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RESUMEN 

Un sistema de traducción in vitro derivado de placenta humana es una herramienta útil para estimar el 
efecto que tendrían antibióticos nuevos sobre la síntesis de proteínas en células humanas. Una 
modalidad simple de ensayo in vitro es la síntesis de polifenilalanina o poli(Phe), dependiente del ARN 
sintético poli(U). Para optimizar este ensayo, se purificó ARNtPhe homólogo, partiendo de ARNt total de 
placenta, mediante una combinación de cromatografía hidrofóbica y de alta presión en fase reversa (RP-
HPLC). Al incorporar el ARNtPhe purificado a los ensayos se duplicó la eficiencia de síntesis de poli(Phe) 
con respecto a la obtenida con un ARNt total heterólogo de levadura. El sistema de ensayo optimizado 
fue usado para determinar el efecto de antibióticos sobre la elongación de polipéptidos por ribosomas 
humanos. La actividad ribosomal fue inhibida eficientemente por antibióticos que actúan sobre el 
ribosoma eucariota (cicloheximida y emetina, IC50 ≅ 40-60 µmol/L y 10-30 µmol/L, respectivamente). Por 
el contrario, antibióticos que actúan sobre el ribosoma bacteriano (cloranfenicol, azitromicina, y 
clindamicina) no mostraron efecto inhibitorio aún a concentraciones altas (hasta 1 mmol/L). Estos 
resultados demuestran la sensibilidad diferencial esperada del sistema in vitro y su potencialidad para ser 
utilizado en una evaluación temprana y rápida del efecto de antibióticos de nueva generación sobre la 
síntesis de proteínas con ribosomas humanos. Por lo tanto, el sistema de ensayo in vitro permitiría 
seleccionar aquellos compuestos con mejores posibilidades para las pruebas posteriores necesarias para 
establecer su uso terapéutico en humanos. 
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ABSTRACT 

An in vitro translation system derived from human placenta is an useful tool to evaluate the possible effect 
of new antibiotics on protein synthesis in human cells. A simple assay model is the poly(U)-directed 
poly(Phe) synthesis test. To optimize this assay, the homologous tRNAPhe was purified from total RNA 
isolated from human placenta combining hydrophobic chromatography and reverse phase high pressure 
chromatography (RP-HPLC). Parallel assays with heterologous tRNA from yeast and purified human 
tRNAPhe revealed a two-fold increase in poly(Phe) synthesis efficiency when the homologous tRNA was 
used. The improved assay system was used to test the effect of antibiotics on polypeptide elongation by 
human eukaryotic ribosome (cicloheximide and emetine, IC50 ≅ 40-60 µmol/L and 10-30 µmol/L, 
respectively). In contrast, antibiotics that affect the bacterial ribosome (chloramphenicol, azytromicine and 
clyndamicine) did not show inhibitory effect at concentrations as high as 1 mmol/L. This showed the 
expected differential sensitivity of the in vitro assay system making possible an early and fast evaluation 
of the effect of new antibiotics on protein synthesis with human ribosomes. The use of this system would 
allow to select the compounds with the best possibilities for the next necessary tests to establish their 
therapeutic use in humans. 

Key words: Ribosomes, In vitro translation, Human Placenta, Antibiotics.ribosomes. The ribosomal 
activity was efficiently inhibited by antibiotics known to affect the  

 
INTRODUCCIÓN 

 
El proceso de síntesis de proteínas, en especial la act ividad r ibosomal, es uno 
de los blancos pr incipales de muchos antibiót icos, tanto naturales como 
sintét icos. La emergencia de bacter ias patógenas resistentes a los antibiót icos 
usados en terapéut ica y el  esclarecimiento de la estructura atómica del 
r ibosoma bacter iano (1-3), ha est imulado a la industr ia farmacéutica al 
desarrol lo de antibiót icos sintét icos con especif icidad para unión y bloqueo de 
dominios funcionales claves de estos r ibosomas (4-6). Debido a las simil i tudes 
estructurales evolut ivamente conservadas entre los r ibosomas de bacterias y de 
eucar iotas, puede exist ir  un efecto cruzado indeseado sobre los r ibosomas 
humanos. Esta posibi l idad debe ser descartada antes de establecer el posible 
uso terapéutico de estos antibiót icos en humanos.  

