en 1966 ( 36 ), 
trabajando también en rebanadas de hígado de ratas estimula­
das con hierro y tratadas con Actinomicina D 30 minutos antes 
del tratamie~¡o con hierro, midieron por un lado incorporación 
de leucina-<:: a ferritina, la cual obtuvieron mediante pre­
cipitación inmunoquímica 3.5 horas después del estímulo. Por 
otro lado midieron incorporación de uridina-2-cl4 a ARN, uti­
lizando esta vez una concentración de antibiótico de 1 a 4 
pg/g de peso, reportando para la inhibición de la síntesis de 
ferritina de 54.4 a 91.2"~ y para la síntesis de ARN mensajero 
mencionan una inhibición, correspondiente a las mismas con­
centraciones de Actinomicina D de 57.7 a 80.3%. Estos mismos 
autores en 1968 ( 37 ) experimentaron en ratas, in vivo, do­
sis de 2 a 4 µg de Actinomicina D 30 minutos antes de la es­
timulación con hiliro y 3.5 horas después midieron incorpora­
ción de leucina-<:: a ferritina precipitada con anticuerpo, 
observando una inhibición de la respuesta al estímulo de 39.9 
a 83.7%. En experimentos paralelos, estos mismos autores des­
pués de determinar el tiempo medio de incorporación de amino­
ácido radiactivo a ferritina, estimularon ratas con hierro ad­
ministrado por v!a intravenosa y 4.5 ó 18 horas después se les 
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se les aplicó la dosis de Actino~cina D, midiendo esta vez 
incorporación de ácido orótico-C 4 a ARN durante 10 minutos, 
tanto en citoplasma como en núcleo reportando en el ARN nu ­
clear incrementos en la incorporación de la marca de 9.7 a 
l06.Q%. 

Este grupo defiende la hipótesis del nivel trans ­
cripcional para el control de la síntesis de apoferritina. 

El otro grupo constituido por los siguientes in­
vestigadores: 

R. Saddi y A. Von der Decken en 1965 ( 38 ) utili­
zaron microsomas de hígado de ratas estimuladas con hierro du­
rante 18 horas y a las que se les administró una hora antes de 
la estimulación, Actinomicina D en dosis de 0.8 pg/g de peso , 
midiendo incorporación de DL-leucina-C 4 tanto a albúmina que 
sirve como patrón interno, como a ferritina, ambas precipita­
das con anticuerpos específicos. En esta forma comprobaron que 
existe uq incremento en la incorporación de la marca a ferri­
tina en las ratas tratadas con antibiótico del mismo orden que 
en las ratas estimuladas con hierro solamente. 

J. w. Drysdale y H. N. Munro en 1966 ( 39 ) experi­
mentaron en ratas en ayuno de 18 horas, estimuladas con citrato 
férrico amoniacal e inyectadas con Actinomicina D a concentra­
ciones de 0.7 pg/g de peso una hora antes o simultáneamente con 
el hierro. Dos horas después de la estimulación administraron 
leucina-c 14 y midieron su incorporación a ferritina, encontran­
do un incremento de 3 a 4 veces mayor en las tratadas con hierro 
en comparación con el nivel normal. Paralelamente ~~dieron incoL 
poración de sulfato de adenina-c14 en ARN administrando el anti­
biótico 3 horas antes del pulso de adenina, ODS~cvando un patrón 
de marcaje aproximadamente igual que en los animales control. 

L. L. H. Chu y R. A. Fineberg en 1969 ( 40 ) traba­
jaron con células HeLa que incubaron con Actinomicina D en do­
sis de 5 pg por ml de medio de incubación, durante 60 minutos 
(teniendo un ml de incubación o.os g de peso hómedo de células). 

Enseguida las estimularon añadiendo ai medio citrato férrico 
amoniacal. Pasados 30 minutos agregaron leucina-<.::14 , conti­
nuando la incubación por 9~4minutos más. En esta forma- midieron 
incorporación de leucina_C a proteína total y a ferritina 
que aislaron inmunoqu!micamente. Por los resultados, no repor­
tan efecto significativo en la captación de la marca qúe, com­
parado con el control (tratado con antibiótico), muestra inclu­
sive un incremento de 15% sobre el nivel normal en cuanto a -
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proteína total y para el caso de ferritina, la actinomicina 
duplicó la captación de leucina en presencia de hierro aña­
dido. 

En experimentos similares a los anteriores con la 
misma dosis de Actinomicina D más estimulación con hierro , y 
agregando al medio de incubación uridina-c 14 30 minutos des­
pués, midieron incorporación de la marca a ARN a diferentes 
tiempos y reportan una reducción de la incorporación de uri­
dina de menos de l.OX,, comparada con el control. 

J. A. Millar, R. L. Cumming, J. A. Smith y A. 
Goldberg en 1970 ( 12 ) midieron incorporación de leucina-c14 

a ferritina de hígado de rata en animales estimulados con -
hierro y tratados con Actinomicina D en dosis de 1.5 µg/g de 
peso, encontrando que en animales tratados con el antibiótico 
y estimulados con hierro no hubo inhibición aparente en la in­
corporación de la marca a ferritina precipitada inmunológica­
mente y aún más, encuentran que al aumentar el intervalo de 
administración de actinomicina y la estimulación con hierro, 
desde Iero hasta 3 horas, el valor de incorporación de la leu­
cina-C 4 también aumentó. 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos al uti­
lizar una concentración de Actinomicina D considerada no tóxi­
ca ( 83 ) como la utilizada por el grupo de J. A. Millar por 
un lado y el grupo de J. w. Drysdale por otro y considerando 
que el ARNm para la apoferritina presenta una estabilidad que 
va desde horas hasta semanas ( 41 ), se podría concluir que 
el efecto del hierro en la célula para estimular o desencade­
nar la biosintesis de la apoferritina es a nivel postranscrip­
cional. 

Tomando en cuenta l~ anterior~ente presentado, se 
puede mencionar que a este nivel de traducción existen tres pa­
rámetros a considerar involucrados en la velocidad de síntesis 
de una proteína, los cuales son: 

a) Velocidad de iniciación del péptido 

b) Velocidad de elongación 

c) Velocidad de terminación 

Ahora bien, Vassart y colaboradores, quienes reu­
nieron y procesaron con computadora los datos referidos al con -



trol postranscripcional de la bios!ntesis de proteínas ( 42 ), · 
sugieren que lo más probable es que el control a que nos re­
ferimos pueda descansar en el subnivel de iniciación del pép­
tido. 
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QB.JETIVO 

Teniendo en cuenta por los datos anteriormente 
revisados que el estimulo de la biosintesis de la apoferri­
tina posiblemente radica en un nivel postranscripcional y 
considerando algunas de las propiedades de esta proteína co­
mo son: 

a) Distribución amplia en la naturaleza 

b) Respuesta específica al estimulo por hierro 

c) Facilidad relativa de aislamiento 

Ella nos ofrece una excelente oportunidad para estudiar la 
regulación de la síntesis de proteínas en el hígado. 

Sin embargo, para cualquier estudio de regula­
ción como el mencionado es importante conocer el extremo ami­
no de la proteína en cuestión. Para abordar el estudio de la 
iniciación de la síntesis de la apoferri tina de hígado de ra -
ta se comenzó por dilucidar su estructura primaria, en su ex­
tremo amino, como base para correlacionar cualquier estudio 
posterior. 

La apoferritina de hígado de rata ha sido profu­
samente estudiada en cuanto a sus propiedades fisicoquímicas 
e inmunológicas, y los siguientes aspectos que present~ esta 
proteína, influyeron para iniciar el estudio de su estructura 
primaria a 

a) La estructura primaria de esta proteína en hí­
gado de rata no ha sido reportada. 

b) Su abundancia relativa en el hígado en rela­
ción al volumen de este órgano. 

c) Su importancia en el metabolismo del hierro. 

d) Posibilidad de que exista una gran similitud 
entre las estructuras de la apoferritina de 
hígado de rata y la de bazo .de caballo, hipó­
tesis apoyada por la reacción inmunoquímica 
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cruzada entre ferritina de hígado de rata y 
anticuerpo antiferritina de bazo de caballo 
obtenido en conejo, mencionada con frecuencia. 

e) Como corolario del párrafo anterior la posi­
bilidad de que la ferrit i na sea una proteína 
cuya estructura primaria haya· sido conserva­
ª lo largo de la evolución, como es el caso 
del citocromo c. 

En base a todo lo anterior se desarrolló el sigui e n ­
te programa de trabajo: 

l. Estimulación de la síntesis de la ferritina en 
ratas 

2. Aislamiento y purificación de la ferritina del 
hígado 

3. Comprobación de la pureza de la ferritina 

4. Reducción de la portefna a apoferritina 

5. Investigación de un posible bloqueo del amino­
ácido inicial 

6. Hidrólisis enzimática de la proteína total 

7. Purificación por cromatografía en columna de 
intercambio iónico del aminoácido o péptido 
inicial 

8. Determinación cualitativa y cuantitativa del 
aminoácido inicial o bien de los aminoácidos 
componentes del páptido inicial 
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Il 

ANIHALES . REACTIVOS Y MEiTCDOS 

l. Anjmalea 

Se utilizan ratas albinas de la cepa Wistar. 

La ferritina se aisla de hígados de ratas ma­
chos de 200 a 250 g, normales o estimuladas con hierro por 
inyección única intraperitoneal equivalente a 50 mg de hie­
rro elemental (Hi-Dex, complejo hierro-Dextrán hidrogenado, 
solución inyectable, 100 mg de hierro elemental/rol¡ Mead 
Johnson de M~xico). Alimentadas "ad libi tum" y con duración 
de la estimulación de 24 horas. 

2 • Reactivos 

Como proteínas patrón se utilizan: apoferritina 
de bazo de caballo (Pentex) y albúmina bovina (Sigma). Ade­
más, se sintetizan los siguientes compuestos que sirven co­
mo patrones : 

) 'l . . 1 . -cl4 a N-aceti -L-serina y N-acetl. -L--serina 



19 

b) Acetil-hidrazida 

c) 2,4-dinitrofenil-acetil-hidrazida 

d) Acido 2-pirrolidón-5-carboxilico (ácido L­
piroglutámico) 

e) 1-acetil-dansil-hidrazida 

Los demás reactivos utilizados fueron comerciales y de grado 
analítico • 

. 1 L . -cl4 N=acet1 - =sen na 

Se utiliza el m~todo descrito por Narita ( 43 ), 
partiendo de 105.l mg (1 mmola) de L-serina (Calbiochem, 
grado A, lote 107713), pol duplicado y adicionando a uno de 
ellos 20 pl de L-serina_C 4 equivalentes a 2pC (NEC-286, lo­
te: 177-279, 115 .5 mC/nunola), agregar con agitación continua 
y a 4°, 50 pl de anhídrido acético y 0.5 ml de hidróxido de 
sodio simultáneamente cada 15 minutos, repitiendo la opera­
ción 5 veces (la última aplicación es de 60 pl de anhídrido 
acético y 0.6 ml de hidróxido de sodio), se contin6a la agi­
tación durante una hora más y posteriormente se liofilizan 
los productos de reacción. 

Al liofilizado, se le hacen varias extracciones 
con etanol absoluto, las que se reunen y se evaporan en un 
evaporador rotato.>:"io al v3cío, se redisuelve el residuo en el 
menor volumen de etanol absoluto y se le aplica varios ciclos 
de precipitación con éter anhidro, centrifugación a baja velo­
cidad, eliminación del sobrenadante y redisolución del precipi­
tado con etanol absoluto. Al . final, se redisuelve el precipitado 
en etanol absoluto, se centrifuga para eliminar cualquier pre­
cipitado y se evapora el etanol. El producto seco se redisuelve 
en el menor volumen de agua, en este caso dos mililitros, y se 
aplica a una columna de Dowex AG5CM-X2, H+, 111 cm x 1.9 cm 
(longitud x diámetro interno). Se eluye con agua, con un flujo 
aproximado de 100 ml/hora y an volumen vacío de 125.8 ml y se 
colectan fracciones de 3 ml e/u. Se comprueba la elución de la 
muestra que sale posterior al volumen vacío de la columna, to­
rnando de cada fracción 20 6 50 pl de muestra, la cual se apli­
ca a discos o tiras de papel Whatman 3MM que se secan con ra­
yos infrarrojos y se cuenta cada papel en 10 ml de mezcla de 
centelleo, en un espectrómetro Packard Modelo 3330. Po&terior­
mente se reunen las fracciones con radiactividad, se evaporan 
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se resuspenden en el menor volumen de agua y se aplican a to­
do lo ancho y en el centro de una hoja de papel Whatman 3MM 
de dimensiones 27 cm x 30.6 cm, se efectúa electroforesis en 
ácido f6rmico 0.5M, pH 2.0, 14.7 V/cm durante 75 minutos. Al 
final del tiempo se seca el papel y se corta a todo lo largo 
y en medio de la hoja una tira de 0.5 cm de ancho, de esta 
tira se cortan fracciones de un cm c/u en las que se determi ­
na la radiactividad, en esta forma se localiza la posición d e 
la L-serina-cl4 y la N-acetil-serina-c 14 y se eluye del pape l 
mediante etanol absoluto, se evapora el etanol y se resuspen­
de el residuo en el menor volumen del mismo solvente. Toda e s ­
ta misma secuencia se repite para la N-acetil-L-serina, apro­
vechando la calibración, tanto de la columna como de la pos i ­
ción de corrida en la elctroforesis, hecha previamente con el 
compuesto radiactivo. 

Acetil-hidrazida 

Se sigue el procedimiento descrito por A. I. vo­
gel ( 44 ), el cual consiste en poner en un matraz de fondo 
redondo y equipado con un refrigerante de agua, 4.0 ml de hi ­
drazi11i)5anhidra (O.l molas, más 25% en exceso, Pierce Chemical 
Co., d.l 1.0036 g/ml) y adici~~ar gota a gota 9.85 ml de ace­
tato de etilo (J. T. Baker, d4 0.895 g/ml), calentar hasta re­
flujo durante 15 minutos y luego agregar por el condensador su­
ficiente etanol absoluto hasta lograr una solución clara, ca­
lentar Gurante 2 6 3 horas m~s, a~stila= e~ alcohol etílico y 
enfriar. Recristalizar de stanol, p.f. 62-65°. Homogénea en 
cromatografía descendente en papel Whatman 3MM, sistema piri­
dina:anilina:agua (9:1:4), revelando con nitrato de plata amo­
niacal ( 45 ) • Rf O. 749. 

2 4-dinitrofenil-acetil-hidrazida 

Se utiliza exactamente el método de Phillips 
( 46 ) descrito para proteínas en páginas posteriores, con la 
diferencia de que se parte de 200 mg de la acetil-hidrazida 
previamente sintetizada. Se recristaliza la 2,4-dinitrofenil­
acetil-hidrazida de etanol caliente má.s agua fría, p.f. 198-
2000. Homogénea en cromatografía bidimensional descendente, 
en papel Whatman 3MM. Primera dimensión: sistema, butanol-2 
saturado con biftalato d e potas io 0 . 05M, pH 6.0. Segunda di ­
mensión: fosfato mo~obás i co de sodio lM, pH 6.0 . 
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Acido 2-pirrolidón=S-carbox!lico 

Según el método de Dearborn y Stekol ( 47 ), se 
pesan 200 mg de ácido L-glutámico en una ampolleta, se le 
adiciona la misma cantidad en peso de agua destilada, se se­
·lla la ampolleta y se calienta entre 135 -140°, .se evapora el 
agua y se recristaliza de etanol, p.f. 162-163°. 

l=a,ceti 1-2 -dans i 1-hidrazi da 

Siguiendo el método de Schmer ( 48 ) se disuelven 
200 mg de cloruro de dansilo (cloruro de 5-dimetilamino-1--naf­
talén-sulfonilo, Sié;ma) en 2 ml de acetato de etilo y se agre­
ga 200 mg de acetil hidrazida. Se agita la solución a tempera­
tura ambiente y después de 15 minutos aparece un precipitado 
de ácido 5-dimetilamino-l-naftalén-sulf6nico. Después de 2 ho­
ras se elimina el precipitado por filtración y se lava una vez 
con acetato de etilo (el método original utiliza acetato de 
metilo). Los filtrados reunidos (aproximadamente 4 ml) se agi~ 
tan con un ml de amortiguador citrato de sodio 0.2M, pH 3.5. 
La capa de acetato de etilo se concentra a aproximadamente 2 
ml con corriente de nitrógeno y se filtra nuevamente. El di- · 
solvente restante se le permite evaporar lentamente en un tu­
bo abierto, en esta forma se obtienen cristales que se filtran 
después de 24 horas y se lavan una vez con acetato de etilo, 
se secan en desecador al vacío y se determina punto de fusión, 
p • f . 182 -184 o • 

Preparación ~ regeneración de las resinas de intercambio iónico 

+ Dowex AG50W-X2 y Dowex AG50W-X8, 200-400 mallas, H • 

Se sigue el método de I<asper, descrito por Needle­
man ( 49 ), que consiste en pesar una cantidad determinada de 
la resina (BioRad, lotes 7083 y 7037), suspenderla en 3 6 4 
veces su volumen de hidróxido de sodio 2N, dejarla reposar du­
rante l0-15 minutos y decantar. Repetir la operación de 4 a 
5 veces. Filtrarla a través .de un embudo BUchner y lavarla con 
una gran cantidad de agua bidestiiada . hasta obtener pH 5 (pH 
del agua) medido en el extremo inferior del embudo. Se regresa 
la resina seca a un vasó de precipitado y se resuspende nueva­
mente en 3 ó 4 volumenes de ácido clorhídrico 4N, se deja re­
posar durante l0-15 minutos y se decanta. Repetir la operación 
de 4 a 5 veces y filtrar nuevamente en un embudo Büchner, la­
var la resina con agua bidestilada hasta obtener pH 5.0. Re­
suspender al final la resina en el amortiguador adecuado. 
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Dowex AG2-X8, 200-400 mallas, Cl-: (lote 2692, BioRad). 

