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La ribonucleasa despolimeriza al ácido ribonucleico y deja en 
libertad diversos mononucleótidos y polinucleótidos. 

Roth ( 1), De Lamirande y Allard (2) han señalado que en ho­
mogenados de hígado se encuentran dos actividades ribonucleásicas 
bien definidas: una a pH 5.8 y otra a pH 8.2. 

La ribonucleasa alcalina del hígado, según Reid y No des ( 3), 
libera nucleótidos cíclicos pirimidínicos que no son posteriormente 
atacados, mientras que la ácida produce nucleótidos cíclicos tanto pu­
rínicos como pirimidínicos, que son atacados y dejan en libert;1d 
ácido adenílico y ácido citidílico. 

En el tejido cerebral e$tas actividades corresponden (2) a los 
pH 5.5 y 8 .0 respectivamente. 

En el tejido espléni co, Maver y Greco ( 4), encuentran sola­
mente un pH característico mientras que Hilmoe y Heppel (5) se­
ñalan tres. 

Con base en los hallazgos de Zitko y Col. ( Q), es de aceptarse la 
existencia de dos ril!_onucleasas o sea de dos substancias química­
mente distintas, una de las cuales actúa en medio ácido y la otra 
en medio alcalino y no de una sola con diversas modalidades de ac­
ción dependientes del pH. 

Los estudios de De Lamirande y Allard (2) , demuestran que es 
mayor la actividad de la ribonucleasa alcalina que la de la ácida. 
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en homogenados de diversos tejidos como son: mucosa intestinal, 
bazo, corteza renal, hígado, timo, corazón y corteza cerebral de 
ratas y ratones. 

Sin embargo, los trabajos de Roth (1) y de Mavcr y Greco ( 4), 
seiialan lo contrario: mayor actividad de la ribonucleasa ácida que la 
de la alcalina. Estas discrepancias son interpretadas (2) en dos senti­
do : a) por el empleo de ácido perclórico como agente precipitante 
al 3 % en lugar de al 2 % , y b) por la utilización de ácido ribom1 -
cleico purificado, o sea altamente polimerizado; ambas circunstan­
cias explicarían la mayor actividad ácida mientras que es mayor la 
básica si se utiliza ácido perclórico al 2 % y preparaciones comer­
ciales de ácido ribonucleico. 

No creemos que exista inconveniente alguno en emplear ácido 
perclórico a la concentración más baja, pero nos parece que para las 
determinaciones de la actividad r ibonucleásica es necesario utilizar 
ácido ribonucleico purificado, sobre el cual la medida de dicha 
actividad enzimática, estimada por el procedimiento espectrofotomé­
trico, es más correcta. 

Por lo que se refiere a las actividades r ibonucleásicas ácida y 
alcalina en fracciones celulares de mucosa intestinal, corteza renal 
e hígado, los resultados son variables (2) , pero hay predominancia en 
las mitocondrias y en los microsomas; en la corteza renal se encontró 
gran actividad en núcleos y en líquido sobrenadante y gran activi­
dad también en el sobrenadante de mucosa intestinal. 

En este trabajo se ha determinado la actividad ribonucleásica 
ácida y básica en homogenado total de cerebro de ratón y en las 
fracciones celulares habitualmente consideradas o sean núcleos, mito­
condrias, microsomas y líquido sobrenadante. 

MATERIAL Y METODOS 

Se utilizaron g rupos, de ocho cerebros cada uno, ele ratones jó· 
venes cuyo peso osciló entre 20 y 30 gramos. La extracción del 
cerebro, su pesado y homogenización, se practicó inmediatamente 
después de ser sacrificados los animales mediante golpe en el cuello. 
La temperatura se mantuvo constantemente a cero grados centígra­
dos. Los homogenados iniciales se prepararon a dilución de un gramo 
en 10 de solución de sacarosa helada 0.25 M., mediante el homoge-
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nizador de Potter E lvejhem con émbolo de cristal. El homogenado 
total se pasó al través de una aguja hipodérmica No. 22 y se dis­
tribuyó en tubos cilíndricos de Lusteroid de tres pulgadas de lon­
gitud, enfriados previamente, para proceder al fraccionamiento ce­
lular por ultra centrifugación. 