Los antibiót icos nuevos, igual que cualquier  nueva droga que se proponga para 
uso en humanos, se someten a una serie de ensayos in vitro  y pruebas en 
animales. Esto determina altos costos y largos períodos de t iempo. Al tratarse 
de compuestos con capacidad para afectar la maquinaria traduccional es lógico 
que los ensayos de síntesis de proteínas in vitro  se incluyan con alta prior idad 
para examinar, por un lado, el efecto sobre bacterias y, por el otro, el posible 
efecto sobre mamíferos. Estos ensayos se efectúan con sistemas l ibres de 
células constituidos por un extracto celular total que cont iene componentes 
traduccionales: r ibosomas, enzimas solubles, factores y ARN de transferencia 
(ARNt) o por la reunión de cada uno de estos componentes purif icados. Con un 
suplemento adecuado de energía (ATP y GTP), aminoácidos y otros cofactores 
(Mg+ 2 ,  K+),  estos sistemas pueden sintet izar  in v itro  proteínas codif icadas por 
ARNm endógeno o exógeno (7).  

Los sistemas de traducción in vitro  generalmente ut i l izados para estudiar los 
mecanismos de acción de los antibiót icos son el de E. coli,  en bacter ias (8, 9) y 
el de ret iculocito de conejo, en mamíferos (10, 11, 12). Sin embargo, las 
restr icciones interespecie claramente indican que cuando se trata de probar 
fármacos para futuro uso en humanos, es preferible ut i l izar un sistema ef iciente 
de traducción in vitro  de origen homólogo (humano).  
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Este t ipo de ensayo no ha sido posible hasta el reciente desarrol lo de un 
sistema optimizado para traducción in vitro  con componentes traduccionales 
ais lados de placenta humana (13). Este sistema, constituido por r ibosomas 80S 
libres de membranas y la f racción soluble (fuente de factores y enzimas de la 
traducción), es muy act ivo en la síntesis de pol ifeni lalanina o pol i(Phe) dir ig ida 
por el ARN sintét ico pol i(U). Durante la optimización del s istema fue evidente 
que los componentes ais lados muestran act ividad máxima en condiciones 
cercanas a las f is iológicas de [Mg+ 2 ] ,  [K+ ]  y temperatura (13). Esta cual idad de 
act ividad, en dichas condiciones, indica que este sistema se puede usar para 
evaluar en forma conf iable y rápida el efecto de nuevos antibiót icos sintét icos 
sobre los r ibosomas citoplasmáticos humanos.  

 

En este trabajo se presenta una optimización de la purif icación del ARNt 
específ ico para fenilalanina (ARNtP h e) de placenta humana ut i l izado en los 
ensayos de síntesis de pol i(Phe) y la evaluación del efecto de antibiót icos 
conocidos, que afectan al r ibosoma bacteriano o al eucariót ico, sobre dichos 
ensayos. Lo pr imero es necesar io para un sistema de traducción in v itro  
homólogo y act ivo en condiciones cercanas a las del intracelular de células 
humanas. Esto constituye un requisito fundamental para determinar si los 
resultados que se deriven de la evaluación del efecto de los antibiót icos sobre 
la traducción in v itro ,  representan de manera conf iable lo que ocurr ir ía in v ivo .   

 
MATERIALES Y METODOS 

Las placentas se obtuvieron por cesáreas pract icadas a mujeres (previo 
consentimiento informado), sanas y con embarazos normales a término. El 
procesamiento de las placentas y la obtención de los componentes 
traduccionales: r ibosomas 80S y f racción postpol isomal o S-100 (fuente de 
enzimas y factores de la traducción) se real izó de acuerdo a lo descr ito 
previamente (13).  

