UcH-Fc¢
doc-B
S264
O

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS

INFORME DE

TESIS DEBE

APROBACION

DOCTORADO

Se informa a la Comisién de Doctorado de la Facultad de
Ciencias que la Tesis de Doctorado presentada por el Can

didato

CARLOS EDMUNDO SALAS BRAVO

ha sido aprobada por el Comite Informante de Tesis como
requisito de Tesis para el Grado de Doctor en Ciencias
con Mencién en BIOLOGIA en el Examen de Defensa de Tesis
rendido el dfa 21 de Noviembre de 1977.

Dr. Otto Bkllinger
Patrocinante de Tesis

Dr. Tito Ureta
Presidente Comisgién
Informante de Tesis

Dr. Carlos Jerez
Comisién Informante de Tesis

Dra. Catherine Connelly
Comisibén Informante de Tesis

Dr. Arturo Yudelevich
Comisibn Informante de Tesis

#{[//wg&




AGRADECIMIENTOS

Deseo agradecer al Dr. Otto Z. Se-
llinger por su guia a través de este trabajo. De-
seo agradecer al Dr. Robert Schatz y todos los
miembros del grupo del Dr. Sellinger por su ayu-
da ﬁara llevar a cabo este disertacidn.

Finalmente. deseo agradecer la va-

liosa ayuda prestada por mi esposa Myriam.




Tabla de contenidos

Padgina
Seccidn 1 Introduccidn General.......oveweeuenn.. 1
Materiales «iveve e e e et 41

Seccidn 2 Metilacidén hombéloga y heterdloga usan-
do metiltransferasas tRNA cerebral. E-

fecto de la edad y espermidina. Un estu-

B DB VR e« v v s im0 0 B E R 5 e 43
I oRm alela kb Talal o) o R 43
=0 e Y L X= S 45
REBUTTEAGE ¢ cia 515 55 ot o w0 o 5o 2 0 01 oo w00 0t 5 oat &t s w1 ug
DlSCUSI M. v v vttt et et et e e e 86
FELSESH D o o SRR . T gy
Seccidn 3 Separacidén por cromatografia liquida de

alta resolucidn de las bases metiladas

en la transferencia de RNA......uvuv... 96
IntroducCidm. e et i i ittt e e e e e e e 96
I R o7 o R T 99
ResUltadosS e e e eeeeenntteeeereenensnnenns 100
DIl CUS IO ¢t v et v e ettt te et 110




Seccidn U4

Seccidn 5

Seccidn 6

Metilacidén de tRNA de E. coli por
metiltransferasa-Adenina-1 del cere-
bro de la rata y vollimen de neuronas

s I [ 1 = o

ResUltado S . v i v e ittt ettt et e e

| DL R = e G =Gl < s SRR

Estimulacidén de metil-transferasas espe-
cificas tRNA.. . it iiiiriiiiinnannnnns

Un estudio in vivo

INtrodUCCIBme e v it ettt vttt e e nennnns
3 F T o T L
RegUltadESe e o oo o5 65 75 5 5 558w b omesmemnmss
DiSCUSIOM . v v vt eenten s eneeennennesans

TSR IR (5 o N N

Variaciones de la metilacidn de tRNA es-

Tad1add T80 VO : o5 5555 055 5o ewemsmsmem o

INtrodUCCIBne e v v vttt e et e e e e e e e

Pagina

113

113
116
121
137

143

145

145
148
150
157

162

163

163




Pagina

MEtOdOS e v s vsnnonconneronessnnsnenns 165
ResultafeB . s siwssime 0 s 5 Fesmianwsmenm 168
DiSCUSION: ¢t ovvsomencosenonnsncessns 171
REBUMET v v oo v wis v s w6 5 98 s 9§ 565508 mmm 173
CONCLUSIONES o v s s % st sovmsmemsnsnsosas 174

ReferenCias . vve e e e eenenneneennn. 178




Lista de Tablas

Pégina
Tabla 1 Sitios comunes de metilacidn del tRNA
Tabla 2 Cambios con la edad de la distribu-
cidn relativa de guanina 1-[- meti1—14C]
y de guanina. N2 [metil_iqu en el
+RNA metilado homdlogamente............ 73

Tabla 3 Distribucidn de los constituyentes me-
tilados de E. coli después de la metila-

cidén por enzimas de diferentes origenes T4

Tabla u Efecto de la espermidina en la distri-
147 del E.coli tRNA
metilado por metiltransferasas tRNA del

bucidn base [metil™

aihg= il e R R I I N I I 84

Tabla 5 Separacidn de las bases metiladas por
HPLC en Bondapak/C18 ................... 107

Tabla 6 Purificacidn del tRNA-AMT de la corteza

cerebral completa de la rata........... 129
Tabla 7 Inhibicibébn de tRNA-AMT cerebral........ 134

Tabla 8§ Metilacidn de especies individuales
E.ooli tRNA . v ivvmimememvmsmamomswswsw 135

Tabla 9 Comparacidn de la capacidad de metila-
cidn de tRNA metiltransferasa en la cor-
teza cerebral en neuronas corticales

aisladas por tamafic, celulas gliales

y astrocitos cultivadoS..esieeascoaesns 136




Tabla 10

Tabla 11

Tabla 12

Efectos del MSO, bromido de Etidium y
S-adeneosil-L-homocisteina en las metil-

transferasas tRNA cerebrales............

Efecto del MSO in vivo en la capacidad
de las metiltransferasas tRNA cerebra-
les para metilar diferentes tRNAs in

FIETE simis i S i m NI NG iEin s e iy m e

Efecto del MSO in vivo en las metiltrans-

ferasas tRNA cerebrales; cambios en la

distribucidn de bases [metil~ ]

Pagina

151

152




LTISTA DE FIGURAS

Pigina

Figura 1. La estructura en hoja de trebol del

TRNA it ittt it e et et 6

. . i phe

Figura 2. La secuencila nucleotidica de tRNA

de lévadura .v.osweesess I i AT 10
Figura 3. La estructura tridimensional del tRNAphe

de levadura determinada mapas de densidad

o

electrbdnica con una resolucidn de A ........ 11
Figura 4. Esquema de las etapas involucradas en la

BiosTrnitesis de ¥BEA isvssasnsmsnsnswmawasinis 15
Figura 5. El sitio comin de metilacidén del tRNA y

gl gitio especifito ivevisiwsmiwsmiwswaimsois 25
Figura 6. Metilacidn enzimdtica del tRNA de E. coli

como una funcidn de la concentracidn de

PHOTELAE s esws s es ST T T LI 5%
Figura 7. Efecto de espermidina en la metilacidn to

tal ¥ eNdOZENA «vvevevterntnronnsoearonennns 58
Figura 8. Efecto de la ribonucleasa en la metilacidn

ENADEENA v v vt v rentntttaatet et at e 60
Figura 9. Efecto de la pronasa B en la metilacidn

EHADGENE, s e rs s A AR IR IR IR RS R G IR 61
Figura 10. @omatografia MAK de los productos EmeTII-14C]

formado por metilacidn enddgena ............ 63
Figura 11. Cromatografia MAK de los productos

[metil—iqC] formados por metilacidn heterdloga 6U




Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

13.

14.

15,

16.

1%,

18.

19.

20.

21

22.

23.

Cromatografia de intercambio iénico

1y

de los productos [metil-""C] derivados

de una metilacidn hombloga ..vveveerennnnens

Cromatografia de intercambio iénicoc de

~1y

los productos [metil CY derivados de

una metilacidn heterdloga «.veveseronennennn.

Cromatografia bidimensional en capa fina

=i

de las bases [metil "~ 'C] formadas por me

tilanion HomBlofga s:iwscissosssisdnmsmenamnms

Cromatografia bidimensional en capa fina

1

de las bases [metil” qC] formadas por me

tilacibén heterdloga ...... e

Cambios en la metilacidn dependientes de

la edad: efecto de espermidina .............

Cinética de incorporacidn de leucina [ 3]

en aminoacil-tRNA .. vt ittt ittt ettt eennens

Espectro de absorcidn de tRNA cerebrales

Gradiente de centrifugacidn en gradiente

de leucosa de tRNA cerebrales ....eeeeeeeees

Efecto de tRNA cerebrales en la metila-

. P .
cibn eRdOEENAC e s m s s e s n s ar ey .

Cromatografia en DEAE celulosa de produc

tos [meti1“14C] formados por metilacidn

-~
Shgt tari=rn - R e e L I i i TIIYYTY

Cromatografia en DEAE celulosa de produc
.o-1
tos [metil

Efecto de la velocidad de flujo en la se

paracidn de 1-metil adenina y 5-metil ci-

tosina por uBondapak/C18 ...................

4C] formados metilacidn total...

65

66

69

70

71

77

78

79

80

82

83

101 a



Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

24,

25.

26.

27

28.

29.

30.

31.

32,

Reciclaje de una mezcla que contiene

l1-metil adenina y 5-metil CitoSINA eeevoeeensn 101

Separacidn de una mezcla artificial
de 1-metil adenina, 5-metil citosina,
1-metil guanina, 5-metil uracilo y

1-metil hipoxantina por uBondapak/C18 ........ 104

Efecto de fosfato de tetrabutil amonio
(0,005 M) en la separacidn de una mez-
cla de bases metiladas que contienen

1-metil adenina, 5-metil citosina, 1-
metil guanina, 5-metil uracilo y l-me-

11l hipoZantifng svsvsssmswsasssrsnivsmsmewins 105

Separacidn de una mezcla artificial de
2-metil adenina,7-metil guanina, Nz—me-
til guanina y N%—dimetil guanina por

uBondapak/C18 ............................... 106

Separacidén de una mezcla artificial de
citosina, uracilo, guanina y adenina por

uBondapak/C18 ............................... 108

Separacidn de una mezcla de bases metila
das por uBondapak/C18 a una velocidad de
flujo de aproximadamente 2,0 ml/min y a-

proximadamente 2,000 pP.S.1. .«..iciiiiiininns

Curvas de calibracidn para bases metila

LA w5 1 & i e S e wm w e AE w ee w e e B e B 8 8 e e Goe B e

Andlisis de un hidrolizado de tRNA de E.
coli por uBondapak/C18 .......................

Anilisis de un hidrolizado de tRNA [meti1_14C]
de E.poli metilado in vitro usando tRNA metil-

transferasa de corteza cerebral .....cccieenen



Figura 33. Cromatografia de hidroxilapatita esporoi-

dal de tRNA metiltransferasas de cerebro

Figura 34. Cromatografia de hidrokilapatita esporoi
dal de tRNA metiltransferasas de cerebro
" R e o= O U O 124

Figura 35. Cromatografia en Sephodex G-200 de tRNA

de la corteza cerebral total ....cccocceeeeens 125

Figura 36. Cromatografia (HPCL) liquida de alta re-

solucidén de E. coli tRNA, hidrolizado en

uBondapak/C18 ................................ 128
+ ++ ivi
Figura 37. Efecto de NHM’ Mg J. PR &1 da astovided
de: TRNAAMT G e 0 e oo es 508w 908 908 5 8 o0s G0 808 6 8 8998 o = 5 130

Figura 38. Efecto de poliaminas en la actividad del
tRNA-AMT usando volGmen E. coli tRNA......... 131

Figura 39. Plano doble reciproco de metilacidn tRNA
usando tRNA-AMT de perikarya ..c.eeeecosesess 132

Figura 40. Cinética de metilacidn de E. coli tRNAPD®
usando tRNA metiltransferasas en animales

controles y tratados con MSO .......cccuuvue

Figura 41. Efecto de espermidina en la metilacidn de
E. coli tRNA ..ccicinncicssansossocacnocnsnns 153




Lista de abreviaciones

tRNA, ARNt Acido ribonucleico de transferencia
mRNA Acido ribonucleico de transferencia
DNA Acido desoxiribonucleico

rRNA Acido ribonucleico ribosomal

A Adenina

C Citosina

G Guanina

9] Uracilo

ATP Adebosina trifosfato

DEAE Celulosa Celulosa dietilaminoetilo

EDTA Acido etilenodiamina tetracétrico
DNase Desoxiribonucleasa

RNase Ribonucleasa

PPO 2,5 difeniloxazolona

POPOP p-bis [ 2- (5-feniloxazolina)] benzeno
TCA Acido tricloroacetico

Tris=HCL Clorhidrato de Tris-[hidroximelil ]

amino metano

dpm desintegracidn por minuto
cpm computo por minuto
mlA 1-metil-adenina

m-C S5-metil-citosina




m-G 1-metil guanina

mSO 5 metil uracilo

miHy l1-metil hipoxantina

m7G 7 metil guanina

e N°-metil guanina

m2A 2 metil adenina

m%G Ng dimetil guanina

mPA Ns-metil adenina

mgA Ng dimetil adenina

MAK kieselghur y albumina metilada
MASA albumina metilada y &cido

MSO metionina sulfoximina

SAH S-adenosil-homocistoina

SAM S-adenosil-metionina

RPC Fase cromatografia inversa
HPLC Liquido cromatografia de alta resolucidn
DTT ditiotreitol

tRNA-AMT adenina-1tRNA metiltransferasa




RESUMEN

En la primera parte de esta tésis hemos estudiado la ARNt me-
tiltransferasas en corteza cerebral de rata durante el perio
do post natal tamprano. De esta manera, se ha determinado la
existencia de un proceso de metilacidn hombéloga de ARNt al in
cubar la fraccidn sobrenadante (3-18 dias de edad) obtenida
después de una centrifugacidén a alta velocidad sl se agrega
S—adenosil—L—[metU;iQC]nethxﬁha en el medio de incubacién. la metila
cién heterdloga fue determinada de una manera aniloga pero en presencia
de ARNt de E. coli.

Se estudid el efecto de espermidina sobre la metilacidn hombloga
v heterdloga, y, ademis para conocer la especificidad celular de este efec
to, se estudid el proceso de metilacidn heterdloga en cuerpos neuronales
aislados a partir de corteza cerebral de rata.

Posteriormente se describe una técnica réapida y reproducible pa
ra la determinacién y separacién cuantitativa de bases metiladas compenen-
tes del ARNt. Dicha técnica no requiere cambios de tampones o controles de
temperatura que sean demasiados sofisticados. A continuacién se aplica es
ta técnica al estudio de metilacién de ARNt de E. coli.

Mis adelante hemos descrito la purificacidén parcial y caracteri-
zacién de una de las ARNt metiltransferasas presente en la corteza cerebral
de ratas (adenina-1 ARNt-metiltransferasa). Los resultados sugieren que la

enzima cerebral comparte las propiedades descritas para otras ARNt-AMT deri




vadas de otros tejidos. Ademds, la comparacién de la actividad enzimi-
tica en neuronas y glias demostrd valores mds altos para ARNt-AMT en
células neuronales.

Posteriormente, hemos estudiado el efecto del andlogo de me
tionina, metionina sulfoximina (MSO) en la actividad de ARNt-metil-
transferasas.

MSO administrados a ratas de 18 dlas (post natal) produjo
un aumento significativo de la actividad espcificas en las ARNt-metil-
transferasas de cerebro, determinado in vitro en presencia de ARNt
heterdlogo.

El andlisis cromatogréfico del hidrolizado del ARNt mostrd
un aumento significativo en la formacidén de [netil—luC]—N2—Hetil— v
[metil~1uC]— Ng - dimetil guanina producido por la (s) Nz—metil y/o
Ng—dimetil guanina ARNt metiltransferasa (s) cerebral (es) en los a-
nimales tratados con MSO.

Finalemte hemos incluido resultados obtenidos al inyectar
intraventricularmente [metil—3H] metionina para obtener Cmetil ™2H]
ARNt in vivo. El [metil >H] ARNt asi obtenidos fue hidrolizado para

estudiar la distribucién de bases metiladas que forman parte del ARNt

cerebral .




INTRODUCCION

De acuerdo al conocimiento actual lasintesis de diver-
sos tipos de RNA se lleva a cabo, en el nicleo celular; luego
una gran proporcidn de estos RNA migra hacia el citoplasma, si-
tio en que se lleva a cabo la sintesis de proteinas.

Moléculas tales como RNA, proteinas y DNA sufren modifi
caciones de sus sintesis.

A continuacidén, se clasificard el tipo de modificaciones
que ocurre en diversas macromoléculas a nivel celular:

DNA: Glicosilacidn, metilacidn

rRNA: metilacidn

mRNA: metilacidn, capping, poliadelinacidn

pDRNA: metilacién, tiolacidn, isopentenilacidn, reduccidn

Proteinas: metilacidn, acetilacidn, fosforilacidn

Entre estos procesos modificatorios, la metilacidén de tRNA
ha atraido nuestra atencidn y serd el tema de esta tésis.

Sin embargo, seria interesante presentar un breve resimen
del estado del conocimiento actual en relacidn a estructura de tRNA,
su metilacidn y sus aspectos funcionales de la manera que sea posi-
ble 1la informacidn se referirid al sistema nervioso, pero no nos ;
absterndremos de mencionar aquellos hallazgos obtenidos usando sistg'J
mas no neurales cuando se estime conveniente.

La molécula de tRNA se encuentra predominantemente situada |
el la porcidn soluble del citoplasma y equivale aproximadamente a |

un 10-15% del RNA celular total, en tanto, en procariotes como en

existe uno para cada aminodcido. En 1las células

1
eucariotes el nimero exacto de tRNAs no se conoce, pero al menos J
.




de mamiferos, el niimero total de moléculas de tRNA por cé&lu-
la puede llegar a ser 108. La longitud de la cadena polinu-
cleotidica del tRNA varia entre uno y otro, manteniéndose en
un rango de 76 - 85 nucleotidos (1). Tedricamente, las permu
taciones posibles de 80 nucleotidos tRNA daria origen a millo
nes de moléculas de tRNA diferentes; sin embargo, en la prac-

tica, solo existen aproximadamente 60 especies en cada célula.

1.1 Estructura primaria de tRNA

La estructura primaria de varios tRNA se ha determinado

ser
de

incluyendo algunos de origen mamifero tales como tRNA
higado de rata (2). Si tomamos en cuenta el gran nimero de
homologias entre distintos tRNA, podriamos suponer que éstas
moléculas tienen su origen en un ancestro comin que ha evolu-
cionado manteniendo la estructura secundaria y terciaria esen
cial para el rol que desempefia en la sintesis proteica (3, 4).
Las técnicas que utilizan P32 han simplificado la sepa-
vacidén y el andlisis de las secuencias de tRNA y esto explica
el presente estado de conocimiento respecto de la secuencia
de tRNA de procariotes (5). Ademds, varios métodos para la
marcacidén in vitro de oligonucleotidos ha ayudado a elucidar
secuencias de tRNA (6, 7, 8); de esta manera, se conocen en

la actualidad aproximadamente 75 secuencias de tRNAs. Aungue

la mayoria de ellos corresponden a tRNA de procariotes,



recientemente se ha establecido la secuencia de tRNAs de

Neurospora crassa, gérmen de trigo, salmbén, células de po
llo y placenta humana (9); como resultado de ello se ha
demostrado que trya® 3la y tRNATST poseen secuencias 1
dénticas en diversos mamiferos. Esto indica que tal vez
ciertas secuencias de tRNA se han conservado durante la =
volucidn. En conformidad con ello. los tRNA iniciadores de
higado de conejo, gléndula mamaria de oveja, mieloma de
laucha, higado de salmbén y placenta humana, poseen todos
ellos la misma secuencia (7, 8, 10, 11).

Otro rasgo comin en la molécula de tRNA es la gran
cantidad de nucleosidos modificados -resentes en cada molé
cula. Alrededor de 60 nucleosidos modificados se han iden-
tificado hasta ahora en el tRNA, de los cuales 40 se cono-
ce su estructura (12). En general, los nucleosidos modifi-
cados se forman una vez que se haya completado la sintesis
de la cadena polinucleotidica.

La metilacidn es el tipo mds frecuente de modifica-
cidn en el tRNA y ocurre a nivel del polimero, ya sea en la
base o en el residuo glicosidico. La mayoria de las metila-
ciones ocurre en las bases purinicas y/o perimidinicas; asi
ocurre en el tRNA de mamiferos en que solo el 10 - 20% de
la metilacidn ocurre en el residuo de la azficar que el res-
to (80 - 90%) involucra la base.

Si las células se encuentran en una etapa de rapida

divisién y/o crecimiento rdpido a menudo contienen tRNA




hipermetilado. Por ejemplo, la metilacibén de tRNA aumenta en
tre 5 y 10 veces en células cancerosas cuando se compara con
los controles normales (16). Mas alin, en forma general, se ha
establecido que mientras mds evolucionada sea una especie, mas
modificado serda el tRNA que posee (13, 14).

Ademis de las bases metiladas, el tRNA posee otras modi
ficaciones: N - [ N-(9- -D-ribofuranosil-purin-6-il)carbomoill
treonina(t®A) estd presente en E. coli levadura y tRNA de mami
feros. Su ubicacidén junto al anticodon sugiere que puede desem
pefiar un papel en el reconocimiento de los codones que empie-
zan con A (15, 18).

NB—(/_\2 isopentenil)adenina(lBA) se ha detectado en tRNA
de higado de bovino (17), principalmente en la posicidn junto
al terminal 3' del anticodon (12). Aunque su presencia en el
tRNA es casi universal (18), iGA no es esencial para que el
tRNA sea activo en sintesis proteica. Su reemplazo por 1l-metil
guanina no produce una pérdida en la habilidad que posee el
tRNA¢ ala para dirigir la incorporacidn defenilalanina en pro-
teinas usando poly U como mensajero (19), Recientemente, se ha
detectado una actividad enzim&tica en tejido hepatico, la cual
modifica el tRNA removiendo la cadena isopentenilica que posee
el tRNA (20).

Alguna de las adeninas modificadas en el tRNA exhiben
actividades similares a las citoquininas, promoviendo la divi-

si6n celular y la diferenciacidn en plantas (21). La actividad

de las citoquininas aparece como restringida a aquellas espe-




cies de tRNA que reconocen codones que empiezan con U (22).

2-tiocitocina y 5-metilamino-metil-2-tiouraciloc se
encuentran en tRNA de E. coli (23), como asimismo 5,6-dihi-
drouracilo, 4-tiouracilo y 2-tiouracilo-5-acetato metil es-
ter (24, 25).

La deaminacidén de residuos en el tRNA produce inosi-
na [tRNAZTE de E. coli (26), tRNA de levadura en tRNA de hi
gado de rata (27) ; el cambio de la unidén de la ribosa con
la base desde la posicidn 1 a la 5 produciri pseudouracilo
(28); la mas comin de las modificaciones en el tRNA (2, 8
residuos por molécula en tRNA de mamiferos). ELl origen de
pseudouracilo es controversial, ya que algunos argumentan
que su formacidn ocurre en el tRNA como un evento postrans-
cripcional, sin embargo, también hay evidencias que indican
que la modificacidn ocurre durante el crecimiento de la ca-

dena polinucleotidica.

1.2 Estructura secundaria del tRNA

Tal vez una de las caracteristicas mas fascinantes que
posee el tRNA es su capacidad para ser acomodado en una estruc
tura de trebol con enlaces de H entre las bases de las regiones
helicoidales. Esta estructura primeramente propuesta por Holley

(29), ha sido posteriormente confirmada en forma reiterada.
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El rasgo esencial de la estructura lo constituye el do-
blamiento de la cadena polinucleotidica sobre si misma, for -
mando asi regiones de lazos y regiones de doble hélice (bra-
z08) .

La Fig. 1 representa un modelo de la estructura de tra-
bol del tRNA en el cual la molécula contiene tres regiones de
lazo més un lazo variable, conteniendo cada uno de estos lazos
bases no apareadas.

En general, las bases apareadas en las regiones helicoi
dales se mantienen juntas por pares de bases de tipo Watson-
Crick, pero conteniendo excepcionalmente pares de bases G-U.

Los cuatro lazos son: el lazo dihidrouridina (lazo D,
1°); el lazo anticodon (lazo 2°); el lazo variable (lazo 3°)
y el lazo TYC (lazo 4°).

Los brazos aceptor, anticodon y TYC poseen un tamaho
constante en todos los tRNAs, mientras que el D y el brazo
variable cambian en distintos tRNA, explicando asi las dife -
rencias en longitud de las distintas secuencias de tRNA. La
mayoria de los tRNA se pueden clasificar en cuatro grupos, ba
sédndose en el nimero de bases pareadas en el brazo D y en el
nimero de nucleotidos en el lazo variable (30).