La resina se lava en un embudo BUchner con 0.5 
a un litro de agua bidestilada a 60°, se pasa a un vaso de 
precipitados y se resuspende en 3 6 4 veces su volumen de 
hidróxido de sodio 0.5N libre de carbonatos, se deja sedi­
mentar durante 10 ó 15 minutos y se decanta (repetir la 
operación 4 ó 5 veces). Terminada esta operación, se filtra 
en un embudo Büchner y se lava exhaustivamente con agua bi­
destilada hasta obtener en el extremo inferior del embudo 
el pH del agua, luego se regresa a un vaso de precipitados 
y se resuspende el mismo n1lmero de veces, con 3 ó 4 veces su 
volumen de ácido clorhídrico lN, decantando cada vez y al 
final se vuelve a filtrar en un Büchner y se lava con agua 
hasta obtener pH 5. 

3. Métodgs 

Ajslamjentg ~ purifjcaci6n de ferritina de hígado de rata. 

A. Aislamiento 

Para la obtención de esta proteína se utiliza 
el método de Linder-Horowitz et al. ( 23 ), que es a su vez 
una modificación del de Drysdale y Munro ( 50 ) , el cual 
consiste en la homogeneización del tejido, calentamiento a 
70°, eliminación de la hemog-lobina conta~i~ante y cromato­
grafía en Sephadex G-200. ~~operaciones se realizan a 4°. 

Procedimiento: 

Se sacrifica un lote de animales, en nuestro caso 
20, ya sean normales o estimulados con hierro, por golpe en 
la cabeza, se extraen los hígados, s e lavan, se secan con gasa 
y se pesan. Se cortan con tijeras en fragmentos pequeños y se 
homogeneizan con cuatro veces su peso de agua desionizada. 

Enseguida, se diluye el homogeneizado con un volu­
men igual de cloruro de sodio O .03M y se calienta a baño Ma -
ría, manteniendo la mezcla a 70° durante 10 minutos y se enfría 
en baño de hielo rápidamente hasta 4°. Se elimina el precipi­
tado centrifugando a 15,000 x g durante 20 minutos. (Cabezal 
MSE 69180, 11,500 rpm). A los sobrenadantes colectados se les 
adiciona 0.1 del volumen t otal de solución amortiguadora de 
acetato de sodio 0.2M, pH 4.8 y se deja reposar durante 30 
minutos a 4°. 
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Nuevamente se centrifuga para eliminar el preci­
pitado rojo que se forma a 15,000 x g durante 10 minutos y 
el sobrenadante obtenido se lleva a pH 6.5 por adición de 
0.1 del volumen total de fosfato dibásico de potasio 0.2M, 
precipitando la proteína con sulfato de amoni o al 50'/o (29.l 
g/100 rol de solución), durante dos horas con agitación y a 
4°, centrifugando a baja velocidad, 850 x g durante 10 minu­
t os. Se _resuspende el precipitado en el menor volumen de agua 
y se dializa contra a gua con varios cambios durante 12 horas. 

Como pas o siguiente, se equi libra la solución i m­
pura de ferritina dializando contra a mortiguador de fosfato 
dibási c o de potasio 0.02M, pH 7.0 y se determina la concentra­
ción d e proteína por el método de Lowry ( 51 ). 

B. Purificación por cromatografía. 

Se aplican a la columna de Sephadex fracciones de 
3 rol c/u equivalentes a 50 mg de proteína, con las siguientes 
condiciones para la columna: 2.s cm x 32.5 cm (diámetro inter­
no x altura), volumen vacío 45 rol, volumen excluido 44 rol (me­
didos por aplicación de 3 ml de Dextrán-azul al 2% disueltos 
en el mismo amortiguador) y con flujo aproximado de 30 ml/h. 
La columna se equilibra previamente con la solución amortigua­
dora y la muestra se eluye con la misma solución, colectando 
fracciones de 3 rol c/u y reuniendo los tubos que visualmente 
forman un pico, ya que la ferritina tiene un color café roji­
zo. 

Las fracciones de ferritina se precipitan con sul­
fato de amonio al 50%, se dializan contra agua por 12 horas y 
contra amortiguador de fosfato durante 24 horas. 

c. Determinación de pureza. 

La pureza de la ferritina excluída de la columna 
de Sephadex se determina mediante electroforesis de disco de 
gel de poliacrilamida segdn la modificación de Linder-Horowitz 
( 23 ) al método original de Davis ( 52 ) que consiste en se­
paración a pH 8.9 con amortiguador Tris-glicina. Los tubos 
miden 5 mm x 70 mm (diámetro interno x longitud) y contienen 
u n ro l de gel resolvedor al 5% de acrilamida recristalizada 
(Eastman), más 0.2 rol de gel concentrador al 1.25% de la 
misma. Las muestras de proteína que se aplican sobre el gel 
superior, contienen entre 80 y 100 pg de ferritina mezcla-
dos con un volumen igual de sacarosa al 60}6, más una gota de 
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azul de bromofenol al 0.05% en etanol. La electroforesis se 
comienza con 2 mA/tubo, hasta que el indicador atravieza el 
gel superior, aumentando posteriormente la corriente hasta 
5 mA/tubo. La corrida finaliza cuando el colorante se en­
cuentra exactamente en el extremo inferior del tubo, hacia 
el ánodo. Inmediatamente se sacan los geles de los tubos 
ayudados por una aguja hipodérmica larga conectada a una je­
ringa llena de agua y se prosigue con la tinci6n con dos co­
lorantes diferentes: unos geles se remojan en negro de amido 
(Amido Schwartz, Merck) al 1% en ácido acético al ~fo, colo­
rante especifico para proteínas y otros geles o sea los du­
plicados, se remojan al mismo tiempo en una solución de fe­
rrocianuro de potasio al 2°fo en ácido clorhídrico al 2°fo que 
desarrolla la reacción de azul de Prusia, especifica para 
hierro ( 23 ). La decoloración se efectúa en ácido acético 
al 1% durante 24 horas (con varios cambios y con agitación) 
para los geles coloreados en negro de amido, y en agua, para 
los geles teñidos para hierro, con varios cambios y por el 
mismo tiempo. 

Reducción a apoferritina. 

Considerando a la ferritina pura, se procede a 
reducirla a la forma de apoferri tina, eliminándole el hierro 
mediante un reductor fuerte como es el hidrosulfito de sodio 
(ditionita) y utilizando además varios quelantes. El método 
a seguir es el descrito por Pape ( 53 ) modificando al de 
Granick (54, 55), que consiste en: 

Ajustar la solución de proteína a 1.5% y el pH 
a 4.6 con ácido acético, verter la solución a una bolsa de 
diálisis y dializar contra amortiguador acetato de sodio l.OM, 
pH 4.6 (libre de oxígeno, por habérsele burbujeado nitrógeno) 
con ditionita al 4%. Se cambia el amortiguador a las 24 horas 
y se dializa durante 24 horas más. Al finalizar este intervalo 
se introduce a la bolsa que contiene la solución de ferritina, 
bipiridil (2,2-bipiridil, Merck) a una concentración final de 
300 mg/100 ml, más cisteina a concentración final O.lM, se dia­
liza nuevamente contra mezcla acetato de sodio l.OM, pH 4.6, 
ditionita al 4% por 24 horas y contra agua por 48 horas más. 
A continuación, dentro de la bolsa de diálisis se agrega 0.5 
g de mesilato de desferrioxamina (c25H48N6o8 .cH3so3H, Desfe­
ral, Ciba), con ajuste previo de la solución a pH 7.6 con hi­
dróxido de sodio 2N y, finalmente, diálisis exhaustiva contra 
agua. 
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Di nit r ofen i laci ón de l a apoferr i tioa de h í gad o de r a ta. 

Pa ra ello s e utiliza el método de Sa nger, des­
crito por Fraenkel -Conrat ( 5 6 ) , el cua l consiste en dini­
trofenilación de la proteína, lavados con varios solventes, 
extracc ión con éter, hidrólisis ácida y cromat?graf!a en ca­
pa fina de gel de sílice. 

a) Se pesan 23.8 mg (aproximadamente ura micro­
mola, tomando como peso de la subunidad, 24,000 daltons) de 
apoferritina liofilizada de hígado de rata y se mezclan con 
23.8 mg de bicarbonato de sodio y 960 mg de urea, se vierten 
en un matraz de fondo redondo de SQ ml, cubierto con un pa­
pel de aluminio y se le adiciona 2 ml de agua más 4 ml de 
2 ,4--dinitrc-fluoro-benceno al 5% en etanol (v/v), teniendo 
un volumen final de 6 ml y se agita durante 2 horas a tempe­
ratura ambiente. 

b) Se pesan las mismas cantidades de apoferriti­
na de ba~o d€ caballo y los demás reactivos y se le adiciona 
las mismas cantidades de agua y de dinitrofluorobenceno y tam­
bién se agita por dos horas a la misma temperatura. 

c) En otro matraz se ponen 14 mg (0.2 micromola&) 
de albúmina bovina, más 14 mg de bicarbonato de sodio, 960 mg 
de urea y se procede en igual forma que en los incisos a) y b) . 

Además, se hizo un blanco con todos · los reactivos 
menos proteína en las mismas condiciones. 

Se para la reacción adicionando ácido clorhídrico 
concentrado gota a gota hasta alcanzar un pH 2~0. 

Se lava la solución de reacción con tres porciones 
de 3 ml c/u de: éter (sin peróxidos)+, etanol, agua, acetona y 
éter, centrifugando cada vez a baja velocidad y eliminando la 
fase de lavado ya sea con una pipeta Pasteur o decantando. Se 
evapora el residuo de éter en un baño a 37°, se resuspende el 

Nota. - E 1 éter se trata previamente, mezclándolo con una canti -
dad igual de una solución saturada de sulfato ferroso en un em­

budo de separación, eliminando luego la capa inorgánica. De esta 
manera, queda libre de peróxidos. 
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precipitado en aproximadamente 2 ml de ácido clorhídrico 
6N y se efectúa hidrólisis ácida durante 16 horas. 

Efectuada la h i drólis i s, se deja enfriar la am­
polleta y se filtra en un microembudo con papel Whatman No. 
1, luego se diluye con agua hasta tener una concentración de 
ácido lN y luego se extraen los dinitrofenil-aminoácidos con 
4 porciones de 5 ml c/u de éter (sin peróxidos). El tubo de 
centrífuga de 12 ml {con tapón esmerilado) donde se efectúa 
esta extracción, se agita bien, se deja reposar y se extrae 
la capa orgánica con una pipeta Pasteur, se combinan los ex­
tractos etéreos y se les da un último lavado con 3 ó 4 ml de 
agua, eliminando ésta con una pipeta y quedándose con el éter 
lavado, el cual se evapora a sequedad en baño a 37°. Se resus­
pende en un volumen de acetona y se vuelve a evaporar, quedan­
do ya listo para aplicarlo a las placas de cromatografía. 

Preparación de las placas de crorn3tqgrafív. 

En un embudo de separación de 500 ml, se vierten: 

a) Tolueno 120 ml 

b) Piridina 36 11 

c) Etilén-clorhidrina 72 11 

d) Amoníaco O.BN 72 11 

en la forma siguiente: los. tres primeros solventes se mezclan 
en el embudo de separación y al final se le adiciona el amoní­
aco por las paredes cuidando de que no se mezclen las dos so­
luciones. Se deja equilibrar esta mezcla por 16 horas, al fi­
nal de las cuales se separa cuidadosamente la capa acuosa de 
amoníaco que es la Inferior y con esta se equilibran las pla­
cas de cromatografía (Eastman Chromagram No. 6061 sin indica­
dor fluorescente) en una cámara bien cerrada, por 16 horas. 
Entonces el extracto etéreo se resuspende en 0.02 ml de ace­
tona y se aplica todo el volumen con un capilar, cuidando que 
no se salpique la placa, cubriéndola con un papel y dejando un 
orificio a la altura donde se va a aplicar la muestra. Se pone 
la placa de gel de sílice entre dos placas de vidrio, las cua­
les se sujetan con dos pinzas y se sumerge en la cuba que con­
tiene la mezcla eluyente, que es la capa superior de la mezcla 
descrita al principio, cuidando que el eluyente no sobrepase 
el extremo superior de la placa. Se saca ésta con cuidado al 
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terminar de correr la primera dimensión y se deja secar en 
la forma siguiente: 

10 minutos en corriente de aire 

10 en el horno a 60° 

15 en corriente de aire 

en esta forma está listo el cromatograma para desarrollar la 
segunda dimensión cuya mezcla de elución consiste en: 

Cloroformo 70 ml 

Alcohol bencílico 30 11 

Ac. acético glacial 3 11 

esta segunda dimensión se corre en igual forma que la ante­
rior cuidando de hacer girar la placa 90°. 

Identificación del grupo blpg;ueador. 

Para la determinación de este grupo bloqueador se 
sigue el método de Phillips ( 46 ), que consiste en: 

Pesar 18.5 mg (una micromola, tomando corno base 
18,500 daltons para la subunidad) de apoferritina de bazo de 
caballo y de hígado de rata por separado y previamente seca­
das a 90° durante 12 horas, en una ampolleta. Agregarle un 
ml de hidrazina anhidra, (Pierce Chemicals), pasarle una co­
rriente de nitrógeno, aplicarle vacío, sellar ~a ampolleta 
con un microsoplete, y calentar la ampolleta en baño de acei­
te a 100° durante l 7 horas • 

Al finalizar este tiempo, se deja enfriar la ampo­
lleta, se destapa y se deja en un desecador que contiene áci­
do sulfúrico, haciéndole vacío al desecador con una bomba du­
rante 5 minutos. Luego se deja el desecador cerrado hasta que 
se seque completamente el residuo de la ampolleta (para asegu­
rarse que la sequedad es completa, se deja aproximadamente 12 
horas). Se recupera el residuo con un ml de amortiguador citra­
to de sodio-ácido clorhídrico 0.2N, pH 3, más 1.6 ml de etanol, 
pasándolo a un tubo de centrífuga de 12 ml con un tapón esme­
rilado. Se verifica el pH, teniéndolo que ajustar todayía con 
ácido clorhídrico y con papel indicador, dando un volumen fi-
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nal de 3 ml. Entonces se le adiciona O. 4 ml de solución eta­
n6lica de 2,4-dinitro-fluoro-benceno (0.66 ml de la solución 
concentrada llevados a 10 ml con etanol absoluto) y se pone 
a incubar a 37-38° durante 4 horas y con agitación ocasional 
cuidando de cubrir el tubo de centrifuga con papel aluminio. 
Al finalizar el tiempo. se evapora el etanol con corriente 
de nitrógeno a no más de un ml y se ajusta a 2 ml con agua. 
Luego se efectúan 4 extracciones con 4 ml c/u de éter sin 
peróxidos, agitando, centrifugando a baJa velocidad por 5 mi­
nutos y extrayendo la capa etérea con un capilar conectado a 
un matraz Kitasato que está conectado a su vez al vacío, pero 
cuidando que la aplicación del vacío para succionar la capa 
etérea sea muy débil. Del matraz Kitasato se recuperan los 
extractos, lavando bien con éter y pasando la muestra a un 
matraz de 50 ml de fondo redondo con boca 24/40 6 19/38, eva­
porando previamente el éter. El matraz, al que se le adapta 
un dedo frío que contiene hielo picado y agua helada, se su­
merge en un baño de aceite a 90°, aplicando el vacío al matraz 
mediante una bomba, 4 veces durante 4 minutos cada vez, para 
eliminar el exceso de dinitrofenol, dinitro-fenil-hidrazida y 
dinitro-fluoro-benceno, lavando cada vez el exterior del dedo 
frío. 

Resuspender el residuo en 0.5 ml de etil-metil-ce­
tona recién destilada y tomar O.l ml para aplicarlo a una ho­
ja de papel Whatman 3MM de 46 cm x 46 cm, aplicando la muestra 
en el extremo superior derecho a 8 cm de cada lado. Se satura 
el papel con amortiguador biftalato de potasio-ácido clorhí­
drico O.OSM, pH 6.0 y se deja secar en corriente de aire an­
tes de aplicar la muestra. Ya aplicada ésta, se mete en la 
cámara de cromatografía (Tanque Panglas, Shandon modelo 500), 
previamente equilibrada durante 10-12 horas con butanol-2 sa­
turado con biftalato de potasio, que satura a su vez hojas de 
papel filtro que rodean las paredes del tanque. Luego de apli­
cada la muestra con un capilar, se deja equilibrar el papel fir 
tro entre 2-3 horas dentro de la cámara, antes de adicionarle 
la solución para correr la primera dimensión del cromatograma. 
Dicha solución consiste de butanol-2 saturado con biftalato 
O.OSM, pH 6.0, en un embudo de separación durante toda la no­
che y se utiliza sólo la capa orgánica. 

Terminada la primera dimensión que tarda aproxi ­
madamente 14 horas, se saca con cuidado la hoja de papel What­
man y se deja secar en corriente de aire y en la obscuridad, 
mientras tanto se satura nuevamente la cámara con amortigua­
dor fosfato monobásico de sodio lM, pH 6.0, utilizando el mis-
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m::> tiempo de saturación que para la corrida anterior, de]ar 
luego la noJa de papel dentro de la cámara nuevamente du­
rante 3 horas, antes de adicionarle el amortiguador de fos­
fato, que sirve para correr la segunda dimensión del cro­
matograma. Dicha corrida dura aproximadamente 4.5 horas. 

Se elaboran patrones y se corren en las mismas 
condiciones descritas. 

En esta forma se corr el compuesto patrón I, 
(2,4-dinitrofenil-acetil-hidrazida, 0.25 micromolas en etil­
metil-cetona), sólo o bien mezclado con cantidades iguales 
de 2,4-dinitrofenol más 2,4-dinitrofenil-hidracida, como po­
sibles contaminantes. 