La separación de las fracciones se practicó mediante el método 
seiíalado por Hokin y Hokin (7) modificado en uno de sus pasos 
y que consiste en: 

19 Centrifugación durante cinco minutos ( ultra centrífuga re­
frigerada Spinco) a 3,000 revoluciones por minuto (815.0 X g) . Del 
homogenado total se obtiene un sedimento formado por núcleos 
celulares, por algunas células completas contaminantes y una frac­
ción líquida, opaca y densa en la que se encuentran todas las estruc­
turas citoplásmicas. El sedimento se resuspende homogenizándolo en 
agua biclestil acla helada hasta un volumen total de 10 mi. y se con­
serva en un congelador a temperatura <le Oº a - 4 ° C. E sta fracción 
se denomina fracción nuclear. 

2Q El líquido sobrenaJante de la anleri or centrifugación ~e re­
coge cuidadosamente con pipeta Pasteur provista de bulbo de goma 
y se centrifuga por 10 minutos a 40,000 revoluciones por minuto 
(144,800 X g). Todas las partículas visibles sedimentan, aglutina­
das por la acción salina del jugo celular liberado al homogenizar. 
y se obtiene un líquido sobrenadante transparente, cristalino y que 
forma abundante espuma a la agitación. Se separa por el mismo pro­
cedimiento anterior, se anota :.u volumen y se seiíala como fracción 
sobrenadante. 

3º El precipitado obtenido de la centrifugación anterior se r~­
suspende por homogenización en solución de sacarosa helada 0.25 
M. conservando la proporción 20: 24 entre el volumen inicial del 
homogenado y el volumen de esta suspensión ; se centrifuga durante 
10 minutos a 11,300 revoluciones por minuto (11 ,500 X g). El se­
dimento se resuspende hasta 10 ml. de agua bidestilada helada y se 
homogeniza. Esta fracción se designa como fracción mitocondrial. 

4? El líquido sobrenadante de la centrifugación anterior se ace­
lera 15 minutos a 40.000 revoluciones por minuto y el sedimento 
se resuspende a 10 ml. de volumen final en agua bidestilada he­
lada. Se homogeniza y se conserva como fracción microsomal, en tan-
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to que la parte líquida sobrenadante de esta última centrifugación se 
empleó únicamente para determinar si existe o no nitrógeno en ella. 
El tiempo de centrifugación se empieza siempre a contar a partir del 
momento en que se alcanza la velocidad deseada. 

Para determinar la actividad enzimática se dispusieron sistemas 
A y B de cada fracción. En cada tubo se colocó un mi. de buffer de 
veronal ácido o básico ( pH 5.5 y 8), un mi. de solución substrato 
de ácido ribonucleico de levadura (Nutritional Biochemicals, Co.) 
purificado mediante el procedimiento de Schucher y Hokin (8) y 
además 0.5 ml. de cada una de las fracciones en que se estudió la 
actividad enzimática. Estos sistemas se incubaron durante 30 minutos 
a 37ºC ( -+- 0.5ºC); posteriormente se precipitaron por la adición 
de 2 mi. de la solución ácido perclórico uranilo helada (9) , a concen­
tración final de 2 % . Permanecen en el congelador durante 30 mi­
nutos a cero grados centígrados y posteriormente los líquidos son 
centrifugados durante 10 minutos a 15,000 revoluciones por minuto 
y se hace la lectura en el líquido sobrenadante en el espectrofotó­
metro Beckman DU a 260 milimicrones. Generalmente la lectura se 
hace previa dilución de 1 a 5 con agua destilada. 

Se utilizaron testigos incubados sin substra to y a los cuales se 
aiíadió éste inmediatamente antes de precipitarlos con el reactivo 
perclórico uranilo. Los cambios en l a densidad óptica de éstos !"e 
$UStrajeron de los obtenidos en las lecturas de los problemas. Se con­
sidera como unidad de ribonucleasa el aumento en 0.01 de la densi­
dad óptica. 

La actividad enzimática se relacionó en todos los casos con el 
contenido en nitrógeno de las fracciones celulares, determinado me­
diante la técnica del micro Kjeldhal. 

RESULTADOS 

La determinación de las activi<lades ribonucleásicas ácida y al­
calina en los homogenados totales de cerebro, demostró discreta pre­
dominancia de aquélla sobre ésta: 

Ribonurleasa ácida: 131.5 Unidades 

Ribonurleasa alcalina: 110.4 Unidades 

Expresada en Unidades por Mg. de nitrógeno 
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ACT1VJDAD DE LAS FRACCIOKES 

(Unidades por i\l ¡,-. de nitró¡,-eno) 

ílibonuc·leasa ácida 
iY. Mit. Micr. 