La ubicacidn en la secuencia de tRNA de algunas de las
bases modificadas cuya estructura se conoce hasta este momento,

se resumen a continuacidn:



A)

B)

c)

UBICACION DE LAS BASES MODIFICADAS EN LA MOLECULA

DE tRNA (31)

Bases menores ubicadas en la primera posicidn del anticodon
Uracil-5-oxiacético acido

2-tiouracil y sus derivados

Inosina

Base Q

Bases menores ubicadas adyacentes al anticodon

N-6-( -2-isopentenil) adenina y sus derivados

N- N-(9- -D-ribouranosil)purin-6-il carbamoil treonina y
sus derivados

6-metil adenina

2-metil adenina

l-metil guanina

Bases menores ubicadas en otras regiones del tRNA
2-tiocitosina

J-tiouracilo

7-metil guanina




La localizacidn de los nucleosidos modificados en regio
nes especificas del tRNa puede prevenir el pareamiento inco
rrecto de las bases y de esta manera, estabilizar la estruc
tura tridimensional en la molé&cula. Sugestivo de ello es el
hecho que el tRNA contiene varios residuos invariables y se
variables ubicados en la misma posicidn relativa en todas
las moléculas de tRNA. Esto Qiltimo se muestra en la Fig. 2
en la aquellas bases se representan en la estructura cli-

sica de trebol.

1.3. Estructura terciaria del tRNA

La estructura tridimensional del tRNA es de considera-
ble interés, ya que puede entregar la respuesta acerca del
modo de accidn de la molécula. Las técnicas de difraccidn
de rayos X han mostrado que la molécula tiene la forma de u
na L con el anticodon en un extremo de la L y el brazo acep
tor de aminodcidos en el otro extremo (9).

El mapa tridimensional obtenido con una resolucidn de
43 (9) demostrd que el brazo aceptor y el brazo T C son eoli
neares formando una extremidad de la L mientras que la otra
extremidad contiene el brazo D y el brazo del anticodon; sin

embargo, estos dos iltimos no son totalmente colineares (Fig.3).
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El vértice de la molécula muestra un aumento en el des
doblamiento en aquel lugar en que el lazo D cubre el lazo T C.

Las posiciones de los residuos 8 y 13 estln de acuerdo
con los estudios previos de cross-linking del 4-tiouracilo de
la posicidn 8 con las citosina de la posicibdn 13.

Una de las caracteristicas mas interesantes de ia estruc
tura terciaria del tRNa¢S%gde levadura (determina con una reso
lucidn de 3 E) lo constituye la gran cantidad de bases constan
tes, sugiriendo que el tRNA de levadura es un buen modelo
para el estudio de la estructura tridimensional de todas las
secuencias del tRNA (9).

¢Cudl es significado bioldgico de la estructura de tRNA
determinada en su forma cristalina?. Para responder a ello, de
bemos mirar a la estructura del tRNA en solucidn y compararlo
con la forma cristalina. Estos estudios incluyen intercambio de
agua tritiada, modificaciones quimicas, marcacidn fluorescente
y unién de oligonucleotidos a regiones no apareadas, demoatrin
dose un acuerdo con los modelos derivados a partir de difraccidn

de rayos X (32 - 35).
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1.4 Sintesis y procesamiento de tRNA

En la bisqueda de mecanismos responsables por la sinte-
sis de tRNA ha sido de vital importancia el hallazgo de secuen
cias de DNA que codifican la sintesis de tRNA. Asi se ha demos
trado la existencia sw varios genes adyacentes que codifican

para tRNAs especificos; es el caso del gene triplete que con-
tiene tRNABLY2, +tRNATT®O3. v tRNATIT2, transportado por el fa-
go transductor Ah80T (36) y puede expresarse una vez que este
fago infecta E. coli. Mas adelante, se ha establecido que los
genes de tRNA se repiten varias veces en el DNA de organismos
superiores. De este modo, mientras en bacterias existen una &
dos copias de tRNA para cada gene, levaduras poseen de 5 a 7
copias, Drosophila melanogaster posee 13 y las cé&lulas de ma-
miferos aproximadamente 200 (37, 38). Ademds, las técnicas de
hidribizacidn molecular han demostrado considerables devergen
cias entre tRNAs de distintas especies, como asimismo, que los
genes de tRNA se encuentran agrupados en el cromosoma, dejando
espacios intermedios denominados genes espaciadores (39).

La Fig. 4 ilustra los pasos involucrados en la biosinte-
sis de tRNA (40). Las moléculas precursoras de tRNA de mayor
longitud que el tRNA maduro que resultan del proceso de trans-
cripcidén a partir de DNA han sido detectadas en cé&lulas de ma-

miferos (39). Asimismo, se ha establecido que en células de

eucaridtes, éstos tRNAs precursores son rapidamente
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transportados desde el nficleo al citoplasma (1).

De el proceso de maduracidn se conoce muy poco, debido
primariamente a la inestabilidad de los precursores de RNA co-
mo asimismo, de la enzimas que participan en el procesamiento
del precursor. El orden exacto en que estos pasos ocurren tam-
poco se comprende, pero se estima que la vida media del precur
sor de tRNA en células hamster varia entre 12 - 15 minutos (41).

De acuerdo a la Fig. 4, los genes de tRNA son transcritos
dando origen a precursores de RNA mids largos, los cuales después
de procesados dan origan a un tRNA maduro. Coetaneo con este pro
cesamiento de los precursores de tRNA, modificacione selectivas
ocurren a nivel de los nucleosidos dando dando asi origen a un
tRNA funcional.

La evidencia electroforética ha sugerido que la diferencia
en tamafic entre tRNA precursor y el maduro debe ser entre 20 y
30 nucleotidos (42, 43). Los andlisis de sedimentacidn del tRNA
precursor de células hamster demostrd que posee un coeficiente
de sedimentacidn de 4.8 S mientras que el tRNA maduro posee un
coeficiente de sedimentacidn de 3.8 S (41). Otra peculiaridad
del tRNA precursor aislado de células hamster es su grado de hi
pometilacidn, si se compara con el tRNA madurc, confirmando asi
observaciones previas que indican una ausencia de incorporacién
de 1L’lC—me’cil en la regidn en la regidn de sedimentacidn 5S y

que solo un nivel de incorporacidn reducido ocurre en la regidn

del tRNA correspondiente al precursor (41).
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Alguna evidencia electroforética adicional ha sugerido
que el tRNA precursor puede procesarse de tal manera que migra
junto con el tRNA U4S en geles de poliacrilamida, pero sin es-
tar completamente mitilado; este hecho puede ser interpretado
como que el substrato principal para las tRNA metiltransfera-

sas es RNA ‘4S en vez de precursor de tRNA (41).

1.5. Metilacidn de tRNA

Las modificaciones del tRNA deben afectar su superestruc
tura, afectando asi las funciones de estas moléculas. Los gru-
por metilos son residuos hidrofébicos con propiedades nucleofi-
licas cuyos afectos estéricos cambian la distribucidn electrd-
nica y la capacidad de interaccidn antre las bases purinicas y
pirimidinicas del tRNA.

La metilacidén de tRNA puede ocurrir por la insercidn de
1 & 2 grupos metilos en el nlicleo heterociclico de cualquiera
de las 4 bases principales, o por adicidn al grupo 2'OH del re
siduo ribosa como es el caso de la 2'-0 metil guanina.

La molécula donadora para esta reaccidn de metilacidn es
S-adenosil-L-metionina, la cual se sintetiza a partir de L-me-
tionina y ATP; pero al menos se ha encontrado una excepcidn a

esta regla y ocurre en la formacidn de 5-metil en Bacillus sub-

tilis y Streptococcus faecalis en los cuales la molécula dona-

dora de grupos metilos es metil-tetrahidrofolato (44 - 47).
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El estudio de la metilacidn de tRNA se usan generalmen
te dos tipos de enfoque: se puede investigar el acto de metila
cidn in vitro aislando y caracterizando las enzimas que juegan
un rol en el proceso usando para ello un sustrato heterdlogo
(E. coli tRNA), o se puede estudiar la distribucidn de la meti
lacidn en las moléculas de tRNA tal como ocurren in vivo si se
inyecta metionina radiocactiva (48).

Una caracteristica interesante acerca de la metilacidn,
es que un tRNA especifico una base puede o no estar metilada,
pero que cuando la metilacidn ocurre, afecta todas las molécu-
las de tRNA de esa misma especie.

Como lo mencionamos anteriormente, mientras més alto un
organismo se encuentra en la escala filogenética, mas metilado
es el tRNA que posee. Por ejemplo, el tRNA de Micoplasma (el
organismo mds pequefio libre viviente), contiene menos de un 3%
de tRNA metilado, el tRNA de E. coli contiene un 3% de bases
metiladas, mientras que en células de aucariotes, 10% de las
bases se hayan metiladas (49, 50). Del mismo modo, el tRNA cito
plasmdtico en mamiferos tiene un mayor contenido de bases meti-
ladas que el tRNA bacteriano (49).

Sin embargo, existen excepciones a esta norma, este es el
caso de S5-metil uracilo, cuya distribucidn en cerebro de rata,

higado y miisculo es menor que la que existe en sistema bacteria

no (49).
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Para explicar este fendmeno, Roe y cols. (51) propuso
un mecanismo que operaria mas efectivamenté en células de ma-
miferos, por medio del cual 5-metil citosina en/o adyacente
al lazo menor de ciertos tRNA regularia la cantidad de 5 metil
uracilo presente en la molécula de tRNA controlando de esta ma
era la actividad de la 5-metil-uracilo-tRNA metiltransferasa.

Esta i1dea sugiere que existen diferencias cuantitativas
y cualitativas entre los residuos metilados del tRNA en cé&lu-
las procariotes y eucariotes.

Como un ejemplo de ello, tRNA de eucariotes contiene
5 metil citosina y Ng dimetil guanina, las que estdn ausentes
en tRNA de procariotes; pero, que en cambio los sistemas de
procariotes poseen 2-metil adenina la cual no ha sido detecta

da en tRNA citoplasmitico de eucariotes (52).

1.6 Las tRNA metiltransferasas

Las enzimas responsables por la metilacidén de tRNA for-
man el grupo de las llamadas S-adenosilmetionina-tRNA-metiltrans
ferasas (EC.2.1.1.29-36), generalmente llamadas metiltransfera-
sas.

Su presencia se ha determinado en todos los organismos
hasta ahora estudiados, pero no hay clara evidencia si estas

enzimasson codificads por los bacteribéfagos después que ellos

infectan bacterias (53). Al menos una enzima, la
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Nz—metil guanina-tRNA metiltransferasa ha sido detectada en
relacidén con el virus de avian mieloblastosis (54).

De acuerdo a Klagsbrun (55) y Dubois (56), hay un cier
to grado de compartamentalizacidn en las funciones de estas
enzimas como se demuestra con las diferencias encontradas en
la metilacidn de tRNAs E. coli y tRNA®®P de levadura in vitro
usando extractos mitocondriales y citoplasmidticos de cé&lulas
Hela y P. vulgaris vrespectivamente. Los resultados obteni-
dos por Klagsbrun indican que la adenina-2-metiltransferasa
es mitocondrial, mientras que la guanina-2 tRNA-dimetiltransfe
rasa se encuentra en la fraccidn soluble del citoplasma. Ya
que 2-metil adenina se encuentra normalmente en procariotes pe
ro estd ausente en los tRNA citoplasmiticos de eucariotes, en-
contradndose en cambio en mitocondrias, apoya la teoria que la
mitocondria ha evolucionado a partir de cé&lulas de procario-
tes (55).

Aunque algunos resultados han demostrado la presencia de
tRNA metiltransferasas en el nlicleo y, particularmente en el
nucléolo (57, 58), la mayoria de las enzimas estudiadas se han
encontrado en el sobrenadante de alta velocidad (104,000 x g,
1 hr). Se supone por lo tanto, que las tRNA metiltransferasas
son enzimas citoplasmiaticas, aln cuando al usar solventes no
acuosos para su aislamiento (57), la mayoria de la actividad

se encuentra en asociacidn con el nlicleo (57).
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Recientemente, Agris y cols (59), ha estudiado la dis -
tribucidén sub-celular de las tRNA metiltransferasas encontrédn
dose que la actividad se localiza entre las fracciones microso
mal y post-ribosomal.

La purificacidn de las tRNA metiltransferasa, ha sido
dificil debido a su inestabilidad, su baja concentracidn de
entre las proteinas celulares y también porque la deteccidn

de su actividad implica un tratamiento laborioso
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A pesar de esas dificultades se ha logrado la
purificacidén parcial de alguna tRNA metiltransferasas a
partir de diferentes organismos. Es en organismos inferio-
res donde se ha llevado a cabo la mayoria de los avances,

6 actividades cataliticas diferentes se han reconocido,
separado y purificado con é&xito (60)

En levadura (61) se han detectado 2 guanina-1-
+RNA metiltransferasa, las cuales probablemente metilan re-
siduos en dos posiciones diferente de la molecula del tRNA;
un trabajo mds reciente describe la purificacidén (1000 veces)
de la 7-metil guanina-tRNA- metiltransferasa a partir de cé-
lulas E. coli. usando para ello cromatografias sefarosa uni-
da a tRNA (62)

Mis frecuentemente se ha intentado la separacidn
de estas enzimas a partir de organismos superiores, Chan vy
Fraser (63) han descrito la purificacidén (12 veces) de la
guanina—Ng— tRNA-dimetiltransferasa a partir de Ehrlich asci-
tes, y mas recientemente Glick y colaboradores (64) llevaron
a cabo la purificacidn parcial y la descripcidn de algunas de
las propiedades de la adenina-1-tRNA-metiltransferasa y una
guanina-2-tRNA metiltransferasa, derivado de higado de rata.

Adem&s se ha publicado una revisidén extanstiva de

los procedimientos para purificacidn parcial de las tRNA
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metiltransferasa (65)

1.6.1. S-adenosil-meteanina y tRNA metiltransferasa

Las reacciones en las cuales S-adenosil-L-metia-
nina sirve como donador de grupos metilos han sido extensi-
vamente estudiadas. Se han llevado a cabo sustituciones par-
ciales dentro de la molécula para saber si hay requisitos
minimos que ella debe cumplir en interaccidn con las metil-
transferasas. Aunque solo una de las esteroisdmeras del idén
sulfanina perteneciente a la S-adenosil-L-metionina es reco-
nocido por la enzima, el &tomo de asufre no es esencial en
la molécula para su reconocimiento por la enzima, ya que
puede ser reemplazado por selenio sin perder la molécula
sus propiedades metil donadoras (66). Por otra parte, el
grupo amino secundario de la metionina perteneciente a S-
adenosil-L-metionina es esencial para su reconocimiento por
la enzima (66) . La deaminacidn de adenosina o la decarboxi-
lacidn de las metianinas en la molécula de S-adenosil-L-
metianina, demostraron ser esenciales para la actividad de
algunas metiltransferasas (66)

Alternativamente se ha encontrado que animales

tratados con L-ationina son capaces de producir S-adenosil-

L-etionina y que los grupos etilos pueden ser especificamente
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incorporadas en el tRNA. Sin embargo, no es clave hasta el
momento si S-adenosil-L-ationina es el intermediario activo
en la etilacidén de tRNA ya que las tRNA metiltransferasas
de higado de rata y bacterianas son incapaces de transfe-
rir el residuo etilo desde la S-adenosil-L-ationina a tRNA
in vitro (67)

En un trabajo més reciente Pegg (68) demostrd
que la S-adenosil—L—et&onina (0,5- 2,5 mM) procedia un
efecto inhibitorio en la metilacidn de tRNA E. coli in vitro
con las enzimas de higado de rata. Mas significativamente
ain, se ha demostrado que animales tratados con D,L-etionina
poseen una poblacidh de tRNAs submetiladas en el higado, co-
sa que quedo demostrada por la capacidad que poseen todas
TRNA para aceptar grupos metiles in vitro al incubarse con
enzimas derivadas de animales normales (69-72).

En términos de la especificidad de la molécula
aceptora (tRNA), es sabido que las mononucleosidos, ribonu-
cleosidos sintéticos, DNA y rRNA no actllan como substratos
para la tRNA metiltransferasa aunque se sabe que ciertas
RNA virales de plantas (Virus del mosaico del tabaco) pue-
den ser metiladas por tRNA metiltransferasas de E. coli (73).
La inhibicidn de la metilacidn por andlogas de tRNA no se

conoce muy bien, sin embargo se ha desscrito, que algunas
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ribopolinucleotidos, como poli-inosina inhiben las tRNA
metiltransferasa de Novikoff hepatoma de uha manera no
competitiva.. (74).

La inhibicidn de las tRNA metiltransferasa por
medio de la S-adenosil-L-homecisteina y sus anidlogos, como
asimismo los efectos de los iones y poliaminas sobre las

enzimas serin discutidas posteriormente.

1.6.2 tRNA metiltransferasas y sus sitios de

reconocimiento.

Las tRNA metiltransferasas son enzimas con carac-
teristicas Gnica, ellas son bases especificas, especies espe-
cificas y b6rganos especificos. Asi, de esta manera, la meti-
lacidn heterdloga, por medio de una enzima de cierta espe-
cie requiere generalmente una tRNA derivado de un organismo
menos evolucionado o el tRNA del mismo organismo peroc de un
drgano diferente.

El reconocimiento entre la enzima y el tRNA pare-
cen involucrar secuencias especificas de nucleotidas y una
conformacidn espacial especifica de la molécula de tRNA (75,
76). Pareciera ser que tanto la estructura primaria, secun-

daria y terciaria de la estructura de tRNA son esenciales
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para la metilacidn ya que cuando fragmentos de tRNA fmet’

equivalentes en longitud al 75% de la molécula intacta
fueron incubados con adenina-1-tRNA metiltransferasa, so-
lo el nivel de metilacidn ha alcanzado o en el minimo, en
la posicidn en que habria ocurrido en la molécula de tRNA
intacta (77). La adicibén del fragmento complementario del
tRNA devolvid los niveles de metilacidn normales (77).

Nau (78) comparé una variedad de secuencias de
tRNA en busca de analogias en el sitio de metilacidn (Hay
que destacar que para establecer una comparacidn valida,
la secuencia de tRNA deben alinearse compensando las dife-
rencias en tamafioc del brazo adicional, la vuelta dihidro-
uridina y la vuelta variable). La Fig. 5 muestra las ana-
logias encontradas.

Como resultado de este estudio, se pueden ca-
racterizar dos tipos de sitios de metilacidn; los ditios
de metilacidn comlin, que corresponden a posiciones en la
estructura de tRNA en que se encuentra la base metilada
en muchas tRNA de diferentes especies (Tabla 1)

Los sitios especificos de metilacidn los cuales
pueden estar formados por bases metiladas diferentes o al-

gln otro tipo de modificacidn en las bases, la mayoria de

las cuales se ubican en el lazo anticodon (Fig. 5).
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Las tRNA metiltransferasas responsables por
las metilaciones en los sitios comunes, posee una especi-
ficidad swmilar o identica en la mayoria de los organismos
y asi parecen constituir un grupo de enzimas las cuales
deben haber aparecido tempranamente durante la evolucidn,
algunas de ellas en procariotes y aucariotes.

Las tRNA metiltransferasas responsables por las
metilaciones especificas varian marcadamente de un organismo
a otro y su sitio de reconocimiento en las secuencias de
tRNA ocurre en unos pocos tRNA. Pareciera ademds que este
grupo de enzima ha evolucionado de manera paralela con los

tRNA con los cuales actla.

1.7 Isocaceptores en el Cerebro

Existe un gran grado de variedad en la distri-
bucibén de las tRNA isoaceptores de entre las diferentes es-
pecies animales, como asimismo dentro de les tejidos co-
mo también dentro de una misma cé&lula (compartimento cito-
plasmatico versus mitocondrial) (79,84).

La cromatografia de columna ha demostrado ser el
método de excepcidn para la separacidn y caracterizacidn

de tRNA isoaceptores.
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Asi, Melchers y Zachau (85) lograron la sepa-
racibén parcial de 2 tRNA isoaceptores sernina a partir de
tejido hepético‘usando para ello alblmina metilada Kiesel-
ghur (MAK), mientras que Stern y Littauer (86) utilizan-
do columna de alblmina metilada de &dcido (MASA) separaron
con éxito U4 especies 1socaceptoras de tRNA fenil alanina.

Otro método para la determinacidn de especies
de tRNA isoaceptoras consiste en la digestidén de una pobla-
cidn de aminoacil tRNA radioactivos en el amino &cido con
RNA asa TQ’ seguido por cromatografia en columnas DEAE ce-
lulosa, separandose asi las polinucleotidas radioactivas,
cuto nimero refleja en N° de especies isocaceptoras presen-
tes en la poblacibén escogida.

Refinamentos posteriores en la naturaleza del
medio sélido soporte para facilitar la separacidn cromato-
grafica de la tRNA isoaceptores se llevo a cabo con é&xito
(88-90).

En mi opinidn, sin ambargo, de entre los avances
logrados la cromatografia de fase reversa (RPC) es la he-
rramienta mis prdctica para este proposito. RPC fue desarro-
llada originalmente por Kelmers y colaboradores en los la-
boratorios Oak Ridgers National (91,91,93), el sistema RPC

consiste en un soporte inerte de Kieselfuhr, recubierto

con una base cuaternaria de amonio hidrofdébica, la cual
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representa la fase estacionaria y a través de la cual se
hace pasar una solucidn tampdén acuoso (fase mdvil) con el
objeto de desarrollar el cromatograma. Avances posteriores
han permitido la creacidn de RPC -5 en la cual la fase es-
tacionaria consiste de una particula de 10 de diametro,
consistente en policlorotrifluoroetileno, recubierta con
cloruro de triotilfenilamonio (93). El sistema RPC-5 se

usa actualmente a nivel preparativo (93) y a nivel analitico
( 94) Recientemente ha sido utilizado en conjuncidn con
una variedad de otros procedimientos para permitir la pre-
paracidn de cantidades de tRNA a partir de placen-
ta humana o higado (95) y cantidades (ing) de especie de
TRNA especifico de placenta humana (96). La mayoria de estos
procedimientos se han utilizado para demostrar la presencia
de tRNA isoaceptores en cerebro. Hatfield y Portugal (80)
de,ostraron la presencia de 6 tRNA sernina isoaceptores en
cerebro de vacuno usando el sistema de cromatografia RPC,
mientras que Frazer y Yang (97), por medio del sistema RPC-
2 demostraron la presencia de isoaceptores por medio de
arginina, aspartato, histidina, leusina, lisina y serina

en cerebros de ratones jovenes y adultos. M3as recientemente
Murthy y colaboradores (98, 99) han utilizado RPC-5 para

cararterizar 2 tRNA glu, 3 tRNA flutamina, 3 tRNA asparli-

co y 1 tRNA asparpina en cerebro de ternero.
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En forma similar la cromatografia MAK fue uti-
lizada por Kaplan y Colab (100) para determinar la presen-
cia de tRNA isoaceptores en cerebro de pez dorado, en tan-
to que De Leon, Yang y Sirlin (101) utilizaron el sistema
RPC-5 para demostrar una diferencia significativa en 1los
perfiles de los isoaceptores tRNA histidina derivadas de
cerebro al compararse con el de otros drganos.

Finalmente, RPC-5 se ha utilizado de manera
exitosa para demostrar la presencia de 5 tRNA isoaceptores
glicina, 4 arginina, lisina, metionina y valina 3para alani-
na y una para prolina en los cerebros de embridn de pollo
de 17 aias (8u4).

La distribucidn intracelular de tRNA isoaceptores
ha sido comparada en cerebro de ternero por medio de la RCP-
5. Los perfiles de tRNA citoplasmatico revelaron la presen-
cia de 5 aceptores tRNA isoaceptores glut@nicos mientras que
en la fraccidn mitocondrial se encontraron solamente 3 de

ellos. (102)

1.8 FUNCION BIOLOGICA DEL tRNA.

La funcidn bioldgica conocida méds importante del
tRNA se lleva a cabo durante el proceso de sintesis protéica;

es alli donde el tRNA juega un rol a nivel translacional trans

mitiendo el mensaje de las cadenas polinucleotidica a la
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cadena polipeptidica. Su interaccidén en el ribosoma con
tRNA mensajero y los otros factores que participan en

la sintesis protéica hacen posible la sintesis de una ca-
dena polipeptidica. Cierta evidencia que muestra la par-
ticipacidén del tRNA en la regulacién de sintesis protéi-
ca y asimismo en otros procesos celulares ha sido demos-
trada por cierto tiempo (103).

La etapa inicial en la sintesis protéica es la
aminoacidacidn especifica del tRNA llevada a cabo por 20
tRNA aminoacil sintetasas especifica para cada membrana.
Estas enzimas utilizan tRNA isoaceptores como sustrato
requiriendo también ATP y magnesio para la activacidn del
aminodcido antes de ser transferido al extremo 3' CCA de
la molécula. E1 aminoacil tRNA sintetizado es transporta-
do al ribosoma inhibe al factor EF-Tu en procariotes o al
factor EF1 en aucariotes. Durante este proceso el tRNA in-
teractia con una variedad ribosomales antes de ser relevado
dl ribosoma una vez que el amino dcido ha sido transferido
a la cadena polipeptidica en crecimiento (104).