La localización del compuesto patrón I en el cro­
matograma se basa en el hecho de que la mancha que es amari­
lla y además absorbe la luz ultravioleta, se torna café al 
pasarle una corriente de amoníaco. 

Recromatografía del proaucto de la reacción de Phillips apli­
cada a la apoferritina de hígado de rata. 

Se efectOa el procedimiento descrito anteriorment~, 
por triplicado y el producto final de la reacción se resuspen­
de en O.l ml de etil-metil-cetona. Estas alícuotas de 0.1 ml 
se aplican por separado a 3 hOJaS de papel Whatman de 46 cm x 
46 cm, pero adicionándole a una de ellas 0.25 micromolas del 
compuesto patrón I. Se efectáa la cromatografía bidimensional 
ya mencionada y se revela una sola hoja con vapores de amo­
níaco para localizar la mancha que nos interesa en el papel, 
se cortan de las dos hojas restantes el área c~rcular donde 
se supone se encuentra la 2 .• 4-dinitrofenil-acetil-hidrazida, 
se corta en fracciones muy pequeñas y se eluye en la forma si­
guiente: se ponen las fracciones de papel en tubos de centrí­
fuga de 40 ml, y por separado se añade a cada tubo, porciones 
de 5 rnl de una mezcla de alcohol isoprop!lico-agua (1:4 v/v), 
se incuban a 38º durante una hora, se centrifuga a baja velo­
cidad por 10 minutos y se decanta, se repite la operación tres 
veces, al final se reunen los lavados en matraces de 50 ml pa­
ra evaporarlos posteriormente, en esta forma queda una pasta 
de consistencia oleosa que se recupera en porciones de 0.2 ml 
de etil-metil-cetona. Estas porciones se colectan en tubos pe­
queños de centrífuga, se evaporan con corriente de nitrógeno 
y se resuspenden en o.os ml del mismo solvente. Entonces se 
aplica por separado todo el volumen de cada solución a dos ho-
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jas de papel Whatman 3MM pretratadas y crornatografiadas corno 
se mencionó antes, con la diferencia de que a una hoja se le 
adiciona 0.25 rnicrornolas del compuesto patrón I. 

Toda esta misma secuela se lleva a cabo con la 
apoferritina de bazo de caballo que sirve corno control. 

4. Qhtencjón y purjficación del péptido inicfal bloqueado. 

A. Desnaturalización. 

Siguiendo el método de Kasper ( 57 ), se pesa la 
proteína, 184 rng de apoferritina de hígado de rata (9.94 mi­
crornolas, tornando como peso de la subunidad 18,500 daltons) 
y se disuelve en 18.4 rnl de agua, quedando en esta forma a 
una concentración del 1%. Agregar un volumen igual de ácido 
tricloroacético al lO'fo y calentar en baño María, hasta ebu­
llición durante 15 minutos, enfriar luego a 4° durante 10 
minutos. Centrifugar a baja velocidad (2000 rprn por 10 minu­
tos) y decantar. Agregar 5 rnl de acetona, evaporar a seque­
dad con corriente de nltrógeno y lavar la proteína 4 veces 
con porciones de 20 rnl c/u de éter anhidro y sin peróxidos, 
centrifugando cada vez a baja velocidad y decantando. Al fi­
nal de los 4 lavados, se seca la proteína desnaturalizada en 
baño de incubación a 37° o bien con corriente de nitrógeno, 
pero cuidando que ésta sea débil para evitar pérdida por pro­
yecciones. 

Lo mismo se repite con la apoferritina de bazo de 
caballo (Pentex Biochemicals) pero partiendo de 300 rng de la 
proteína (16.2 micrornolas). 

B. Hidrólisis enzimática. 

Para esta hidrólisis se sigue el método de Marriq 
( 58 ), con algunas modificaciones en la concentración ini­
cial del amortiguador y la relación enzima-sustrato. Para 
ello, se resuspende la apoferritina de hígado de rata en 
18.5 rnl de bicarbonato de amonio 0.05M, pH 8.5 y la de bazo 
de caballo en 30 rnl del mismo amortiguador (ambas en tubos 
de centrífuga de 40 rnl). Se verifica el pH con el potenció­
metro para que esté alrededor de 8 y se le agrega a la pri­
mera 18.4 mg de Pronasa (Calbiochern), disueltos en 0.3 ml de 
agua y a la segunda, 30 rng de la enzima disueltos en el mis­
mo volumen. Se incuban ambas mezclas a 37º durante 24 horas, 
se agrega una cantidad igual de la enzima a las soluciore s, 
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transcurr i das las primeras 12 horas, verificando el pH y agi­
tante ocasionalmente los tubos. 

Al finalizar el tiempo de incubación se para la 
reac ción agregándole unas gotas de ácido clorhídri co o fór mi ­
co concent rados y se mide el pH con papel indicador hasta 3 ó 
4 , se cent ri f uga a baja velocidad durante 10 minutos y el s o­
bre nadante se evapora en matrace s de SO ml, en un evaporador 
rotatori o a pr e sión r educida y a t emperatura de 38°, s e lle­
va cas i a sequedad , se redisuelve 3 ó 4 veces con agua y se 
vuelve a eva porar para eliminar el exces o de ácido. Se r ecu­
peran los evaporados con J. ó 2 ml de a gua. 

c. Cromatografía en columna de intercambio iónico. 

Como queda algún material insoluble, e~tonces se 
centrifugan los tubos a baja velocidad y los sobrenadantes 
con un pH entre 4-5 se aplica~ a columnas de res ina Dowex AG­
SOW-X8, 200-400 mallas, H+, (Bio.Rad Lab.) de 10.5 cm x 2 cm 
(longitud x diámetro), flujo 30 ml/horas , siendo1~alibradas 
las columnas previamente con N-acetil-L-serina-C o N-ace­
til-L-se~ina-c12 y recolectando las fracciones de 5 ml e/u. 
Para determinar en qué fracciones fueron elu!dos los amino­
ácidos o péptidos ácidos, se toman de cada fracción 10 pl y 
se aplican a tiras de papel Whatman 3MM, se deja secar y se 
remoja la tira en solución etanólica de verde de bromo ere- • 
sol al 0.04% a pH básico, dando al secar, manchas de color 
amarillo en fondo azul, que corresponden a fraccio~s ácidas. 
O bien con rojo de metilo al 0.02% en amortiguador borato 
0.03M, pH 7 .a, ( 59 ) , dando las mismas fraccione s ácidas 
manchas de color rojo en fondo amarillo o rosa. 

La fra c c i ó n á c i da s a l e d e la col umna de Dowex 
AGSO en los tubos 3 y 4 , por l o que se r eune n los tubos de l 
2 al 5 inclus ive y se evaporan e n un matraz de 50 ml en un 
evaporador rotatorio, se recupera el residuo en un ml de agua 
y s i hay material insoluble, se eli mina med i ante centrifuga­
c i ón . Del sobrenadant e se toman fracciones de 10 ~l para efec­
tuar h i dróli sis ácida durante 16 horas, al final se evapora 
a sequedad el hidroli zado con corriente de nitrógeno y se re ­
suspende en 20 pl de agua, que se aplican a tiras de papel 
Whatman 3MM de 30.6 x 3 cm, efectuando la electroforesis con 
áci do fórmico 0.5M, pH 2.0, 14. 7 V/cm durante 75 minutos en 
celda de electroforesis en papel, tipo Durrum, modelo R. Las 
tiras de papel, después de secadas al horno entre 60-80°, se 
revelan, las que corresponden a la muestra sin hidrolizar, 
con verde de bromocresol al 0.04% en etanol a pH básico, dan-
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do una sola mancha amarilla con fondo azul en el centro u 
origen de la tira de papel, o bien revelando las tiras que 
corresponden al mismo volumen hidrolizado (5 pl) , con una 
solución etanólica de ninhidrina al 0.04%, calentándolas en 
el horno después de rociadas, a aproximadamente 100º hasta 
aparición de las manchas púrpuras características. 

D. Cromatografía en columna de resina Dowex AG2 - X8. 

Se prepara una columna de Dowex AG2-X8, 200-400 
mallas, Cl-, (Bio.Rad Lab.), de 32 c m x 0 .9 cm (longitud x 
diámetro interno) con un volumen total del lecho d e 20.34 y 
un volume n vacío de 7.7 ml que corresponden a un 38"/o del vo­
lumen total del lecho ( 60 ) • La muestra con un volumen de 
1 a 2 ml y un pH 6.0, ajustado con hidróxido de amonio, se la 
deja penetrar a la columna, se enjuaga con un ml de agua y 
se le aplica como solución eluyente, primero agua por medio 
de una bomba peristáltica y con un flujo de 20 ml/hora. En 
esta forma se colectan en una probeta 40 ml, aplicando ense­
guida a la columna un gradier.te lineal de ácido clorhídrico 
de O a 0.02N en un volumen total de 300 ml (150 ml de agua 
y 150 ml de ácido clorhídrico 0.02N en el recipiente de re­
sarva), con el mismo flujo anterior y recolectando fracciones 
de 3 ml c/u mediante un colector de fracciore s. 

Para definir el perfil de elución de la columna de 
Dowex AG2-X8, se toman alícuotas de fracciones alternas y se 
efectúa hidrólisis alcalina, según el método de Hirs (61) y 
reacción posterior con ninhidrina según método de Rosen ( 61 ) • 
O bien, midiendo directamente en cada fracción, absorbencia 
a 206 nm en un espectrofot6metro Zeiss, modelo PQ II. 

E. Determinaci ón cualitativa y cuantitativa de aminoácidos de 
la columna de Dowex AG2-X8 . 

Se toman alícuotas del pico principal que sale 
de la columna Dowex AG2-X8, se efectúa hidrólisis ácida según 
el método de Eveleigh, ( 63 ). Se diluye directamente hasta 
obtener ácido clorhídrico lN y se aplica directamente a una 
columna de aminoácidos ácidos y neutros de una analizador 
Beckman modelo 120, utilizando esta vez, sólo el amortigua­
dor de citrato de sodio 0.2N , pH 3.25, con un flujo de 60 
ml/hora y temperatura de 53.2°. 

Previamente se corre en el mismo analizador y en 
las mismas condiciones un patrón de aminoácidos a una concen-



tración de 0,-25M c/u. 

F. Identificación por cromatografía bidimensional de la 
l -acetil-2-dansil-hidrazida. 
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S i gui endo el método de Schmer ( 48 ) , se toman 
por separ ado 0.2ml {aproximadamente 0.16 mi cr omo l as de amino­
ácidos) del péptido de l a apoferritina de bazo de caba l lo 
aisaldo en Dowex AG2 y 0.4 ml {aproximadamente 0 . 12 micr omo ­
las de aminoácidos) del péptido de la apoferritina de hígado 
de rata aislado también en Dowex AG2. 

Se ponen an ampolletas y se llevan a sequedad con 
corriente de nitrógeno. Luego se les adiciona 0.3 ml de hidra­
zina anhidra a las dos ampolletas, se les pasa una corriente 
de nitrógeno, se leR aplica vací0 y se sellan las ampolletas, 
las que se calientan entre 105-110° durante 17 horas. Al fi­
nal se evapora la hidrzina sónrante en un desecador al cual 
se le hace vacío durante 5 minutos. 

Ya evaporada la hidrazina se resuspenden los re­
siduos en 0.5 ml de amortiguador citrato de sodio 0.2M, pH 
3.0, se pasa la mezcla a tubos de centrífuga de 12 ml y se 
les adiciona en 0.35 ml de etanol aproximadamente 1.6 micro­
molas de cloruro de dansilo (5-dimetil-1-naftalénsulfonil ' 
cloruro, Sigma) que equivale a un exceso de 10 veces este 
reactivo con respecto al péptido y se incuban las mezclas a 
37° durante 24 horas. Se llevan nuevamente las muestras a 
sequedad con corriente de nitrógeno, se redisuelven en 0.3 
ml de agua y se extraen 3 veces con el mismo volumen de éter 
sin peróxidos, se mezclan bien en un agitador tipo Vortex, 
se espera que se separen las dos capas y se extrae la capa 
orgánica con una pipeta Pa steur. Se reunen las 3 extr a ccio­
nes de cada mezcla de reacción y se evapora el éter en un 
baño de incuba ción a 37 ° . Se r e suspe nde n e n 4 0 pl de cloro­
formo aplicando 10 p l de cada t ubo a placas d e gel de sílice 
(Eastman Chromagram, 6061 s in indi cador f luorescente), acti ­

va das a ntes a 120° durante 30 minutos, aplicando además en 
los extremos opuestos a la aplicación del problema, 5 pl de 
u na solución lmM del patrón {II), l-acetil-2-dansil-hidrazi­
da en cloroformo y se afectúa la primera dimensión en un sis­
t ema: cloroformo:n-butanol:ácido acético, 6/3/1, v/v/v, en un 
tiempo· aproximado de 3 horas. Al finalizar ésta, se reactivan 
las placas a 100° durante 10 minutos y se efectóa la segunda 
corrida, cuidando de rotar las placas 90° y desarrollapdo la 
segunda dimensión en un sistema: alcohol isoprop!lico:acetato 
de etilo:an.:>níaco concentrado, 7/9/4, v/v/v, {el ~todo ori-
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ginal ( 48 ), utiliza acetato de metilo), con un tiempo 
aproximado de 3.5 horas. Se observan las placas con una lám­
para de luz ultravioleta y se marcan las manchas. La sínte­
sis del patrón (II), se describe en páginas anteriores~ 

5. Hidracinolisis del peptido aislado. 

Según el método de Akabori ( 64 ), se toma un vo­
lumen de 1.3 ml (aproximadamente 0.45 micromolas de aminoáci­
dos) del péptido correspondiente a la apoferritina de hígado 
de rata aislado en Dowex AG2, en una ampolleta y se lleva a 
sequedad en corriente de nitrógeno. Se le adiciona 0.3 ml de 
hidrazina anhidra, se le burbujea nitrógeno, se ]e aplica va­
cío y se sella la ampolleta. Se calienta a 105-110° durante 
17 horas, luego se evapora el exceso de hidrazina en un dese­
cador al 9ual se le aplica vacío y se redisuelve en 0.2 ml de 
agua. 

Este volumen de 0.2 ml, ~e aplica a una columna 
de Dowex AG50W-XB, 200-400 mallas, H , de dimensiones 5.3 cm 
x 0.7 cm (longitud x diámetro) con un flujo de l ml/4 minutos , 
y se eluye con agua, se colectan fracciones de 2 ml c/u, de 
las que se torna sólo la primera y se evapora, se resuspende 
en 0.3 ml de ácido clorhídrico 6N en una ampolleta; se sella 
ésta y se calienta a 100° durante 8 horas. Terminada la hi-

<kólisis, se evapora la solución y se resuspende en 20 pl de 
agua, los que se aplican a una tira de papel Whatman 3MM de 
30.5 cm x 9 cm, aplicando la ·muestra problema en una exten­
sión de 2 cm a lo ancho y en el centro e inmediatamente a 
ambos lados y colinealmente se aplican 10 rl de solución 
O.OlM de ácido glutámico, (Calbiochem). Se efectóa la elec­
troforesis en la celda tipo Durrurn, a 14.7 V/cm durante 75 
minutos en ácido fórmico O.SM, pH 2.0. Terminada la corri­
da, se seca la tira al horno a aporximadamente 80-100º y se 
revela con una solución de ninhidrina al 0.04% en etanol, 
rociando la tira y calentando a 100°. 

Hidrólisis enzim6tica con carboxipeptidasa A, 

Se utiliza una enzima con las siguientes especi­
ficaciones: COADFP 34A846, 49.5 mg/ml, 50.5 U/mg, Worthington 
Biochemical Corp., con una actividad de la enzima de l0-11 
unidades por mg de proteína, según el método de Folk ( 65 ) 
y utilizando como sustrato hipuril-L-fenilalanina. 

Se sigue el método descrito por Bj5rn ( 66 ), que 
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consiste en disolver una cantidad conocida de péptido, en 
amortiguador Tris 0.05M, pH B.O y agregarle enzima en rela­
ción E/S de 1/20. 

Se parte de 204 nanomolas del péptido de apofe­
rri tina de hígado de rata aislado en Dowex AG2-X8, cantidad 
que se disuelve en O.l ml de Tris 0.05M, pH B.O, se le adi­
cionan 10 pl de una solución de la enzima y se incuba por 24 
horas a ~7°. Se agregan 10 pl más de la enzima, trC11scurridas 
las primeras 12 horas . 

Para obtener una solubilización completa de la en­
zima que viene suspendida en agua, se miden 5 pl de la solución 
original y se disuelven en O.l ml de bicarbonato de amonio 
0.2M, pH 9.5, más O.l ml de solución de cloruro de litio al 
1(7.l{,. 

Hay que hacer notar que los cálculos pera la 
cantidad de enzima necesaria, se multiplican por cinco debido 
a la actividad baja de la misma. 

Al finalizar la hidrólisis se acidifica la solu­
ción, adicionando 5 pl de ácido fórmico concentrado y centri­
fugando a baja velocidad para eliminar la enzima precipitada. 

Se toma el sobrenadante· con una micropipeta cui­
dando de dejar cierto volumen para evitar contaminación con 
la enzima precipitada y se evapora este sobrenadante a pre­
sión reducida y a 70°. Ya seco, se efect6a la reacción de 
dansilación siguiendo el método descrito ¡;x:>r A. Niederwie­
ser ( 67 ). Para ello se resuspende el residuo evaporado en 
lOul de agua y se toma el pH con papel indicadqr para asegu­
rarse de que se haya elimi~do por completo el ácido fórmico. 
Se le adiciona 20 µl de bicarbonato de amonio 0.2M, pH 9.5, 
más 30 pl de solución de cloruro de dansilo lOmM en acetona 
y se incuba la mezcla a 37° ditrante 60 minutos. Al finalizar 
este tiempo se para la reacción adicionando 10 pl de hidróxi­
do de sodio O.lM y se evapora la solución calentando a pre­
sión reducida o bien con corriente de nitrógeno. 