Determinacio:1cs 95.8 198.0 250.0 
85.-1 263.0 93.3 
81.2 228.0 157.0 

118.3 205.0 233.3 
108.0 

Promedio 97.7 223.5 183.-1 

Ribon uelcasa alca lina 
N. Mit. Micr. 

De terminac iones .34.5 i2.0 273.3 
78.7 108.0 173.3 
33.:1 95.0 176.6 
39.5 125.0 -133.3 
46.5 

Promedio -16.5 100.0 :!6-1.l 

POR ClENTO DE ACTIVJDAD DE CADA FRACCIO.\" 
SOBRE LA ACTIVIDAD DEL HOMOGE 1ADO TOTAL 

Ribonucleasa ác ida 
Ribonucleasn alca lina 

;v. 

18.6 
10.5 

Mit. 

-12.5 
22.6 

Micr. 

31.8 
59.8 

DlSTH.IBUClO.K DI::L ~ JTROGE ·o EK LAS FHACC LONE 

Ho111oge11ado total N. Mit. Micr. 

= 100 40% 17 % -1.4 <¡¡, 

S. 

26.9 
20.5 
li.5 

'.? 1.6 

s. 
13.·I 
2.f.2 
44.4 
-10.4 
33.5 

31.2 

-1.l 
í.O 

s. 
.38.3 ',í: 

Si bien los resultados obtenidos en las distintas determinacio­
nes señalan variabilidad, se observa mayor actividad ácida en las 
mitocondrias y alcalina en los microsomas. La actividad en la frac-
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ción nuclear fue sensiblemente menor que en las mi tocondrias y en 
los mi crosomas, con predominio de la ácida sobre la alcalina. 

En el líquido sobrena<lante la acti vidad fue muy baja, ~¡ f:<" 

compara con Ja acti vidad en otros tejido:.. 

GRAFICA 

RIBONUCLEASAS ACIOA (e) Y ALCALINA (A) 

o 
z 
UJ 
<!) 
o 240 a: 
~ 

z 
w 200 o 
o 
~ 

160 <( 
a: 
<!) _. 
~ 120 
a: 
o a. 80 
(1) 
UJ 
e 
<( 
e 40 
z 
:::) 

N MIT MI CR s. 

DJSCCSIOK 

En las condiciones seguidas en este trabajo se ha encontrado 
mayor actividad de la ribonµcleasa ácida que de la alcalina en el 
tejido cerebral del ratón. Estos resultados están en desacuerdo con 
lo señalado por De Lamirande y Allard (2) , quienes encuentran pre­
dominancia de la alcalina en la corteza cerebral de ratas y ratones. 
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En lo que respecta a las fracciones, el hallazgo de elevada ac­
tividad ácida en la mitocondrias coincide con lo encontrado po r 
Schneider y Hogeboom (10); estos autores consideran que la acti vi­
dad ribonucleásica del hígado a pH 5 es probablemente una función 
ca racterísti ca de las mitocondrias. 

La acti vidad alcalina es mayor que la ácida en grado muy ligero 
en las subfracciones que en su conjunto constituyen los microsomas 
del tejido pancreático, según señalan Dickman y Morrill ( ll) . E sta 
predominancia es encontrada también por De Lamirande y Allard 
(2) a juzgar por la elevada concentración de 5 ' nucleotidasa en la 
:fracción correspondiente a los microsomas. A pesar de haber encon­
trado en nuestras dete rminaciones cifras variables de actividad , las 
mayo res co rresponden a la ribonucleasa alcalina en la fracción mi­
tocondrial. 

Consideramos interesante la comparación entre el contenido de 
nitrógeno de las fracciones celulares de hígado con las de cerebro : 
Schneider (12)" ha encontrado que el 13 por ciento del nitrógeno total 
del homogenado de hígado se encuentra en los núcleos; 26.9 en las 
mitocondrias ; 18.8 en los microsomas y 41.3 en el líquido ,:obre­
nadante, es decir, que en e) tejido cerebral existe notable predomini o 
del nitrógeno de núcleos, a expensas del de mitocondrias y de micro­
somas, ya que la cantidad de nitrógeno en los sobrenadantes de esto. 
tejidos es sensiblemente la misma. 