Ademé&s de su bien conocido roo aceptor de amino-
dcido participante en sintesis prptéica, tRNA parece inter-
venir en la regulacién de la sintesis prptéica en las célu-
las especializadas que producen grandes cantidades de una

proteina en particular o alternativamente celulas que mues-

tran tal tendencia bajo circunstancias especiales durante
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su ciclo de vida.

Un ejemplo es el caso del tRNA aceptor de*me-
tianina, aislado a partir de dos estados fisiocldgicos di-
ferentes durante el desarrdllo de la glandula de seda pos-

terior en el gusano de seda Mombyx Mosi (105).

En tRNA metianina en cada estado fisioldgico
fue fraccionado en dos especies isoaceptoras; la cantidad
determinada por glandulas de una de las especies (especie
formidable) aumentd 12 veces durante la diferenciacidén glan-
dular (105). Ya que metionina no forma parte de la protel-
na de la seda (fibroina), el aumento de tRNA iscaceptor re-
fleja la incrementacidn de la sintesis general de proteinas
durante el estado de un desarrollo examinado.

Se estima que para llevar a cabo la sintesis de
fibroina, tRNA debe sintetizarse en grandes cantidades, de
manera que las proporciones relativas en las especier de
tRNA disponibles coincidan con la fecuencia de cadenas exis-
tentes en tRNA incusafero de fibroina. Respecto a esto se
ha demostrado que los niveles de tRNA aminoaciladas con glici-
na y alamina, los mayores componentes aminoacidico de la pro-
teina fibroina aumentaron 30 veces durante la transicidn
glandular para la produccidn de fibroina, mientras los nive-

les de otra tRNA aminoaciladas permanecieron significativa-

mente mas bajo (106).
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No obstante que la evidencia para el rol regula-
torio del tRNA surge de una variedad de sistemas bioldgicos,
la aparicidn de una hipdtesis unificada que sostiene que un
tejido determinado las cantidades relativas de cada tRNA
libre o acilado estén en proporcidn directa a la composi-
cibén aminoacidica de las proteinas sintetizadas en este teji-
do.
Evidencias en favor de esta nocién han sido deri-
vadas principalmente de: el anadlisis de los cambios cuali-
tativos (107) y cuantitativos (108, 109) que ocurren en la
distribucidn de tRNA libres y de sus isoaceptores durante
el desarrollo y la diferenciacidn de tales tejidos especia-
lizado ©
b) de estudios en las cuales la sintesis de proteinas espe-
cializadas dependid o fue regulada por la cantidad re-
lativa de tRNA aceptores para un aminodcido especifico
encontrados en proteina predominante en una proteina
(110, 111, 112)

c) Del conocimiento del efecto producido por una modifica-
cidén particular en la estructura del tRNA en performance
en cualquiera de sus etapas en que participa en la sinte-

sis protéica (113, 114, 115).
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1.8.1 tRNA v su efecto en la sintesis de DNA

La enzima transcriptasa reversa se ha encontrado en
algunas variedades de virus que son capaces de sintetizar
DNA usando como templado RNA.

Rous sarcoma virus el causante de ciertos tumores si
milares a sarcoma en pollo, parece utilizar un tRNA celular
como "primer" para la sintesis de su DNA en una reaccidn cata
lizada por la enzima transcriptasa reversa. Mas afin, se ha de
terminado en la enzima transcriptasa reversa de AVIAN mielo-
blastosis usa tRNA triptofano, en tanto que el virus de leuce
mia muriney gue usa +RNAPTC como producto de partida para la
sintesis de tRNA respectivamente (116, 117). Ademds, una varie
dad de virus de planta que contiene en el extremo 3' de sus mo
léculas, similan al tRNA y que puede ser amincacilado una vez
que se incuba con aminoacil-tRNA- sintetasa (118).

Recientes estudios también demuestran que la enzima trans
criptasa reversa posee una fuerte afinidad del tRNA y que la inhi
bicidn de la transcripcidn reversa de 60-S-AMV-RNA por medio de
AMV transcriptasa reversa ocurre si el tRNA de E. coli se encuen

tra en la mezcla de incubacidn (119).
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1.8.2 Control metabdlico de tRNA

En los Ultimos afios varios ejemplos han aparecido que
demuestran un control metabdlico mediado por el tRNA.

En E. coli una disminucidn en la velocidad de acila-
cibénde metionil tRNA inducida por metionil adenilada que acom
pafiada por una induccidn especifica de la formacidn de aminoa

cil tRNAMET

sintetasa (120, 121). Es asil, como los niveles de
metionil tRNA regulan la sintesis de novo de la enzima aminoa
cil tRNA sintetasa.

tRNA desempefia un rol en algunos mecanismos sSopresivo
que tiene lugar en ciertas mutaciones. Tal es el caso en la
mutacién vermelidn, la cual se caracteriza fenotipicamente

por la ausencia de un pigmento café en el ojo de la Drosophi-

la Melanogaster. La deficiencia bioquimica se ve reflejada en

una disminucidn de la actividad de la triptofan pirrolasa
(122, 123) y la presencia de un tRNAtyr isoaceptor parecie-
ra correlacionarse con la deficiencia enzimatica. La cepa mu-
tante supresosa deficiente en esta especie isoaceptora, ve
restaurada la actividad enzimdtica ausente en la cepa supre-
sosa (122, 123).

En sistemas de procariotes se ha evidenciado la partici
pacidn de tRNA en supresosa sin sentido dependientes de la tem
peratura, supresosas errdneas y supresosas externas. En la

mayoria de estos casos el gen que codificaba originalmente es
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una de las especies de tRNA ha imitado dando origen a una

molécula con diferentes propiedades modificantes (124).

Finalmente, se ha acumulado evidencia que indica

que en algunos casos los aminoacil-tRNA-sintetasas parti-

cipan en la represidn en la via biosintética del aminod-

cido especifico que reconocen en la reaccidn de aminoace-

lacidn (125).

cambilos

Ciertas estadas fisioldgicas se caracterizan por

en las especies de tRNA, pero sin saber exacta-

mente la naturaleza de los efectos de estos cambios en el

metabolismo celular.

a)

b)

Daremos a continuacidn algunos ejemplos:

En células normales o neoplésticas existen varias

especiles 1isoceplasas de tRNAlyS.

Una de ellas,

ly52 - . . g
tRNA se encuentra en las células en divisidn,
pero estd ausente en las células en estado prolifera
tivo (109).

Diferentes especies isoceptosas caracterizan los esta

dos de germinacidn y crecimiento del loufe Neurosposa

Crassa (126): el citoplasma de la conidia contiene

e o -
2 especies de tRNAPD® (trnaPPel  tryaPhe?). mientras

que el citoplasma del enicelio tiene solo un tRNAphe

cuando el conidio se incuba en un medioc que permite la
germinacidn y el crecimiento la especie menor desapare

ce en un plazo de 3 hrs. Se ha sugerido que la desapa-

phe2

ricidn rapida de la especie tRNA que se observa

in vivo puede ser el resultado de la accidn de algu-
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na nucleasa.

Varios grupos se han interesado en el estudio de 1la
base Y, un derivado triciclico imidasol de la gua-

nina. Algunos estados anormales en Nicotiana Tabacum

se caracterizan por la presencia de un isoaceptor ex
phe . sl o 5

tra tRNA (127). Un trabajo preliminar sostiene

que una de las especilies isoaceptoras no posee la base
Y, mientras que la otra especie isocaceptora al perder
la base Y por un tratamiento quimico cambia su conduc
ta cromatografica coincidiendo entonces con la especie
que carece de dicha modificacidm. Asimismo, se ha de-

mostrado la ausencia de base Y en el tRNAphe

de hepa
toma en contra posicidn a lo que ocurre en el tRNAPHE

de higado natural el cual contiene la modifiacidn (114).
Sin embargo, el tRNAphe de hepatoma conserva su habili-
dad para traducir el polinucledtido poli-U en un siste
ma que contiene ribosomas y otros factores indispensa-
bles para la sintesis proteica, ademds se ha demostrado
que la presencia de la base Y no es un requisito para el

reconocimiento especifico tRNAPDE

por la aminoacil
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La cantidad de ¥Y6a presente en el tRNA serina cambia
en el higado de sevino desde el estado embridnico al
estado adulto. (17, 129).

Aparentemente, en el tejido embridnico solo uno de los

3 isoaceptores serina contiene Y6a.

Recientemente, se demostrd que tRNA isolencina de E. coli

el cual se crece bajo concentraciones subdptimas treonina

6a

contiene menos del 50% de un nucleosido modificado t
derivado a partir de la trionina, comparado con E. coli
que crece bajo condiciones naturales (115). Los dos ti-
pos de tRNA poseen idéntica habilidad para aminoacilarse,
paea aceptar el grupo 3' terminal CCA y para formar el
complejo tRNA isolensina-TU-GTP, sin embargo el tRNA de-

ficiente en tBA, mostrd una menor deficiencia que el

tRNA normal en su unidédn ribosoma.
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1.8.3 Funciones misceldneas del tRNA

Hay una serie de reacciones en las que no participan
los ribosomas y por medio de las cuales aminoacil tRNA sirve
como donador de grupos aminoicidos.

Las enzimas que catalizan estas reacciones, aminoacil
tRNA proteina transferasas, estidn vastamente distribuidas en
bacterias y mamiferos, ellas catalizan la transferencia del
residuo aminodcido desde el tRNA al grupo amino terminal de
proteinas determinadas o de ciertos péptidos aceptores (130).
Otro grupo de estas enzimas cataliza la formacidn de aminoacil
ésteres de fosfatidil glicerol que ocurre en ciertas bacte—
rias (131).

Un tercer grupo de enzimas (aminoacil-tRNA-N-acetilmura-
mil-pentapéptido transferasas) utilizan un aceptor cuya estruc
tura contiene una azlcar sustituida. Estas enzimas catalizan
la transferencia del residuo aminoicido desde el tRNA al grupo
g-amino de la lisina en la cadena peptapéptida que forma parte
de la pared bacteriana (132).

En el péptidoglican de la pared celular de Staphilacoccus

aureus, el puente formado por los péptidos es pentaglicina,

mientras que en el Staphylococcus epidermis los residuocs de gli

cina y serina se han detectado, Para ambos, glicil tRNAs de 8.

aureus (133) y siril-tRNAs de §. epidermis (134).




40

varias especies isoaceptoras han sido aisladas, todas ellas
funcionan en la sintesis del péptidoglican pero en cada caso
una de las especies no participa en la sintesis proteica.

La especie de tRNA glicina de S. epidermidis, la cual

participa en la sintesis de péptidoglican pero no participa
en la sintesis proteica, contiene solo un residuo modificado

que no corresponde a un nucleosido metilado (135).
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MATERIALES

La fuente de materiales fue la siguiente: L—[metil—SH}
metionina (actividad especifica 5 Ci/mmol) fue obtenida de

1y

Amersham Corp. (Arlington, Hts., IL) S-adenosil-L-[metil-~"C]

metionina (actividad especifica 46 mCi/mmol) fue de Research

Products International (Elkhart, IN); S~adenosi1—L~[metil—1u

]
metionina (actividad especifica 57 mCi/mmol), lgH]leucina
(@actividad especifica 100 Ci/mmol) de New England Nuclear,
(Boston, MA); DEAE-celulosa tipo 52 (microgranular), de Reeve
Angel Co. (Clifton, NJ); placas de celulosa con recubrimiento
fluorescente indicador N° 6065 de Eastman Kodak Co. (Rochester,
NY); ribonucleasa pancreatica de Worthington Co. (Freehold,
NJ); dcido trifluoroacético, de Matheson, Coleman & Bell

(East Rutherford, NJ); (para simplificar y como norma general,
los nombres de las ciudades y las iniciales que corresponden

a los estados, se mantienen como la versidn en inglés, asimis

mo los paréntesis y los nlmeros super o escritos bajo la 1i-

nea. Lo mismo es vdlido para las compafilas o laboratorios
que producen los compuestos. Lo Gnico que se traduce al es-
pafiol es el nombre especifico del compuesto). Fosfato mono-

badsico de amonio, DJJ Baker (Phillisburg, NJ); Dowex-50-X8
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(200 - %00 mesh) (H') resina de intercambio idnico de Bio-
Rad Laboratories (Richmond, CA); pronasa grado B de Calbiochem
(Los Angeles, CA); L-metionina-dl-sulfiximina de Sigma Chem.
Co. (St. Louis, MO); acrilamida, bis-acrilamida, N, N, N',
N',-tetrametilenetilendiamina (TEMED) y amonio persulfato de
Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA); hidroxilapatita esferoi
dal, de Gallard Schlesinger (Carla Place, NJ); S-adenosil-L-
homocisteina y sus andlogos de Sefochem Fine Chemicals (Jor-
dan Valleys, Israel); espermidia fosfato, de Sigma Chem. Co.
(St. Louis, MO); putrecina dihidrocloruro y espermina tetra-
hidrocloruro, de Mann Research Laboratories (New York, NY);
Sephadex G-100 de Pharmacia Fine Chemicals (Piscataway, NJ);
E. coli tRNA total, de Schwarz-Mann (Orangeburg, NY); E. goli
tRNAval, de Miles Laboratories (Elkhart, IN); E. coli tRNAPDE
E. coli tRNAglu2 y S-adenosil-L-metionina, de Boehringer
Mannheim (Indianapolis, IN); y tRNAphe de higado de rata de
Grand Island Biological Co. (Grand Island, NY).

Las bases no modificadas y modificadas se obtuvieron
de las siguientes fuentes: Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO0),
adenina, citosina, guanina uracilo, N® _metil adenina, Ns—dimg
til adenina, 5-metil citosina, pseudo uracilo, 2-metil adenina,
N’-metil guanina, NS - dimetil guanina, l-metil hipoxantina

y 5-metil uracilo; Cyclo Chem (Los Angeles, CA) 1-metil gua

nina y 7-metil guanina.
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2 METILACION HOMOLOGA Y HETEROLOGA DE tRNA MEDIANTE LAS
METILTRANSFERASAS DE CEREBRO. AFECTO DE LA EDAD Y ESPER

MIDINA. ESTUDIO IN VITRO

2.1. INTRODUCCION

En los Gltimos afios ha habido un considerable interés
por el estudio de las tRNA metiltransferasas provenientes de
mamiferos, a causa del supuesto rol que ellas desempefian en
procesos tales como diferenciacidn celular, infeccidn viral y
tumorigénesis (136, 137, 138).

Sin embargo, el estudio de la metilacidén de tRNA presen
ta una dificultad inherente al proceso; ya que en condiciones
normales, no hay una considerable metilacidén in vitro al hacer
reaccionar tRNA previamente aislado de un organismo con tRNA
metiltransferasa proveniente de la misma fuente. Fs asi como
la mayor parte de la informacidén hasta ahora reunida se refie-
re a estudios de matilacidén practicados en sistemas heterdlogos,
vale decir, en los enzimas de una fuente metilan tRNAs de otras
fuentes (por ejemplo: enzimas de mamiferos en presencia de tRNA
de E. coli o de levadura) (139, 140).

La transferencia de grupos metilos desde S-adenosil-L-metio

nina a tRNA heterdlogas (metilacién heterdloga) se ha demostrado

que existe en los sobrenadantes obtenidos después de centrifuga-

cidén a alta velocidad cuando se usa como tejido sistema nervioso;

sin embrago, ninguna de las enzimas residuo especifica han sido
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estudiadas en detalle (141 - 144).

La participacidn de espermidina, poliamina vastamente
distribuida en sistemas vivientes a lo largo de innumerébles
procesos bioldgicos, ha sido bien documentada (145 - 147).

Seiler y colaboradores (148 - 149), han demostrado re-
cientemente en sistema nervioso, que los cambios en concentra
ciones regionales de espermidina durante el desarrollo paralg
lan los cambios en contenido de RNA. Por otra parte, los efec
tos de espermidina en la metilacidn de tRNA (145 - 146) y en
la aminoacilacidn, han sido estudiados (150 - 155) en tejido
no neural; sin embargo, hasta la fecha no existe tal informa-
cidén en tejido nervioso.

En presente estudio, hemos comparado los efectos de es-
permidina en la metilacidén de tRNA E. coli por medio de las
tRNA metiltransferasas provenientes de corteza cerebral de ra-
ta durante el desarrollo, asimismo hemos estudiado la metila-
cibébn de tRNA usando enzimas provenientes de cuerpos celulares
neuronales aislados, a partir de corteza cerebral de rata y a-

si poder tener una idea de las diferencias en metilacidn debi-

das a especificidad celular (156).
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2.2 METODOS

Preparacidn de tRNA metiltransferasas a partir de corteza

cerebral de ratas

Las cortezas cerebrales fueron obtenidas a partir de
cerebro de rata Sprague-Dawley machos sacrificadas a las eda
des especificadas en el texto. Las cortezas fueron homogeni
zadas en 3,5 volumenes de buffer cuya composicidn es la si -
guiente: 10 mM Tris-HCl, pH 7,5, 1 mM ditiotreitol y 0,1 mM
EDTA disddico. Todas las operaciones se llevaron a cabo a
4°oC. El homogenizado obtenido fue centrifugado a 165,000 x g
durante 4 horas y el sobrenadante recuperado se utilizd como

fuente de las enzimas.

Determinacidn de la actividad metiltransferasa

Ensayo de velocidad de metilacidén. El ensayo ha sido descri

to con anterioridad (139, 157); la mezcla de incubacidén conte

nia en un volumen total 0,15 ml: 15 pymol Tris-HC1l, pH 8,6;

0,05 uymol B-mercaptoetanol,? nmol—S—adenosil—L—[metil—luCJ me

tionina, 0,4 nmol E. coli tRNA (cuando es necesario) y

),02 - 0,3 mg de proteinas. La mezcla se incubd a 37°C, y

alicuotas fueron extraidas a distintos intervalos y colocadas




46

en filtro de disco Whatman N°1 que ha sido previamente embe-
bido en una solucidn de TCA al 5%. Los discos conteniendo
las muestras radioactivas, fueron incubados por 30 minutos

en una solucidn que contenia 250 ml de TCA al 5%, para luego
ser lavadas tres veces con 250 ml de TCA de la misma concen-
tracidn, 2 veces con 250 ml de una mezcla compuesta de etanol-
dcido acético - 10 M NaOH (2300 : 120: 1.6 vollmen a volGmen)
y finalmente, dos veces con 150 ml de &ter etilico. Despuéds
de esto, los discos fueron evaporados a sequedad bajo la luz
infraroja. La radioactividad en los discos se determind con
una mezcla a base de tolueno en un contador de centelleo

Unilux II (Nuclear Chicago).

Ensayo de capacidad de metilacidén. La mezcla de incubacidn

contenia en un volGmen final de 1 ml: 100 umol Tris-HC1,

pH 8,33 50 umol Na-EDTA,; 1 umol ditiotreitol, 30 umoles amo-
nio acetato, 10 nmol S—adenosil—L—[metil—qu] metionina;

O,% - 0,8 nmol E. coli tRNA (cuando es necesario) y 2,5 -

3,0 mg de proteina (139, 157). La incubacidén se llevd a ca
bo durante 45 minutos a 37° C, y la reaccidn se detuvo por
adicidn de un volGmen de 88% fenol que contenia 0,1 M sodio
acetato pH 5,1. Después de la extraccidn fendlica y de la
adicidén de 100 ug de tRNA portador de E. coli, el tRNA se
precipitd por adicidn de 2,5 vollmenes de alcohol absoluto

y la solucidn se incubd durante la noche a -20°C. El1 tRNA
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fue recuperado por centrifugacién y sometido a lavado dos ve-
ces con 67% (v/v) etanol que contenia 0,1 M sodio acetato, pH
5,1. El precipitado final fue suspendido en agua, transferido

@& un tubo en combustidén Carius 25 (1) por 1,5 (d) ecm, y el con
tenido sometido a liofilizacidén. El residuo seco fue suspendi-
do en 1 ml de &cido trifluorocacético, el tubo de combustidn se
llado y su contenido hidrolizado de acuerdo a la técnica de
Klagsbrun (136). E1 tubo Carius fue abierto a la temperatura
ambiente, el &cido trifluoroacético evaporado bajo la presencia
de un ambiente saturado de N a temperatura ambiente y el resi-

duo seco suspendido en 10 yl1 de agua.

Cromatografia sobre capa final de las bases metiladas

Las muestras fueron depositadas sobre placas de celulosa
(20 x 20 cm) y la cromatografia se desarrolld en la primera di-
reccidén con una mezcla que contenia metanol: HC1 concentrado:
agua (70 : 20 : 10 en vollmen); luego, las placas fueron seca-
das (3 hrs) y cromatografiadas en la segunda direccidn en n-bu-
tanol : &cido acético glacial : agua (68 : 17 : 17 en volGmen).
La migracidn del frente de solvente fue 14 cm a contar del ori-
gen. Una vez finalizada la cromatografia las placas fueron auto
radiografiadas sobre un film de rayos X, tipo RB-5U4 (Eastman Ko
dak, Rochester, NY), usando una exposicidn de 17 a 27 dias; las
dreas radioactivas fueron recuperadas de la placa suspendidas

en HQO destilada 1 ml, sonicadas por 10 minutos y centrifugadas

a 3.000 x g durante 10 minutos. La solucidn obtenida fue con-
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centrada por liofilizacidn y recromatografiada en presencia
del standard no radiocactivo en capa delgada. La separacidn
de 7-metil guanina y l-metil guanina se llevé a cabo por me-
dio de cromatografia de capa fina, usando para ello la mez-
cla de solventes necesaria para resolver el cromatograma en
la segunda direccidn. La radioactividad recuperada después
de la cromatografia de capa fina, fue determinada una vez
que las muestras se mezclaron con 10 ml de Scintisol comple-

to (Isolab., Inc., Akron, Ohio).

AlbUmina metilada Kieselguhr (MAK)

Las columnas MAK fueron preparadas de acuerdo a Mandell
y Hershey (158). La columna usada para el fraccionamiento de
tRNA se componia de 3 capas. La capa de fondo contenia aproxi
madamente 2,5 mg de albimina por gramo de Kieselguhr, mientras
que la capa mediana tenia 0,7 mg por gramo. La capa superior
solo contenia Kieselguhr y servia como capa protectora.

El material de la columna fue suspendido en una solucidn
tampdn que contenia 0,2 M NaCl, 0,05 M Na fosfato.

Esta suspensidn fue hervida y enfriada antes de ser car-

gada en la columna. La columna (10 x 2 em) se equilibrd con un

tampdén que contenia 0,05 M fosfato de sodio, pH 7,0 y 0,2 M NaCl.
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Fracciones de 4 ml se obtuvieron de esta columna.

Preparacibén de RNA citoplasmitico

Cortezas cerebrales de rata fueron homogenizadas en
3,5 volimenes de solucidn tampdn que contenia: 0,25 M saca-
rosa, 0,035 M Tris-HC1l, 0,025 M KC1 y 5 mM MgCl, (pH 7,4)
y se centrifugd a 10,000 x g durante 15 min para sedimentar
la fraccidén nuclear y mitocondrial (159). Los 3/4 superio-
res de sobrante obtenido después de la centrifugacién, fue
ron utilizados para la extraccidén del RNA citoplasmitico.
La fraccidn citoplasmitica se mezcld con 1/10 de vol{imen de
una solucidn 5% peso/vollmen Na dodecil sulfato y con un Vo
lGmen igual de una solucidn: fenol-m-cresol-agua (70 : 10
20 v/v), que contenia 0,1% (peso/vollmen) 8 hidroxiquinolina.
La mezcla obtenida fue incubada a 65°C durante 10 min y lue-
go a temperatura ambiente durante 15 min. Después de su centri
fugacidn a 12.000 x g durante 10 min a 4°C, la fase fendlica
fue removida dejando solamente la fase acuosa y la interfase.
La fase acuosa la interfase fueron de nuevo extraidas con una
mitad de volimen de la mezcla fendlica durante 10 min a tempe-

ratura ambiente. La fase acuosa fue recuperada por centrifuga
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cidn y re-extraida con una mezcla fresca fenol-cresol-agua,
como se describid previamente y esta etapa se repitid hasta
no ver formacidén de material precipitado blanco en la inter
fase después de la centrifugacidn, esto para asegurar la de
protinizacidn de la preparacidn de RNA. E1l RNA se precipitd
desde la fase acuosa con 2 vollmenes de etanol absoluto pre

viamente refrigerado a -20°C durante 12 hrs.

