La Racemizacion del acido aspartico: método del zilch para el DNA antiguo.
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1. Introduccion

La arqueologia biomolecular se refiere al estudio del material bioquimico
obtenido de especimenes arqueologicos. Este material molecular incluye proteinas
sanguineas, fibras de coldgeno, resinas, acidos grasos e incluso DNA. En este sentido,
ciertas técnicas de biologia molecular han resultado de gran utilidad para investigar los
restos de poblaciones del pasado.

En los ultimos 20 afos, el “DNA antiguo” se ha obtenido de momias egipcias,
especies extintas, e incluso de DNA preservado en ambar de millones de afios.

Sin embargo, este campo tiene importantes dificultades, dado el problema de la
supervivencia del DNA, la contaminacion desde fuentes modernas y la
reproductibilidad.

Son muchos los métodos que se estan ensayando para demostrar si el DNA
obtenido de estas muestras es auténtico o si por el contrario es un falso positivo, asi
como para poder datar con certeza ese tipo de muestras. Uno de estos métodos es el de
la racemizacion del 4cido aspartico.

Desde las investigaciones de Helfman y Bada (1) en 1975, uno de los caminos
abiertos para la comprobacion del “DNA antiguo” y la estimacion de la edad
cronologica de materiales biologicos es, al parecer con una precision razonablemente
buena, la extension de la racemizacion de los aminoacidos.

Los isémeros Opticos son compuestos con la misma férmula molecular pero que
difieren en el camino que rotan en el plano de la luz polarizada. A los isdmeros,
imagenes especulares uno de otro, se les denomina “enantidémeros” y se dice que son
Opticamente activos por su capacidad para hacer girar el plano de la luz polarizada
cuando se examinan en un polarimetro. El enantiomero que rota el plano de luz
polarizada a la derecha, se denomina D-isdmero y el que lo hace a la izquierda,
L-isémero.

Si hay una mezcla equimolar de dos enantiomeros, se habla de mezcla racémica
o racemato. Esta mezcla equimolar es Opticamente inactiva, aunque los enantiomeros
que la forman sean activos, puesto que la mitad de las moléculas rotan a la derecha y la
otra mitad a la izquierda, dando un resultado de no rotacion aparente.

Los isomeros Opticos aparecen en aquellos compuestos que tienen al menos un
centro quiral, es decir, un carbono con cuatro sustituyentes distintos. Salvo la glicocola
que no posee ninguno de estos centros quirales, el resto de los aminoacidos si lo
poseen (dando lugar a dos estereoisdmeros o enantiomeros diferentes), a excepcion de
la treonina e isoleucina que poseen dos, por lo que pueden dar lugar a cuatro
estereoisOmeros.



Todos los aminoacidos que aparecen en la naturaleza y que se emplean en la
sintesis de proteinas, pertenecen a la forma estereoquimica L. Sin embargo, una vez
aislados de los procesos metabodlicos activos, los L-aminoacidos sufren una
“racemizacion”, es decir, van transformandose gradualmente en formas
D-enantidémero, hasta constituirse en una mezcla equimolar DL o racemato,
Opticamente inactiva. Esta racemizacion se produce en tejidos metabdlicamente
inactivos, observandose que, con bastante precision, la relacion entre las dos formas
estereoquimicas, es una expresion de la edad.

La tasa a la cual tiene lugar la racemizacion, difiere para cada aminoacido, y a
su vez, depende de la presencia de agua, de la temperatura, del pH y de la quelacion de
ciertos iones metdlicos a las proteinas. Ademads, la racemizacién se ve afectada
también por algunos de los mismos factores que afectan a la depurinacioén del DNA, la
principal reaccion hidrolitica responsable de la degradacion espontanea de los acidos
nucleicos.

De todos los aminoacidos estudiados con estos propdsitos, parece que es el
acido aspartico el que aporta mejores resultados dado que su tasa de racemizacion
(0.1% al afo) es mas rapida que la de los otros (2).