Entonces se . extraen los dansil-aminoácidos con 
porciones de 200 pl de acetato de etilo saturado con agua 
(x4) cuidando de tomar sólo 100 µl cada vez para evitar con­
taminaciones con el precipitado formado. 

Los extractos de. acetato de etilo reunidos· se eva-



36 

poran en baño María resuspendiendo luego en 200 pl del mis­
mo solvente, para dividirlos posteriormente en dos frac­
ciones iguales, A y B. La fracci6n A se evapora en una am­
polleta y se le efectúa hidrólisis ácida, durante 16 horas. 
Terminada ésta, se evapora el contenido a presión reducida 
o con corriente de nitr6geno y se vuelve a extraer con ace­
tato de etilo saturado con agua al igual que en la dansi­
lación y se evaporan los extractos reunidos, nuevamente a 
baño María. 

La fracción B se evapora por separado a baño Ma­
ría resuspendiendo entonces las dos fracciones A y B en 5 ~l 
de una mezcla piridina-agua al 50'/o y aplicando todo este vo­
lumen a dos placas de gel de sílice Eastman 6061 de 10 x 10 
cm. Se corre una primera dimensión en un sistema: benceno: 
piridina:ácido acético, 16/4/1, v/v/v, con duración aproxi­
mada de 30 minutos y la segunda dimensi6n en un sistema: to­
lueno:2-Cl-etanol: amoníaco 25%, 6/10/4, v/v/v, ( 67 ), con 
duraci6n de 60 minutos. 

Se elaboran en paralelo blancos de hidr6lisis en­
zimática sin el péptido inicial de .la apoferritina de hígado 
de rata aplicándole toda la secuencia de dansilación y extrac­
ción, más otro blanco propio de la reacci6n de dansilación y 
un patrón de una mezcla de 3 aminoácidos dansilados, aplican­
do una nanomola de cada uno, (soluciones de dansil-glutamina, 
dansil-serina y dansil-glutámico, lmM en ácido fórmico al 
l~, Sigma)• 

6. Técnicas utilizadas en el trapgcurso de la experimentación. 
Determioacjón de proteínas. 

Esta determinación se hace por el m~todo de Lowry 
et al., en la forma descrita por Campbell y Sargent ( 50 ), 
cuyas modificaciorss son: el uso de 0.4 ml de la solución di­
luída del reactivo de Folin-Ciocalteu (Merck) en vez de 0.5 
ml y el empleo de una longitud de onda de 600 nm, en vez de 
660 nm, en las determinaciones de absorbencia de las muestras. 

na 
Como patrón se usa una solución de albómina bovi­

(solución al 22%, pH 7.5, Ortho Diagnostics). 

Cuanti fj caci ón de aminoácidos. 

En todos los experimentos en los que se necesi­
ta cuantificar aminoácidos después de una hidrólisis ácida 
o alcalina, se sigue el método de H. Rosen, en la forma des-
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crita por Greenstein y Winitz ( 62 ). 

Reactivos: 

A. Disolver 490 nq de cianuro de sodio en un litro de agua 
bidestilada. 

B. Mezclar 270 g de acetato de sodio trinidratado, 200 ml de 
agua y 50 ml de ácido acético glacial, diluir nasta 750 ml · 
con agua y medir pH (5.3-5.4) •. 

C. Diluir 20 ml de solución A nasta un litro con la solución B. 

D. Disolver 3 g de ninnidrina en 100 ml de metil-celosolve (es­
ta solución debe tener un aspecto claro al mezclarla con 
agua o dar una prueba débil de peróxidos al probarla con so­
lución acuosa de ioduro de potasio al lO'fo) • 

E. Mezclar 50 ml de agua y 50 ml de alconol isopropílico. 

F. Soluc1ón patrón de L-leucina lmM. 

Procedimiento: 

Medir en tubos de ensayo y hasta un mínimo de un 
ml, de O a 0.5 micromolas de la solución patrón F, agregar con 
agitación 0.5 ml de la solución C y 0.5 ml de la solución D, 
calentar durante 15 a 18 m.i.nu~os a Lañv María cuidando de ta­
par los tubos con canicas. Al terminar el calentamiento de]ar 
enfriar la mezcla de reacción y diluir con 10 ml de solución 
E, agitar vigorosamente y medir absorbencia a 570 nm. 

Hidr6ljsis alcaljoa, 

Se utiliza el método de Hirs ( ól ), el cual con-
siste en: 

Medir en tubos de ensayo alícuotas del péptido o 
proteína que se necesita nidrolizar nasta un volumen de 0.3 ml, 
agregar un ml de nidróxido de sodio 2.5N y calentar durante 
2.5 a 3 noras en un bafio de aceite a 100° (deJando los tubos 
destapados). Al final de este tiempo, las muestras secas o con 
un volumen final de 0.1-0.2 ml se diluyen con un ml de ácido 
acético al 30}6 y se determina cuantitativamente aminoácidos, 
según el método descrito anteriormente, (precaución, filtrar 
cada muestra antes de determinar densidad óptica). 



38 

Hidrólisis ácida. 

Se sigue el método de Eveleigh, descrito por -
Needleman ( 63 ), que a continuación se describe: 

Medir la muestra a hidrolizar en una ampolleta, 
en forma tal que guarde una relación final de 1% en la so­
lución, evaporar ésta con corriente de nitrógeno y añadir 
0.3 ml de ácido clorhídrico 6N, o bien sin evaporar adicio­
nar un volumen igual a la muestra de ácido clorhídrico 12N. 
Congelar la ampolleta en una mezcla de hielo seco-acetona. 
Sellar al vacío con un microsoplete y calentar la ampolleta 
entre lOS-110º durante 16 ó 24 horas según se trate de un 
péptido o de una proteína. 

Pasado este tiempo, destapar la ampolleta, eva­
porar a sequedad el contenido con corriente de nitrógeno y 
recuperar cuantitativamente el residuo con agua o un amor­
tiguador adecuado. 
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FIG. l. EU:CTROFORESIS EN PAPEL WHATMAN 3MM DEL COMPUESTO N-ACETIL-L -SERINA-C
14 

con amortiguador de ácido fórmico O.SM, pH 2.0, 14. 7V/cm, durant e 75 minut os. 
Tira de papel cortada en fracciones de un cm y contadas en 10 ml de solución 
de centelleo, en un Espectrómetro de centelleo líquido Packard, Modelo 3330. 
A. Antes de purificar. B. Después de purificar mediante electroforesis. 
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III 

RESULTAI)OS 

Se _partió de ratas estimuladas con el complejo 
hierro-Dextrán porque a partir de éstas se obtenía mediante 
la estimulación de la síntesis de ferritina, un- rendimiento 
en el aislamiento de la misma del doble. 

A is lamientp. 

Por lo que respecta al aislamiento, es de hacer­
se notar que los pasos importantes son: ei calentamiento a 
70° y posterior ajuste del pH a 4.8 para eliminar la hemoglo­
bina contaminante, y la precipitación ·de la ferritina a pH 
6.5 con sulfato de amonio al sox;. 

Uno de los problemas principales a los que se en­
frenta al tratar de aislar esta proteína a gran escala, es el 
volumen tan grande que se obtiene desde un principio y.pues­
to que no se contaba con una centrífuga capaz de centrifugar 



volúmenes grandes a la velocidad requerida por el método, 
se resolvió en parte el problema centrifugando algunas ve­
ces a baja velocidad por el doble del tiempo, bajando en 
.esta forma ligeramente el rendimiento. 
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Otro aspecto a cuidar, es la diálisis contra 
agua, posterior a cada precipitación con sulfato de amonio 
al 50'fe, la cual debe tardar como máximo 12 horas, puesto 
que si se prolonga la diálisis, comienza a aparecer un pre­
cipitado, causando un rendimiento bajo al no poderlo solu­
bilizar nuevamente para cromatografiar en Sephadex G-200. 

Purifjcaci6n por cromatografía en Sephadex G-2()(). 

Se trat6 de purificar la ferritina, cristali­
zando con sulfato de cadmio, según el método de Michaelis 
( 68 ) , pero cvúiO no se obtuvieron buenos resultados, se de­
cidió por la cromatografía en Sephadex. El método reporta 
éxito, con la ventaja de poder seguir visualmente la elución 
debido al color de la proteína por el hierro. En esta forma 
se pudo establecer un pico, tomando del mismo y a partir de l 
tubo donde se encontraba la mayor densidad óptica, los tres 
tubos inmediatos anteriores y los dos posteriores, eliminan­
do as! los extremos de la corrida. En esta forma se aseguró 
que la ferritina estuviera puro aón cuando el rendimiento 
fuero bajo. La figura 4, muestra el perfil de elución de la 
proteína registrada a 254 nm· (registro WICORD, LKB). 

Es necesario hacer notar que con este método de 
purificación existe una pérdida cercana a l 50'fe , aún cuando 
no se eliminen los extremos del perfi l de elución, anterior ­
mente mencionados. 

Cri ter ip de pu re za • 

El criterio para determinar la pureza de la fe­
rritina que salió de la columna de Sephadex fue el siguien­
te: al comparar el número de bandas obtenidas en los geles 
con las diferentes tinciones, este número debe coincidir, 
puesto que si existieran más bandas en el gel coloreado pa­
ra proteína indicaría que la ferritina no está pura. En la 
figura 5, se muestra el densitograma de los diferentes ge­
les, que equivale a la fotografía de los mismos. Se hace no­
tar que en la figura 5A, hay diferencia en la lognitud por­
que este gel se encontraba suspendido en agua. 
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FIG. 4. CROMAT(x;RAFIA EN SEPHlWEX G-200 DE IA PERIU:TINA DE HIGADO DE RATA. Muestra a plicada 
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FIG. 5. DENSITOGRAMA DE LOS GEIBS DE POLIACRIIAMIDA DE IA FERRITINA PURIFICADA EN 
SEPHADEX G-200. A. Tinción con ferrocianuro de potasio al 2% en ácido clorhídrico 
al 2%, (Azul de Prusia), gel suspendido en agua. B. Tinción con Negro de Amido, 
gel suspendido en ácido acético al""/%. Densicord, Respuesta D-3. (A: absorbencia). 
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Reducción a apoferriti na. 

Desde un principio se trató de reducir la ferri­
tina de hígado de rata según lo reportado por Suran y Tar­
ver ( 69 ), adicionando directamente dentro de la solución 
de ferritina, el hidrosulfito de sodio (ditionita) a una con­
centración de 350 rng de reductor por cada 75 mg de proteína 
disuelta en un volumen de 10 ml. Sin embargo, para llevar a 
cabo la reducción en nuestro caso, se utilizó una cantidad 
de ditionita del doble de la relación reportada. Hubo necesi­
dad de aplicar la soluc ión de proteína a una columna de Sepha ­
dex G-25 (grueso) y eluir con una solución de acetato de so­
dio O .O~M, pH 4 .8. En esta forma es un poco difícil seguir la 
elución de la apoferritina si no se cuenta con un registrador 
y las fracciones con proteína se determinan mediante su absor ­
bencia a 280 nm o precipitación de una alícuota de cada frac­
ción, con ácido tricloroacético. También se comprobó en alí­
cuotas de cada fracción , la ausencia de hierro , mediante la 
reacción de Azul de Prusia. 

Con esta cromatografía en Sephadex G-25, también 
se obtiene una pérdida en la recuperación de la proteína cer­
cana al 5~. 

Por el contrario, al utilizar el método descrito 
en páginas anteriores, se obtiene una reducción de la ferri­
tina más efectiva y un rendimiento del lQOX.. En este caso se 
determinó la ausencia de bandas de proteína con hierro, que­
dando únicamente las reveladas con Negro de Arnido. 

Investigación de la exjstencia del blog;µeo del extremo amino. 

Como uno de los propós i tos iniciales del trabajo, 
fue comparar la apoferr i tina de hígado de rata con la de ba­
zo de caballo en cuanto a estructura, el camino a seguir era 
determinar si la proteína en cuestión tenía su extremo amino 
bloqueado como lo está en la de bazo de caballo. 

Se utilizó el método de la dinitrofenilación ya 
descrito, haciendo notar que se introdujo la inovación de dar­
l e a la extracción con éter de los dinitrofenil-arninoácidos un 
ü l timo lavado con agua, para elimina r restos de contaminantes 
como el dinitrofenol. Sin embargo, aün se tuvieron algunos con­
taminantes como puede verse en las cromatografías. 

Previamente se elaboró una mezcla patrón áe 2,4-
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dinitrofenil-aminoácidos (en total 18), pesando un mg de c/u 
y disolviéndolos en 2.5 ml de acetona, aplicando 10 pl de la 
mezcla total (un pl equivale a 0.2 micromolas) a una placa 
de gel de sílice. 

Las figuras 6,7 y 8 muestran los resultados de 
las cromatografías de el patrón de los 2,4-dinitrofenil­
aminoácidos, de la albúmina bovina y de la apoferritina de 
higado 'de rata. Se omite el blanco porque salió igual al d& 
la apoferritina de rata, esto es, sólo los contaminantes 
usuales y ninguna otra mancha correspondiente a algón amino­
ácido dinitrofenilado. La detección de las manchas se efec­
tóa, utilizando una lámpara de luz ultravioleta. 

Por el contrario, la placa correspondiente a la 
albómina bovina sí presenta una mancha característica para 
el dinitrofenil-aspártico, aminoácido con el que comienza la 
estructura primaria de esta proteína. Con esta evidencia se 
puede estar seguro que nuestro sistema de reacción sí fun­
cionó. 

Como en esta forma se comprobó que la apoferri­
tina de hígado de rata no presenta reacción con el reactivo 
de Sanger, se infiere que la -proteína está bloqueada en su 
extremo amino. Siendo el siguiente paso determinar cuál es· 
el grupo bloqueador. 

Identificación del grupo bloqueador. 

Mediante la hidracinolisis y posterior dinitro­
fenilación de la proteína se obtuvieron buenos resultados. 

Se sabe que la._ hidrazina reacciona con las proteí­
nas o ~ptidos, para dar una mezcla de aminoacil-hidrazidas, 
más el aminoácido del extremo carboxilo, libre. Si la proteí­
na o péptido están bloqueados, se obtiene además la hidrazida 
del grupo bloqueador, la que combinada con el 2,4-dinitro-fluo­
ro-benceno, da la hidrazida dinitrofenilada del grupo bloquea­
dor , la cual es más fácil de descubrir, de extraer y de cuan­
tificar. 

Al aplicar este método, la precaución que se de­
be tomar al evaporar el exceso de hidrazina después de la 
reacción, es no aplicarle vacio al desecador durante mucho 
tiempo, puesto que la acetil hidrazida es volátil y ~demás 
se parte de una micromola de la proteína. Sólo se aplica el 
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FIG. 6. CROMATOGRAFIA BIDIMENSIONAL DE UNA MEZCLA PATRON DE DINITROFENIL-AMINOACIDOS. 
Ascendente en placa delgada de gel de sílice. l. Tolueno:piridina:etilén-clorhidrina­
amoníaco 0.8N (lOC/30/30/60, v/v/v/v). 2. Clorotormo:alcohol bencílico:ácido acético 

(70/30/3, v/v/v). 
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FIG. 7. DETERMINACION DEL GRUPO AMINO TERMINAL DE LA ALBUMINA BOVINA, (PATRON) • 
Reacción a~ s~nger. Cromatografía bidimensional ascendente en placa delgada de 
gel de sílice. l. Tolueno:piridina:etilén-clorhidrina--an ... .míaco O.SN (100/30/:;o/ 
60, v/v/v/v). 2. Cloroformo:alcohol bancílico:á<..:..io acético (70/30/3, v/v/v). 
(C: contaminantes). 
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FIG. 8 . DETERMINACION DEL GRUPO AMINO TER.'l.INAL DE LA APOFERRITINA DE HI GADO DE 
RATA. Reacción de Sanger. Cromatografía b i dimensiona l ascendente en placa del­
gada de gel de sílice. l. Tolueno:piridina:etilén-clorhidrina-amonfaco O . BN 
(100/30/30/60, v/v/v/v). 2. Cloroformo:alcohol bencflico:ácido acético (70/30/ 
3, \' /v /v) • (C: contaminantes). 
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vacío durante 4-5 minutos. 

Ahora bien, al tratar de eliminar el exceso de 
dinitrofenol que es el principal conta~inante de la reac­
ción, mediante un dedo frío y con vacío, se le aplicó éste 
por más tiempo que el reportado, puesto que, teniendo en 
cuenta el alto punto de fusión de la 2,4-dini~rofenil-ace- · 

til-hidrazida (198-200°) es poco probable que se sublime. 
En cambio el dinitrofenol con un punto de fusión de 112-114º 
sublima al calentar cuidadosamente y a6.n más al abatir el 
punto de fusión, debido al vac!o efectuado. No obstante ·, 
después de este tratamiento a6.n quedaba como impureza el di­
nitrofenol, en tal forma que hubo necesidad de recromato­
grafiar. 

Como se mencionó en Métodos, se recromatogra -
fiaron dos muestras correspondientes al producto de la 
reacción descrita con la apoferritina de hígado de rata, 
adicionándole a una muestra, el patrón {I). Al finaJizar 
la segunda dimensión se compararon ambas cromatografías, 
obteniéndose el mismo n6.mero de manchas para cada hoJa de 
papel, revelando luego con amoníaco al que tenia el patrón 
adicionado, confirmando entonces en esta forma, que la apo­
ferritina de hígado de rata da con hidrazina y con 2,4-di­
n i trofluero-benceno, el compuesto patrón (I), o sea la 2,4~ 
dinitrofenil-acetil-hidrazida. 