El precipitado conteniendo RNA se recuperd por centri
fugacidn y luego sometido a lavado dos veces con una solu-
cidn que contenia 70% etanol y tampdén 0,1 M Na acetato, pH
5,1. E1 pellet obtenido se resuspendid en una solucidn
1 mM MgCl, y 0.01 M Tris-HC1 (pH 8,5) y se incubd a 37°C
durante 4 horas para deacilar el tRNA. E1 tRNA ribosomal con
tenido en esta preparacidn, fue eliminado por adicidén de una
solucidn concentrada de NaCl (concentracidn final 2 M NaCl e
incubado con agitacidén a 4°C durante 8 hrs), el material que
permanecidén en solucidn fue recuperado por centrifugacién al

igual que previamente y luego precipitado con 2 vollmenes de

etanol 75% v/v que contenia 0,1 M Na acetato, pH 5,1 e incu-

bado durante la noche a -20°C. E1 tRNA precipitado se
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resuspendid en 2 ml de una solucidn que contenia 1 mM MgCl,
y 1 mM Tris-HC1l (pH 7,0) y luego dializado extensivamente con
tra 2?2 1t de esta misma solucidn. E1 dializado obtenido fue

conservado a -20°C hasta ser utilizado.

Determinacidn de la concentracidn protéica

La concentracidn de proteina fue determinada por
el procedimiento descrito por Lowry y colaboradores (160),
utilizando albGmina sérica de bovino cristalizada como pro -

teina patron.

Cromatografia de hidrolizado de tRNA en una columna Dowex-50

F1l tRNA se hidrolizd en 3 ml de 1 N HCl a 97 -
99°C por 30 min y el hidrolizado obtenido fue aplicado sobre
una columna de intercambio iénico (0,9 x 8,5 cm), Bio Rad AG
50W-X8 (200 - 400 mesh) previamente equilibrada con una solu

cién 3,6 M NH, acetato (pH 4,5) (161). La elucidn del hidro

i
lizado de tRNA se llevd a cabo con el mismo buffer y a una
valocidad de 1 ml/min. La radicactividad en las fracciones

eluidas, se determind en presencia de 10 ml deScintisol com- -

pleto.
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Centrifugacidén de tRNA en gradiente de sacarosa

El tRNA obtenido fue caracterizado por una gradiente
linear de sacarosa (5% a 30%) que contenia ademas, 0,1 M
NaCl, 0,01 M Tris-HCl (pH 7,5), 0,001 M Na-EDTA y 0,5% pe-
so/volimen sodio dodecil sulfato (162). La gradiente se cen
trifugd a 40.000 rpm en una centrifuga Spinco,utilizando el
rotor SW-41 durante 6 hrs a 20°C. El1 tRNA obtenido Ffue medi
do determinando la absorbancia a 260 nm de las fracciones re

cuperadas a partir de la gradiente.

Preparacidén de aminoacil-tRNA sintetasa

Las cortezas cerebrales de ratas machos de 8 dias de
edad, se homogenizaron en 3 voliimenes de tampdn que contenia

0,01 M Tris-HC1 (pH 7,5) 0,01 M KC1, 0,001 M MgCl 0,001 M

25
glutationa y 0,25 M sacarosa (163, 164). E1 homogenizado se
centrifugd a 105.000 x g durante 120 min. E1 sobrenadante a-
si obtenido, fue depositado sobre una columna Sephadex G-100
(medium), que habia sido equilibrada con un buffer que conte-
nia 10 mM KHQPOI+ (pH 7,5). La muestra eluyd con la misma solu

cidén y fracciones de 4 ml fueron obtenidas a partir del elui-

do de la columna.
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La actividad sintetdsica contenida en el primer pico y la
primera mitad del segundo pico de absorcidn a 280 um fueron
reunidas y luego aplicadas sobre una columna de DEAF-celulo-
sa del tipo fibroso (Schleicher and Schuell) la cual tenia

un ved volume de 10 ml por cada 30 mg de proteina aplicada.
La columna de celulosa se equilibrd con la misma solucidn u-
tilizada en la cromatografia Sephadex G-100 con la excepcidn
de B-mercaptoetanol, el cual se sustituyd® por 2 mM glutationa
en la columna de DEAE-celulosa. Una vez que la muestra fue
aplicada a la columna, 100 ml de solucién tampén de equilibra
cién fueron pasados a través de la columna y luego los amino
acil tRNA sintetasa eluldas con una solucidn que contenia

10 mM KH,PO, (pH 6,5) 0,25 M KCl, 5 mM MgCl,, 2 mM glutatio-
na y 15% (v/v) glicerol.

La actividad contenida en las fracciones se midié por
medio de la aminoacilacidn de tRNA de E. coli y luego las
fracciones activas reunidas llevadas a 0,1 mM NaATP y luego
repartidas en pequefias alicuotas para ser conservadas a -70°C.

Aminoacilacidn de tRNA

Para determinar la velocidad de aminoacilacidn, la reac
cidén se llevd a cabo en un volumen de 0,5 ml conteniendo
50 umol Tris HC1 (pH 7.5), 1 mM ditiotreitol, 5 - 15 mM Mg

acetato, % - 12 mM ATP, 0,2 - 0,U unidades de tRNA,

Aos0
0,1 - 0,2 mg de proteinas y 15 uCi [3H ] leucina (20 uM),.




54

La mezcla de aminoacilaciédn se incubd a 37°C y alicuotas de
100 {1 fueron retiradas a intervalos Yy Precipitadas sobre
papel Whatman 3 MM con dcido triclorocacdtico al 5% (TCA).
Los filtros conteniendo las muestras se lavaron dos veces
con 5% TCA 2 veces con una mezcla etanol-&ter (1:1 v/v) y
luego secados con el calor de una lampara infraroja. La ra-
dicactividad de los filtros se midid en presencia de liqui-

do de centelleo conteniendo tolueno.

Cromatografia de tRNA sobre DEAE-celulosa

El tRNA recuperado después de la extraccién fendlica
y precipitacidn con etanol fue redisuelto y aplicado sobre
una columna de DEAE-celulosa, del tipo granular 52 (Whatman)
(4 x 0,8 cm), previamente equilibrada con una solucidn 0,1 M
sodio acetato pH 5,0, 0,2 NaCl (165). Después de aplicar el
tRNA sobre la columna, ésta fue lavada con una solucidn 0,3 M
NaCl contenido en el mismo buffer y luego el tRNA elufdo con
un gradiente lineal de 60 ml entre 0,3 vy 1,0 M NaCl disueltos
en el mismo buffer. E1 tRNA presente en las fracciones de 1 ml

fue determinado por su absorcidn caracteristica a 260 nm.

Preparacidén de cuerpos celulares neuronales

El procedimiento ha sido descrito en detalle con anterio-

ridad (156). Las células nerviosas fueron aisladas por




filtracidén de tejido nervioso previamente cortado en pequefios
trozos a través de filtros de gasas de diferente didmetro
(300 - 70 u) seguido por centrifugacidn del filtrado en una
gradiente discontinua de sacarosa. El sobrenadante de alta
velocidad a partir de cé&lulas neuronales se obtuvo por homo-
genizacidn de cuerpos celulares neuronales purificados como
se describid previamente y luego homogenizado en 3 vol{imenes
de 100 mM Tris-HC1l (pH 7.5), 1 mM ditiotreitol y 0.1 mM Na-

EDTA. EIl homogenizado obtenido fue centrifugado a 165.000 x g

por 120 min (157).




2.3 RESULTADOS

La incorporacién de grupos [metil—luC] como producto
precipitable en medio 4cido fue lineal en el rango compren-
dido entre 20 - 300 g de proteinas. La relacidn lineal se
mantuvo entre 7 min y 45 min de incubacidn (Pig. 6.

Incubacidén de extractos de corteza cerebral de rata
con S-adenosina-L- [metil—lucl metionina con o sin tRNA E.co-
li y con o sin espermidina, dio origen a Y perfiles de meti-
lacidn en funcidn del tiempo (Fig. 7a). La metilacidn homé-
loga fue mucho menor que la metilacidn heterdloga (Fig. 74,
7B). AlGn mds, mientras que la metilacidén total procedia de
una manera lineal durante el tiempo de incubacidn, 1la metila
c1dén homéloga dejd de ser lineal después de un periodo de in
cubacidn de 15 min (Fig. 7A, 7B). También, como lo demuestran
las Figs. 7A y 7B, 1la presencia de espermidiﬁa inhibid 1la me
tilacidn homdloga en corteza total de cerebro de rata y en cé
lulas neuronales aisladas, afin cuando los procesos de metila-
cidn heterdlogas correspondientes se vieron estimuladas por
la presencia de espermidina. De una manera similar, los per-
files de metilacién obtenidos con enzimas derivadas de célu-
las neuronales demostraron que espermidina aumentaba 1la meti

lacidn heterdloga e inhibia 1la metilacién hombloga. En este
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Figura 6. La metilacién enzimltica del tRNA E coll
en funcidén de la concentracidn proteica. La activi-
dad de las tRNA metiltransferasas de corteza cere -
bral de 8 dias de edad fué determinada por el ensa-
yo de "velocidad" usando diferentes concentraciones
de proteinas. Se tomaron alicuotas de 35 pl de la
mezcla de incubacidn para su procesamiento de acuer-
do a lo indicado (ver Métodos Seccidn 2.2).

10 pl de E coli tRNA fueron agrevddos a la mezcla

de incubacidn. [}---T3 : 7 min. de incubacidn;
B-—- B : 45 nin. de incubacidn. Los valores re -

presentan promedlos de 3 determinaciones con menos
de 10% variacibdn.
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Figura 7. Efecto de espermidina en la metilacidn
enddgena total. Las tRNA metiltransferasas de cor-
teza cerebral de 8 dias fueron ensayadas en "velo-
cidad". Se tomaron alicuotas de 35 ul desde la
mezcla de incubacidn a intervalos para ser proce -
sadas como se indicd (ver Métodos Seccidn 2.2).

A) Enzimas derivadas de corteza cerebral total;

B) Enzimas derivadas de cuerpos celulares neurona-
les (156).

—— : metilacidn endbgena; - : meti-
lacidén endbgena en presencia de 2,5 mM espermidinag

—— : 10 yg E coli tRNA fue agregado a la

mezcla de incubacibn; _—— : como s i
mas 2,5 mM espermidina. Los valores representan pro-
medios de 3 determinaciones con mencos de 10% varia -
cibn.
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Gltimo caso,sin embargo, las diferencias con respecto a los

controles sin espermidina, fueron menos notorias que cuando

se utilizaron extractos obtenidos de corteza cerebral total
(Fig. 7B).

Los proximos experimentos fueron disefiados para carac-
terizar la naturaleza de los productos formados en el proce-
so de metilacién hombloga ( sin E. coli tRNA).

La Fig. 8 muestra la sensibilidad hacia ribonucleasa
pancredtica de los productos obtenidos a partir de metilacidn
homéloga. En este experimento, 20 Jg de ribonucleasa fueron
pre-incubados con sobrenadante de alta velocidad de cerebro
a 37°C durante 30 min, tiempo al que se adiciond S-adenosil-

L- [metil-T*c] metionina para luego los tubos ser reincubados

a 37°C. E1 tubo experimental (con RNAasa) contenia (30% menos
radioactividad Acido insoluble que el tubo control (sin RNAasa),
hecho que demostraba la formacién de [metil->"CJ] RNA in el pro
ceso de metilacidédn homdloga.

Un experimento andlogo (no mostrado) pero en presencia de
DNAasa nos permitid concluir que no hay formacidn de [metil—luC]
DNA.

En un protocolo similar, se incubaron fracciones sobrena-
dantes de cerebro, durante 40 min a 37°C en la presencia sw S-
adenosil—L—[metil—iuC] metionina. Después de los 40 min la mez-
cla de reaccidn se dividid en dos fracciones iguales: a la frac-

cidén a) se le agregaron 20 ul de H20 y a la fraccidén b) se le a-

gregaron 20 1 de pronasa (1 ug/ ul) y la incubacidn siguid
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Figura 8. Efecto de ribonucleasa en la metilacidn
endégena Se agregaron 20 pl de ribonucleasa pan-
credtica a sobrenadantes después de una centrifu-
gacidn a alta velocidad (2 alicuotas) preparados

a partir de animales de 8 dias. Ambos ensayos fue-
ron preincubados a 37°C durante 20 min. Luego a
cada una de las fracciones se le agregd 7 nmol de
S-adenosil-L-(metil -14C) metionina y la incubacidn
continfio de acuerdo a lo indicado en la figura.

0~——O : libre de ribonucleasa; A -——- A\ mas
ribonucleasa.

Los valores representan promedlos de 3 experimentos
con mencs de 10% variacidn.




-3

DPMXI0

PROTEI NA

/ Mg

61

|
l
|
T ; : |
M1 NUTOS. {

|

Figura 9. Efecto de pronasa B en la metilacién
endbgena. E1 sobrenadante de alta velocidad de
corteza cerebral (2 fracciones) preparado a par-
tir de animales de 8 dias fué incubado 40 min.
a 379C. Al Jleéegar a este punto 20 pl de pronasa
(1 mg/ml) se agrego a una de las fracciones y
la 1ncubac1on continudé. A los controles se le
agregd 20 pl de H20. Las alicuotas de ambos ex-

perimentos se procesaron a distintos intervalos
de acuerdo a lo descrito en los Métodos

2:%2;

Fraccién a: QO ---Q
Fraccidén b: @ --- @

Seccidn
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un tiempo adicional. A continuacibn, alicuotas de a) y b) se
retiraron a diferentes intervalos. La Fig. 9 muestra los re-

14C ]

sultados obtenidos que indican la presencia de [metil-
productos sensibles a la proteasa en el tubo b). Después de
30 min de incubacidn en presencia de pronasa se observd

una reduccidn equivalente al 65% de los lmeti1—14C} productos
precipitables en medio acido.

La naturaleza quimica de los productos obtenidos por
metilacidn hombégola fue también caracterizada por medics cro-
matogrédficos; alblmina metilada kieselguhr (cromatografia
MAK) de los lmetil—iuc ] productos formados por la metilacidn
homéloga reveld una cantidad considerable de radioactividad
cuya eluciéh coincidia con la de el tRNA E. coli wutilizado
como marker. Este tRNA fue agregado inmediatamente con ante-
rioridad a la cromatografia (Fig. 10).

En el caso de la metilacidn heterdloga una cantidad mu
cho mayor de radioactividad eludid con el tRNA E. coli (Fig.
11).

Inicialmente, se intentd determinar la composicidn de
los hidrolizados de Imetil-iqC] tRNA, por medio de la hidrdé-

401 trNA

lisis &cida. Los hidrolizados acidos de [metil-
(161) formados después de una metilacidn homdloga o heterdlo-
ga fueron cromatografiados en forma separada en Dowex-50W-

X83; 200 - 400 mesh. El registro de densidad Sptica a 254 nm

reveld la existencia de Y picos (Figs. 12 y 13). E1 primer
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Figura 10. Cromatografia MAK de los (metil —14C)
productos formados por metilacidn endbgena. La
columna (2 x 10 cm.) fué preparada como se descri-
bié en los Métodos Seccidn 2.2 y equilibrada con
0,2 M NaCl en 0,05 M sodio fosfato, pH 7,0. Los
(metil -14C) productos formados durante la incuba-
cién fueron fenolizados y precipitados con etanol
en presencia de tRNA de E coli, el cual se agregd
como carrier.
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Figura 11. Cromatografia MAK de los (metil —1%C)
productos formados por metilacidn heterdloga.

Las condiciones

experimentales fueron las mis -

mas descritas en la leyenda de la Figura 10.
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Figura 12. Cromatografia de intercambio ibnico de
los (metil -14C) productos derivados de una meti-
lacidn homdéloga. El hidrolizado se aplicd a una
columna Dowex-50 (ver Métodos Seccidn 2.2). La
radioactividad en cada tubo fue determinada des -
pués de mezclar 2 ml de efluyente con 10 ml de
Scintisol completo (Isolab, Inc., Akron, Ohio).
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Figura 13. Cromatografia de intercambio ibnico de
los (metil -14C) productos derivados por metila -
cién heterdloga. El hidrolizado se aplicd a una
columna Dowex-50 (ver Métodos Seccidn 2.2). Las
condiciones experimentales fueron las mismas que
las descritas en la leyenda de la Figura 12.
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pico A25unm contenia uracilo y timina, mientras que citosina

y sus derivados metilados aparecian en el segundo pico. Los picos

3° y 4° (Fig. 12 y 13) corresponden a guanina y sus derivados
metilados seguidos por adenina y sus derivados metilados co -
rrespondientes.

El perfil de radioactividad por otra parte, mostrd
tres picos de radicactividad, el primero comigrando con ci-
tosina, el segundo con guanina y el tercero con adenina. Una
diferencia substancial en la cantidad de radioactividad recu-
perada después de la cromatografia se observd cuando se analil
zaron experimentos de metilacidén hombloga y heterdloga, sien-
do estos {iltimos mucho mids altos en el contenido de radioacti
vidad (Figs. 12 y 13). Los resultados obtenidos indicaron
que cantidades de radiocactividad despreciable eluyeron en
asociacidn con los derivados de piridina.

La evidencia concluyente indicando la formacién de
[metil-luc ] tRNA, después de una incubacidn en presencia o
ausencia de E. coli tRNA fue entregada por los resultados ob-
tenidos después de cromatografia bidimensional sobre capa fi-

1L‘C | tRNA con &acido tri -

na de los hidrolizados de [metil-
fluoroacético..

En estos experimentos, la exposicibén de la placa cro-
matografica sobre un film de rayos X (ver Métodos) por varios

periodos de tiempo, siguid a la cromatografia bidimensional

sobre capa fina de las [metil—iuC] bases de tRNA.
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La Fig. 14 representa un autoradiocgrama de un hidroliza-
do o-tenido a partir de la metilacidn homdloga [metil—luC] tRNA
sintetizado in vitro con una preparacidén de metiltransferasa de
cerebro de tres dias.

Los resultados muestran dos manchas de radioactividad iden
tificadas como Nz—metil guanina (2) y (1+7)-metil guanina (1).

Un tercer componente radioactivo (7), fue detectado pero su pre-
sencia no fue asociada con ninguno de los standard disponibles.

Encontraste, los autoradiogramas obtenidos a partir de un
proceso de metilacidn heterdloga contenian 6 [metil—luc:lbases de
tRNA en adicidn a las determinadas durante el proceso de metila-
cidén hombéloga. Ellas son Ng -dimetil guanina, 5-metil citosina,
S5-metil uracilo, 1-metil hipoxantina, 2-metil adenina y 1l-metil
adenina (Fig. 15).

Ademds, la separacidn de (1+7) metil guanina se llevd a ca
bo por recromatografia de estas bases una vez que ellas han sido
extraidas del primer cromatograma con agua y recromatografiadas
en la mezcla utilizada para desarrollar el cromatograma en la se-
gunda direccidn.

Tambi&n hemos estudiado los efectos dependientes de la edad
y la espermidina en la metilacidn tanto homdloga como heterdloga.
Los resultados de estos experimentos (Fig, 16) mostraron una dis
minucidn uniforme en la metilacidn a lo largo del desarrollo

del cerebro. La Fig. 16 también muestra que la




Figura 14. Cromatografia tridimensional sobre capa
fina de los (metil -14C) bases formadas por metila-
cidén homéloga. Autoradiograffa del hidrolizado en
CF3COO0H de el (metil -14C) tRNA formado in vitro
por tRNA metiltransferasas de 3 dias de edad. La
hidrolisis de el (metil -1%C) tRNA purificado y 1a
cromatografia (TLC) han sido descritas en los Méto-
dos Seccidn 2.2. Los nimeros designan lo siguiente:
0, origen; 1, (1+7-metil-guanina); 2, N2-metil gua-
nina; y 7, desconocido.
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Figura 15. Cromatografia bidimensional en capa
fina de las (metil -14C) bases formadas por me-
tilacién heterdloga. Las condiciones experimen-
tales fueron las mismas que las descritas en la
leyenda de la Figura 14. Los nimeros designan

lo siguiente: 0, origen; 1, (1+7-metil guanina);
2, N-metil guaninaj; 3, N5-dimetil guanina; U4,
1-metil adenina; 5, 1-metlil hipoxantinaj; 6, 2-
metil adeninaj; 7, desconocido; 8, 5-metil cito-
sina; y 9, 5-metil-uracilo.
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Figura 16. Cambios de la metilacibén en funcidn de
la edad: efecto de espermidina. Las tRNA metiltrans-
ferasas de corteza cerebral de 3, 8, 18 y L3 dias
de edad fueron ensayadas en "velocidad" (ver Méto-

dos Seccidn 2.2). E1 tiempo de incubacién fue 30
min.

()____() : metilacidn enddgena; O ———-Cj : me-
tilacidn endbgena en presencia de 2,5 mM espermi-
dina; .——-. : se agregd 10 pug de E. coli
tRNA a la mezcla de incubacidn; -——— . como

.———. , mds 2,5 mM espermidina.
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espermidina afectd la inhibicibn de la metilacidn homdloga

de manera mas marcada a los 3 dias de edad, es decir, cuando
el proceso de metilacidn mostraba su méxima rapidez, en tanto
que la misma poliamina estimulaba la metilacién heterdloga de
una manera uniforme durante todo el periodo de desarrollo es-
tudiado.

Una confirmacidén adicional de la correlacidn con la e
dad y el proceso de metilacidn, se obtuvo por medio de ex-
perimentos con preparaciones de metiltransferasa obtenidas a
partir de corteza cerebral sometidas a didlisis intensa y con
las cuales se estudid la capacidad de metilacibn de tRNA.

La metilacidn homdloga se estudid en el periodo
comprendido entre 3 y 18 dias de edad, usando cortezas cerebra
les de ratas. Los radiocromatogramas muestran que este proce-
so se relacionaba de manera inversa con la edad de los anima-
les estudiados.

Un estudio mas completo del efecto de la edad en
la distribucidn de las [metil—lucj bases formadas durante la me
tilacidén homdloga muestran (Tabla 2) que 1-metil guanina y
Nz—metil guanina fueron las ﬁnicas[:metil—lucj bases de tRNA
obtenidas durante las 3‘edades examinadas. Una evaluacidn
cuantitativa de las proporciones relativas de cada base en
funcidn de la edad post-natal (Tabla 2) mostrd que a los 3
dias 1-metil guanina fue la [metil—luc Jbase mas importante

mientras que a los 18 dias, este papel lo tomd la[:metilnluC]
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Tabla 2. Efecto del desarrollo en el cambio de la distribu-

cibén de 1-[metil “1he] guanina y N’-[metil

guanina de tRNA homblogo metilado.*

Radiocactividad total recuperada (%)
Edad (dias)

l-metil guanina Nz-metil guanina

3 52 20
8 23 45
18 18 53

~1Y4

N.

&1

28
32

28

El ensayo de capacidad de metilacidn y las condiciones

para la cromatografia de capa fina se describieron en

Métodos Seccidn 2.2

No identificado.




Tabla 3. La distribucidn de bases metiladas en tRNA de E. Co-
1i después de una metilacidn in vitro con enzimas

de distinto origen.

Procentaje de distribucidn.

Constituyentes
metilados
Cerebro de  Higado (138) Células (58)
rata. de rata. tumorales.
1-metil guanina 5. 1= 2 3.3
7-metil guanina N.D. 3 1.7
N’ -metil guanina 31.4 23 36.8
Ng—dimetil guanina 28.0 22 18.0
5-metil citosina 2.2 7 15.8
5-metil uracilo 2.8 7 0.2
1-metil adenina 24.3 29 20.8
2-metil adenina 3.3 N.D. N.D.
1-metil hipoxantina 2.8 N.D. N.D.

N.D. No detectado

Los datos se expresan como porcentaje de la radioacti-

vidad recuperada después de la cromatografia.

Enzima derivada de 3, 8, 18 y 43 dias de edad, produjo

1la misma distribucibén de bases metiladas.
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Nz— metil guanina. Aproximadamente un 30% de la radicactivi-
dad recuperada a partir de las placas de TLC consistid en
productos no identificados, independientemente de la edad de
los animales.