 

Purificación de ARNtP he  de placenta humana. Se part ió de una preparación de 
ARN crudo de placenta, obtenida mediante extracción del tej ido placentario con 
fenol como ha sido reportado (14). Para obtener el ARNt total,  esta preparación 
se sometió a cromatograf ía de intercambio iónico en DEAE-celulosa y 
f raccionamiento con isopropanol, según los métodos descritos previamente (14-
16). El ARNt total  se sometió a cromatograf ía hidrofóbica siguiendo un 
procedimiento similar al descrito para la purif icación de ARNt específ icos de E. 
col i (16). Para ello, 4.800 unidades de absorbancia a 260 nanómetros (unidades 
A2 6 0) de ARNt total se aplicaron a una columna de feni l-sefarosa  (Fast Flow ,  
SIGMA; 26 x 2 cm) equil ibrada en solución A: Na(CH3COO) 20 mM, pH 5,3;  
MgCl2  10 mmol/L y (NH4)2SO4  1,5 mol/L y ajustada a  un f lujo de 1,5 mL/min. El 
material retenido se recuperó aplicando un gradiente negativo de (NH4)2SO4  en 
solución A hasta 0,7 mol/L.  El exceso de (NH4)2SO4  en las f racciones 
colectadas se removió por f i l t ración molecular en una columna de Sephadex G-
25 equi l ibrada en Na(CH3COO) 5 mmol/L; Mg(CH3COO)2  3 mmol/L y NaCl 75 
mmol/L. El mater ial excluido se precipitó con un volumen de isopropanol a -20 
°C (por 12 horas), se recuperó por centr ifugación y se disolvió en agua estér i l . 
La presencia de ARNtP h e  en las f racciones se determinó mediante ensayos de 
aminoacilación. Las f racciones que presentaron mayor capacidad aceptora de 
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Phe (enr iquecidas en ARNtP h e) se sometieron a cromatografía l íquida de alta 
presión en fase reversa (RP-HPLC).  

Aproximadamente 400 unidades A2 6 0  de las f racciones enriquecidas en ARNtP h e 
se inyectaron en una columna DeltaPack (Waters) t ipo C4 (diámetro de poro 
300 Å, diámetro de part ícula 15 µmol/L) equi l ibrada en solución B:  
NH4(CH3COO) 20 mmol/L  pH 5,5; NaCl 400 mmol/L, y Mg(CH3COO)2  10 
mmol/L, a un f lujo de 1,4 mL/min (presión t ípica de 500-600 psi).  El material  
retenido en la columna se separó con un gradiente de metanol en solución B, 
según se indica. El material  contenido en las f racciones obtenidas fue 
recuperado por precipitación con isopropanol y redisuelto en agua estéri l .  Las 
f racciones con mayor act ividad aceptora de Phe se reunieron y se somet ieron a 
una segunda separación por RP-HPLC.  

Ensayos de aminoacilación.  Volúmenes f i jos de las f racciones procedentes de 
cromatograf ía hidrofóbica o RP-HPLC se mezclaron con la f racción enzimát ica 
(S-100) de placenta (concentración f inal de proteínas: 2-4 mg/mL) en presencia 
de [14C]Phe (50 dpm/pmol) en las condiciones descr itas previamente (13). La 
act ividad aceptora se expresa como los picomoles de [14C]Phe incorporados por 
unidad A2 6 0  de f racción anal izada (pmol Phe/ A2 6 0).   

Ensayos de síntesis de poli(Phe).  Muestras de r ibosomas 80S (0,6 unidades 
A2 6 0) fueron incubadas con la f racción S-100 de placenta humana (2-3 mg/mL), 
el ARN sintét ico pol i(U) (40 µg), el  ARNt total de levadura (0,8 unidades A2 6 0  
por ensayo) o el ARNtP h e  pur if icado de placenta humana (0,06 unidades A2 6 0  por 
ensayo, o como se indique en las f iguras) y [1 4C]Phe (12,5 dpm/pmol),  en un 
volumen f inal de 50 µL bajo las condiciones opt imizadas previamente (13). En 
algunos casos se añadieron los antibiót icos que se indican en las f iguras. La 
act ividad de síntesis se expresa como la cant idad de [1 4C]Phe (en dpm) 
incorporada en pol ipéptidos insolubles en TCA. En el caso de los ensayos 
donde se añadieron antibiót icos la act ividad se expresa como el porcentaje de 
síntesis tomando el ensayo control s in antibiót ico como 100%. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