Las figuras 9 y 10 muestran los resultados de las 
cromatografías del compuesto patrón (I) y del producto de 
reacción de la apoferritina de hígado de rata con hidracino­
lisis y dinitrofenilación posterior. En experimentos anterio­
res y pensando en cuantificar el grupo acetilo bloqueador, 
se trató de cuantificar dicho grupo eluyendo ia mancha con 5 
ml de mezcla alcohol isoprop!lico-agua (1:4, v/v), incubando 
a 38º y agregándole a cada tubo o.s ml de hidróxido de so­
dio lN, midiendo absorbencia a 420 nm y comparando en UI'.él 

curva patrón el porcentaje de recuperación en la elución, pe­
ro los resultados no fueron reproducibles, no aproximados a 
los valores reportados por.Phillips del 70#> (que correspon­
de a una relación aproximada de 1:1 ~e grupo acetilo a cade­
na polipeptídica). En nuestro caso, esta recuperación esta­
ba aún más lejos de ser obteni da, puesto que se tuv o que re­
cromatografiar, debido a que el área donde se encontraba el 
compuesto esperado, estaba contaminada. 

Ahora bien, si el grupo bloqueador es un grupo ace­
tilo, el camino a seguir es. determinar cuál es el aminoácido 
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hidracida 

FIG. 9. COMPUESTO PATRON 2,4-iJINITROFENIL-ACETIL-HIDRAZIDA. Cromatogra­
fía bidimensional descendente e n papel Whatman 3MM. l. 2-butanol, satu­
rado con biftalato de potasio O.OSM, pH 6.0. 2. Fosfato dib~sico de po ­
tasio lM, pH 6 .0. 
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FIG. 10. REACCION DE HIDRACINOT.JSIS MAS DINITROFENIIACION DE LA APOFERRITINA 
DE HIGADO DE RATA. Cro matografía bidi mensional descendente en papel Whatman 
3MM. l. 2-butanol, saturado. con biftalato de potasio O.OSM, pH 6.0. 2. Fos­
fa to a ibi1sico de potasio lM, pH 6.0. 
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terminal bloqueado. Para ello, se pensó en un principio en 
la hidrólisis tríptica, puesto que para la apoferritina de 
bazo de caballo, se reportaba un pentapéptido aislado con 
dicha hidrólisis ( 30 ). Sin embargo por dificultades téc­
nicas se abandonó este método. 

Obt;enci6n ~ purificación del péptido inicial bl(Xlueado. 

Al utilizar la Pronasa, que es una mezcla de en­
zimas inespecíficas, se pensó que la posibilidad mayor era 
obtener sólo el aminoácido inicial bloqueado, más una mezcla 
de aminoácidos y péptidos pequeños. 

Con esta esperanza, se siguió el método descrito 
de hidrólisis enzimática, empezando primero con una desnatu­
ralizaci~n puesto que es necesario hacer accesibles los ex­
tremos amino. Se probaron entonces varios métodos de desna­
turalización para la apoferritina de hígado de rata, utili­
zando para ello en un principio la urea y más tarde calor. 
Como no di6 resultados satisfactorios se decidió entonces por 
el mátodo ya report~do, haci~ndo la aclaración de que en el 
método original incuban la proteína en solución de ácido tri­
cloroacético a 37º y nosotros en el laboratorio calentamos 
esta solución porteínica, a ebullición (en baño Mclría) debi­
do a la dificultad que presenta esta proteína para desnatu­
ralizarce. 

Al comentar la desnaturalización es de hacerse 
notar que con este método se obtiene una recuperación del 
95%, si se toma en cuenta, que a lo largo del procedimiento, 
existe la posibilidad de pérdida por solubilidad y manipu­
lación. 

+ Cromatografía en resina pqwex AGSQW-X8. H • 

La resina Dowex 50 es un copolímero estireno-di­
vinilbenceno sulfonado, con diferentes grados de reticulari­
dad, fuertemente ácida, que intercambia cationes. Esto es, 
tiene grupos iónicos activos y fijos, los cuales están siem­
pre equilibrados con un nómero equivalente de iones opuestos 
cargados y móviles, que pueden ser intercambiados por otros 
iones de carga similar. 

En esta forma, esta resina permite pasar libre­
mente a través de su red, los aminoácidos y péptidos ácidos. 



55 

Po~ lo qle respecta a la cromatografía en Do-
wex AG50-X8, H ~ no presentó problema y en las electrofo­
resis del eluido hidrolizado con ácido siempre se obtení-
an 5 manchas que corrían hacia el cátodo, de las cuales 3 
correspondían a los aminoácidos: ácido aspártico, ácido 
glutámico y serina. Y las otras manchas no se identifica-
ron (notando que estas últimas dos mancnas se · revelaban más 
débiles con ninhidrina) • También debe mencionarse que en este 
sistema. de electroforesis ácida, la treonina se empalma con 
el ácido glutámico, sin olvidar que existe la posibilidad de 
más e!llTiascaramientos en la resolución de aminoácidos con nues­
tro sistema. 

Un aspecto importante, fue la regeneración de la 
resina. 

Desde este momento y debido a los resultados ob­
tenidos al aplicar esta cromatografía, se empezó a sospechar 
que la enzima actuó, no a nivel de liberación del primer ami.­
noácido bloqueado, lo cual apoyan varia; reportes (70, 71), si­
no que podría existir un páptido bloqueado, lo cual confirma­
ban los hecnos de que el eluido de la columna, en electrofore­
sis en papel con ácido fórmico O.SM, sin nidrólisis ácida pre­
via, daba una sola mancha en el origen de color amarillo, al 
ser revelada con la solución etanólica de verde de bromocre'­
sol, lo cual indicaba que se trataba de algón compuesto áci­
do, que no corría hacia ningún polo, y que daba prueba nega­
tiva con ninhidrina. 

Otro resultado favorable, fue el obtenido en la 
electroforesis de la misma muestra anterior pero hidroliza­
da con ácido, en la que se obtenían como ya se mencionó, 5 
manchas, entre las que se encontraban, ácido glutámico y se­
rina. Tomando en cuenta que el péptido inicial de la apoferri­
tina de bazo de caballo contiene dos residuos de serina por 
uno de glutamina, el resultado obtenido con la proteína de 
rata era muy sugerente. 

En esta forma se comprobó que la cromatografía en 
Dowex 50, no era suficiente para darnos un producto final 
eluido puro. Además hay que tener presente que de esta mis­
ma columna se pueden eluir varias fracciones ácidas y una de 
ellas es el ácido piroglutámico que invariablemente se obtie­
ne en este tipo de resina, o bien páptidos del tipo glutamil­
aspártico, además de los que contienen residuos de fosfoeeri­
na o ácido cisteico. 
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Cromatografía en columna de Dowex AG2-X8. Cl . 

Este tipo de resina, contiene grupos de amonio 
cuaternario, en forma de cloruro, y están clasificadas como 
resinas fuertemente básicas, e intercambiadoras de aniones. 

Como se decidió por la cromatografía en este ti­
po de resina, el problema no consistía en la técnica en sí, 
sino en la detección de los péptidos eluídos de la columna. 
Se probó primero seguir dicha eluci6n con hidrólisis alcali­
na, en fracciones alternadas, y los valores obtenidos y gra­
ficados, descubrieron un ~ptido bloqueado mediante reacción 
con ninhidrina, antes y después de la hidrólisis alcalina. 

Los resultados de este método se muestran en la 
figura l¡, donde se ven dos picos bien definidos para la hi­
drólisis de la apoferritina de rata, definiendo como pico I, 
las fracciones recolectadas y reunidas, desde la fracción nó­
mero 42 a la 46, y como pico II las fracciones que van del 
52 a la 56. Para determinar cual pico era el que nos intere­
saba, se efectuó hidrólisis ácida en alícuotas de cada pico, 
las que se evaporaron y resuspendieron en O .2 ml de amorti-
guador citrato de sodio 0.2N, pH 2 .2 y se aplicaron a un ana­
lizador de aminoácidos Beckman, Modelo 116, eluyendo la mues­
tra con amortiguador citrato de sodio 0.2N, pH 3.25 al prin­
cipio, el cual se cambió por el mismo amortiguador pero de 
pH 4.25 transcurrida una hora, con un flujo de 110.5 ml/hora, 
y temperatura de 56°. Se obServó en esta forma para el pico 
I los siguientes aminoácidos; treonina, serina y ácido glutá­
mico en relación 0.75:1:1 y como contaminantes menores, ácido 
aspártico, alanina y glicina. Para el pico II se tenían: áci­
do glutámico y ácido aspártico en la relación 1:1 más algunos 
otros aminoácidos como impurezas. Hay que hacer notar que en 
una cromatografía previa de una hidrólisis con Pronasa de la 
apoferritina de bazo de caballo, se obtuvieron los mismos pi­
cos, que al pasarlos en el analizador y baJO las mismas con­
diciones, dieron como pico I, serina y ácido glutámico en la 
relación esperada de 2_:1 más los mismos contaminantes, pero 
en menor proporción y para el pico II se tenían ácido glutá­
mico y ácido aspártico en la relación 1:1 también con pocos 
contaminantes • 

En esta forma se pensó que el péptido bloqueado 
que se parecía al inicial, era el denominado pico I (figura 
11) y que el contaminante fuerte para el caso de la apofe­
rritina d€ hígado de rata, que era la treoni~a, podría ser 
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FIG. 11. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO DE LOS PRCDOCTOS DE IA HIDROLISI S ENZIMATICA CON 
PRONASA DE IA APOFERRITINA DE HIGADO DE RATA. En Dowex AG2-X8, Cl - , (después de haber pasado 
por la columna de Dowex AG50-X8, H+), columna 32 x 0.9 cm, flujo de 20 m!/h, e lufdo con un 
gradiente lineal d e ácido clorhídrico de O a 0.02N. A las fracciones colectada s de l a c o l umna 
se les efectuó hid r ólisis alcalina y posteriormente reacción con ninhidrina. Fracci ones elu í ­
das de la columna e identificadas con hidrólisis alcalina (~~).Gradiente a p l i cado a l a co ~ 
lumna ( - · - ·-). (Para abreviar la gráfi c a , se comenzó por el tubo 30). (A: a bsor benc i a ). 
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un contaminante real, puesto que para la hidrólisis ácida se 
reunieron las fracciones cercanas al hombro que presenta el 
pico I de la figura 11. 

Fue en esta etapa cuando se pensó en defini r me­
j or el perfil de elución mediante lectura de todas las frac­
ciones que saliero n por la co lumna , directamente a 206 nm en 
un es pectrofotómetro Zeiss , Mode l o PMJ II , teniendo como re ­
sultado' la figura 12, eri la cual, l a linea punteada correspon­
de a la hidrólisis enzimática de la apoferri t ina de hígado de 
rata, que a su vez corresponde perfectamente al patrón de elu­
ción de la misma proteína, pero de bazo de caballo (linea con­
tinua), también se incluye en la figura el gradiente aplica­
do a la columna y que se representa desde el tubo número 20 
con el objeto de hacer más breve la gráfica, (ver figura nú­
mero 12). 

Como se ve por la figura 12, se obtuvieron bien 
defir1idus 5 picos, denominados picos: I' , II' , III' , IV' y V.' • 

La pauta para escoger el pico I ' com:> el corres­
p9ndiente al péptido inicial bloqueado, fue mediante pruebas 
de electroforesis, en alícuotas tomadasde las fracciones nú­
meros 38 y 39, que corresponden exactamente a los picos obte­
nidos para el caso de la hidrólisis enzimática de la apofe-' 
rritina de h!gado de rata y bazo de caballo, respectivamente, 
a los que se les efectuó prueba de ninhidrina , a ntes y después 
de hidrólisis ácida. 

De ahora en adelante todas las pruebas poster io­
res que se tratan de efectuar con el péptido, s e harán s ob r e 
las fracciones 38 y 39, ya mencionadas. 

Como puede esperarse, ahora se puede trabajar con 
un material cromatográficamente puro , y los r esultados de e s ­
ta hidró l isis se presentan en la fi gura 13, en la .cual se ve, 
además del patrón de aminoá cidos (figura 13C), que la prepa ­
ración se encont raba b astante pura y que ahora s! se podrían 
efectuar con más confianza · los cá lculos para las determina-
c ~_oi1es de las r elac iones existentes entre la serina y el áci­
( ·::> glutámico que e n el . pép t ido inici al de la apoferritina de 
caba l lo es de 2:1 (2 serinas por una glutamina). 

Dichos cálculos efectuados por el método de inte­
grac ión de Base por Alt\lra ·, reportado por Spackman ( ,72 ) , 
dier on por resultado para el péptido inicial de la apoferri-
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FIG. 12. PATRON DE ELUCION DE LOS PEPTIDOS OBTENIDOS DE !AS APOFERRITINAS DE BAZO DE CABALLO 
( ~~),E HIGADO DE RATA ( - - - ) CON PRONASA. Cromatografía de intercambio iónico en Do­

wex AG2-X8 , Cl-, (semipurificados previamente en Dowex AGSO-X8, H+), eluído con un grad i ente 
lineal de ácidc c lorhídrico de · o a 0.02N, c o lumna de 32 x 0.9 cm, flujo de 20 ml/h. Las frac­
ciones se leyeron dir~ctamente en un Espe ctrofotómetro Zeiss, YM;)II, 206 nro. Gradi ent e apli­
cado a la columna ( -.-.-). (Para abreviar la gráfica, se comenzó por el t ubo 20). (A: ab ­
sorbencia). 
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F! G . 13 . CROMATOGRAFIA DE ELl'C ION DEL PICO I DE LA FIGURA 12 DESPUES DE 
~;DROLIS!S CON AC !DO CLORHIDR!CO G~ , EN UN ANALIZ!UJCll DE AKI!'<OAC!DOS ·l'IO ­

L'EL0 BECKMAN 120. A:':'10rti9uad0r c1trat c de se-die 0.2N, ;:H 3.25, fl uJO de 
60 :-1/h , 53 . 2º. A. P1:-o I' corres pond1en tc 3. l pépt 1do :n.::..cial de la apo ­
fErr1t1na de bazc de caCall: .. . B . Pico r ' c .Jr respo:idiente al pép t ic!o ini­
cial ~e l a apo ferriti na de hígado de rata. C. Mezcla patrón de a ni no~ci­
dvs {0 .25 micromolas de e/u) . (A: abs 0 rbenc1a). 
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tina de bazo de caballo, (pico I', fracci6n 39, figura 12) 
obtenido mediante el método descr i to y que nos s irvi6 siem­
pre corno patrón , una relación serina:áci do glutámico de 
l:0 .45, figura 13A y para la misma pr oteína de hígado de ra­
ta, es ta misma re lación fue de 1 : 0 .58, figura 13B. 

Si se observa la figura 13, se ve que la posi­
ción de eluci6n de los aminoácidos glutámico y serina co­
rrespondientes a las hidrólisis de las apoferritinas de hí­
gado de rata y bazo de caballo respectivamente, no correspon­
den exactamente al patrón de aminoácidos . Esta diferencia po­
siblement:e se debe a las difereutes condiciones de las corr.L­
das, pues para el caso de las hidrólisis, éstas se aplicaron 
directamente a la columna del analizador (sin previa evapora­
c.L6n del ácido clorhídrico 6N), y la mezcla de aminoácidos 
patrón se. aplicó disuelta en el amortiguador usual. 

Estos datos nos autorizan a reportar en forma con­
fiable una relación de 2 serinas por un glutárnico(X) para el 
péptido inicial bloqueado de la apoferritina de hígado d~ ra­
ta. 

, 
Con los datos obtenidos hasta ahora, casi podría­

mos afirmar que la similitud entre los péptidos, el patrón y 
el estudiado, llegaba hasta la secuencia. Sin embargo, para 
permitirnos esta afirmación se necesitaban más pruebas. 

Entonces se pensó en atacar el problema en 3 for­
mas diferentes que a continuación se citan: 

a) Identificación por cromatografia bidimen­
mensional de la l-acetil-2-dansil-hidrazida. 

b) Identificación del producto de reacción de 
la hidrazina con el péptido aislado. 

c) Hidrólis is enzimática del péptido con car­
boxipeptidasa A. 

Para el caso a) se obtuvo co n e ~ te método un pro­
ducto idéntico al patrón (II) (1-acetil-2-da nsil-hidrazida), 
que equivale al método utilizado para la di nitrofenilació n. 
Además, la dansilaci6n es un método más sensible. 

Las cromatografías correspondientes al patrón ela­
borado, a la hidracinolisis combinada con dansilaci6n de los 
péptidos obtenidos de las apoferritinas de caballo y de rata, 
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se muestran en las figuras 14,15 y 16 en las que se ver i fi­
can las coordenadas del compuesto patrón (Ir) con el espe­
rado de los péptidos. 

Se pensó en identificar el producto de reacción 
de la hidrazina con el péptido aislado, que en este cas o se­
ria el óltimo aminoácido libre. Se sabe que con este método 
se obtendría en nuestro caso, acetil-hidrazida, s eril-hidra­
zida, más ácido glutámico(X) libre, y para extraer este ami­
noácido, Akabor i ( 64 ), utiliza un aldehído, por lo que se 
trató de obtenerlo con banzaldehido , y como el método no fue 
eficaz, se introdujo la inovación de pasar la me zcla de hi­
dracinolisis directamente por una columna de Dowex AG50W-X8 
de las dimensiones mencionadas en la sección de métodos. 

Se corrió la muestra obtenida de la columna de 
Dowex AG50 ·(5.3 x 0.7 cm) y posteriormente hidrolizada con 
ácido, en electroforesis, con muestras de ácido glutámico 
aplicadas colinealmente al problema, y luego de te rmi nada la 
corrida y revelada la tira de papel con ninh idr ina, se obtu­
vo una sola mancha, es decir se unieron por sus extremos los 
patrones puestos y el problema, obteniéndose así para la man­
cha problema un Rf, idéntico al del ácido glutámico. 