En contraste con los resultados obtenidos a partir de

1L+C] bases

la metilacidn homdloga, la distribucidn de [metil-
sintetizadas por la metilacibén heterdloga fueron independien
tes de la edad en el periodo estudiado. En realidad no hubo

cambios significativos en la distribucidn de bases metiladas

entre cerebros de 3 vs 43 dias en presencia de tRNA E. coli

(Tabla 3). La metilacidén heterdloga total también disminuyd
con la edad, al igual que la metilacidén homdloga (Fig. 16)..
La distribucidn de las [metil—iucl bases que se forman
por metilacidn heterdloga, se describe en la Tabla 3. La
distribucidn en esta Tabla se compara con el patrdn de meti-
lacidén heterdloga obtenida en ausencia de espermidina cuan
do se usaron tRNA metiltransferasas obtenidas de otras fuentes
distintas al sistema nervioso. Los resultados revelan la for
macidén denominante de las siguientes lmetil—qu] bases
Nz—metil guanina, Ngndimetil guanina y l-metil adenina, las
cuales en total suman alrededor de 85% de la radicactividad
recuperada, el resto corresponde a 5- metil citocina, S-metil
uracilo, 2-metil adenina, 1-metil hipoxantina y 1-metil guani

14

na. La presencia de [metil-""'C ]-7-metil guanina no fue

detectada en estos experimentos.
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Utilizando un enfoque experimental distinto fracciona-
mos tRNA a partir de corteza cerebral de rata para probar su
habilidad para aceptar iﬂ_yizggj:metil—lucj grupos provenien
tes de S-adenosil-L-metionina en una reaccién in vitro. Va-
rios critefios se utilizaron para establecer la pureza y ca-
1idad de la preparacidén de tRNA. Las figuras 17 y 18 muestran
1a velocidad de aminoacilacidn del tRNA cerebral como asimis-
mo el perfil de absorcidn ultravioleta.

Cuando se utilizd una mezcla de aminodcidos no radioac-
tivos que contenia [H3j leucina, el nimero de picomoles in-
corporados por unidad de densidad 6ptica de tRNA correspondid
con los resultado publicados anteriormenté (165-166). Finalmen
te, como lo muestra la Fig. 19, la centrifugacidén en gradiente
de sacarosa (15 - 30%) indicaba que sobre un 90% del material
aislado a partir de cerebro sedimentaba en la regidn de la gra
diente que correspondia a 4S tRNA.

Cuando este tRNA purificado de acuerdo a los criterios
descritos anteriormente y derivado a partir de corteza de rata
de 18 dias se incubd con S-adenosil-L-metionina y metiltransfe
rasas de la misma edad, no hubo incorporacién neta de[:metil—iuC]
grupos en la fraccidn &dcido precipitable (Fig. 20 ).

Otro tipo de experimento, DEAE-celulosa (microgranular 52,
Whatman) se utilizd para estudiar el efecto de espermidina en la
metilacidn homdloga y heterdloga de tRNA. Para este propdsite co

lumnas de DEAE-celulosa fueron equilibridas con 0.2 NaCl, conte-
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Figura 17. Cinética de incorporacidn de 31
leucina en amincacil-tRNA. La mezcla de reac-
ciones (ver Métodos_Seccidn 2.2) contiene

15 uCi (20 uM) de (3H) leucina y fue incubada
a 37°C. Luego alicuotas (100 upl) fueron toma-
das a diferentes intervalos como se describid
en los Métodos Sececidn 2.2. Los resultados son
un promedio de 3 experimentos con menos de 10%

variacidn.
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1.0

| |

220 260 300

nm

Figura 18. El espectro de absorcidn de tRNA
cerebral. La solucidn de tRNA contenia
0,1 M Tris-HCl (pH 7,5) y 1 mM MgCl,.
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Figura 19. Centrifugacidn en gradiente de sacarosa

de tRNA cerebral. El procedimiento (162) fue descri-
to en los Métodos Seccidn 2.72.
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Figura 20. Efecto del tRNA cerebral en la metila-
cidn endbgena. tRNA cerebral (10-40 ug) preparado
de acuerdo a lo descrito en Mé&todos Seccidn 2.2.

Se agregd a una mezcla de incubacidn que contiene
sobrenadante de corteza cerebral de 18 dias y
S-adenosil-L-(metil -1%C) metionina y que fue in-
cubado a 37°C. En seguida se tomaron alicuotas

(50 pl) a distintos intervalos para ser procesadas
de acuerdo a lo descrito en los Métodos Seccidn 2.2.

Circulos: controles; trifngulos: +tRNA cerebral de
18 dias.
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niendo 0.1 M Na acetato (pH 5.0) como se describid en otra
parte (69). Las muestras de tRNA fueron depositadas en la
columna y eluidas con una gradiente linear de sal (0.3 -
1.0 M NaCl).

La Fig. 21A, B ilustra los efectos de espermidina en
la metilacién homdloga de tRNA. Espermidina (2.5 mM), presen
te en la mezcla de incubacidn, inhibe la metilacidn homdloga
de tRNA, mientras que los controles (sin espermidina) conte-
nian radioactividad mensurable en la regidn correspondiente
a tRNA. (Fig. 21A).

La metilacidn heterdloga, en cambio, fue estimulada por
la presencia de la poliamina (2,5 mM) (Fig. 22A, 22B). Estos
resultados confirman las observaciones previas llustradas en
las Fig. 7A, 7B y 8, respectivamente.

Hemos tratado ademis de establecer los patrones de meti
lacidn caracteristicos de las células nerviosas, para asi deter
minar si la metilacidn de tRNA varia segiin el tipo de célula
nerviosa. La Tabla 4 esquematiza los resultados obtenidos en es
te tipo de experimentos. Vale destacar que espermidina aumentd
la metilacidén heterdloga total en ambos tipos de preparaciones,
como lo demuestra la radiocactividad recuperada después de TLC.

Sin embargo, este efecto estimulatorio dependid de la base meti-

14

lada en cuestidn (Tabla 4). Por ejemplo, 1- [metil-"""C ] adeni

na en corteza total promediaba alrededor de 27% en ausencia de
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Figura 21. Cromatografia en DEAE~celulosa de los
(metil ~1%C) productos formados por metilacién
endbgena. Los (metil -14%¢) productos obtenidos
por medio de un ensayo de "capacidad" de metila-
cidén total en presencia de tRNA metil-transfera-
sas cerebrales fueron colocados en columnas,

(1 x 3 cm) equilibradas con 0,1 M Na acetato,

pH 5,0. Las columnas se lavaron con 0,3 M NaCl,
en el mismo buffer. La radioactividad fue deter-
minada en alicuotas de 0,1 ml de cada fraccidn.
Espermidina: 2,5 mM. G: gradiente 0,3 - 1,0 M NaCl.
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Figura 22. Cromatografia en DEAE-celulosa de los
(metil -14C) productos formados por metilacidn
heteréloga. Las condiciones descritas en la Fi -
gura 21. se aplican en este caso, excepto que
tRNA E. coli se agregd a la incubacidn (ver Mé -
todos Seccidn 2.2). Espermidina: 2,5 mM. G: Gra-
diente 0,3 - 1,0 M NaCl.
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espermidina y 6,2% en presencia de poliamina, mientras que
la misma base metilada formada durante la metilacidn con
tRNA metiltransferasas derivadas de cuerpos neuronales pre
sentaba un 42,7%, contra un 24,6% de esta base metilada ob
tenida en ausencia de la poliamina. Estos resultados indi-
can que existen diferencias en el patrdn de matilacidn he-
terdlogas de tRNA mediado por las tRNA metiltransferasas de

corteza total y de cuerpos celulares neuronales.




2.4 DISCUSION

El tejido nervioso en desarrollo se caracteriza por

un muy activo metabolismo de tRNA (12, 167, 168). De acuer-
do a ésto, podemos esperar que los procesos de modificacidn
post transcripcional de los que participa el tRNA sean tam -
bién elevados durante el periodo post natal temprano de cé -
lulas nerviosas. La actividad tRNA metiltransferasica de cor
teza cerebral de rata fue proporcional a la proteina agregada
en la mezcla de reacciones (Fig. 6). Pegg (1939) encontrd
una carencia de linearidad en la metilacidn de tRNA en fun -
cién de la cantidad de proteina cuando ensayd tRNA metiltrans
ferasas obtenidas a partir del tejido renal, aunque posterior
mente Pegg y Hawks (1938) encontraron que la actividad metil-
transferdsica en tumor de colon en el ratdn era proporcional
a la concentracidn de proteiné si una purificacidn por frac-
cionamiento con sulfato de amonio era realizado previo
al ensayo enzimdtico.

Johnson vy colaboradores (144) han determinado re -
cientemente la actividad tRNA metiltransferasa de cerebro de
ratdén en la ausencia y presencia de tRNA E. coli, para encon-
trar proporcionalidad en funcidn de la concentracidn de pro-

teina solo cuando tRNA E. coll se encuentra presente en la

mezcla de reaccidn.
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Al hacer una comparaciédn de las actividades especi
ficas de las tRNA metiltransferasas en cerebro de ratdén ¥y
rata, se encuentra un rango de 140 a 180 pmoles de{metil—luC]
incorporados por mg de proteina/90 min determinado a partir
del ensayo de velocidad y calculado de las Figs. 6 y 7A, 7B
para las ratas de S dias de edad vs un rango poco mas eleva-
do de 220 - 280 pmoles de [metil—iqC] incorporados por mg de
proteina/90 min determinado por medio de un ensayo de capacil
dad en presencia de 12 mM Mg para el ratén de 1 a 2 dias de
edad (144).

Este estudio muestra que la corteza cerebral de ra-
ta en desarrollo contiene tRNA metiltransferasa que catalizan
de manera efectiva la metilacidn de macromoléculas aceptoras
enddgenas, observacidn que contrasta con reportes anteriores
en que se niega la existencia de la metilacibn homdloga en el
tejido renal adulto (139) y cerebro (141). Recientemente,
Johnson y colaboradores (1hk), observaron niveles idénticos
en la metilacidn proteica enddgena durante los periodos neona

tal y adulto en el cerebro de ratdébn. Como lo muestra la

.,

“Hemos supuesto diluciones idé&nticas de S-adenosil-L=
lmetil—iuC} metionina en la S-adenosil-L-metionina en

dégena de los extractos cerebrales respectivos.
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Fig. 7A, 7B, la adicidén de tRNA E. coli 2 sobrenadantes de
alta velocidad proveniente de corteza cerebral O células neu
ronales, produjo un gran aumento de la transferencia de
[metil—luC] grupos, circunstancia que confirma la presencia
en el cerebro inmaduro de pata de altas actividades

+RNA metiltransferasas. El estudio de actividad metiltrans-
ferdsica en funcidén del tiempo, fue completamente lineal en
las neuronas durante los periodos estudiados, 1o asi en la
corteza total durante o1 mismo periodo. Sin embargo, la di-
ferencia méas notable encontrada al usar Cuerpos celulares
neuronales en lugar de corteza cerebral total fue el aumen-
to significativo en la diferencia entre la metilacidn hete-
réloga y homdloga (comparar los circulos llenos con los gir
culos vacios de 1las Figs. 7A Y 7B). Asi, por ejemplo, des-
 pués de 30 min, por cada 2000 dpm/mg de proteina en la cor-
teza total habia alrededor de 10.000 dpm/mg de proteina en
la célula nerviosa.

Los efectos diferenciales de espermidina en las metl
laciones homdlogas ¥y heterdlogas (Figs. 7A, 7B), fueron de
especial interés, asi mientras que la estimulacibén de la
metilacidn heterdloga confirma los resultados anteriores en
que se muestra efectos similares producidos por la poliamina
en sistemas no nerviosos (138, 1389, 146, 147), la fuerte

inhibicidn de la metilacidén homdloga, especialmente en los




cerebros de ratas de 3 dias de edad (Fig. 16), puede atri-
buirse a la gran demanda de S-adenosil-L-metionina debido
al rdpido incremento en actividad de la S-adenosil-L-metio
nina decarboxilasa cerebral durante el desarrollo (169).

La similitud entre las Km éparentes para S-adenosil-L-metio
nina de los tRNA metiltransferasas (12, 64) y de la S-adeno

sil-L-metionina decarboxilasa cerebral (170); (10_6—10"5M)

le otorga validez a esta teoria. De una manera alternativa,

espermidina pudiera controlar selectivamente la metilacidn

de tRNA en las c&lulas neuronales pero no afectar la meti-

lacidn en las células gliales, idea cuyo fundamente puede

resumirse en tres puntos:

1) Los elevados niveles de espermidina en algunas regiones
cerebrales conocidos por contener una alta densidad en
células glialea (171).

2) Los niveles mds altos en glias que en neuronas de la en-
zima ornitin decarboxilasa (EC 4.1.1.17), enzima la cual
es esencial en la biosintesis de espermidina (172).

3) Las diferencias en el pattern de distribucidn de tRNA me-
tiltransferasas, pertenecientes a células tumorales de
distinto origen (173).

AlbGmina metilada Kieselguhr (MAK) y DEAE-celulosa (69,

158) fueron los tipos de cromatografia empleados para demostrar

que el tRNA cerebral podia ser metilado por las tRNA metiltrans
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ferasas homblogas. Vale la pena destacar que la metilacidn
homéloga de tRNA fue descrita primeramente en tejido hepéa-
tico de rata adulta (58) y mids recientemente, en tRNA E.
coli alanina (174).

Los resultados de la cromatografia MAK (10 - 11),
huestran una importante incorporacién de la radiocacyividad
coincidente con material que absorbe a 254 nm, dicho mate-
rial eluye junto a tRNA E. coli utilizado como carrier
(12 - 16), asimismo, hay una importante incorporacidn de
radiocactividad en el material que eluye después del tRNA.
Cromatografias similares de extractos derivados a partir
de incubacidn que contienen tRNA E. coli mostraron una dis-
tribucidn andloga, pero mids intensa en su contenido de ra-
dioactividad.

La cormatografia en Dowex-50W-X8 de los hidrolizados
obtenidos a partir de la metilacidn heterdloga u homdloga
de tRNA mostrd perfiles de radioactividad (Figs. 12 y 13)
que contenian [metil—quj]guanina y en adicidn material ra-
dicactivo que eluia entre el peak correspondiente a uracilo
y el peak correspondiente a citidina. En esencia, un pattern
de radiocactividad similar fue hallado en las fracciones deri-
vadas a partir de la metilacidn heterbéloga de tRNA (Fig. 13).

Prueba adicional de la formacidn de [metilnlucj guanina duran

te la metilacidn homdloga es entregado por los resultados de
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la cromatografia TLC obtenida a partir‘de un hidrolizado
ééido de tRNA (Fig. 14), en cuyo caso se identificaron dos
manchas de radioactividad (autoradiografia), identificadas
como N metil guanina y (1 + 7) metil guanina.

En el curso de este trabajo, hemos demostrado que la
adicidn de tRNA purificado a partir de corteza cerebral a
la mezcla de incubacidn enddgena no aumentd la incorpora-
cidn de [metiluiucj grupos por sobre los valores encontra-
dos en las mezclas en las cuales se omitié la adicidn de
tRNA enddgeno (Fig. 20). Simdn y colaboradores (141), demos
traron hallazgos similares en cerebro total de rata adulta.
Recientemente, Jank y Gross (69) demostraron que la adicidn
de tRNA purificado a partir de tejido hepadtico de rata nor-
mal a la mezcla de incubacidn homdloga produjo un 25% de
aumento en la metilacidén de tRNA. Nuestra inacapacidad para
influenciar la metilacién homdloga de tRNA por medio de la
adicidn de tRNA purificado a partir de cerebro de rata de
la misma edad significa que los tRNA nativos presentes en los
sobrenadantes de corteza fueron mads eficientes para aceptar
grupos metilos que el tRNA purificado exbégenos. No es posi-
bles concluir con estos resultados, si la mayor eficacia exhi
bida por el tRNA nativo endégeno se debid a la remocién duran
te el proceso de purificacién del tRNA de una fraccidn peque-

fia pero activa como aceptora de grupos metilo (tRNA precursor)




(14, 175, 176), o a diferemcias intrinsecas en la unién de los
tRNA metiltransferasas con los tRNA nativos vs los tRNA homdlo
gas una vez purificados.

Como muestra la Fig. 16, la actividad tRNA metiltransfe-
rdsica declindé con la edad. La metilacidén de tRNA E. coli dis
minuyd casi 100% entre los 3 y los 43 dias post natales, mien
tras que la metilacidn enddgena disminuyd menos de un 50% en-
tre los 3 y los 18 dias post natales. La metilacidn heterdlo-
ga después de los 18 dias permanecid alrededor de 30 - 35 pmo
les de[:metil—luC] incorporados/mg de proteinas/ 30 min ya
sea en ausencia o presencia de espermidina.

La distribucidn de la metilacidn de tRNA E. coli obteni
da en la ausencia de espermidina se muestra en la Tabla 3, a
la vez que se compara con las distribuciones abtenidas cuando
se usaron enzimas de higado de rata o de células de tumor asci
tico (58, 138). Recientemente, Trottier (177) encontrd patro-
nes de metilacidn en tRNA E. coli Ky, similares a los nuestros
cuando utilizd cerebro de ratdn como fuente de las tRNA metil-
transferasas. En nuestro estudio, hemos encontrado las siguien
tes bases metiladas: N2—meti1 guanina Ng-dimetil guanina,
1-metil adenina, 5-metil citosina, 5-metil uracilo, 2-metil ade
nina y 1l-metil hipoxantina. La ausencia de 7-metil guanina con-
cuerda con los resultados de leboy y Piester (146), quienes no

detectaron la presencia de esta base metilada cuando incubaron
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+RNA metiltransferasas de tejido hepédtico con tRNA E. eoli,
asimismo concuerda con los resultados de Pegg (139), quien
demostrd que 7-metil guanina no representaba mis del 4% del
total de [metil-1'C] grupos incorporados en tRNA E. coli

por medio de la enzima de higado.

El efecto de espermidina en la metilacidén de tRNA E.
coli puede resumirse de la siguiente manera: una disminucidn

I

de la [metil—1 C] 1-metil adenina en la corteza total y en

las neuronas y un aumento de la [metil—iucj N2

- metil guani
na, especialmente en las neuronas (Tabla 4). Leboy y Piester
(1946), observaron un efecto opuesto de la espermidina en el
higado, un aumento de dos veces la cantidad de [metil—iqC]
1-metil adenina y una disminucién equivalente de las [metil—lud]
guaninas. Por su parte Pegg (139) demostrd que espermidina es-

1uC ] 1-metil adenina y Nz— metil guanina en el

timula [metil-
higado. M&s afin, la Tabla 4 muestra que en ausencia de espermi
dina la contribucidén neuronal [metil—iucj 1-metil adenina fue
dos veces mayor que la de las metil—14C guaninas. Este resul
tado sugiere un enriquecimiento en la distribucién de 1-metil a-

denina residuo especifico tRNA metiltransferasa en el comparti-

mento neuronal (64, 178, 179).




2.5 RESUMEN

Por medio de la utilizacibén de S-adenosil-L- [metil<
111lC] metionina, se determind la actividad metiltransferasa
en corteza cerebral de rata durante la etapa post natal tem-
prana en ausencia de tRNA exbgeno (E. coli) y asimismo, se
determind la composicidn de las lmetilniucl bases en tRNA,

Se detectd la inhibicidn total de la formacidén de [metilwiuCJ
tRNA (metilacién hombloga de tRNA) en presencia de 2,5 mM
espermidina, mientras que la metilacidn de tRNA E. coli
(metilacidn heterdloga) resultd estimulada. Hemos detectado
la formacidn de [métil—lqc] 1-metil guanina y [metil—iuC]
Nz-metil guanina después de la metilacidn homdloga, asimis-
mo se encontrd un cambio inverso en las proporciones relati
vas de estas bases metiladas durante el desarrollo.

De manera adicional, la metilacidén heterdloga de
tRNA resultd en la formacidén de las siguientes [metil~quj
bases: Ng—dimetil guanina, S5-metil citosina, 1-metil adenina,
5-metil uracilo, 2-metil adenina y 1-metil hipoxantina. Una
comparacidn de la metilacidn heterdloga obtenida utilizando
corteza total de cerebro (contiene células gliales y neuro-

nales) y células neuronales aisladas demostré que las

neuronas contienen una menor proporcidn de lmetil—iqC] N2~
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metil y N%—dimetil guanina y mayores cantidades de'[metil—14C]
1-metil adenina.

Los resultados encontrados sugieren:

1) que la metilacidn homdloga de tRNA permite a las células
nerviosas durante el desarrollo un cambio continuo en la
distribucidn de las poblaciones de tRNA y,

2) que las células neuronales poseen una cantidad relativamen
te mids alta de adenina residuc especifico tRNA metiltransfe

rasa, la cual es muy sensible a espermidina.
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3. SEPARACION DE BASES METILADAS CONSTITUYENTES DEL tRNA

POR MEDIO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE

3.1 INTRODUCCION

Uno de los mayores problemas para determinar la na-
turaleza de las [metil—lucl bases componentes del tRNA, ha
sido la carencia de una técnica rdpida y cuantitativa para
su determinacién. Por ejemplo, la cuantificacidn de las ba
ses metiladas requiere en general una cromatografia en capa
fina bidimensional, seguido por autoradiografia, raspado de
la placa y cuantificacidn de la radiocactividad una vez elul
da del residuo de la placa, lo cual representa un periodo
de entre 15 y 25 dias.

Técnicas para la deteccidn de bases metiladas han
gside vastamente estudiadas; entre ellas destacamos cromato-
graffia de papel (180); resonancia magnético nuclear (181),
cromatografia liquido gaseosa (183) y cromatografia liquida
de alta performance (HPLC) (184, 195). Los trabajos recien

tes de sLaking y colaboradores (184) y Sen y Ghosh (185),




muetran las ventajas del tiempo y resolucidn obtenidas a
través del empleo de HPLC. Sin embargo, las condiciones
rigidas de tampones y cambios especificos de temperatura,

han hecho estos métodos impopulares para la determinacidn

rédpida y rutinaria de las bases metiladas constituyentes
del tRNA.

La significacidn bioldgica y la funcidn de las bases me
tiladas a nivel de los polinucleotidos es desconocida. Se
ha demostrado un aumento de la actividad tRNA metiltransfe-
rasa en una variedad de sistemas tumorigénicos como ha sido
demostrado por Borek (186). También resultados donde se mues

tra un aumento de la excrecidn urinaria de algunos componen-

tes de los dcidos nucleicos metilados se ha visto en pacien-
tes que sufren de céncer (187), lo cual seria una indicacién
del aumento en la metilacidn del tRNA por lo menos algunos
tipos de cancer.

Sin embargo, otros estudios (188), han mostrado muy poca
diferencia en el contenido de las bases metiladas pertenecien
tes a tRNA normales y tumorigénicos. Andlisis mas detallado
son indispensables, especialmente de las especies isoaceptoras
de tRNAs, ya que pequefias variaciones que afecten isoaceptores
especificos no podrdn ser detectadas en una poblacidn total de

tRNA.
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En esta seccidn describimos un métode rapido y repro
ducible para la cuantificacidn y deteccién de las bases me
tiladas constituyentes del tRNA, este método no requiere

tampones especiales o sofisticados controles de temperatu-

ra.
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3.2 METODOS

Hidrdlisis de [hetil—lucj tRNA

El procedimiento ha sido descrito anteriormente en

la Seccidn 2.2

Aparato

uBondapak/Cls, un material no polar compuesto de una
capa monomolecular de octadeciltriclorosilano disponible en
forma comercial (Waters Assoc., Milford, Mass.); dicho mate
rial se utilizd como soporte para una columna cromatogrdfica
de fase reversa (30 x 0,4 em D.TI.).

El sistema de distribucidn del solvente estaba equipa
do con una bomba de pistdén doble (modelo 6000 A), un inyec-
tor liquido del tipo universal (modelo U6 K) y un detector
de absorbancia (modelo 440), todos ellos pertenecientes a Wa
ters Assoc.

El cromatograma fue registrado en un sistema de regis

tro Omniscribe (Texas Instrument, Austin, Texas, USA).

Andlisis cromatografico de [metil-1"c ] bases

El hidrolizado de tRNA que contenia entre 2000- 8000
dpm fue disuelto en agua (0,03 - 0,02 ml), filtrado y aplica-
do a la columna por un orificio del inyector a la temperatura
ambiente, usando para ello una microjeringa de 100 1 (Preci-

sidén Sampling, Baton Rouge, LA) (189).




Una vez que la muestra fue inyectada en la columna,
el flujo de la columna se mantuvo constante a una velocidad
de 2 ml/min. Para llevar a cabo la separacidn de 12 bases me
tiladas el cambio de la solucidn tampdn se llevd a cabo 400 se
gundos después de la inyeccidn de la muestra (189).

Fracciones de 0,2 ml fueron recogidas en mini-vials

y después de agregar 4 ml de PCS, una mezcla de centelleo para

disolver muestras acuosas (Amersham-Scarle, Arlington Heights,
IL). La radicactividad se midid en las muestras por medio de
un contador de centelleo.

Todas las soluciones tampones y las muestras se fil-
traron a través de miliporo (0,45 p didmetro de poro) y el gas
contenido en las soluciones eliminado por medio de una bomba
de vacio.

El pico mds alto en la Fig. 24-29 y 32, corresponde

al maximo de absorcidn, el cual determinado por la sensibilidad

previamente asignada al instrumento, se detalla en las leyendas

correspondiente a cada experimento.




103

3.3 RESULTADOS

Las condiciones &ptimas para la separacidn cromato -
grafica de las bases metiladas constituyentes del tRNA en una
columna pBondapak/C18 han sido estudiadas.