En lo que respecta a la actividad del líquido sobrenadante, nues­
tros resultados difieren sensiblemente de lo encontrado en otros te­
jidos como son mucosa intestinal , corteza renal e hígado; en efecto. 
las determinaciones de De Lamirande y AJlard (2) señalan lo si· 
guiente : 

Ribo11ucleasa cícida 

Mucosa inte~tina l 
Corteza rc' nn I 
Hígado 

Uibo1111cleasa alcalina 

.Mucosa intestinal 
Corteza rena I 
Hígado 

. nhre11adante 

43. l '/o de ac tivida d 
-14.3 .. 
13. l .. ., 

-14.2 ., .. 
33.8 ,, ., 
16.7 ., ., 

' . 
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La poca actividad del sohrenadante de tejido cerebral es posible 
que pueda deberse a algún inhibidor de la ribonucleasa presente en 
dicha fracción. 

Estos inhibidore!'- se encuentran en diversos tejidos animales y 
aún vegetales y probablemente su función es la de inactivar a las 
ribonucleasas que pasan de las mitocondrias y de los microsomas 
al líquido que los rodea ( 13). Auryque se desconoce la función de es­
tos inhibidores, es posible que intervengan en los procesos que condu­
cen a la división celular ; efectivamente, se ha pensado que durante 
este proceso se desintegran ácido ribonucleico o ribonucleoproteínas 
diversas que rodean a los cromosomas (14), para lo cual es necesaria 
la existencia de ribonucleasas activas. Dur.'.!nte la división celular, 
por lo tanto, disminui ría la inhibición de la ribonucleasa, con aumen­
to de la fo.::ma activa en la fracción sobrenadante. En el teijdo ner· 
vioso, cuyas células no se dividen, esta característica funcional tal 
vez esté ~n relación con la baja actividad del sobrenadante, expli­
cable por la existencia del inhibidor mencionado, en elevada con­
centración. 

Creemos de importancia que ~e inyestigue la presencia de este 
inhibidor o de ribonucleasa inactiva en el sobrenadante del tejido 
cerebral, para poder establecer comparaciones con lo encontrado en 
el tejido hepático. 

RESCMEN Y CONCLl ·sm1 ES 

E n el homogenado de tejido cerebral de ratón se determinó la 
actividad ribonucleásica. Existe discreta predomjnancia de la ribo­
nucleasa ácida ( pH 5.5) sobre la alcalina ( pH 8.0). 

Se encontró en las cuatro fracciones habitualmente consideradas, 
lo siguiente: mayor actividad ácida en las mitocondrias y alcalina 
en los microsomas; en la fracción nuclear la actividad es sensible­
mente menor que en las dos anteriores, con predominancia de la ácida 
sobre la alcalina. 

A diferencia de lo señalado en otros tejidos, la fracción sobre· 
nadante, a pesar de su alto contenido en nitrógeno, fue muy poco 
activa; esta poca actividad, de predominancia alcalina, es probable 
que se explique por la existencia de inhibidores y de formas inactivas 
de ribonucleasa, en relación posible con la característica fisioló· 
gica del tejido nervioso consistente en la ausencia de división celular. 
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SuMMARY 

The ribonuclease aclivily oí brain homogenales and oí brain 
subcellular fraclions of mice was measured al pH. 5 .5 ( acid ribonu­
clease) and al pH. 8.0 ( alkaline ribonuclease). 

The ribonuclease activity of the who]e brain homogenate was 
slightly higher a t pH 5.5 than at pH. 8 .0. 

As compared with the activity of the alkaline ribonuclease, 
higher activity of the acid ribonuclease was observed a t pH 5.5 in 
mitochondria. On the contrary, in microsomes the activity at pH 8.0 
was higher than that observed at pH 5.5. 

In the nuclear fraction the activity of both enzimes was low, 
with predominance of the acid ribonuclease. 

The acti vity is very low in the supernatant fraction, in spile 
of its high nitrogen content. This finding is probably related with 
the presence oí ribonuclease inhibito rs, and with lhe existence of 
non active forms of the enzime. in connection with the l ack of cellular 
division, which is an important feature of the nervous tissue. 
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