Es necesario hacer: notar lo indispensable de la 
h idrólisis, puesto que se ha probado que el ácido glutámico 
en la resina Dowex AG50 se convierte en ácido piroglutámico, 
es decir se cicliza ( 43, 73), y en esta forma da prueba ne­
gativa con ninhidrina, y no corre en electroforesis a pH áci­
do. Al calentar nuevamente con ácido, se vuelve a regenerar 
el ácido glutámico ( 74 ) • 

Se concluye por estas pruebas, definitivamente, 
que el óltimo aminoácido del péptido inicial, obtenido de la 
apoferritina de higado de rata es un residuo de ácido glutá­
mico(X). 

Por los resultados obtenidos de los incisos a) y 
b) se confirma nuevamente que el péptido aislado en la colum­
na de Dowex AG2-X8, sí es el que corresponde al inicial y que 
el grupo bloqueador, es un grupo acetilo . 

Hasta aquí, los resultados confirman una secuen­
cia: N-acetil-serina-serina-glutámico(X), sin embargo, en el 
péptido correspondiente a la apoferritina de bazo de caballo 
se ha reportado un residuo de glutamina. 
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FIG. 14. CROMATOGRAFIA BIDIMENSIONAL DEL COMPUESTO l-ACETIL-2-0ANSIL­
HIDRAZIDA, (PATRON II). En placa delgada de gel de sílice. l. Cloro­
formo:n-butanol:~cido acético (6/3/l, v/v/v). 2. Alcoho l i soprop!li­
co:acetato de etilo:amon!aco 25% (7/9/4, v / v/v). 
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FIG. 15. CROMATOGRAFIA BIDIMENSIONAL DEL PRCDUCTO DE REACCION DE LA APOFE -
RRITINA DE BAZO DE CABALLO CON HIDRAZINA, MAS DANSII.ACION POSTERIOR. En 
placa delgada de gel de sílice . l. Cloroformo:n-butanol:ácido acético (6/ 
3/1, v/v/v). 2. Alcohol isopropilico:acetato de etilo:amoniaco 25% (7/9/4, 
v/v/v). 
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FIG. 16. CROMATOGRAFIA BIDIMENSIONAL DEL PRODUCTO DE !!KACCION DE: U!:~ 
RRITINA DE HIGADO DE RATA COO HIDRAZINA , MAS DANSILACION POSTERIOR. En 
placa delgada de gel de sílice. l. Cloroformo:n-butanol:ácido acético (6/ 
3/1, v/v/v). 2. Alcohol isopropflico:acetato de etilo:amonfaco 25% (7/9/4, 
v/v/v). 



Si tomamos en cuenta el hecho de que en toda nues­
tra experimentación para identificar cada residuo se ha uti­
lizado hidrólisis ácida, principalmente, y tomando en cuenta 
el hecho de que en este tipo de hidrólisis, cualquier resi­
duo de glutamina o asparagina, invariablemente se convierten 
en residuos de ácido glutámico y ácido aspártico, más amo­
niaco, nos queda entonces la duda, si el último residuo del 
péptido de la apoferritina de rata es un ácido glutámico o 
una glu'tamina. 

Fue entonces cuando decidimos utilizar la hidró­
lisis enzimática con carboxipeptidasa A. Este tipo de hidró­
lisis más especifico, presenta 3 aspectos: que rompe las unio­
nes peptidicas comenzando por el extremo carboxilo, su ciné­
tica es especifica en cuanto al residuo de aminoácido de que 
se trate, y respeta los grupos amido de la glutamina y aspara­
gina ( 75 } • 

Aprovechando estas ventajas, se decidió utilizar 
la hidrólisis enzimática ya mencionada, haciendo notar que co­
mo se tenia una actividad 5 veces menor de la reportada por el 
proveedor, se utilizó para la hidrólisis un exceso de 5 veces 
más de la enzima. La ünica desventaja a considerar, era una 
contaminación 5 veces más por parte de la enzima en la mez­
cla de reacción, desventaja que se equilibra elaborando blan­
c.os y asegurándose de la precipitación de la enzima al final 
de la hidrólisis y eliminación del precipitado. 

Para el caso de la solubilización de la carboxipep­
tidasa A, se utilizaron los métodos descritos por Ambler ( 75 }, 
y como no funcionaron, se utilizó el método de Folk (65}, con 
una modificación que consistió en utilizar bicarbonato de amo­
nio 0.2M en vez del amortiguador de Tris, reportado. 

Los resultados de las cromatografías correspon­
dientes a la hidrólisis con carboxipeptidasa A, se muestran 
en las figuras 17, 18 y 19 que corresponden respectivamente 
a un patrón de aminoácidos dansilados (dansil-serina, dan­
sil-glutámico y dansil-glutamina}, hidrólisis enzimática con 
carboxipeptidasa A más dansilación, del péptido de la apofe­
rritina de higado de rata (fracción A, ver Métodos}, e hi­
drólisis enzimática de.l mismo péptido combinada con dansila­
ción, más hidrólisis ácida, (fracción B, ver Métodos}. 

En esta forma se comprueba que el aminoácido ter-
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FIG. 17. CROMATCGRAFIA BIDIMENSIONAL PE UNA MEZCLA. PATRON DE DANSIL AHINO­
ACIDOS. En placa delgada de gel de sílice. Aplicación, 1.66 nanomolas de 
cada uno (concentración l.rnM en fórmico al 10')(.). l. Benceno:piridina:ácido 
acético (16/4/1, v/v/v). 2. To lueno:2-cloro-etanol:amoníaco 25% (6/10/4, 
v/v/v ). (C: contaminantes _ . 
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FIG. 18 . CROMATCX>RAFIA BIDIMENSIONAL DEL PRODUCTO DE REACC I ON DE LA HIDRO­
LISIS ENZIMATICA CON CARBOXIPE PTIDASA A, MAS DANSILACION Y EXTRACCION CON 
ACETATO DE ETILO (FRACCIONA, VER METODOS ), DEL PEPTIDO INICIAL DE LA APO­
FERRITINA DE HIGADO DE RATA. (De l pico I, f i g. 12). En p l aca delgada de gel 
de s ilice. l. Bence no :piridina:áci d o acét ico (16/4/l, v/v / v ). 2. To l ueno : 
2-clo r o -etanol:amoniaco 25% (6/10/4, v/v/v ). 
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FIG. 19. CROMAT(X;RAFIA BIDIMENSIONAL DEL PRODUCTO DE REACCION DE LA HIDRO­
LISIS ENZIMATICA CON CARBOXI PEPTIDASA A, MAS DANSILACION Y EXTRACCION CON 
ACETATO DE ETILO (FRACCION B, VER METffiOS), MAS HIDROLISIS ACIDA POSTERIOR 
CON HC 1 6N, DEL PEPTIDO INICIAL DE LA APOFERRITINA DE HIGADO DE RATA. (De 1 
pico I, fig. 12). En placa delgada de gel de sílice. l. Benceno:piridina: 
ác ido acético (16/4/l, v/v/v). 2. Tolueno:2-cloro -etanol:amoníaco 25% (6/ 
10/4, v / v/v ). 



minal del pápt ido inicial de la apoferritina de hígado de 
rata es una g l._i t amina, puesto que como se ve en la croma­
tografía, la da nsil-glutamina se convierte en dansil-glu­
támico, media nt e hidrólisis ácida. 

Como se ve por las figuras 18 y 19 se tiene una 
mancha correspondiente a dansil-serina, lo cual comprueba 
aún más .la func ionalidad de la enzima y del sistema. 
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Se hace la aclaración de que la misma secuencia 
se comprobó antes con el páptido inicial de la apoferritina 
de bazo de caballo que ha servido como patrón desde el prin­
cipio. 
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IV 

DISCUSION 

Para el estudio de la estructura primaria de una 
proteína o péptido es necesario llenar c i ertos requisitos, 
como son: 

a) Partir de una proteína o péptido puro. 

b) Utilizar técnicas moderadas de desnatura­
lizacióA, para hacer accesibles los grupos 
de interés. 

c) Investigar si el grupo amino o carboxilo 
terminales, existen libres, bloqueados o en 
forma cíclica. 

d) Utilizar hidról i s i s enzimáticas. 

e) Utilizar hidrólisis químicas : ácida, bá­
sica o con bromuro de cianógeno (Br CN). 

Para el caso de la ferritina de hígado de rata, se utilizó e l 
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método de purificación ya descrito, tornando en cuenta venta­
jas inherentes a la molécula, tales corno: soportar tempera­
turas elevadas (hasta 80°), fraccionamiento mediante preci­
pitación con sulfato de amonio a concentraciones de 35-5o>fo 
( 1 ), cromatografía en Sephadex G-200, aprovechando el peso 
molecular elevado de esta proteína. 

Un método de purificación alterno, utilizado con 
frecuencia es la cristalización de la ferritina con sulfato 
de cadmio al 5%. Sin embargo, al tratar de aplicarlo a la 
ferritina de hígado de rata no di6 buenos resultados, tal 
vez porque no se t~rna~on en cuenta detalles corno presencia 
de otros iones (Cl , NH4 ), concentración de sulfatos de amo­
nio y de cadmio, pH adecuado (5.5-7), etc. ( 16, 76), ya que 
el método puede exigir ciertas modificaciones y considera­
ciones para una especie y órgano diferentes para los que fue 
diseñado. Además , hay que tener presente que la cristaliza­
ción de una porteína no necesariamente produc~ una pr0teína 
pura, como es el caso de la albómina de rata ( 77 ). 

El criterio que se sigui6 para considerar a la 
ferritina pura fue mediante la electroforesis de disco en 
gel de poliacrilarnida . Este método tiene la ventaja de pro­
porcionar una matriz de acrilamida sin carga, en la cual la , 
separación de una mezcla proteínica se basa en la filtración 
molecular a través de un poro, y diferencias de movilidad de 
la proteína al aplicarle un campo eléctrico. Además presen­
ta la ventaja de que se pueden utilizar cantidades de pro­
teína del orden de microgramos y visualizar claramente la 
separación de los dife rentes componentes de la mezcla. Las 
condiciones esperimentales de la electroforesis de la fe­
rritina , descritas por Linder-Horowitz ( 23 ) se detallaron 
en la secc i ón de Materia les , y Métodos. Al igual que en el 
experimento original , se ut i lizaron dos métodos diferentes 
de tinción, uno con negro de arnido que es el colorante para 
proteínas y otro con solución de ferrocianuro de potasio al 
2% en á cido clorhídrico al 2"Á. Si se obtiene el mismo name­
ro de banda s obtenidas, corresponden a proteína con hierro; 
si salieran bandas di feren tes en los geles tenidos para pro­
teína, quiere decir q ue es una proteína diferente que no con­
tiene hierro y por lo t anto es una impureza. Corno se ve en el 
densitogr arna, se obtuvieron bandas que representan la misma 
molécula en diferentes estados de agregación. 

Considerando suficiente este criterio de pureza 
se procedió a reducir la ferritina a apoferritina. Los resul-
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tados que se obtuvieron siempre que se aplicó el método des­
crito anteriormente, fueron: recuperación 95%, reducción 
lü<J'fe. Este porcentaje alto de eliminación de hierro, se ob­
tuvo debido a los varios ciclos de reducción, quelación y 
diálisis, aplicados a la ferritina. Por el contrario, cuando 
se utilizó el método descrito por Suran ( 69 ) en el que uti­
liza 350 mg de hidrosulfito de sodio (ditionita) aplicados 
directamente a la solución de proteína a una concentración 
de 60-90 mg de ferritina en 10 ml de amortiguador acetato de 
sodio 0.05M, pH 4.8, nunca se llegó a una reducción total de 
la ferritina. 

Como se mencionó al principio de esta sección, 
es requisito indispensable para determinar la estructura pri­
maria de la apoferritina de hígado de rata, que todos los 
grupos de interés como son los extremos amino y carboxilo, 
así como las . posiciones internas, se encuentren lo más acce­
sibles posibles. Además, hay que tener en cuenta que en el 
caso de la necesidad del uso de enzimas proteolíticas, la 
mayoría de éstas muestran una mínima acción hacia las pro­
teínas nativas. De aquí que se haga necesario desnaturalizar 
a la proteínas, esto es, disgregar su configuración nativa 
tridimensional. Más aún, se hace imprescindible para el caso 
de la apoferritina, la cual presenta estructura cu~ternaria, 
( 1 ) . 

Las técnicas más utilizadas para el desdoblamien­
to de una proteína dependen de si las cadenas están unidas 
covalentemente o no covalentemente. Para el primer caso se re­
quiere aplicar métodos químicos; para el segundo caso, resul­
ta en una buana disociación de la molécula el modificar el 
medio que la rodea. 

La desnaturalización puede ser reversible e irre­
versible, suave o vigorosa. Necesariamente debe ser vigorosa, 
tomando en cuenta la calidad del sustrato, para obtener el 
mayor porcentaje de acceso a la acción de la enzima o de los 
diferentes agentes químicos, más no debe ser drástica, que 
dé como resultado un rompimiento interno de una cadena poli­
peptídica o destrucción de algún grupo unido covalentemente 
y diferente a una unión peptídica. 

Los agentes desnaturalizantes wás empleados sua­
ves y reversibles, son soluciones concentradas de urea (8M) 
o cloruro de guanidina (6M) , al utilizar estos dos agentes 
se hace necesario eliminarlos, si no totalmente, sí hasta un 
grado tal, que no caucen reacciones laterales no deseables, 



debido a contaminantes tales como cianuros que pueden en­
contrarse presentes en la urea. 
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Otros medios de desnaturalización son: el calor, 
cambio de pH, o precipitación con soluciones concentradas 
de ácido tricloroacético, trifluoroacético y ácido fórmico 
anhidro. 

En el laboratorio se utilizó la desnaturalización 
con urea pra la determinación del extremo amino por el méto­
do de Sanger y la desnaturalización combinada con calor más 
precipitación con ácido tricloroacético al 5% para las sub­
secuentes hidrólisis enzimáticas. Este último método fue el 
que proporcionó el mayor éxito y la mayor recuperación • 

. A la apoferritina electroforéticamente pura, se 
le aplicó la reacción de Sanger a pH básico y con urea, clá­
sico para determinaciones del extremo amino terminal en pro­
teínas o péptidos y mediante este método se logró la identi­
ficación y aislamiento del 2,4-dinitrofenil-aspártico, que es 
el aminoácido inicial de la albdmina bovina, que se utilizó 
como patrón para probar la funcionalidad del método. Al mis­
mo tiempo se corrió una muestra de apoferritina de hígado de 
rata, tratada en las mismas condiciones y sólo se lograron 
visualizar las manchas contaminantes que correspondían con el 
blanco. 

Como el resultado de la reacción de Sanger con la 
apoferritina fue negativo, se pensó en la posibilidad de un 
bloqueo en el extremo amino de la proteína. De entre los di­
ferentes grupos bloqueadores que existen se pueden mencio­
nar los siguientes: el formilo, en proteínas de procariotes 
o mitocondriales; el acetilo, extensamente encontrados en la 
naturaleza en organismos eucariotes; grupos cuya estructura 
no ha sido completamente elucidada como son los grupos alde­
hído o cetona unidos al grupo amino terminal (base de Schiff); 
grupos amida; residuos cíclicos de glutámico o glutamina en 
posición inicial; o bien la muy remotamente posible cicliza­
ción total de la molécula, como es el caso de la gramicidina 
s. 

Para determinar la naturaleza del grupo bloquea­
dor se util i zó la combinación de dos reacciones; primero, hi­
dracinolisis de la pro teína total y dinitrofenilación poste­
rior, en este último caso se utilizó pH ácido para eliminar 
contaminaciones por dinitrofenilación de grupos alfa-amino, 
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y epsilon-amino de la lisina. En esta forma se pudo determi­
nar mediante cromatografia en papel, bidimensional y descen­
dente, un compuesto que resultó ser la 2,4-dinitrofenil-ace­
til-hidrazida, identificada mediante un compuesto patrón ela­
borado. 

Este mismo grupo bloqueador se identificó por un 
segundo método que consistió nuevamente en una reacción com­
binada de hidracinolisis más dansilación posterior, con la 
diferencia de que en esta ocasión se utilizó el péptido ini­
cial bloqueado, obtenido mediante cromatografía en columna 
de intercambio iónico, obteniéndose esta vez el compuesto 
l-dansil-2-acetil-hidrazida. Este último método resultó más 
sensible que el de la dinitrofenilación, puesto que se repor­
ta la aplicación del mismo a una escala de 1-10 nanomolas de 
péptido o ·p~oteína ( 67 ) • En el laboratorio se logró visua­
lizar el compuesto dansilado a partir de 20 nanomolas. 

Cierta clase de enzimas ha llegado a ocupar una 
posición privilegiada en la investigación de la secuencia 
de aminoácidos de una proteína o péptido. Estas proteínas 
presentan características ventajosas intr!nsecas a la mo­
lécula, como son: 

a) Su cinética 

b) Especificidad de sustrato 

c) Respeto a la composición qu!mica del sus­
trato ya hidrolizado 

Teniendo en cuenta estas ventajas, se pensó en de­
terminar el aminoácido inicial bloqueado de la apoferritina 
mediante una hidrólisis enzimática . Para ello s e utilizó la 
mezcla de enzimas proteoliticas Pronasa (Streptomyces griseus) 
que siendo inespec!fica podria proporcionar el aminoácido ini­
cial unido a su grupo bloqueador, además de aminoácidos y pép­
tidos internos de la molécu la. Aón cuando se sabe que al pro­
bar una enzima c on un nuevo sustrato, es necesario buscar me­
diante experimentación las condiciones más adecuadas para la 
hidrólisis del nuevo sustrato, en el laboratorio utilizamos 
exactamente el método de hidrólisis ya descrito en la sección 
correspondie nte, con la única modificación que consist i ó en 
utilizar el doble de concentración de enzima, que la repor­
tada por Marriq ( 58 ). Después de efectuada la hidrólisis el 
problema era obtener el producto esperado de dicha hidrólisis 
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en una forma menos contaminada. Para este tipo de análisis, 
Narita ( 78 ), reporta una secuencia de análisis que es la 
siguiente: 

N-acetil-(terminal)-proteína 
N-piroglutamil-(terminali-prote~na 

Fracción adsorbida 
(péptidos dipolares) 

enzima proteol!tica 

Digestión 

+ Dowex 50, H (lavar con agua) 

E fluyente 
acetil- o piroglutamil­

péptido 

1 
fraccionamiento posterior 

hidról~J~nzimáticas 
(métodos de secuenciación) 

cromat~fa ~oforesis 
Siguiendo esta secuencia, se utilizó una combi­

nación de cromatografías: primero en resina Dowex 50, de la 
cual se obtuvo una fracción ácida impura en e lectroforesis 
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a voltaje medio y pH 2.0. 