Hemos estudiado asimismo, diversos factores que pue-
den afectar esta separacidn; la Fig. 23 muestra el efecto de
la velocidad de flujo utilizada en la elucidn de la muestra y
su efecto en la separacidén de dos bases metiladas, 1-metil ade
nina y 5-metil citosina. Se puede concluir que por lo tanto,
utilizando un flujo entre 0,5 y 2,5 ml/min no hay diferencias
observables en la distribucidn de las bases metiladas.

Una herramienta importante para la separacidn de com
puestos en la cromatografia liquida de alta performance consis
te en el reciclaje de la muestra a través de la columna, una
vez que ésta ha sido eluida de la misma. Sin embargo, su apli
cacidn se limita a aquellas muestras formadas por pocos consti
tuyentes. La Fig. 24 muestra como el reciclaje de una muestra
puede afectar en forma adversa la separacidn de dos bases meti
ladas; 1l-metil adenina y 5-metil citosina. En este caso par -
ticular, la resolucidn de las dos bases disminuye con el reci-
claje.

Cuando se compara el efecto de la fuerza idnica del

buffer de elucidn en la separacidn de bases metiladas, hemos
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Figura 23. Efecto de la velocidad de flujo en'la
separacidn de l-metiladenina y 5-metil citosina
por uBondapak/Cig. El detector -uv (254-nm) se

ajustd a 0,1 unidades de absorcidn total y la
velocidad de flujo a 0,5 ml/min en A; 0,05 uni-
dades de absorciones totales y 1,5 ml/min, en B

y 0,05 unidades de absorcidn totales y 2,4 ml/min
en C. Tampbn: 0,05 M amonio fosfato (pH 5,9).
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Figura 24. Reciclaje de una mezcla que contiene
1-metil adenina y 5-metil citosina. Las condicio-
nes experimentales fueron: tampdn 0,05 M amonio
fosfato (pH 5,9); el detector -uv se ajustd a

0,1 unidades de absorcidn total y la velocidad
de flujo fue 2,0 ml/min.
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encontrado que la méaxima resolucidn se produjo con un buffer
0,05 M sulfato monobdsico de amonio. E1l pH en la solucidn
tampén también tiene un efecto en el tiempo de retencidn de
la muestra. Asi, un sistema tampdén que contiene 0,05 M amonio

fosfato, pH 5,9 fue el pH éptimo para resolver una mezcla de

cinco bases metiladas.

La Fig. 25 esquematiza la separacidén de l-metil ura
cilo y 1-metil hipoxantina, utilizando 0,05 M amonio fosfato,
pH 5,0 como también de elucidn.

La adicidn de tetrabutilamonio fosfato a la solucidn
0,05 M amonio fosfato, pH 5,9 produjo una mejor separacidn de
1-metil adenina de la 5-metil citosina y de la 1-metil guanina;
sin embargo, bajo estas condiciones S-metil uracilo no fue se-
parado de 1-metil hipoxantina (Fig. 26). La adicidn de metanol
(5-20% v/v) a la solucidn tampdn, redujo los tiempos de reten-
cidn para la mayoria de las bases metiladas.

el segundo grupo de bases metiladas fue resuelto
por medio de una solucidén tampdn 0,05 M amonio fosfato, pH 3,3.
Las bases metiladas en el orden de elucidn fueron las siguien-
tes: 7-metil guanina, Nz—metil guanina, 2-metil adenina,
Ng—dimetil guanina (Fig. 27). Aunque no se muestra en la Fig.
27, N6—metil adenina y Ng—demetil adenina puede resolverse tam-

bién con este sistema tampdn (Tabla 5). Sin embargo, ninguna

de las soluciones tampones en forma separada (pH 3,3 & 5,9)
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fue capaz de resolver la mezcla completa de bases metiladas.

La Fig. 28 muestra la separacidén de la mezcla artifi
cial de bases no modificadas constituyentes del tRNA, utilizan
do para ello 0,05 M sulfato monobdsico de amonio, pH 5,0. Dos
de estas bases, citosina y uracilo, poseen los menores tiempos
de retencidén de todas las bases cromatografiadas (Tabla 5), en
tanto que guanina eluye junto a 1-metil guanina. El1 tiempo de
retencibén para adenina, fue un poco menor o a veces coincidid
con el de 7-metil guanina, dependiendo del tiempo escogido pa-
pa el cambio de buffer de pH 5,9 a pH 3,3.

Las condiciones bptimas para la separacidn de una mez
cla artificial de once bases metiladas, se llevd a cabo por u-
na combinacidn de las dos soluciones tampones de elucidn des -
cpitas anteriormente. Fig. 29 y Tabla 5, muestran los tiempos
de pretencibn de las once bases metiladas si ellas se separan
bajo estas condiciones.

En este estudio hemos determinado también la lineari-
dad de la respuesta espectrofotométrica en un rango de concen-
tpacidn de bases metiladas. Esto nos permitid determinar en
cada caso la cantidad real de cada base o base metilada exis-
tente en las muestras; ademds, nos permitidé corroborar que ba
jo nuestras condiciones experimentales la columna no fue sobre
cargada (Fig. 30).

Cantidades del orden de 200 pmoles fueron facilmente

detectadas spectrofotométricamente por medio de esta técnica.
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Figura 26, Efecto del tetrabutil amonio fosfato
(0,005 M) en la separacidn de una mezcla de ba-
ses metiladas que contienen 1-metil adenina,
5-metil citosina, 1-metil guanina, S5-metil ura-
cilo y 1-metil hipoxantina. Las condiciones ex-
perimentales fueron las mismas que se utiliza -
ron en la Figura 28.
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Figura 27. Separacidén de una mezcla artificial de
2_metil adenina, 7-metil guanina, N?-metil guani-
na y N%—dimetil guanina por uBondapak/ClS. Las

condiciones experimentales fueron las mismas des-
critas en la leyenda de la Figura 28.
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Tabla 5. Separacidn de bases metiladas por HPLC en

uBondapak/Clg.
Base metilada Tiempo de retencidn VolGmen de retencidn
(seg) (ml)
l-metil adenina 221 7.4
S5-metil citosina 264 8.8
1-metil guanina 306 10,2
5-metil uracilo 358 12.0
l1-metil hipoxantina 630 21.0
7-metil guanina 684 22.8
N%-metil guanina 767 , 25.6
2-metil adenina 816 27.2
N2-dinetil guanina 1327 b
NG—metil adenina 963 32.1
Ng—dimetil adenina 1683 56.1
citosina 144 4.8
uracilo 174 5.8
guanina 306 10.2
adenina 718 23.9

La valoracidn del tiempo de retencidn corresponde a un

promedio de tres determinaciones con menos de un 5% variacidn.

El volfimen de retencidn que se determind a partir de los

tiempos de retencidn a una velocidad de flujo de 2 ml/min.

Las condiciones experimentales son similares a las des-

critas en la leyenda de la Figura 29.
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Figura 28. Separacién de una mezcla artificial de
citosina, uracilo, guanina y adenina por uBonda -
pak/C18 con una velocidad de flujo de 2,0 ml/min

y una presidn de 2,000 p.s.i. Tampén 0,05 M amonio
fosfato (pH 5,9). El detector -uy (254-nm) se ajus-
té a 0,2 unidades de absorcidn total.
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Finalmente, el procedimiento se utilizd para analizar

la distribucidn de [metil+1qC] bases pertenecientes a E. coli

tRNA las cuales fueron metiladas in vitro por una preparacidn
parcialmente purificada de ®%RNA metiltransferasas provenien-
tes de corteza cerebral de rata de 8 dias (Fig. 31 y 32).

La Fig. 31 muestra los perfiles de absorcidn (254 nm)

provenientes de los elufidos de una columna uBondapak/C la

18?

cual a sido cargada con una mezcla standard de bases metiladas

que contenia ademds, un hidrolizado de tRNA proveniente de

E. coli previamente metilado in vitro.

El perfil radioactivo (Fig. 32), indica que l-metil
adenina, Nz—metil guanina y Ngﬁdimetil guanina son las

I .. . ;
1 C] bases que se forman durante la reaccidn enzimiti-

| metil-
ca.

La Fig. 31 y 32 también muestran la presencia de una
substancia de naturaleza desconocida que absorbe a 254 nm, la
cual no es radicactiva y que posee un tiempo de retenciédn en-
tre 180 - 200 seg. Pseudouridina e isopenteniladenina poseen
tiempos de retencidn semejantes a uracilo, por lo que ninguna

de estas bases puede atribuirse al peak de absorcidn de natura

leza desconocida,
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3.4 DISCUSION

Hemos disefiado con éxito una técnica rédpida y facil-
mente reproducible para la separacidn de once bases metiladas
por medio de cromatografia de fase reversa de alta performance.
Los cambios de soluciones tampones y las recolecciones de mues
tras pueden ajustarse para que ellas ocurran a intervalos pre-
determinados, siguiendo a la inyeccidn de la muestra,gracias
a que la distribucidn de la elucidn de las bases metiladas se
puede definir en forma precisa en funcidn del tiempo. E1 pro
cedimiento asi descrito permite la separacidn de la mezcla de
bases metiladas en menos de 40 min.

Las columnas de uBondapak/C18 han sido utilizadas du
rante varios meses sin cambios notables en su resolucidn. Hay
que agregar que la técnica descrita no requiere controles de
temperatura estrictos, ya que ella se llevd a cabo a la tempe-
ratura ambiente. La técnica demostrd ser puy aconsejable para
estudiar la distribucidn de las [metil—iuCJbases pertenecientes
a tRNA metilado in vitro en presencia de tRNA metiltransferasas
heterdlogas.

Las condiciones Optimas para la separacidén de la mez-
cla completa de bases metiladas, se describe en la Seccidn
Resultados. Aunque una mejor resolucidén se puede lograr en

esta separacidn en presencia de tetrabutil amonio fosfato.
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El procedimiento permite también la cuantificacidn
de las bases separadas hasta un nivel de 200 pmoles, ya que
el andlisis espectrofotométrico asegura la proporcionalidad
entre la amplitud del peak (o el &rea) y la cantidad de bases
metiladas presentes.

Finalmente, la técnica ha demostrado ser cuantitati-
va en términos de la recuperacidn de la basesen las fracciones

eluidas en comparacidn con la cantidad inyectada en la columna.
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3.5 RESUMEN

Hemos separado exitosamente por medio de una cromato
grafia liquida de alta performance las bases puriniecas, piri-
midinicas y asimismo, las bases metiladas componentes del
tRNA, una vez que el tRNA ha sido sometido a hidrélisis.

La separacidn se llevd a cabo a temperatura ambiente,
por medio de la elucidn de los hidrolizados a través de una
columna cromatografica de fase reversa ( uBondapak/ClS). El
procedimiento permite la cuantificacién de las bases hasta un
nivel de 200 pmoles.

Gracias a la sensibilidad del detector ultravioleta

(modelo 440).
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4. METILACION DE tRNA E. coli POR MEDIO DE LA tRNA ADENINA-
1-METILTRANSFERASA DE CORTEZA CEREBRAL TOTAL Y DE CELULAS

NEURONALES

4.1 INTRODUCCION

tRNA adenina-l-metiltransferasa (tRNA-AMT) es
una enzima o un grupo de enzimas semejantes que metila la po
sicidén 1 de adenina, en aquellos residuos adenilicos pertene
cientes a la cadena polinucleotidica del tRNA. A diferencia
de la enzima tRNA adenina-l-metiltransferasa encontrada en

la fraccidén nuclear del dinoflagelado, Cripthecodinium Cohnii

(190) que parece no poseer especificidad respecto del sustra-
to metilado, nuestra tRNA-AMT parece reconocer secuencias es-
pecificas dentro de la molécula de tRNA para insertar el gru-
po metilo (178).

En los Gltimos afios, muchos intentos se han lle-
vado a cabo para purificar esta enzima a partir de material
bioldgico de distintas fuentes (por ejemplo: higado de rata,
células Hela y células procaridticas) (64, 65, 179, 191, 192},
La actividad de esta enzima se ve afectada por poliaminas,
cationes bivalentes, acetato de amonio, S-adenosil metionina,

S-adenosil homocisteina (75, 139, 193, 194, 195). Los iones
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y las poliaminas interact@ian de una manera directa con el
tRNA y/o con las tRNA metiltransferasas. La unién del tRNA
con las poliaminas produce un efecto estabilizador en la
cadena polinucleotidica, de una manera similar ién magnesio
estabiliza la estructura terciaria del tRNA (145). Surge la
posibilidad entonces, que las poliaminas y magnesio activan
la reaccién de metilacidn al unirse al tRNA y abrir de esta
manera a los sitios de metilacidn a las tRNA metiltransfera-
sas. Algunas observaciones pueden citarse para apoyar esta
hipdtesis. El efecto estimulatorio de las poliaminas depen-

de del tipo de tRNA usado como sustrato (196) y la concentra

cidén 6ptima estimulatoria para una poliamina depende de 1la
concentracidn de tRNA (1389). Aunque estos y otros resultados
sugieren un rol de los cationes y las poliaminas a nivel de
tRNA un efecto directo sobre las tRNA metiltransferasas no
puede ser descartado a la fecha.

Como se muestra en la Tabla 4, hemos detectado
una disminucidén relativa en la metilacidn de residuos adeni-
na pertenecientes a tRNA E coli total si 2,5 mM espermidina
estaba presente en la mezcla de incubacidn que contenia una
preparacidn enzimatica cruda derivada de corteza cerebral de
rata (157).

En esa oportunidad se sugierieron dos posibili-

dades para eplicar los resultados observados:
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a) Espermidina inhibe la metilacidn de los residuos adenina
en posicidn 1; o
b) la metilacidn de todas las bases susceptibles de ser me-
tiladas es proporcionalmente mayor que la metilacidn de
adenina en posicidn 1, y esto se refleja en una disminu-
cidn aparente del porcentaje de 1-metil adenina formada.
En la Tabla 4 (157) también se sefiala un relati-
vo enriquecimiento en la actividad tRNA-AMT de extractos de-
rivados de cé&lulas nerviosas previamente aisladas (156), com-
parado con preparaciones similares obtenidas a partir de cor
teza cerebral (neuronas + células gliales). Para aclarar
algunos de estos resultados, hemos decidido estudiar la loca
lizacidn celular de la enzima tRNA-AMT para luego comparar
las propiedades de la enzima parcialmente purificada a partir
de corteza cerebral de rata y células nerviosas aisladas de

corteza cerebral
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4.2 METODOS

Hidr&lisis de [metil-t7c] +RNA

Acido trifluorocacético (1 ml) se mezcld con | me-
ti1-%C] tRNA en un tubo de combustidn (25 x 2 I.D. cm)(A.H.
Thomas Co., Philadelphia, PA) sellado bajo vacio e incubado
a 170°C durante 30 minutos. Después de la hidrdlisis el &ci
do trifluoroacético se evaporé con una corriente de nitrbge-
no a la temperatura ambiente y el residuo seco se conservd

a weg.,

Andlisis Cromatografico

El hidrolizado de tRNA (157) que contenia entre
2.000 y 10.000 dpm se disolvid en agua (0,2 ml) y fue aplica
do a la columna a través de la cavidad del inyector a la tem-
peratura ambiente usando una jeringa de 100 pl (Precision
Sampling Corp., Baton Rouge, LA). Después de la inyeccidn
de la muestra, el flujo de la columna se mantuvo a 2 ml por

1HC]

minuto. Para una separacidn optima (189) de las [metil-
bases, la solucidn tampdn fue cambiada 400 seg después de la
inyeccidn de la muestra. Fracciones (0,02 - 0,1 ml) se co -

lectaron en minutubos plasticos de centelleo (Rochester
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Seientific Co., Inc., Rochegter, NY) a las que se les agregd
2 ml de mezcla de centelleo ACS (Amersham, Searle, Arlington
Heights, IL ).. La radioactividad de 1la muestra se determind
en un contador de centelleo liquido Beckman 250. Todas las
Muestras y las soluciones fueron filtradas a través de fil-
tros miliporo (0,45 u di&metro de poro) y luego degaseadas

POr vacio.

Metilacidén de tRNA E. coli in vitro

Hemos descrito con anteriodidad la composicidn
de las mezclas para estudiar la velocidad de metilacién de
tRNA y la capacidad de metilacidn de tRNA (139) utilizando
tRNA metiltransferasas de sistema nervioso (157). Para el
estudio de los pardmetros cinéticos y los efectos de anidlo-
gos de SAH sobre la actividad enzimatica, hemos utilizado la
Mezcla de reaccidn correspondiente a velocidad de metilacién

de tRNA.

Preparacién de tRNA - AMT

Ratas Sprague-Dawley machos (8 dfas de edad)
fueron decapitadas y luego se removid rapidamente la corteza

cerebral (aproximadamente 15 gr) para proceder en seguida a

la homogenizacién del tejido nervioso en un homogenizador
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Potter-Elvehjem (vidrio-tefldn). E1 volumen del tampén
de homogenizacién fue 3,5 veces el peso del tejido.

La solucién tampdn contenia 10mM Tris-HCL,

PH 7,6 , 1mM EDTA y 1 mM ditiotreitol (DTT). E1l homogeni -

zado se centritugd a 165.000 x g durante 150 min y el sobre-
nadante obtenido fue fraccionado con una solucidn saturada

de sulfato de amonio a la temperatura ambiente y cuyo pH se
ajustd a pH 7,0 (139). E1 precipitado obtenido fue recupera-
do por centrifugacidn, resuspendido en una solucién 10mM Tris-
HCL, pH 8,0 que contenfia 1 mM EDTA y 1 mM DTT (buffer A). Es-
ta suspensidén se dializd durante la noche contra 3 litros del
mismo buffer. El1 dializado (1D ml) fue hecho 1mM Nafosfato 3%
luego aplicade a una columna (25 x 1,5 cm) de hidroxilapatita
esferoidal, la cual habia sido previamente equilibrada con

el mismo buffer. Una vez aplicada la muestra la columna fue
lavada con el mismo tampdn (tampdn de equilibracidn) para lue-
o eluir la muestra con un gradiente linear de fosfato de Na
(1 - 400 mM; volumen total de la gradiente 300 ml) en solu-
cidén tampbdn A.

La actividad total metiltrnasferisica de el e-
luido, se determind utilizando tRNA total E. coli como sus-
trato mtil aceptor. El peak 1 en la Fig. 33 fue reunido y
concentrado por precipitacidn con sulfato de amonio sélido
hasta una saturacién del 80%. E1 precipitado fue luego re-

Cuperado por centrifugacién y disuelto en 20 ml 50 mM
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Tris-HCl, pH 8,0 que contenia 0,1 mM EDTA y 1 mM DTT vy luego
dializado durante la noche contra 2 1t del mismo buffer.

El material no dializable fue aplicado al dia siguiente so-
bre una columna (130 x 0,9 cm) Sephadex G-200, la cual fue
previamente equilibrada con el mismo buffer 50 mM Tris-HC1
pH 8. La actividad enzimdtica se eluyd de la columna con

el mismo tampdn y las fracciones activas fueron reunidas y
concentradas por medio de una precipitacidn con sulfato de
amonio (80% de saturacidn). El precipitado recuperado des~
pués de centrifugacidén se disolvid en una pequefia cantidad
de solucidn tampdn A y luego dividida en pequefias alicuotas,

las cuales fueron conservadas a -70°C.

tRNA - AMT preparado de cuerpos celulares neuronales

Los cuerpos celulares neuronales fueron prepara-
dos a partir de cortezas cerebrales de ratas machos de 8 dias
de edad, como se describid con anterioridad (156, 197), lue-
go fueron suspendidas y homogenizadas en el mismo buffer
utilizado para la preparacidn de cortezas totales (3,5 ml
de tampdn por g de pellet neuronal).

El tratamiento subsecuente de esta preparacidn

fue idéntico al descrito para la preparacién de le enzima
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obtenida a partir de corteza cerebral total,

Determinacidn de proteinas

La determinacidn de proteinas se llevd a cabo de
acuerdo al método descrito por Lowry y colaboradores (160),

usando sero alblmina de bovino cristalizada como standard,
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4.3 RESULTADOS

Como lo muestra la Fig. 33, la cromatografia so-
bre hidroxilapatita esferoidal resolvidé dos peaks de activi-
dad metiltransferasa. El primer peak contenia la mayoria
de la actividad tRNA - AMT, mientras que el segundo conte-
nia tRNA - AMT md&s cantidades importantes de tRNA-guanina
Nz—metil transferasa y tRNA—guanina—Ng—dimetil—transferasa
En contraste con esto, preparaciones equivalentes derivadas
a partir de cuerpos celulares neuronales contenlian solamen-
te la actividad tRNA - AMT como lo indica la Fig. 24. Debe
hacerse notar que los volumenes de elucibén obtenidos para el
primer peak en la Fig. 33 y 34, fueron idénticos, indepen -
dientemente de la fuente de la enzima. Al mismo tiempo.
la precipitacidn con amonio de sulfato y didlisis previas a
la cromatografia fueron pasos necesarios para una separacidn
exitosa de la tRNA - AMT de las otras actividades tRNA metil
transferasas.

El pico 1 (Fig. 33) fue purificado posteriormen-
te por pasaje a través de una columna Sephadex G-200 (Fig,
35). Las fracciones eluidas que contenian tRNA - AMT fueron

tratadas como se describid en la seccidn Métodos 4.2 y luego
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utilizada para los estudios subsecuentes.

Para determinar inequivocamente la especificidad
de la enzima tRNA - AMT, tRNA total E.coli fue metilado uti-
lizando las preparaciones enzimdticas parcialmente purifica-
das obtenidas a través de las cromatografias sobre hidroxil-
apatita y Sephadex G-200. El1 [metil-1%c] trua resultante
fue hidrolizado con &cido trifluorocacético a 170°durante
30 min y luego de la evaporacidn del acido, los hidrolizados
fueron sometidos a cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) como se describid en la seccidn Métodos 4.2 (189).

El andlisis radiométrico pbtenido en los eluidos de la cro-
matografia HPLC demostrd que vistualmente toda la radiocacti-
vidad se encontfaba en la posicién correspondiente a las
1-metil adenina (Fig. 36)

Ensayos de metilacidn en los que se utilizd pre-
paraciones enzimiticas de corteza cerebral, demostraron ade-

14

mis de la existencia de [metil-~"C ] 1-metil adenina, canti-

1

dades menores de [metil- e J1-metil guanina y NQ—metil gua-

nina, estas dos {iltimas representaban menos de un 10% del to

14 JtRNA formado.

tal de [metil-
La tabla 6 resume el procedimiento de purifica-
cidén de tRNA - AMT a partir de corteza cerebral.
Los efectos de NHf y Mg+ sobre tRNA-AMT se compa
ran en la Fig 37A y 37B, respectivamente. 5 mM Mg+ y alrede-

dor de
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Figura 33. Cromatografia en hidroxilapatita esfe-
roidal de tRNA metiltransferasas de corteza cere-
bral. La columna se eluyd con una gradiente linear
-fosfato (1-400 mM). Se analizaron alicuotas para
estudiar la actividad de las tRNA metil transfera-
sas (250 ul) en un ensayo de "velocidad". Las tRNA
metil transferasas fueron derivadas de una prepara-
cidn de corteza cerebral total. Para detalles, ver

Métodos Seccidn L4.2.
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Figura 34. Cromatografia en hidroxilapatita esfe-
roidal de tRNA metiltransferasas de corteza cere-
bral. Las condiciones experimentales fueron anid -
logas a las descritas en la leyenda de la Figura
33. Las tRNA metiltransferasas fueron derivadas a
partir de una preparacidn de perikaria neuronal.
Para mas detalles ver Mé&todos Seccidn 4.2. Se usd
dpm en la ordenada en vez de actividad especifi-
ca ya que no fue posible determinar con certeza
el contenido proteico de los extractos neuronales
debido a la presencia de una proteina extrafia (ver
ref. 197).
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Figura 35. Cromatografia sobre Sephadex G-200 de
tRNA-AMT preparada a partir de corteza cerebral

de rata total. A las alfcuotas se les determind

la actividad tRNA-AMT en un ensayo de velocidad.
Para detalles ver Métodos Seccidn u4.2.
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0,5 M NH: fueron las concentraciones de estos cationes que
Produjeron una maxima estimulacién de la actividad tRNA—AMT
en corteza cerebral,

La Fig, 37C muestra los efectos ejercidos por
el pH en la actividad cortical y neuronal de TRNA-AMT. La
maxima actividad enzimdtica fue detectada alrededor del pH
8,2 - 8,4 para ambas @reﬁaraciones, cuando se utilizd una so
lucidén tampdédn 100mM Tris-HCL.