En pr imer lugar se examinó la dependencia de ARNt y r ibosomas 80S de la 
act ividad de síntesis de pol i(Phe) del s istema de traducción in v itro  de placenta 
humana (Fig. 1).  
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Figura 1. Actividad de síntesis de poli(Phe) en ausencia o en presencia de los ribosomas de placenta 
humana (0,6 unidades A260) o del ARNt de levadura (0,8 unidades A260). 

 

 En ausencia de los r ibosomas o del ARNt, la incorporación de Phe en 
pol ipéptidos no fue signif icat iva, mientras que en presencia de estos 
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componentes la incorporación incrementó en más de 10 veces. A pesar de este 
incremento la ut i l ización del ARNt total comercial de levadura establece 
l imitaciones por no ser específ ico (contiene todas las especias de ARNt) ni 
homólogo. Reportes previos, tanto en procariotes como en eucar iotes, indican 
claramente que las mayores act ividades corresponden a sistemas de traducción 
construidos con componentes homólogos en condiciones de ensayo cercanas a 
las f isiológicas (13). Por estas razones el s iguiente paso fue la pur if icación del 
ARNtP h e  de placenta humana.  

Previamente se reportó un procedimiento de purif icación de ARNtP h e  de 
placenta humana (13). El protocolo de ais lamiento fue mejorado 
signif icat ivamente en este trabajo, usando una combinación de cromatograf ías 
l íquidas de baja y alta presión, basadas en las propiedades iónicas e 
hidrofóbicas de las moléculas de ARNt. Para separar diferentes grupos de 
especies de ARNt, el ARNt total de placenta humana se sometió en pr imer lugar 
a cromatograf ía hidrofóbica en feni l-sefarosa (Fig. 2A).  
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Figura 2. (A): Cromatografía hidrofóbica del ARNt total de placenta humana. Se muestra el perfil de 
absorbancia a 260 nm (A260) (línea contínua) de las fracciones que eluyen según el gradiente de 
(NH4)2SO4 aplicado (línea punteada); la zona demarcada representa las fracciones con mayor actividad 
aceptora de Phe. (B) y (C) RP-HPLC de las fracciones demarcadas en (A). Se muestran los perfiles de 
A260 (linea contínua) de las fracciones que eluyen de acuerdo al gradiente de metanol aplicado (linea 
punteada); las zonas demarcadas muestran las fracciones donde se encuentra el ARNtPhe y su actividad 
aceptora de Phe (pmol Phe/A260).  
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El fundamento de esta estrategia de separación es el mismo que usan los 
sistemas biológicos para discr iminar los ARNt: la secuencia de bases 
nitrogenadas (de carácter hidrofóbico) expuestas al medio. Los ensayos de 
aminoacilación efectuados revelaron el patrón de separación de la act ividad 
aceptora de Phe (Fig. 2A, región sombreada). Las f racciones enr iquecidas en 
ARNtP h e  mostraron una act ividad aceptora promedio de 154 pmol Phe/A2 60  (seis 
veces super ior al ARNt total de part ida, datos no mostrados). Este paso 
cromatográf ico, permit ió incrementar la ef iciencia de pur if icación del ARNtP h e  
en el s iguiente paso de RP-HPLC.  