Se decidió por la segunda cromatografía en co­
llirnna de Dowex AG2, que retiene aminoácidos y péptidos bá­
sicos. En esta forma se obtuvo mediante reacción con ninhi­
drina, antes y después de hidrólisis alcalina, un perfil de 
elución, cuyas fracciones reunidas y analizadas en un anali­
zador de aminoácidos Beckman Modelo 116, resultaron impuras 
pero con cierta similitud al péptido inicial correspondien~e 
a la apoferritina de bazo de caballo. Consiguientemente se 
trató de d e finir mejor el perfil de elución del efluyente de 
la columna de Dowex AG2, mediante determinación directa de 
la absorbencia de cada fracción a una longitud de onde de 
206 nm en un espectrofotómetro Zeiss, Modelo PM;¿ II. Este mé­
todo resultó ser magnifico para determinar con exactitud las 
fracciones que desarrolló el gradiente de ácido clorhídrico 
aplicado a la columna, con la ventaja de que no existe la 
pér dida de tiempo y material que requieren las técnicas usua­
les de hidrólisis ácida y alcalina y posterior cuantificación 
con ninhidrina. 

Con este método se logró determinar cualitativa­
mente y cuantitativamente en un analizador de aminoácidos -
Beckman, Modelo 120, los aminoácidos componentes del pépti­
do que resultó bloqueado. Esta vez se utilizó sólo el amor­
tiguador citrato de sodio 0.2N, pH 3.25. Asi, se obtuvo una 
relación serina:glutámico de 1:0.58 que corresponden perfec­
tamente a la relación de dos seriuas por una glutamina del 
péptido de apoferritina de caballo. 

Siempre que se necesitó cuantificar aminoácidos 
del péptido ya identificado espectrofotométricamente, se u­
tilizó la hidrólisis básica con hidróxido de sodio 2.5N. Di­
cha hidrólisis aún cuando no ha sido extensivamente utiliza­
da para degradación de proteínas y polipéptidos, tiene la 
ventaja de que es muy rápida y en un tiempo relativamente 
corto se tienen los resultados cuantificables. Otra ventaja 
es que el triptofano no se descompone en este t ipo de hidró 
lisis. También se utiliza-esta hidrólisis para regenerar 
aminoácidos obt enidos por métodos de anális i s de extremo 
amino terminal como son los derivados dinitrofenilados y 
feniltiohidanto!nicos. 

Las desventajas las ~odemos enunciar como las si­
guientes: al terminar la h idrólisis se tiene una can~idad de 
sales muJ· c;rande que podría interferir seriamente en una ero-



matografía o electroforesis posterior. 

También se tiene descomposición de cierta cla­
ser de aminoácidos como son: serina que se descompone a gli­
cina y alanina; treonina que produce glicina, alanina y áci­
do alfa-aminobutírico; arginina que da ornitina, citrulina y 
amoníaco; cisteína y cistina que producen alanina, ácido 
sulfhídrico, amoníaco y ácido piróvico. Los aminoácidos que 
resultan· estables en álcali son racemizados a un grado consi­
derable ( 79 ). 

Ninguna de estas descomposiciones se comprObaron 
porque sólo se utilizó este tipo de hidrólisis para cuanti­
ficar en forma rápida la concentración de aminoácidos de un 
péptido y las condiciones utilizadas se pueden considerar 
suaves. 

La hidrólisis que más ·se utilizó en el transc:ur­
so de toda la experimentación fue la denominada hidrólisis 
ácida completa, utilizando ácido clorhídrico comercial 6N, a 
105-110° . durante 16 horas (normalmente se utilizan 24 horas 
para hidrólisis completa). En otras hidrólisis de este tipo 
denominadas parciales, se utiliza toda una gama de condicio­
nes, como por ejemplo: para el ácido clorhídrico, se repor­
tan normalidades desde 2N hasta 12N, para la temperatura, de 
20º a 110° y para el tiempo, hasta 48 horas o más. Con estas 
variables se han podido estudiar y determinar condiciones fa­
vorables de cinética de la reacción y labilidad de ciertos 
grupos constitutivos de los aminoácidos. 

Sin dejar de tomar en cuenta que cada proteína 
presenta un problema individual, se puede generalizar que 
los hidrolizados obtenidos mediante las condiciones de la 
hidrólisis completa, adecuadamente reflejan las condiciones 
de la mayoría de los aminoácidos que constituyen la proteí­
na antes de la hidrólisis. 

Los problemas ya determinados para este tipo de 
hidrólisis(completa) son los siguientes ( 79 ): 

a) Destrucc.ión extensiva de glutamina, asparagi­
na y triptofano, que son convertidos cuantitativamente a áci­
dos glutámico y aspártico con producción estequiométrica de 
amoniaco (aunque también se ha observado que el aumento de 
amoníaco es proporcional también a la desaparición de serina 
y treonina). Para el triptofano no se conoce la naturáleza 
exacta de los productos de destrucción, sólo se conoce que 
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son los anillos indol los que experimentan ruptura. 

b) Otros aminoácidos son destruidos en menor gra­
do y la disminución en su rendimiento es una función del 
tiempo de hidrólisis. Ejemplo: serina y treonina se destruyen 
de 5-1~ dependiendo del tiempo de hidrólisis. También se ha 
reportado la destrucción de otros aminoácidos corno cisteína, 
aspártico, glutárnico, lisina, arginina, tirosina y prolina . 

c) Existen reportes sobre pérdidas de serina y 
glutárnico durante la eliminación del ácido clorhídrico por 
desecamiento y no corno consecuencia directa de la hidrólisis. 

Para nuestro caso, no se encontraron problemas de 
pérdidas apreciables, tal vez porque se utilizó menos tiempo 
de hidrólisis o sea 16 horas (tambi én se aconseja tiempos de 
hidrólisis ' de 8 horas para péptidos pequeños), condici ones de 
ausenci a de oxigeno y eliminación del ácido clorhídrico resi­
dual mediante corriente de nitrógeno. 

Ahora bien, por lo que respecta a la ausencia de 
metales, se utilizó un ácido clorhídrico comercial y no el de 
punto de ebullición constante que es el recomendado para es­
tos ~sos. 

Siempre se obtuvieron muestras hidrolizadas to­
talmente limpias, sin el indicio de suspensiones extrañas 
denominadas hurninas. En esta forma los resultados obtenidos 
mediante el analizador de aminoácidos, son una prueba di­
recta de la funcionalidad de la hidrólisis utilizada y los 
datos reportados nos hacen pensar que los pequeños errores 
en la medición de la relaci~n serina:glutárnico de los pép­
tidos, se debe más bien, a errores aceptables de la expe­
per1rnentac1ón. 

Con los datos ootenidos de composición cualita­
tiva y relativa de los aminoácidos del péptido inicial blo­
queado de la apoferritina de hígado de rata se hace necesa­
rio determinar la secuencia de dicho péptido, esta secuencia 
podría ser cualquier nfunero d e comb i naciones obtenidas con 
estos tres res i duos de aminoácidos. 

Se sabe 
llado por Akabor i ( 
péptido, result a en 
diente al carboxi lo 
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do sobre el péptido obtenido de la columna de Dowex AG2 y 
electroforesis en papel, se determinó que el aminoácido fi­
nal del péptido inicial bloqueado correspondía a un residuo 
de ácido glutámico. Como este residuo se obruvo pasándolo a 
través de una columna pequeBa de Dowex AGSO, y sabiendo que 
una propiedad de esta resina es la de catalizar la transfor­
mación de los residuos de ácido glutámico o glutamina a pi­
roglutámico ( 78 ) , hubo necesidad de hidrolizar con ácido 
clorhídrico este producto (piroglutámico o pirrolidon carbox!­
lico) para regenerar el ácido glutámico e 74 ) e identificar­
lo por la electroforesis ya mencionada. Con este método, toda­
vía no se pod!a discriminar si el residuo final del péptido 
era ácido glutárnico o glutarnina. 

Se pensó en ut.ilizar la hidrólisis enzimática 
del péptido mencionado, con carboxipeptidasa A. Corno se men­
cionó antes se utilizó una enzima de baja actividad, sobre­
pasando esta dificultad mediante el empleo de una relación 
E/S de s. En esta forma y por cromatografía bidimensional en 
placa delgada de gel de sílice, se obtuvo como residuo car- -
boxilo terminal del péptido un residuo de glutamina, identi­
ficándolo corno dansil-glutamina, comprobando su conversión a 
dansil-glutárnico mediante hidrólisis ácida posterior. Además, 
se obtuvo al mismo tiempo en la hidrólisis con carboxipep­
tidasa A, dansil-serina. 

En esta forma se logró una secuencia completa del 
péptido inicial de la apoferritina de hígado ne rata, obte­
nido mediante hidrólisis con Pronasa de: N-acetil-serina-seri­
na-glutarnina, que se asemeja en parte al péptido inicial de la 
apoferritina de bazo de caballo, con la diferencia de que di­
cho péptido fue obtenido por hidróli sis con tripsina y tiene 
dos aminoácidos más que son_isoleucina y arginina e 30 ). 

Al hidrolizar con Pronasa ambas ferritinas, tan­
to de bazo de caballo como de hígado de rata y tratar de ais­
lar el péptido inicial, se obtuvieron 2 gráficas idénticas, 
fig . 9, lo cual nos hace suponer que ambas proteínas conser­
van una semejanza nota ble y _que las diferencias que reportan 
algunos investigadores entre los pép~idos trípticos e 31 ), 
de ambas proteínas, podrían ser modificaciones leves de ami-
noác idos. · 

Es necesario hacer la aclaración, que la mayoría 
de los cálculos y esperimentos se efectuaron en base a 18,500 
dalt ons de peso molecular para la subunidad y que la molécula 
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de apoferritina de hígado de rata consta de 24 subunidades 
posiblemente idénticas, y sin dejar de considerar los repor­
tes existentes sobre la proteína, en el sentido de que exis­
te heterogeneidad entre sus subunidades ( 27 ); de que posi­
blemente no sea sintetizada 100}(, en los ribosomas libres ( 14) 
y que además es una glicoproteína ( 80 ). 

Si consideramos los reportes frecuentes de la 
reacción inmunoquímica cruzada entre la ferritina de híga­
do de rata y el anticuerpo antiferritina de bazo de caballo 
obtenido en conejo, nos hace sospechar que ambas proteínas 
tienen una gransemejanza en su estructura primaria, aún cuan­
do se trate de dos especies genéticamente distantes. 

Existen varios puntos a favor para considerar la 
gransemejanza entre la estructura primaria de las dos ferri­
tinas consideradas, la de bazo de caballo y la de hígado de 
rata. 

a) Reacción irununoquímica cruzada entre ferri­
tina de hígado de rata y anticuerpo antife­
rri tina de bazo de caballo. 

b) Se ha reportado diferencia leve entre los 
péptidos obtenidos con tripsina de ambas 
ferritinas •· 

c) La función se ha conservado a través de las 
especies. 

d) Se obtiene el mismo· patrón al tratar ambas 
proteínas con Pronasa y aislamiento del pép­
tido i ni·cial en Dowex AG2. 

Una molécula ideal para propósitos comparativos es 
el citocromo c, localizado en la mitocondria de todas las cé­
luas aerobias, junto con otras enzimas involucradas en el sis­
tema de transporte de electrones, que funcionan en la fosfori­
lación oxidativa. 

El citocromo c de vertebrados superiores, tiene 
muchos aspectos en comón, como son: una secuencia constante 
alrededor del grupo cisteína que sostiene al grupo hemo, 
acetilación del grupo amino terminal y posiciones homólogas 
de aminoácidos ( 81 ). 
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En esta forma podemos comparar las estructuras 
del citocromo c de humano, mono Rhesus, chimpancá y Erythro­
cebus patas (a), con la del conejo ( b ), ( 81 ), de los 
cuales se tienen las siguientes secuencias: 

( a ) Aceti 1-gly-asp--val -qlu-lys-gly-lys-lys -i le -phe -i le-met-
1 ys -cys -ser-

( o ) Acetil-gly-asp-val-qlu-lys-gly-lys-lys-ile-phe--val-gln-
1 ys -cys -ala -

como se ve, las diferencias son leves entre estos péptidos y 
si se comparan las proteínas en su totalidad las diferencias 
son menos notables. 

Parece que en los vegetales, el citocromo cha su­
frido más modificaciones a través de la evolución biológica. 

Se sabe que la apoferritina es una proteína cuya 
bios!ntesis es fácilmente estimulada por hierro (en forma de 
diferentes compuestos) y por los experimentos efectuados has­
ta la fecha existe mayor tendencia a considerar que el estí­
mulo del nierro es a nivel postranscripcional, esto es, no 
involucra síntesis de novo del ARNm correspondiente a la apo­
ferritina. Hasta la fecha no se na podido dar una explicaci~n 
satisfactoria a este tipo de estímulo y se pueden mencionar 
algunas nip6tesis, como: 

a) Que el estímulo causa una inducción aparente 
al estabilizar un precursor inestable de ferritina, tal vez 
apoferritina, contra la degradación por proIJólisis, lo cual 
co~firma el contenido de marca (L-leucina~ ) .en fracciones 
baJaS en hierro y en condiciones de estimulación (39, 82). 

b) O bien, por estudios con Actinomicina D, se ve 
que el hierro no altera la expresión del gen de la apoferri­
tina y que probablemente estimula la ; íntesis a nivel cito­
plasmático, utilizando el ARNm ya existente para la subunidad 
de apoferritina ( 23 ). 

c) Otra hipótesis, es que la unión del hierro a 
pépt i dos nacientes de ferritina sobre los polisomas, anula 
una inhibición de la biosíntesis de apoferritina ( 2 ). 

·d) El hierro captado por la. cálula podría ~umen­
tar l a velocidad de traducción del mensaje de ferriti na o 
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podría actuar en algón paso de integración de la ferritina 
a partir de sus subunidades (39, 83). 

Es de esperarse que el mecanismo de inducción 
por hierro de la apoferritina sea más complejo y Vassart 
( 42 ) ha reportado que el mecanism0 de control postrans­
cripcional de la biosíntesis de una proteína probablemente 
descanse en el nivel de iniciación del péptido. 

A este nivel se pueden considerar varios facto-
res. 

Por ejemplo, en organismos procariotes ( 84 ) se 
ha encontrado que la mayoría de las proteínas se inician con 
el aminoácido mctionina y pocos con alanina y serina. Exis­
ten dos ácidos ribonucleicos de transferencia (ARNt) para 
metioninaMeuno que se encuentra formilado y se representa Met 
como ARNtf t y otro no formilado que se representa por ARNt 
ambos son esterificados por la misma metionil-ARNt-sinteta­
sa y el primero es formilado por una transformilasa especí­
fica, siendo el donador de formilo el NlO-metionil-tetrahi ­
drofolato. 

Existen además factores de iniciación proteíni­
cos presentes generalmente en los ribosomas crudos que se 
pueden eliminar por extracción con soluciones salinas de 
O.S-1.0M. . 

El sistema sintetizador en procariotes compren­
de subunidades ribosomales (30S y SOS), ARNtWet, ARNm, GTP 
y tres factores proteínicos de iniciación: IFl, IF2, IF3. 

El primer paso, gs la formación del complejo de 
iniciación: subunidad ribosomal 30S-IF3-ARNm (se piensa que 
el factor IF3 reconoce al codón de iniciación Au; o Gu; del 
ARNm y evita la asociación con la subunidad SOS). 

El factor IF2 dirige la unión del ARNt inicia­
dor al compleJo anteriormente formado. En este paso se re­
quiere GTP. 

El factor IFl promueve l a uti lización catalíti­
ca del IF2. Se piensa que se requiere para la liberación del 
factor IF2 y presumiblement.e GDP del complejo 70S. 

Intervienen además las proteínas · r i bosomales 819 
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Met 
y S21 para el ARNtf , s 2 , s 18 y s 20 para el factor IF3, s 9 
y s 13 para el aminoacil-i\RNt (sitio A del ribosoma). 

Al complejo de iniciación así formado, se le une 
la subunidad SOS para formar un monosoma funcional y prosi­
gue la elongación. El ARNt iniciador en el complejo de ini­
ciación se une al sitio P del ribosoma y el sitio A, que se 
encuentra libre, recibe al segundo aminoacil-ARNt. Para ello 
se requiere de un factor denominado T (subdividido en Tu y 
Ts) y GTP. Se forma la primera unión peptidica mediante la 
peptidil-transferasa que forma parte de la subunidad SOS. 

El siguiente paso en esta elongación del péptido 
es el regreso del péptido ya formado y que se encuentra en 
el sitio A , al sitio P del ribosoma para dejar libre de nue­
vo al sitio A. Este paso es el denominado de translocación y 
requiere del factor G, hidrólisis de GTP y proteínas riboso­
males posiblemente del tipo contráctil. Se repite el ciclo 
tantas veces corno aminoácidos tenga la cadena polipept!dica 
y al final se llega a una señal de terminación que es un su­
ceso dnico y requiere de dos factores de liberación denomina­
dos R1 y R2 (R1 funciona con los trinucleótidos UAA, UAG y R2 
funciona con los trinucleótidos tP.A, Ui.A) que liberan al páp­
tido y al dltimo ARNt, se separan las subunidades ribosomales 
al interaccionar con una proteína, posiblemente algón factor' 
de iniciación. 