Los experimentos que se muestran a continuacién
corresponden a estudios en los cuales se utilizd tRNA- AMT
obtenida a partir de corteza cerebral total @& menos que se
especifique lo contrario); sin embargo, la enzima obtenida
@ partir de cuerpos celulares meuronales dio resultados ania-
logos. La fig 38 corresponde a un estudio comparativo de los
efectos de diferentes concentraciones de espermidina, es-
Permina y putrecina en la actividad de la tRNA - AMT obte-
nida de corteza cerebral total.

Espermidina produjo una méxima estimulacidn de
la actividad tRNA - AMT a concentraciones entre 2-3 mM, en
forma similar a lo demostrado anteriormente con una prepara-
cidn cruda de tRNA metiltransferasa de corteza cerebral (157)_

Alternativamente, 1 mM espermina y 40 - 60 mM

putrecina fueron las concentraciones 6ptimas de estas polia-

Minas para priducir una mixima actividad +RNA - AMT. En
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otro experimento (Pig, 39), se han estudiado los pardmetros
cinéticos pertenecientes a tRNA - AMT, encontrdndose una
Constante Km aparente de 6 uM para el sustrato S-adenosil-
metionina. La metilaciBn de tRNA fue inhibida de manera com-
petitiva por SAH con una constante de inhibicién de alrede-
dor de 16 uM.

La tabla 7 enumera los efectos de una serie de
andlogos de SAH en la actividad de la tRNA - AMT neuronal.
De todos los compuestos ensayados, el efecto inhibitorio més
marcado se produjo por 107" S-adenosil-L-cisteina (SAC)
(35%), mientras que el efecto inhibitorio mids debil fue ob-
servado con 10™'M S-adenosil-D-homocisteina (SADH) (21%.

Una caracterizacidn més detallada de la tRNA-AMT
se llevd a cabo al utilizar especies diferentes de tRNA E.
coli como sustrato. Como lo demuestra la Tabla 8, la capaci-
dad de metilacidn de los diversos tRNAs E.coli varié marca-
damente, siendo tRNA glu, el mejor sustrato y tRNA el
Peor de ellos. Las capacidades de metilacidén de tRNA
y tRNA val fueron equivalentes al 12% y 2% respectivamente,

respecto de la metilacidn obtenida con tRNA glu, los resulta
, —

dos son comparables a los obtenidos utilizando la enzima ob-
tenida a partir de higado de rata (64, 178)

Para determinar si tRNA - AMT es una enzima lo-
calizada exclusivamente en el compartimiento neuronal del sis

tema nervioso, fracciones equivalentes de la enzima fueron
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Figura 36. Cromatografia liquida de alta perfomance

(HPLC) de un hidrolizado de tRNA de E. coli sobre
uBondapak/018. Para detalles ver Métodos Seccidn 4.2.
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Figura 37. Efecto del NHQ, Mg+ y pH en la actividad

de tRNA-AMT. Se utilizd el procedimiento de ensayo
de "velocidad". Nétese que A) contenia solo NH,;

B) solo Mg; mientras que C) contenia solc 2,5mM es -
permidina. Las 3 mezclas de incubacidén contenian

100 mM Tris-HC1.
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Figura 38. Efecto de las poliaminas en la actividad
de tRNA-AMT usando tRNA total de E. coli. La activi-
dad enzimd&tica se midid en "velocidad™ usando
tRNA-AMT de corteza total.
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39, Curva Lineweaver y Burk de la metilacidn
E. coli usando tRNA-AMT preparado de perika-
ria neuronal. Se usd el procedimiento de "velocidad"
y la incubacidén durd 20 min. SAH: S-adenosil-L-homo-

cisteina.
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preparadas a partir de corteza cerebral total, cuerpos celu-
lares neuronales aislados, células gliales (156) y células
gliales cultivadas (astrocitos), las cuales fueron derivadas
a partir de corteza cerebral de rata de 3 dias de edad en un
cultivo primerio durante 12 a 14 dias (198). La Tabla 9,
muestra que [metil—luC] 1-metil adenina representaba 41,5%
de la radiocactividad total recuperada después de HPLC en

las neuronas contra un 30,2% y un 28,1% en los dos tipos de
células gliales analizadas con un valor intermedio de 32,1%
en la corteza total. De manera inversa, la Tabla 9 muestra
también que bajo las condiciones del ensayo la formacién de
N% metil guanina (189) fue significativamente mids alta en
las células gliales (glias aisladas 42,2% y cultivadas 34,1%),
comparadas con los valores obtenidos a partir de cuerﬁos ce-

lulares neuronales (18,2%).
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Tabla 7. La inhibicidén de tRNA-AMT cerebral.

% Inhibicidn

Compuesto 107 '™ 107°M 107™M
S-adenosil-L-homocisteina 8y 3y 252
S-adenosil-D-homocisteina 21 12 2.2
S-adenosil-L-cisteina 35 0 0
S-5'-butil-5'"-deoxiadenosina 0 0 0
S-adenosil-5'-deoxi-5'-tiocetanol 0 0 0
S-5'isobutil-5'-deoxiadenosina 0 0 0
2-0-metiladenosina 0 0 0
9-B-D-arabinofuranosiladenosina 0 0 0
9-B-D-arabinofuranosilhipoxantina 0 0 0
1-B-D-arabinofuranosiluracilo 0 0 0
adenosina il 0 0

La fuente de enzima fueron células neuronales obtenidas
a partir de ratas de 8 dias de edad. La enzima se incubd en
presencia de tRNA E. coli, 2,5 mM espermidina y S-adenosil-
L-[metil ~*"Cl] metionina durante 30 min. a 37°C y luego pre-

cipitada con TCA al 10%. Para mis detalles ver Métodos Sec-

cidbn 4.2.
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Tabla 8. Metilacidn de tRNAs individuales de E. coli.

tRNA Actividad relativa®
tRNA total 1.00
trNaYEL 0.71
tRNAPDE 0.43
glu2
tRNA 3.57

La enzima usada fue de corteza cerebral de ratas de

8 dias.

El ensayo de '"capacidad" se realizd en presencia de
y D

2.5 mM espermidina, 1 mg de proteina cerebral y tRNA entre

1.5-2.0 nmoles.

Incubacibén: 2 h.
Actividad con tRNA total: 6.3 x 10" dpm/mg/120 min.




136

Tabla 9. Comparacidn de la capacidad de metilacidn en tRNA
E. colil con enzimas derivadas de corteza cerebral,
neuronas corticales aisladas, células gliales y

células astrociticas en cultivo.*

Aislado del total®=®
~1y

[metil™ " 'C] Corteza Perikaria Células Astrocitos
base total neuronal gliales en cultivo®®#®
l-metil adenina 32.1 B, 9 30.2 28.1
5-metil citosina 16.8 18.7 9.6 16.7
l-metil guanina 2.4 8.0 N.D 10.0
l-metil hipoxan-

tina Tl 5:7 8.2 7.4
Nz—metil guanina 28.4 18.2 42.2 34,1
Ng—dimetil guani-

na 9.5 9.8 '8 trace
Bases menores 3.1 2.0 N.D. 3
Radiactividad

total (dpm) 11,143 12,713 1,476 9,848

Los valores se expresan como porcentaje de la radiocacti-
vidad total recuperada después de HPLC.

Por el procedimiento de Sellinger y cols., (156).
Por el procedimiento de Cummins y Glover (198).

Ensayo de "capacidad", Incubacién 2 hj; espermidina 2,5 mM,

tRNA E. coli (10 ug).
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4.4, DISCUSION

Hemos descrito en esta seccidn un proceso de‘pu—
rificacidn que produce tRNA - AMT 80 veces purificada, a par-
tir de corteza cerebral de ratas de 8 dias; la enzima bajo
estas circunstancias se encuentra libre de contaminacidn de-
bido a la guanina-tRNA metiltransferasa. El procedimiento
dexcrito requiere cantidades relativamente pequefias de teji-
do (15 g). Vale la pena destacar que al purificar la misma
€nzima a partir de otrso tejidos, higado de rata (64) y cé-
lulas Hela (179), se lograron purificaciones mucho mayores
Pero también los procedimientos fueron mis elaborados, en-
contrdndose también en estos casos una ausencia de contamina-
cién debido a otras tRNA metiltrnasferasas. Aunque Kuchino
Nishimra (178) no ha informado el incremento en purifica-
cién de la tRNA - AMT preparada a partir de higado de rata,
estos investigadores han demostrado que la enzima no se en-
cuentra contaminada con otras tRNA metiltransferasas al en-
sayar el producto final de la preparacidn de +tRNA - AMT.

En nuestro estudio, no hemos encontrado diferencia entre la
tRNA -AMT purificada a partir de la corteza cerebrél y la
enzima obtenida a partir de cuerpos celulares neurcnales

(Fig. 33- 36)
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El estudio de inhibidores de la tRNA - AMT (Ta-
bla 7), mostrd que 10_4M SAH inhibid totalmente la actividad
tRNA - AMT, en tanto que a concentraciones 10_%wde SAH el
grado de inhibicidn fue minimo (10%). Las inhibiciones pro
ducidas por 10™*M SADH v 10"y SAC, fueron 3,5% y 21% vrespec
tivamente, mostrando asi la menor efectividad de estos anilo
gos de SAH como inhibidores de la reaccidén de metilacidn
(199, 200, 201). Al comparar las inhibiciones producidas
por SAC y SADH se establecid que la longitud de la cadena
aminoacidica no es un factor critico para determinar la efi-
cacia de un inhibidor de tRNA - AMquue por otra parte 10—5M
SADH es ligeramente mds efectivo que una concentracidn igual
de SAC.

El resultado que se ilustra en la Fig. 37A, mues
tra que la concentracidn necesaria de NH; para obtener una
madxima estimulacidn de la tRNA - AMT cerebral (0,5 M) fue su
perior a la concentracidn determinada previamente para teji-
dos no neural y neural (0,1 - 0,25 M) (139, 157, 202, 203).
La tRNA - AMT aislada de corteza cerebral también se ditepen
cia de la enzima aislada a partir de higado de rata (195), en
términos de sus requerimientos de Mg; , ya que en nuestro ca-
80 una actividad apreciable de la tRNA - AMT se encontrd en
presencia de 2 - 10 mM Mg; en ausencila de poliaminas o NH:

(Fig. 37B), mientras que Leboy y Glick (195) han informado




139

una actividad tRNA - AMT despreciable en la presencia de
0,5 - 10 mM Mg;. Al comparar a dpm incorporados sobre
tRNA en las Figs. 37A-C, demuestra gque espermidina (Fig.
37A) produce el efecto estimulatorio maximo sobre la meti-
lacidn de tRNA.

La estimulacidén in vitro de las tRNA metiltrans-
ferasa por medio de espirmidina, .espermina y putrecina
(Fig. 38) constituye un fendmeno bien establecido (139,146,
157, 194, 202, 204). Podemos constatar sin embargo, que
mientras espermina estimuld las metiltransferasas de cere-
bro y no cerebrales, aproximadamente en un rango &ptimo de
1 -1,5 mM (139, 194, 202, 205), las otras poliaminas estu-
diadas (espermidina, putrecina) afectaron de manera diferen-
te las tRNA - AMT cerebrales y las tRNA - AMT no neuronales.
Por ejemplo Pegg (139) encontrd una mixima estimulacién de
las tRNA metiltransferasa hepatica en presencia de 15 - 25
mM putrecina., mientras que la tRNA - AMT cerebral (Fig. 38)
requirid una concentracidén 40 - 60 mM de putrecina para es-
tablecer el méximo de actividad enzimitica, este iltimo va-
lor puede ser comparado de manera favorable con los valores
de 60 mM y 40 - 50 mM de la misma poliamina determinados co-
mo &ptimos para las tRNA metiltransferasas de células leu-
cémicas (194) y para la tRNA - AMT purificada a partir de hi-

gado de rata (195). Nuestros resultados también muestran que

(Fig. 38)
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al igual que las tRNA metiltransferasas de higado de rata
(139, 202) la tRNA - AMT cerebral requirid 2 - 3 mM esper-
midina, en tanto que la tRNA - AMT purificada a partir de
higado (195) requiridé una concentracién un tanto mayor de
espermidina (12-14 mM). Hay que destacar que Hacker (194)
encontrd dos concentraciones optimas de espermidina para

la metilacidén en presencia de tRNA metiltransferasas obte-
nidas a partir de células con leucemia, una alrededor de

3 mM y otra alrededor de 10 mM. Aunque nuestra clasifica-
cidn de la eficiencia de las diferentes poliaminas como eg-
timulantes de la metilacién de tRNA en presencia de la tRNA
AMT cerebral concuerda con la nocidn general en el sentido
que putrecina es poliamina mis eficiente (193), Moler y co-
laboradores (206) establecieron recientemente que 10 mM es-
permidina es la poliamina mds eficiente para estimular la
metilacidén de tRNA cuando se utilizaron extractos de cerebro
adulto y que por el contrario, espermidina 20 mM fue 1la polia
mina mids eficiente en presencia de enzimas aisladas de cere-
bro fetal o recien nacido.

Cuando la tRNA - AMT cerebral fue utilizada para
metilar diferentes especies de tRNA E. coli (tabla 8), tRNA
81u2 y tRNA mostraron ser el mejor y el peor sustrato
respectivamente. Estos resultados concuerdan con los resul-

tados obyenidos por Kuchino y Nishimura (168) y los de Glick

Y colaboradores (64), quienes utilizaron tRNA - AMT
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aislada de tejido hepdtico de rata. Sin embargo, se han de-
mostrado varias peculiaridades en relacidn a la especificidad
de las enzimas tRNA - AMT. De esta manera, usando una prepa-

racién parcialmente purificada de tRNA metiltransferasa deri-

vada de higado de rata en presencia de tRNAL . E. coli como
sustrato Wildenauer y colaboradores (207) demostraron diferen
cias en la naturaleza del residuo formado, dependientes de

la presencia de 30 mM cadaverina en conjuncidén con Mg en la
mezcla de incubacidn; al respecto, se observé la formacidn

de 1-metil adenina si solo cadaverina o cadaverina méas Mg
estaban presentes, pero no se detectd la base metilada en au-
sencia de cadaverina. Recientémente, hemos exminado la me-

tilacidén de tRNA. . en presencia de las tRNA metiltransfera-

et
sas cerebrales de la rata noruega Hooded a los 6 dias post-
natales y a los 21 dias post-natales también (208, 209), no-

t4ndose que en el animal de 6 dias la formacién de 1-metil
adenina no excedid el 10% de ias bases metiladas formadas,
independientemente de la preséncia de 2,5 mM espermidina,
mientras que a los 21 dias la metilacidn de adenina se elevd
a aproximadamente 38% en la ausencia de espermidina repre-
sentando solo el 5% en presencia de la poliamina. Nuestros
resultados (Tabla 9), demuestfan que las neuronas contienen
niveles apreciables de la actividad tRNA - AMT confirmando

\
asi nuestros datos previos (157)




Para demostrar si las neuronas contienen un enri
quecimiento selectivo en tRNAi— AMT, hemos preparado fraccio-
nes que contienen esta enzima a partir de glfas cultivadas,
glias aisladas a partir de tejido nervioso para luego compa-
rar estas fracciones con otras que contienen enzimas pero de
rivadas a partir de células n?uronales o corteza total. Los
resultados (Tabla 9) indican que aunque tanto las fracciones
gliales como las neuronales cgntienen tRNA - AMT, el porcen-
taje en el cual contribuye la‘base metilada 1-metil adenina
al total de las bases metilad%s fue significativamente menor
comparado con la corteza total o c&lulas neuronales. Asi,
nuestros resultados muestran %ue las neuronas son las fuentes
mas ricas en tRNA - AMT en co%paracién a las células gliales.
Resta por demostrar si las actividades tRNA - AMT obtenidas
a partir de las células gliales son residuo especifico dife
rentes como es el caso en Phaseolus vulgaris (56), asimismo

queda por demostrar si el enriquecimiento selectivo en

|
tRNA - AMT exhibido por las c%lulas neuronales posee un pa-

pel funcional. ‘
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4.5 RESUMEN

Hemos utilizado cuerpos celulares neuronales o
Corteza cerebral total a partir de ratas machos de 8 dias
como fuente de la enzima 1-metil adenina-especifico tRNA
metiltransferasa (tRNA-AMT). La preparacidn de una enzima
80 veces purificada determinada en presencia de tRNA E.coli
total como sustrato se llevd a cabo por medio del fracciona-
Miento en presencia de amonio sulfato, cromatografia sobre
hidroxilapatita esferoidal y cromatografia sobre Sephadex
G-200. Se estudiaron asimismo, los parémetros cinéticos para
el sustrato S-adenosil-L-metionina (SAM) (Km=6 mM) y el inhi-
bidor S-adenosil-L-homocisteina (SAH) (Ki:16 uM); asimismo,
se determind el efecto de diversos andlogos de SAH. S-adeno-
sil L-cisteina (SAC) (10-4M) y S-adenosil-D-homocisteina
(SADH) (10 '*M) produjeron un 35% y un 12% de reduccidén en la
actividad enzimdtica respectivamente. Los efectos de Mg++,
NH: acetato y de las poliaminas espermina putrecina y esper-
midina sobre la tRNA - AMT cerebral coincidieron en general

con los efectos encontrados por estos agentes sobre la tRNA-

AMT hepdtica (64)
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Al com?aram la caﬁacidad aceﬁtora de sustratos
como tRNA glu,, tRNA val, tRNA y tRNA total de E. coli
en presencia de la tRNA ~ AMT se demostrd que tRNA glu, es el
mejor sustrato y tRNA es el sustrato menos efectivo,

tRNA - AMT aislada a partir de cuerpos celulares
Neuronales demostrd caracteristicas similares a la enzima ais
lada de corteza cerebral total. Al comparar las actividades
de tRNA - AMT en neuronas y células gliales demostrd valores
m&s altos en las primeras., Estos resultados sugieren una lo-
calizacidén preferencial de la tRNA - AMT en el compartimento

neuronal del cerebro.
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5. LA ESTIMULACION DE LA NQHINETTL ¥ LA Ng— DIMETIL GUANINA
ESPECIFICO, tRNA METILTRANSFERASAS CEREBRALES POR MEDIO

DE METIONINA SULFIXIMINA. ESTUDIO IN VIVO

5.1 INTRODUCCION

En esta seccidn describimos el efecto del agente
convulsante N-metionina-DL-sulfoximina (MSO) sobre la activi-
dad de las tRNA metiltransferasas cerebrales.

La literatura describe varios ejemplos en los cua-
les el proceso de metilacidn @e tRNA puede ser afectado por
la administracién de drogas in vivo.

Por ejemplo, la administracién de DL-etionina,
el etil andlogo de metionina, induce hepato carcinomas en ra-
tén (210), pero el mecanismo exacto de la accidn carcinogénica
es desconocido. Etionina inhipe la sintesis proteica y la sin
tesis de dcidos nucléicos (211- 212) y produce una actividad
dumentada de las tRNA metiltransferasas hepaticas (213).

De una forma andloga, otros agentes carcinogénicos tales como
dimetil nitrosamina, dimetil ;mino benzeno y N-nitroso metil

urea aumentan la actividad de|estas enzimas (214- 216)
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Dos estudios diferentes han citado el aislamien-
to de tRNA-metil deficiente a partir de higados de ratas tra-
tadas con grandes dosis de DL-etionina. E1 tRNA metil defi-
ciente asi obtenido es capaz de aceptar grupos metilos in vi-
tro provenientes de S-adenosil-L-metionina (69,217).

Un trabajo anterior en nuestro laboratorioc, demos-
tré que la administracién del convulsivante L-metionina- DL-
sulfoximina (MSO) en ratas y ratones produjo una marcada
disminucidén de los niveles cerebrales de la mlécula metil-
donadora, S-adnosil-L-metionina (SAM) (218). Un mecanismo
posible para explicar esta disminucidn de los niveles de SAM
sefialé que MSO estimulaba la utilizacidn de SAM al aumentar
la actividad de las metiltransferasas cerebrales (219,220).
Recientes resultados avalan esta teoria, al encontrarse un
aumento significativo de las actividades de las enzimas ca-
tecol-0- e histamina N-metiltransferasas cerebrales después
de tratamiento con MSO (219). A este respecto, se ha demostra
do un efecto regional producido por el MSO. Asi, mientras que
en la rata la histamina N-metiltransferasa permanecid inalte-
rada por tratamiento con MSO en el hipotdlamo y cerebro medio
Su actividad sufridé un aumento en el tallo cerebral, el hipo-

campo, el cerebelo y la corteza cerebral (219)
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Ya que los procesos de metilacidn heterdloga vy
homéloga de tRNA son muy activos en el cerebro de la rata
(157, 203, 204, 207), resulta posible que MSO como parte de
SU aacidén general sobre las metiltransferasas cerebrales ac-
tuase sobre la actividad de las tRNA metiltransferasas cere-
brales. En este capitulo describimos una estimulacidn sig-
nificativa mediada por el tratamiento de MSO in vivo sobre la
actividad tRNA metiltransferasa en la corteza cerebral de ra-
ta y logramos detectar un efecto espefifico de 1la droga sobre
las metiltransferasas que catalizan la insercidén del grupo me
tilo en la posicidn N° 2 de los residuos de guanina. Un repor

te preliminar detallando estos hallazgos ha sido publicado

(221, 222)




148

5.2 METODOS

METILACION DE tRNA CON EXTRACTO DE ANIMALES TRATADOS

CON MSO.

Ratas albino machos Sprague-Dawley (18 dias de
edad) fueron inyectadas intraperitonealmente con suero sali-
no o MSO (0,94 mmoles/Kg para una inyeccidn simple & 0,23
mmoles/Kg una vez al dia durante una semana) (222),.

La decapitacidn de los animales se llevd a cabo
90 min, 3 hrs & 5 hrs después de la inyeccién {inica & al dia7°
después de el comienzo del tratamiento crénico de 7 dias.

Las cortezas cerebrales se disectaron rapidamen
te y luego fueron homogenizadas en un homogenizador de vidrio-
tefldn con 3,5 volumenes de 10 mM Tris-HCl, pH 7,6; 1 mM ditio
treitol (DTT) y 1 mM MgClz.

El homogenizado se centrifugd a 165.000 x g du -
rante 150 minutos y las tRNA metiltransferasas presentes en
la fraccidén sobrenadante fueron precipitadas por la adicidn
de una solucidn saturada de amonio sulfato a pH 7,0 hasta
alcanzar un grado de saturacidn equivalente al 80%. E1
material insoluble fue recuperado por centrifugacidn y luego

el precipitado obtenido resuspendido en 10 mM Tris-HCl, pH

8,0 que contenia 1 mM EDTA y 1 mM DTT. La suspensidn
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obtenida fue dializada durante la noche contra 1,5 litros
del mismo tampdn (un cambio de buffer) y la fraccidn diali-
zada se utilizd como fuente de tRNA metiltransferasa.

La velocidad de metilacidn in vitro del tRNA se
llevd a cabo en la presencia de 2,5 mM espermidina de la ma

nera como se describid en la seccidn Métodos 2.2

Hidrdlisis de lmetil—iuC] tRNA

El procedimiento ha sido descrito previamente

en la Seccidn 2.2

Andlisis cromatogrdfico de las lmetil—luc]bases

El procedimiento ha sido descrito en detalle en

la Seccibébn 3.2

Determinacidén de la concentracidn de proteinas

Las proteinas fueron determinadas de acuerdo al

procedimiento de Lowry y colaboradores (160) utilizando albi

mina de suero cristalizada como standard.
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5.3 RESULTADOS

La Tabra 10 muestra que MSO no tiene efecto so-
bre la actividad cerebral de las tRNA metiltransferasas in

uM S-adenosil-L-homocisteina (SAH)

vitro en contraste con 10~
y bromuro de etidio, los cuales inhiben marcadamente la acti-
vidad enzimdtica. La Fig. 40 muestra el curso de la metilla-
cidn de tRNA E . coli total in vitro, al usar las tRNA metil-
transferasas derivadas de animales previamente tratados du-
rante 90 min 5 hrs. & una semana con MSO.

La metilacidén de tRNA por medio de las tRNA metil-
transferasas derivadas de animales tratados con MSO fue sig-
nificativamente mayor que la de los controles durante todos
los tiempos exﬁerimentales analizados. La tabla 11 compara
las tRNA metiltransferasas de animales controles y MSO (3 hrs)
en términos de su habilidad para metilar diferentes tipos de
tRNA, incluyendo tRNA de higado de rata. La mayor dife-
rencia entre animales controles y tratados se dio con tRNA

E. coli total seguido por tRNA de higado de rata y final

mente tRNA glu2 L£. coli. Para descartar la posibilidad que los
cambios en la metilacidn de tRNA atribuidos al tratamiento
con MSO fueran debidos a un requerimiento diferente de esper-

midina por parte de las dos preparaciones enzimdticas,
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Tabla 10. Efecto de MS0O, bromuro de etidio y S-adenosil-
L-homocisteina en los tRNA metiltransferasas

cerebrales.