La técnica de RP-HPLC es muy ef ic iente en el ais lamiento de especies simples 
de ARNt (16, 17). Los ARNt interaccionan con la matr iz cromatográf ica ut i l izada 
en un medio de alta polaridad y pueden ser separados diferencialmente 
disminuyendo la constante dieléctr ica de la fase l íquida incrementando el 
porcentaje de metanol (Fig. 2B, l ínea punteada). En el caso del ARNtP h e ,  la 
presencia de la base modif icada wyosine  en el ant icodón (18) resulta en una 
interacción fuerte de dicho ARNt con la matr iz cromatográf ica ut i l izada en el 
presente trabajo.  Esto impl ica mayor t iempo de retención, lo cual favorece una 
mejor separación del ARNtP h e  de las otras especies de ARNt presentes en la 
muestra (17).  En un primer paso de RP-HPLC, se ais ló una f racción con una 
act ividad aceptora de 763 pmol Phe/A2 60  (Fig. 2B, zona demarcada). Esta 
f racción se sometió a un segundo paso de RP-HPLC donde se obtuvo una 
f racción más pur if icada con una act ividad aceptora de 813 pmol Phe/A26 0  (Fig. 
2C, zona demarcada).  

 

El ensayo de síntesis de pol i(Phe) se realizó en presencia de diferentes 
cantidades del ARNtP h e  de placenta humana pur if icado (Fig. 3A). La máxima 
act ividad de síntesis se alcanzó con 0,06 unidades A2 6 0  de ARNtP h e  por ensayo 
de 50 µL. Además, el nivel de síntesis obtenido con el ARNtP h e  purif icado 
correspondió al doble del obtenido con el ARNt comercial  de levadura y se 
requiere 13 veces menos cantidad del ARNt específ ico (Fig. 3B). 
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Figura 3. A: Síntesis de poli(Phe) en presencia de diferentes cantidades de ARNtPhe de placenta 
humana. B: Síntesis de poli(Phe) en presencia de ARNt de levadura y ARNtPhe de placenta 
humana. Tanto en A como en B el ensayo se realizó en un volumen final de 50 µL.  
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Con el uso del ARNtP h e  de placenta humana, el s istema de traducción in vitro  
además de ser más ef iciente t iene la ventaja de ser un sistema de or igen 
humano completamente homólogo, apropiado para estudiar mecanismos 
moleculares del proceso de traducción en humanos y el  efecto de sustancias 
de interés farmacológico sobre dicho proceso.  

 

Efecto de antibióticos sobre el sistema de traducción in vitro  de placenta 
humana. Se analizó la sensibi l idad del sistema a sustancias que inhiben la 
traducción, ut i l izando dos antibiót icos que bloquean la act ividad de los 
r ibosomas eucar iotas, como son la c ic loheximida y la emetina ( inhiben la 
formación del enlace peptídico y la translocación, respectivamente). Ambos 
antibiót icos inhibieron ef icientemente la síntesis de poli(Phe) con una IC50  

estimada en el rango de 10-30 µmol/L para la emetina y de 40-60 µmol/L para 
la c ic loheximida (Fig. 4A). También se evaluó el efecto de antibiót icos que 
afectan al r ibosoma bacteriano, como son el c loranfenicol ( interf iere con el 
centro peptidi l- transferasa), la azitromizina ( inhibe la act ividad peptidi l-
transferasa o la translocación) y la c l indamicina ( interf iere con la unión del 
aminoacil-ARNt y el pept idi l-ARNt al sit io A del r ibosoma). Como era de 
esperarse, estos antibiót icos no afectaron signif icat ivamente la incorporación 
en el s istema de placenta humana, aún cuando se ut i l izaron a concentraciones 
tan altas como 1 mmol/L. (Fig. 4C). 

 

0

20

40

60

80

1 10 100 1000

%
 S

ín
te

si
s 

d
e 

p
o
li

(P
h

e)

Cicloheximida (µµµµM)

IC50

40-60 µM

0

20

40

60

80

1 10 100 1000

%
 S

ín
te

si
s 

d
e 

p
o
li

(P
h

e)

Cicloheximida (µµµµM)

IC50

40-60 µM

 

0

20

40

60

80

1 10 100 1000

Emetina (µµµµM)

%
 S

ín
te

si
s 

d
e 

p
o

li
(P

h
e)

IC50

10-30 µM

0

20

40

60

80

1 10 100 1000

Emetina (µµµµM)

%
 S

ín
te

si
s 

d
e 

p
o

li
(P

h
e)

IC50

10-30 µM

 

  A 

B 



                                     11: 2 Agosto 2007        Sistema de traducción in vitro.    p. 