En esta for ma , la biosfntesis de una proteína, 
compr~nde tres secuenc i as: de iniciación y terminación que 
son especificas y de e l ongación que es cíclica. 

A diferencia de la iniciación en pi;ocariotes ,&­
ra los organismos eucariote~ el ARNt iniciador es un ARNtf t 
formilable por la ARNt-transformilasa de procariotes, pero no 
formilado. En rnitocondria y cloroplastos existe el ARNt for­
milado iniciador descrito para bacteria (85, 86). 

Se propone un modelo secuenci·a1 y similar para 
eucariotes, para la formaci~n del complejo de iniciación en­
tre la subunidad 40S de eucariotes y .los factores de inicia­
c i ón, que para este sistema son: Ml. M2, M3. Aón cuando se 
ha tratado de correlacionar l a func ionali dad de estos fact o ­
res con los existentes en procari otes, se tienen dudas, pues­
to que hay que tomar en cuenta que e n eucariotes parece ser 
muy difícil obtener un sistema ribosomal absolutamente. depen­
dient e de los factores de iniciación y en a l g unos casos se ha 
necesitado lavar las subunidades con con centraciones altas de 
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sales, lo cual podria alterar al ribosoma en si. Además to­
dos los sistemas que se han descrito son in vitre, que dis­
ta mucho de lo que realmente acontece in vivo ( 87 ). 

En conclusión, la iniciación por un ARNt~t es­
pecial puede ser un fenómeno universal en la síntesis de to­
das las proteínas de procariotes y eucariotes. Y la mayor di­
ferencia estriba en que en bacteria y mitocondria es necesa­
rio el bloqueo del ARNt iniciador, mientras que en eucario­
tes no. 

Existen experimentos en mamíferos que confirman 
que muchas proteínas, si no todas, contienen en sus péptidos 
nacientes y en la posición N-terminal, metionina y en aque­
llas en las que no se encuentra este aminoácido se piensa que 
existe uná aminopeptidasa específica para este aminoácido 
inicial como por ejemplo en la biosíntesis de hemoglobina, 
(88, 89) • 

Con frecuencia aparecen reportadas y cada día 
son más, las proteínas con un ·grupo acetilo bloqueador del 
extremo amino. Con las ya existentes se puede elaborar la 
siguiente lista: 

Proteína 

Virus del mosaico del tabaco 
Hormona estimulante de los 
melanocitos-alfa (MSH) 

Histona IV (timo de ternera) 
Miosina (mOsculo de conejo) 
Hemoglobina de carpa 
Apoferritina (baso de caballo) 
Histona F2a2+l 
Gliceraldehido 3-fosfato des­

hidrogenasa (langosta) 
Fosfoglicerato cinasa de eri­
trocito (sangre humana) 

Anhidrasa carbónica C (eri­
trocito humano) +2 

Anhidrasa carbónica A (bo­
v i na ) 

Anhidrasa carbónica B (bo­
vina) +2 

Secuencia 

Ac-ser-tyr-ser-

Ac-se:c--tyr-ser-met-glu­
Ac-ser-gly-arg-gly-lys­
Ac-ser-ser-asp-ala­
Ac-ser-leu-ser-asp-lys­
Ac-ser-ser-gln-ile-arg­
Ac-ser-gly-arg-

Ac-ser-lys-ile-gly-ile-

Ac-ser-

Ac-ser-

Ac -ser-

Ac-ser-



Proteína 

Péptido del precursor del Fac­
tor XIII (liberado en pres~n­
cia de Trombina) (bovina)+ 

Péptido del precursor del Fac­
tor XIII (liberado en pres~n­
cia de ~rombina) (humano)+ 

Proteína estructural mitocon-
drial (corazón de ternera) 
Enolasa (másculo de conejo)+l 
Virus 4 del pepino 
Queratina (lana 
Anhidrasa carbónica B (eri-
trocito humano) 

Hemoglobina-alfa (rana) 
Citocromo c (trigo) 
Mielina basica (bovina) 
Deshidrogenasa láctica (~) 

(hígado de rata) 
Deshidrogenasa láctica (ff4) 

(corazón ternera y pollo) 
Citocromo c (mung-beam, gi-
rasol) 

Adenovirus tipo 2 Hexon+4 
Citocromo c (humano) 
Ovalbámina 
Hemogl~~ina fetal F1 (hu-

mano) 
Citocromo c (pollo)+6 +5 
Citocromo c (camello) 
Virus del mosaico amarillo 
del nabo 

Tropomiosina (músculo de 
conejo) +l 

Cristalino alfa 
Deshidrogenasa láctica (.M4) 

(tiburón pequefio) 
Fibrinopéptido (bovino)+l 
Hemoglobina A1-beta (pollo) 
Actina (músculo de conejo) 
Hialuronidasa 

Secuencia 

Ac-ser-glu-ser-gly-thr-

Ac-ser-glu-thr-ser-arg-

Ac-ser­
Ac-ala-gly-lys­
Ac-ala-tyr-asn-pro-ile­
Ac-ala-

Ac-ala-ser-pro-asp­
Ac-ala-leu­
Ac-ala-ser-phe-ser-glu­
Ac-ala-ser-ala-gln-lys-

Ac-ala-ala-

Ac-ala-thr-

Ac-ala-ser-phe-ala-glu­
Ac-ala-thr-pro-ser­
Ac-gly-asp-val-glu­
Ac-gly-ser-gly-ile-ala-

Ac-gly-his-phe­
Ac-<Jly-asp-ile­
Ac-gly-

Ac-met-gln-ile-3sp-lys-

Ac-met-as p-ile­
Ac-met-as p-i le-ala -

Ac-thr-ala-leu-lys-asp­
Ac-thr-glu-phe­
Ac-val-thr-leu­
Ac-asp-glu-(tffi:" ,ala)­
Ac-(tyr,leu,phe,ala,glu)-

86 

+l +2 
( 90 ) t ( 70 ) t ( 58 ) t 

+3 +4 +5 +6 
91 ) • ( 92 ) • ( 9 3 ) • ( 81 ) • 
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Es interesante notar que el grupo acetilo N-ter­
minal se encuentra en plantas y animales y que las proteínas 
acetiladas terminan en glicina, alanina, serina y poco fre­
cuentemente en metionina y otros aminoácidos como~ treonina, 
valina y aspártico. 

Mientras que por un lado. se llegó a la conclu­
sión de que la función bioquímica del grupo N-acetilo en las 
proteínas no es significativa, Narita en 1962 ( 90 ) propu­
so la hipótesis de que la síntesis de proteínas en eucario­
tes es iniciada a partir de un aminoácido acetilado, a dife­
rencia del sistema de procariotes en que la formilación del 
ARNt~t parece ser esencial para el proceso de iniciación 
( 84 ). Esta hipótesis es apoyada por algunos hechos como 
son la evidencia de la iniciación con acetil-aminoacil-ARNt 
en sistema libre de células en hígado de rata en el caso de 
síntesis de histonas; la presencia de una peptidil-ARNt-hi­
drolasa ( 95 ), sugiere que puede haber iniciación tanto con 
acil-aminoacil-AR.~t como con ARN~t, pudiendo existir dos 
mecanismos para síntesis de proteÍnas en eucariotes, y que 
la selección la efectúa la célula genéticamente. 

Por lo que respecta a la frecuencia de acetil­
serina como extremo amino de muchas proteínas, se puede con-. 
siderar que existe literatura en la que se menciona que el 
N-acetil-seril-ARNt ocurre naturalmente en homogenados de h! 
gado de rata (y en regeneración) y que puede ser formado aún 
"in vitro" a partir de seril-ARNt y acetil~oA, uniéndose 
primero la serina al ARNt y posterior acetilación del comple­
jo. Este N-acetil-seril-ARNt está involucrado en la inicia­
ción de la síntesis de histonas f2a ( 94 ) • 

La existencia de una actividad enzimática de pep­
tidil -ARNt-hidrolasa unida a ribosomas fijos y libres, con 
amplia actividad hacia 3 de los 4 N-acetil-seril-ARNt de hí­
gado de rata, resolUbles mediante cromatografía en fase re­
versa, hace pensar que al menos una de las 4 entidades men­
cionadas, podr!a desempeñar un papel especial en el citoplas­
ma de nígado de rata ( 95 ),, posiblemente en una forma par­
ticular de iniciación de síntesis de proteínas o bien de de­
terminadas proteínas en organismos eucariotee. 

En el hígado de ratas estimuladas con el comple­
jo hierro-Dextrán durante 4 noras, posterior perfusión del 
hígado durante 15 minutos con mexcla de aminoácidos más se­
rina~l4 y/o acetato-H3 de sodio y extracción del ARNt en 
condiciones óptimas, se ha encontrado una nueva entidad qu_e 
es el N-acetil-seril-ARNt ( 96 ). Por otro lado se na en-
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contrado que la síntesis de apoferritina de hígado de rata 
es estimulada fácilmente con el mismo compleJO y que además 
se inicia con N-acetil-serina. Si correlacionamos estos dos 
óltimoa descubrimientos con el hecho de· que el mecanismo de 
regulación de esta proteína se acerca más al modelo de con­
trol postranscripcional, se puede elaborar una hipótesis de 
que el N-acetil-seril-ARNt desempeña el papel de iniciador 
en la bios!ntesis de esta proteína en particular. 

El campo para demostrar el papel biológico del 
N-acetil-seril-ARNt continOa abierto y un camino a seguir 
sería la identificación de la peptidil-puromicina N-acetila­
da aislada de un sistema libre de células, como el descrito 
por Shafritz ( 97 ) , quien reporta la identificación de fe­
rritina obtenida en reticulocitos de coneJO, dependiente de 
ARNm aislado de polisomas de hígado, también de conejo. 

Con este sistema se podría discriminar entre las 
posibilidades de acetilación de proteínas que presentan este 
grupo bloqueador y que a continuación se describen: 

a) Que esté involucrado directamente el N-acetil­
seril-ARNt, en la iniciación de la síntesis de apoferriti­
na, al igual que el efecto que se le adjudica en la biosín­
tesis de las histonas reportado por Liew et al. ( 94 ). 

b) Que no se encuentre involucrado directamente 
en la iniciación y que la acetilaci6n N-terminal de la apo­
ferritina tenga lugar sobre el ribosoma después de la inicia­
ción de la c~dsna polipeptídica y antes de la terminación de 
la misma, como es el eJemplo des~rito por Strous (70, 98), 
para la síntesis de la cristalina alifa. Igualmente, los re­
portes sobre acetilación de péptidos parecidos a histonas des­
critos por Pestana, en los que la acetilaci6n N-terminal po­
dría deberse a una actividad de acetil-transferasa unida a 
ribosomas de nígado de rata, ( 99 ). 

e) O bien, que en la síntesis de apoferritina 
exista una transpeptidaci6n en ausencia de ribosomas, como 
la descrita por Sofrer, en la que le adJudica esta propie­
dad a una enzima (arginil-ARNt--proteína transferasa) solu­
ble , e n mamíferos, que cataliza la transrerencia de un re­
siduo de arginina del argini l-ARNt a proteínas o péptidos 
aceptares que cumplan con el requisito de la existencia de 
un grupo amino-terminal-áci do como es el ácido glutámi co o 
el 4cido aspártico ( 100 ). 
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Este mismo autor describe para bacteria, la pre­
sencia de una leucil, fenilalanil-ARNt-prote!na transferasa, 
que cataliza la transferencia de estos dos aminoácidos, car­
gados a sus respectivos ARNt, a proteínas o páptidos que co­
mienzan con residuos básicos, como son arginina, lisina y me­
nos específicamente histidina, ( 101 ) • 

El probar estas hipótesis, cualesquiera que sean 
los resultados obtenidos, ayudará a desentrañar el significa­
do de la presencia de la entidad N-acetil-seril-ARNt y su po­
sible papel en la iniciación de la síntesis de la apoferriti­
na de hígado de rata y demás proteínas que comienzan con N­
acetil-serina. 

' 
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V 

CONCLUSIONES 

Hasta la fecha, entre las proteínas cuya función 
es l a de manejar y almacenar el hierro en organismos superio­
res, la apoferritina de bazo de caballa ha sido la más estu­
diada en cuanto a su estructura primaria. 

La estructura correspondiente a la apoferritina 
de hígado de rata no ha sido reportada aún y co'nsiderando la 
importancia que tiene esta proteína y las ventajas que pre­
senta la estimulación de su síntesis, la facilidad de su ais­
lamiento y la disponibilidad de este animal comón en el labo­
ratorio, se utilizaron las técnicas clásicas ya establecidas 
para elucidar su estructura primaria en su extremo amino. 

l.- Para ello se estimularon ratas con el comple­
jo hierro-Dextrán (Hi-Dex), con el cual se redujo a cero la 
mortalidad debida a intóxicación por hierro libre, mortalidad 
que se observó al estimular en un principio con otros comple­
jos comerciales de hierro-Oextrán. 

Mediante la estimulación con hierro se obtúvo un 
rendimiento en el aislamiento de dicha proteína del doble, con 
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respecto al animal normal. 

orden: 
2.- Para la purificación se siguió el siguiente 

a) Calentamiento del hígado homogeneizado a 70º 
durante 10 minutos. Eliminación del precipi­
tado por centrifugación. 

b) Ajuste del pH, primero a 4.8 seguido de una 
centrifugación y posteriormente a 6.5. 

c) Precipitación de la proteína soluble median­
te sulfato de amonio al 50'¡6. 

d) Cromatografía en Sephadex G-200 . 

e) Reducción a apoferriti na mediante hidrosulfi­
to de sodio (ditionita) y quelantes como bi­
piridil y Desferal. 

3.- Se determinaó el grado de pureza mediante 
electroforesis de ºdisco en gel de poliacrilamida y se si­
guió la siguiente secuencia en el análisis de su estructura . 

a) Identificaci~n del aminoácido del extremo NH2 -
terminal por e1 método de Sanger. 

b) Debido al resultado negativo de esta reacción 
se investigó un posible bloqueo. 

c) Se determinó la naturaleza del grupo bloquea­
dor por el método de Phillips: hidracinolisis 
de la proteína total más dinitrofenilaci6n. 
Mediante este método el grupo bloqueador re­
sultó ser un grupo acetilo. 

d) Se comprobó la naturaleza del grupo bloquea­
dor por un segundo método más sensible, que 
es la combinación de la hidracinolisis más 
dansilación posterior. 

e) Se logró la ruptura enzimática de las unio­
nes peptídicas utilizando la mezcla de enzi­
mas denominada Pronasa, con la cua l se obtu­
vieron además de algunos péptidos internos, 
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el correspondiente al inicial bloqueado de la 
proteína. 

f) El residuo ácido obtenido con la hidrólisis 
enzimática anterior, se semipurific6 en una 
columna de lntercambio iónico de Dowex AG50W 
-XS, H+ (10.5 X 2 cm). 

g) Se semipurificó aón más este residuo ácido que 
resultó ser el péptido inicial, {pico I', fig. 
12) mediante UJla segunda cromatografía en Do­
wex AG2-X8, Cl (32 x 0.9 cm) y un gradiente 
de elución de HCl de O a 0.02N. 

h) Se determinó el perfil de elución, mediante 
lectur a de cada fracción eluída de la ólt i ma 
columna a 206 run, resultando este mé t odo más 
efectivo y más limpio que el alterno d e de­
terminación colorimétrica con ninhidri na, an­
tes y después de hidrólisis alcalina. 

4.- Con el péptido puro, así obtenido, se deter­
minó nuevamente la naturaleza ~el grupo bloqueador y con car­
b oxipeptidasa A e hidracinolisis se determinó la secuencia del 
mi smo, y que es la siguiente: N-acetil-seri na -serina -glutami­
na - • 

5.- Es pertinenete ha~er la aclaración, que los 
cálculos efectuados e n e l transcurso de la experimentación 
se hicieron en base a 18,500 daltons como peso molecular de 
la subunidad de apoferritina que consta de 24 subunidades, 
y considerando homogeneidad de la molécula en tanto no se 
pruebe categóricamente lo contrario. Al mismo tiempo es ne­
cesario hacer notar, que la molécula de apoferritina presen­
ta una estabilidad especial hacia los agentes desnaturalizan­
tes, poco usual en las proteínas globulares. El procedimien­
to de desnaturalización de la apoferr itina de hígado de rata , 
durante nuestra experimentación (precipitación con ácido tri­
cloroacético al 5%, más ca~entamiento a ebullición, ver Mate­
riales y Métodos), se consideró suficiente aunque no se deter­
mi nó el porciento de desnaturalización. 

Aón cuando la apoferriti na de bazo de caballo e 
hígado de rata han sido extensivament e estudiadas en lo que 
respecta a su estructura cuaternaria, el campo para su estu­
dio permanece aún amplio y los resultados obtenidos eh el 
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transcurso de esta experimentación podrían ayudar a diluci­
dar algunos aspectos concernientes a la biosíntesis de pro­
teínas como son: 

a) Iniciación de síntesis de proteínas en orga­
nismos superiores. 

b) Participación de ciertos N-acetil-aminoacil­
ARNt en la iniciación de síntesis de proteína 
en organismos superiores. 

c) Mediante la determinación de la secuencia to­
tal ahondar más en la investigación de la ci­
nética de captación y liberación del hierro • 

. d) Confirmación de la hipótesis del mecanismo de 
control postranscripcional de la biosintesis 
de la apoferritina d e hígado d e rata. 

e) Comparación entre las apoferritinas de otras 
especies y comprobación de su evolución bio­
lógica. 
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