Adicidn Actividad tRNA metilfransferasa.®
Ninguna 1,u402%%

MSO, 107 M 1,351

MSO, 107 °M 1,425

MSO, 107 °M 1,370

Bromuro etidio, 1D—HM 276
S-adenosil-L-homocisteina, 107" 186

i En sobrenadante 154,000 x g de corteza cerebral de ra-
ta de 18 dias

ik dpm [metil _1HC] tRNA/45 min.

Los valores son promedio de 2 determinaciones con me -

nos de un 7% de variacidbn.
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Figura 41. Efecto de espermidina en la metilacién
de tRNA E. coli. Se tomaron alicuotas (40 ul) des-
pués de 30 min. de incubacidn a 37°C y luego se
procesaron de la manera que se describid en la le-
yenda de la Figura 40. Los valores representaron
un promedio de 2 determinaciones con menos de 7%

variacidn.
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un estudio de los efectos de las diferentes concentraciones
de las poliaminas se llevd a cabo. La Fig. 41 muestra que
el efecto maximo estimulatorio de la poliamina (2,5 mM) es
el mismo tanto en animales tratados como en animales contro-
les.

Hemos estudiado asimismo la especificidad de la
base metilada al utilizar E. coli tRNA cuando tRNA fue meti-
lado con enzimas derivadas de animales tratados. Los resul-
tados de este andlisis se muestran en la Table 12. La Tablal?
compara asimismo, la distribucidn, (como % de la actividad
recuperada) de las [metil—iuC] bases obtenidas después de la
metilacidn de tRNA con enzimas de animales tratados vs contro
les. Los resultados indican que hay un 51% de aumento en la
metilacidn total, lo gque se muestra en la columna 1 de la
Tabla 11, el cual refleja un promedio entre el aumento signi
ficativo (2,5 - 4,8 veces) de la metilacidn de la Nvaetil
y Ng—dimetil guanina vs la inalterada metilacién de guanina
en posicién 1 y de adenina, citosina e hipoxantina. Los re-
sultados muestran claramente el efecto especifico de MSO
sobre las actividades de las NZ-metil y Né—dimetil guanina-
especifico tRNA metiltransferasa derivada de corteza cerebral
de prata. En términos cuantitativos el efecto de MSO fue dos

veces mayor sobre las Ng—metil guanina. Aunque este resultado

produjo una relacidn 2:1 en las radioactividades especificas
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(Ng-dimetil guanina vs Ngvmetil guaninal, el ﬁrocentaje de
aumento en las contribuciones de estas dos bases metiladas
respecto del contenido total de bases metiladas al utilizar
tRNA E. coli total, permanecid constante (15,5% para N’-metil

guanina vs 13,3% para N%—dimetil guanina) .
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5.4. DISCUSION

Ya que MSO no cambia la actividad de las tRNA
metiltransferasas cerebrales cuando se agrega a una mezcla
de incubacidn in vitro, hemos descartado la posibilidad que
MSO interactfie con alguno de los componentes de la mezcla
de incubacidn como es el caso de espermidina poliamina que
modula el proceso de metilacidn sw tRNA. Anteriormente, se
demostrd que MSO (10_3, 10~ 8M) no tenfa ningfin efecto en la
actividad de la histamina N- metiltransferasa parcialmente
purificada de cerebro de rata (219). La pre-incubacidn de
MSO con tRNA, fraccidén enzimdtica 6 S-adenosil metionina
a 37° durante 10 min también no pridujo cambios en la veloci-
dad de formacidn de [hetil—luC:] tRNA. Por el contrario,
MSO administrado in vivo, ya sea de manera aguda o crdnica,
aumentd® claramente la actividad especifica de las tRNA metil-
trnasferasas cerebrales (Fisg. 40). Estos resultados no pue-
den ser atribuidos a diferencias en los niveles enddgenos de
SAH ya que los extractos cerebrales de animales tratados y
controles fueron dializados extensivamente; més alGn, un traba
jo anterior realizado en este mismo laboratorio, demostrdé una

disminucidn en los niveles de SAH cerebral después de trata-

miento con MSO (223)
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El efecto producido por MSO fue facilmente demos-
trable en presencia de tRNA E. coli total, como asimismo con
tRNA E. coli y de higado de rata, pero no asi con tRNA

E. coli glu, (Tabla 11). El efecto mds marcado se observd con

2
tRNA E. coli total, probablemente a causa del exceso de este
sustrato (5 veces) sobre las cantidades de los otros tRNAs
utilizados (ver leyenda Tabla 12); de modo que el gran exceso
de sustrato disponible saturaba todas las tRNA metiltransfera
sas presentes en la preparacidn, incluso aquellas de bajas
afinidades (22) permitiendo asi la metilacidn de sustratos
con bajas afinidades. Mas aln, espermidina (0,1 - 20 mM) en
preparaciones de animales tratados con MSO demostrd el mismo
efecto estimulatorio sobre la metilacidén de tRNA a concentra-
ciones idénticas a las halladas en animales controles (Fig.41)
Un hecho sorprendente fue la metilacidn sustancial
de tRNA de higado de rata con las tRNA metiltransferasas
cerebrales. Estos resultados con similares a los obtenidos
por Simdén y colaboradores(141), quienes demostraron una can-
tidad apreciable de metilacidn del tRNA de higado de rata to-
tal por medio de las tRNA metiltransferasas derivadas de ce-
rebro de rata adulta. Debemos destacar asimismo, que recien-
temente se ha demostrado la metilacidn tRNA metil deficiente

aislado a partir de higado de rata por medio de las tRNA

metiltransferasas derivadas de animales normales
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(69, 224) y que hemos demostrado en la seccidn 2 un proceso
muy activo de metilacidén homdloga de tRNA en el cerebro de
rata inmadura, en que los tRNA cerebrales (y/o los tRNA pre-
cursores) son metilables in vitro por medio de las tRNA metil
transferasas cerebrales en la ausencia de un tRNA exdgeno
(157, 203).

La radioactividad especifica de cada [metil—lu

c ]
base formada en la tRNA total de E. coli se muestra en la Ta-
bla 12. Los resultados muestran claramente que el aumento en
la metilacidén producida por MSO se concentrd en los residuos
NQ—metil guanina y Ngudimetil guanina. Basandose en la obser-
vacién que se muestra en la Tabla 11, indica que tRNA
E. coll es mids susceptible a MSO que tRNA g1u2 y a partir del
hecho que estos dos tRNA son metilados por N2~ guanina tRNA
metiltransferasas diferentes de higado de rata (75, 78, 225,
226) (la enzima I metila en la posisicidn 10' a partir del ter-
minal 5' OH requiriendo para ello de la secuencia S4 UAGCUC;
la enzima II metila en posicidn 27 del terminal 5' y requiere
la secuencia CUCG), hemos concluido que MSO ciertamente, aun-
que no exclusivemante, afecta las tRNA metiltransferasas ana-
logas a la enzima I.

Una explicacidn alternativa del efecto producido
por MSO en la metilacidn de Nz—metil guanina de tRNA Ex

coli seria que el incremento mediado por MSO responde a una
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E. coli es mis susceptible a MSO que tRNA glu2 y a partir del

hecho que estos dos tRNA son metilados por N - guanina tRNA
metiltransferasas diferentes de higado de rata (75, 78, 225,
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metilacidn de un residuo diferente al residuc guanilico 10.
La enzima II ha sido purificada parcialmente y caracterizada
en presencia de diferentes tRNA E. coli (75, 225, 226) tRNA
leua, tRNA leu, y tRNA fmet fueron los sustratos preferidos,
mientras gque tRNA aungue posea una guanina en posicidn
27, resulta ser un sustrato dificiente para la enzima. Se
podria pensar entonces, que estando restringida la metila-
cidén de tRNA E. coli en posicién 27 por medio de las en-
zimas del tipo II provenientes de animales controles, el ac-
ceso a este mismo sitio se hace menos restringido con anima-
les tratados con MSO.

Explicaciones satisfactorias respecto al efecto
marcado de MSO sobre la formacidn de Ng—dimetil guanina son
més dificiles de encontrar. Ya que en eucariotes el residuo
guanina N° 10 es metilado por una Ng—mono metil guanina RNA
metiltrnasferasa (225, 226) y el residuo guanina 27 por una
o mids enzimas las cuales pueden ambas mono y dimetilar, es
posible que la metilacidn de la guanina 27 para formar la
Ng—dimetil guanina, ya sea con enzimas de controles o experi-
mentales se realize via guanina-27 especifico metiltransfera-

sa (tipo II). Alternativamente, si como sucede en las cé&lu-

las KB in vivo utilizadas por Munns y colaboradoes (227),
en que la formacidn de Nz—metil guanina y Ng—dimetil guanina
no es sincrdnica, siendo la Gltima sustancialmente mds répi-

da que la primera, es posible que parte del efecto mediado

}. ,
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por MSO en la formacidn de Ng- dimetil guanina, resulta de
el aumento en la metilacidn de cantidades pre-existentes de
Nz—metil guanina por una actividad (la cual) agrega el segun
do grupo metilo en ciertos casos (226). El1 aumento mucho ma
yor en la formacidn de Ng—dimetil guanina, comparado con

Nz—metil guanina (Tabla 12), sugiere que una posibilidad de

esta naturaleza es digna de ser investigada.
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5.5 RESUMEN

La administracidn de una dosis simple de convul-
sivante o miltiples dosis subconvulsivantes de L-metionina-
D-sulfoximina (MSO) a ratas de 18 dias, produce una eleva-
€ion significativa de la actividad especifica de las tRNA
metiltransferasas cerebrales, determinadas en un ensayo in
vitro utilizando como sustrato tRNA heterdlogo o especie
hom&logo. E1 aumento fue detectable 90 min después del tra-
tamiento con MS0 y persistid durante todo el periodo pre-
convulsivo (5 - 6 Hrs). E1 [metil—iuC] tRNA fue purificado
e hidrolizado para producir las bases metiladas y determi-
nar la distribucidn cuantitativa de ella por medio de cro-
matografia liquida de alta velocidad. Un aumento marcado en
la formacién de N2- [metil—igcj y Ng- [dimetil—luC] guanina,
fue observado en animales tratados con MSO, demostrindose
asi una estimulacidén especifica por medio de MSO in vivo

y/o Ng—dimetil guanina especificas tRNAs metiltransferasas.
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6. EL ESTUDIO IN VIVO DE LOS CAMBIOS EN LA METILACION DE

tRNA

6.1 INTRODUCCION

La transferencia de grupos metilo a moleculas de
tRNA desde metionina por medio de la S-adenosil-L-metionina
y con el concurso de las tRNA metiltransferasas dando origen
a tRNA metilados, se encuentra bien documentado. Variaciones
significativas en la actividad de las tRNA metiltransferasas
parecen ocurrir cuando un tejodo sufre cambios fisioldgicos
(141, 157, 228, 232). Los tejidos fetales y embrionarios con-
tienen una actividad mucho mas alta de las tRNA metiltransfe-
rasas con respecto a los tejidos adultos normales (141,233).

Esta propiedad (por lo menos en ciertos casos),
parece estar relacionada con las diferenciacidn activa en el
lugar de répido crecimiento, ya que el higado en regeneracidn
no muestra tal aumento en la actividad tRNA metiltransferasa
(67). Ademds, la actividad tRNA metiltransferasa parece dis-

minuir a lo largo del ciclo de vida postnatal (157, 234).




En esta seccidn hemos determinado la metilacidn

in vivo del tRNA cerebral de rata a los 8 y 18 dfas post-na

tales siguiendo una inyeccidn con [metil-"H] metionina.
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6.2 METODOS

Preparacidn de metil->H tRNA in vivo.

Ratas machos (8 y 18 dias de edad), fueron inyec-
tadas intracranealmente via el ventriculo lateral con L-
[metil-°H] metionina utilizando una dosis de U4 C/g (25 1)
de peso del animal y 45 minutos después los animales fueron
sacrificados. Las cortezas cerebrales y los cerebelos fue-
ron disectados y congelados en N liquide. El tejido fue ho-
mogenizado en 0,25 M sucrosa, 0,035 M Tris-HCL, 0,025 M KCL,
5 mM MgCl, (pH 7,4) y luego centrifugado a 1.000x g durante
15 min (159), luego el tRNA fue extraldo del sobrenadante por

el método descrito en la seccidn 2.2.

Bidpdliste de metil="H +RNA.

El procedimiento ha sido descrito en la Seccidn
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An&lisis cromatogridfico de [meti1—3HJ bases

El procedimiento ha sido descrito en la Seccidn

a2

El tRNA que ha sido previamente acilado, fue
cromatografiado en una columna de DEAE celulosa como se des

cribid en Métodos, Seccidn 2.2

Electroforésis del tRNA

Hemos adoptado la técnica descrita por Peacock
y Dingman (235), la cual emplea geles de acrilamida al 10%.
El tampdén de electroforesis contenia 108 g de Tris, 9.3 g de
EDTA-Na, y 55.0 g dcido bdrico en 1 1t de solucidn. La so-
lucidn tampdbn se utilizd sindiluir para la preparacidn del
gel y fue 10 veces diluida para llenar el reservorio de los
tampones,

Las soluciones stock fueron hechas de la siguien

te manera:
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1) Acrilamida 19% peso/volumen
bis acrilamida 1% peso/volumen
2) TEMED ¢ 0,5% peso/volumen
3) Amonio persulfato 1,6% peso/volumen

4) Solucidn tampdn

(no diluida)

Composicidn del gel a 10%

Solucidn 1 8.0 ml
Solucidn 2 1.0 ml
Solucidn 3 1.0 ml
Solucidn U4 1.6 ml
Agua b.4 ml

Previa a la electroforesis, los geles fueron
corridos durante 45 min a 5 mA/gel.

Las muestras fueron diluidas 4:5 v/v con una so-
lucidn de sacarosa al 50% que contenia azul bromofenol justo

antes de depositarse en los geles.
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entre las siguientes bases metiladas: 1-metil guanina, 5-metil
uracilo, 7-metil guanina y Ns—metil adenina.

1- [metil—3H] adenina en el tRNA de la corteza
fue 50% mds alto que en el tRNA de cerebelo. Inversamente,
1- [metil—3H]guanina en el tRNA de corteza cerebral fue menos
de la mitad del valor obtenido en tRNA cerebelar. Asimismo,
la cantidad de NB—metil adenina en el cerebro, correspondid
al doble de la cantidad de la misma base metilada encontrada
en la corteza cerebral (5,2 vs 2,5%).

La Tabla 14 ilustra los resultados obtenidos uti
lizando animales de 18 dias de edad bajo las mismas condicio
nes. La distribucidn de la radioactividad en cada regidn
cerebral, fue la misma que a los 8 dias de edad. De nuevo
1 [metil—sH]adenina en el tRNA de la corteza fue significati
vamente mis alto que en el tRNA cerebelar (30%).

La diferencia en el contenido de 1—[metil~3H]gu§
nina detectada entre el cerebelo de 8 dias de edad y la cor-
teza de la misma edad, no fueron visible a los 18 dias de
edad.

Al comparar los resultados obtenidos en la Tabla
14 con aquellos publicados por Randerath y colaboradores (236)
para cerebro humano normal (Tabla 15), aparecen las siguien-

tes diferencias:
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a) Una mayor proporcidn de l-metil adenina en corteza cere -
bral de rata (18%) y cerebelo (11%) (1,5 a 2 residuos por

tRNA vs alrededor 1 en cerebro humano).

b) Una mayor proporcidn de Nz—metil guanina en corteza de ra

ta y cerebelo (5 a 6%).

c) Una reduccidn de la proporcidn de 5-metil citosina tanto
en corteza de rata (13%) como en cerebelo (12%) (1,5 - 2 re
siduos/tRNA en cerebro humano vs alrededor de 1 en cerebro

de rata.)

d) Una reduccién en el cerebelo (5%) y la corteza (6%) de ra

ta de 7-metil guanina y en el contenido de 5 metil uracilo

cortical (u4%).
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6.4 DISCUSION

Hemos caracterizado la distribucidn del metil-gH]
bases componentes del tRNA las cuales han sido caracterizados
in vivo por medio de una inyeccidn ventricular de [metil-°H]
metionina.

Hemos seleccionado un tiempo de inyeccidn de Uu5
min, pues se ha demostrado que la méxima incorporacidén del
pPrecursor [metil—BH] metionina en el tRNA cerebral, despuéds
de una dosis simple ocurre entre los 46 y 60 min. después de
la inyeccidn. (237)

El porcentaje de distribucidn de las bases meti-
ladas medido por la radiocactividad recuperada después de cro-
matografia HPLC no cambid drm&ticamente con la edad. Sin em-
bargo, se detectaron cambios especificos en la distribucidn
de [metil—SH] bases al analisar regiones diferentes del cere-
bro (1-metil adenina y 1-metil guanina)

El Gnico cambio importante relacionado con la e-
dad en la distribucién de bases metiladas, lo constituyo el
Ccambio en el contenido de Nz—metil guanina cortical, 16% a
los 8 dias vs 21% a los 18 dias. Estos datos confirman nues-
tros resultados anteriores en que un aumento en la metilacidn
homdéloga correspondiente a la Nz—metil guanina cerebral fue

determinada en ratas de 18 dias de edad al ser comparadas con
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animales m&s jovenes. Este es el primer intento para corre-
lacionar la metilacidn de tRNA cerebral con el desarrollo del
tejido cerebral.

Al comparar nuestros resultados con aquellos ob-
tenidos utilizando cerebro humano adulto, se encontrd un a-
cuerdo general en la distribucidn de las bases metiladas,ex-
cepto la 1-metil adenina y la S5-metil citosina (Tabla 15)

Los resultados obtenidos sugieren la existencia
de importantes cambios en la distribucién de tRNAs isoacepto-
res en las células del cerebro durante el desarrollo post-na-
tal. Ademds, los datos sugieren que la metilacién de tRNA
Puede ser unuproceso celular altamente especifico, el cual
exhibe diferencias en neuronas de tipo diferente reafirmando
asi el concepto de un alto grado de especificidad conferido

por la metilacién sobre las moléculas de tRNA aceptoras.
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6.5 RESUMEN

Hemos determinado la metilacidn de tRNA de corte
za cerebral y cerebelo en ratas de 8 y 18 dfas de edad.

Hemos detectado las siguientes {metil—3H] bases
constituyentes en el tRNA de corteza cerebral Yy cerebelo:
1-metil adenina, 5-metil citosina, 1-metil guanina,
S5-metil uracilo, 1-metil hipoxantina, 7-metil guanina,
Nz—metil guanina, N8~meti1 adenina y Ng—dimetil guanina.

Se han detectado diferencias en la distribucidn
de las [metil~3H] bases provenientes de la corteza y el cePe
belo en los casos de la 1-metil adenina y 1-metil guanina.

El aumento relativo en la Nz—metil guanina corti
cal con la edad, confirma nuestros resultados previos obteni
dos al estudiar la metilacidn hombéloga del tRNA in vitro

(157) entre los 3 y 18 dias de edad.
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CONCLUSIONES

El presente estudio ilustra evidencias que de-
muestran la existencia de una variedad de residuo-especifico
metiltransferasas en el cerebro de la rata, como asimismo,
dexfribe la naturaleza de las bases metiladas que se forman
a% hacer reaccionar las tRNA metiltransferasas cerebrales en
presencia de tRNA E. coli.

Hemos observado una marcada disminucidn de las ac
tividad tRNA metiltransferasa durante el periodo post-natal
eéntre 3 y 43 dias en la corteza cerebral, el cual contrasta
con la evoluidn de la actividad enzimitica cerebelar (Dai-
nat, Salas y Sellinger, observaciones no publicadas), donde
se encuentra que la actividad aumenta primeramente entre los
3 y 10 dias post-natales, para disminuir subsecuentemente
al igual que en la corteza. Estos resultados se agregan a
las evidencias que sugieren que la corteza cerebral y el ce-
rebelo poseen diferentes patrones de maduracidn. Resultados
también sugieren que una diseccidn regional del cerebro es
esencial para la determinacién exacta de las variaciones es—
Pecificas en la metilacidn de tRNA de cada regidn cerebral.

Los resultados obtenidos al incubar tRNA E.coli

con sobrenadantes obtenidos de corteza cerebral, confirman

una vez mis la premisa que sostiene que, "mientras mas
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evolucionado se sitlle un organismo en la escala filogenética
mayor es el contenido de modificaciones que poseerd su tRNA".
al mismo tiempo que apoya la idea que sostiene que el tRNA
citoplasmadtico de mamifero posee un mayor contenido de bases
metiladas que el tRNA bacteriano.

Es interesante destacar en este momento, que al
comparar las [metil-T2c] bases existentes en tRNA de cerebro
humano con las [metil—iuC] bases presentes en tRNA E. coli u-
na vez que este ha sido metilado por las tRNA metiltransfera-
sas cerebrales demuestra diferencias cualitativas importantes.
Asi, mientras tRNA de cerebro humano contiene 1-metil adenina,
6-metil adenina, 1-metil guanina, Ng—dimetil guanina,
7-metil guanina, 3-metil citosina, S5-metil citosina vy
5-metil uracilo, aparentemente carece en 2-metil adenina. Por
el contrario, el [metil-T"C] tRNA E. coli metilado in.vitro
demostré no poseer Ns—metil adenina y tampoco 3-metil citosi-
na, pero si contiene l-metil hipoxantina.

Una comparacidn cuantitativa similar entre las
[metil—sH lbases derivadas de corteza y cerebelo provenien-
tes de tRNA metilado con [metil-°H] metionina in vivo con las

120 Jbases encontradas en tRNA de cerebro humano re-

[metil-
veld las siguientes diferencias: Una mayor proporcidn de 1-
metil adenina y Nz—metil guanina tanto en la corteza como el

cerebelo de rata, comparada al cerebro humano; una reduccidn
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en la proporcibén de 5-metil citosina y 7-metil guanina corti-
cal y cerebelar respecto del cerebro humano.

Nuestros resultados demuestran también que ratas
entre 3 y 8 dias de edad post-natal, contienen en las corte-
zas cerebrales aceptores endbgenos de grupos metilos, los cua
les no son ni proteinas, ni DNA y que son sensibles a la hi-
drélisis por la ribonucleasa pancredtica. Este material fue
caracterizado inambiguamente como tRNA. Por lo tanto, hemos
establecido que las tRNA metiltransferasas pueden introdudir

metil—iuC grupos in vitro, principalmente en los residuos
guanina del tRNA dando origen a tRNAs, los cuales contienen
N2 y (1+7 metil guanina) (metilacién homdloga)

Existe la posibilidad, sin embargo, que los re-
sultados observados no sean el reflejo de un procesoc de me-
tilacién homéloga de tRNA, pero que en cambio representan un
proceso de metilacidn heterocelular, en el que tRNAs neurona-

les son metiladas por tRNAs metiltransferasas gliales y que

tRNA gliales lo sean por las enzimas provenientes de las cé-
lulas neuronales. No hemos descartédo la posibilidad que par-
te de la metilacidn homdloga del tRNA involucre las modifica-
ciones de TRNA precursores.

Al estudiar los efectos de las poliaminas sobre

la metilacidn de tRNA hemos demostrado su efecto estimulatoric

Sobre la metilacidn de tRNA total E coli por medio de las tRNA
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metiltransferasas derivadas de cortezas cerebrales de ratas
inmaduras, como asimismo con las enzimas derivadas de las
pericarias neuronales. Por el contrario, hemos demostrado
que espermidina inhibe la metilacidn homdloga del tRNA.

Hemos purificado parcialmente la enzima adenina-
l-especifico tRNA metiltransferasa, a partir de cortezas ce-
rebrales de ratas jovenes, y demostramos también, que las
células neuronales poseen un contenido mayor de esta enzima
cuando se le compara con los niveles de esta enzima en la
corteza total. La constante Km aparente determinada para
la adenina- 1 tRNA metiltransferasa corrresponde a 6 M, va-
lor mids elevado que el determinado por Glick y colaboradores
(64), para la enzima derivada de higado de rata.

Finalmente, hemos alterado el patrén de metila-
cidén de tRNA E. coli obtenido con las tRNA metiltransferasas
cerebrales al administrar a ratas L-metionina-DL- sulfoximina
(MSO) agente convulsante anidlogo de lametioninayel cual ante-
riormente habia probado poseer un efecto depletivo de la S-
adenosil-L-metionina cerebral en la rata.

Los resultados obtenidos en animales tratados
con M5S0 demostraron un aumento significativo de la formacidn
e NQ— metil guanina y Ng-dimetil guanina y de esta manera,
se establecid una estimulacidn especifica por medio de MSO
de 1las N2—metil y/o Ng—dimetil guanina-especifico tRNA me-

tiltransferasas cerebrales.
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