 

86Salus online 

C
lo

ra
n

fe
n

ic
o

l

A
zi

tr
o

m
ic

in
a

C
li

n
d

a
m

ic
in

a

S
in

 
a

n
ti

b
ió

ti
co

%
 d

e 
sí

n
te

si
s 

d
e 

p
o

li
(P

h
e)

0

20

40

60

80

100

C
lo

ra
n

fe
n

ic
o

l

A
zi

tr
o

m
ic

in
a

C
li

n
d

a
m

ic
in

a

S
in

 
a

n
ti

b
ió

ti
co

%
 d

e 
sí

n
te

si
s 

d
e 

p
o

li
(P

h
e)

0

20

40

60

80

100

S
in

 
a

n
ti

b
ió

ti
co

%
 d

e 
sí

n
te

si
s 

d
e 

p
o

li
(P

h
e)

0

20

40

60

80

100

 
 
Figura 4. Efecto de diferentes concentraciones de cicloheximida (A) y  de emetina (B) sobre la síntesis de 
poli(Phe); las flechas indican la IC50 estimada para ambos antibióticos.(C) Efecto de antibióticos que 
afectan al ribosoma bacteriano sobre la síntesis de poli(Phe) en el sistema de placenta humana; la 
concentración utilizada en el ensayo de cada antibiótico fue de 1 mmol/L 
 

Los resultados obtenidos con los ant ibiót icos, demuestran la ef ic iencia y 
especif icidad del sistema de traducción in v itro  de placenta humana. La 
inhibic ión de la traducción por antibiót icos que afectan al r ibosoma eucariót ico 
y no por aquellos que afectan al r ibosoma bacter iano, demuestran la 
sensibil idad diferencial esperada de los r ibosomas de placenta humana a estas 
sustancias. Esto indica, que este sistema const ituye una herramienta út i l  para 
inferir  el efecto de sustancias farmacológicas sobre la síntesis de proteínas en 
células humanas.  

Muchos de los ant ibiót icos que se están desarrol lando actualmente están 
diseñados molecularmente para tener especif icidad para unión y bloqueo de 
dominios funcionales claves del r ibosoma bacteriano, como por ejemplo, el sit io 
de decodif icación (sit io A) y el centro peptidi l- transferasa (4-6). Sin embargo,  
debido a las simil i tudes estructurales entre los r ibosomas bacterianos y el de 
los eucariotas (3), estos antibiót icos también pueden afectar a los r ibosomas 
humanos. Esta posibi l idad debe ser evaluada en las pr imeras pruebas que se 
hacen para determinar la especif icidad de dichos antibiót icos.  

Entre los sistemas de traducción in vitro  que se han ut i l izado para evaluar el 
efecto de antibiót icos sobre los r ibosomas y la síntesis de proteínas en 
mamíferos, se han ut i l izado el derivado de hígado de rata (19)  y el de 
ret iculocito de conejo (11, 12). Sin embargo, estos sistemas no son los más 
adecuados para evaluar el efecto de estos compuestos sobre los r ibosomas 
humanos ya que no son de origen homólogo. En este sent ido, el s istema de 
traducción in v itro  derivado de placenta humana, resulta ventajoso ya que los 
resultados que se obtengan son específ icos y representarían de forma más 
f idedigna el efecto de los antibiót icos sobre los r ibosomas citoplasmát icos 
humanos.  

C 
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Los altos costos de diseño y del esquema de evaluación de nuevas drogas (20,  
21) son un gran est ímulo para el desarrol lo de pruebas para evaluación rápida 
de compuestos con posible act ividad farmacológica. El t ipo de ensayo 
optimizado en este t rabajo corresponde a esta categoría pues permit ir ía decidir  
en forma rápida y temprana cuales compuestos con act ividad antibiót ica pueden 
proseguir el  obl igatorio, largo, y costoso proceso para autor izar que una nueva 
droga pueda ser probada en humanos. 
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