2. Desarrollo de la ecuacion de propagacion para conjunto de moléculas de

aminoacidos como un medio dispersivo, no lineal y quiral:

Las ecuaciones de Maxwell son:
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Donde la densidad de corriente en el interior del aminoécido: ~ 7

y asumiendo ademas que p,= 0

Segtn la ecuacion de Fedorov para medios quirales isotrépicos se adopta el siguiente
formalismo:
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Reemplazando la ecuacion (5) en (2) y aplicando rotor, se tiene:
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De igual forma reemplazando (6) en (1) y aplicando rotor:
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Usando la identidad vectorial:

Y considerando que V£ =0 se reemplaza (7) en (8), de manera de dejar una
expresion que contenga solo el campo eléctrico, obteniéndose lo siguiente:
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Por otra parte la permitividad puede aproximarse como:
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Reemplazando este tltimo en la ecuacion (9) se tiene:
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El zilch se obtiene de estas expresiones. La idea es que el parametro quiral B
depende del fosil. De estas expresiones se puede obtener la ecuacion que expresa la
racemizacion del aminodcido aspartico. Esto se logra a través de una ley de tasa
reversible de primer orden:
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donde D/L son funciones de la quiralidad del hueso y es la relacion de formas D y L de
la muestra en concentracion, t es el tiempo y el término logaritmico a t=0 describe la



cantidad de acido D-aspartico formado mediante el procedimiento de hidrolisis
estandar de péptidos para obtencion de los aminoacidos de la muestra (con HC1 6 M a
100 °C durante 6 horas).

Aplicando esta ecuacion se han analizado para el célculo de la edad cronoldgica,
tejidos como discos intervertebrales (3), cerebro (4), parénquima pulmonar (5), dientes
(6,7) y huesos (8), comprobandose que esta medida es posible cuando el tejido
contiene una concentracion lo suficientemente elevada de proteinas que se sintetizaron
en vida y que no se han modificado. Tales proteinas, metabolicamente estables, cuya
edad se corresponde bastante fielmente con la edad del organismo, estan en tejidos con
una tasa baja de turn-over proteico.

Los estudios més exhaustivos se han realizado en hueso, cartilago, discos
intervertebrales y dientes, observandose que la tasa de racemizacion es de 5,3x 107 (9)
para la fraccion peptidica acido-soluble de la dentina; de 3,1 x 107 para el cartilago
(2), de solo 2x 107 para la correspondiente fraccion de hueso (8), de 2,8x107 para el
anillo fibroso periférico, y de 4x107 para el nucleo pulposo (3). En la fraccion de
colageno acido-insoluble de la dentina es de 1,0x10~, con un valor en hueso de sélo
0,47x107.

Como se comprueba, en el hueso la cantidad relativa de adcido D-aspartico es
menor que en otros tejidos estudiados, siendo una de las explicaciones mas aceptadas,
la elevada remodelacion del hueso (mayor que en dentina o en cartilago), o la posible
existencia de contaminacién con proteinas de otras fuentes como tejido conectivo y
sangre que pueden incrementar de forma significativa la cantidad de forma L (8).

La diferencia entre los dos compartimentos de la dentina se puede explicar dado
que el coldgeno en este tejido no esta sujeto a ninguna remodelacion, mientras que la
fraccion peptidica acido-soluble puede tener intercambio nutricional con la circulacion
a través de los tibulos y peritibulos de dentina (10).

En relacién a los discos intervertebrales, la tasa de racemizacion es mayor en el
ntcleo pulposo que en el anillo fibroso; sin embargo, la correlacion entre la edad y esa
tasa de racemizacion se ha demostrado que es mucho mas débil para el nticleo pulposo
que para el anillo fibroso. Esto se ha explicado porque el ntcleo pulposo sufre un
considerable estrés mecanico que induce cambios estructurales y bioquimicos incluso
en adultos jovenes (3). Este aspecto es fundamental, ya que la tasa de racemizacion de
los aminoacidos no s6lo depende de la temperatura ambiente y los otros factores
citados, sino también del “ambiente bioquimico” de los aminoacidos. Sin embargo,
aun en el caso de emplear anillos fibrosos, todos los autores estan de acuerdo en que la
estimacion de la edad mediante este método es mucho mas precisa en dentina que en
discos intervertebrales, especialmente si éstos muestran degeneracion marcada como,
por ejemplo, osteofitos o formacion de tejido cicatricial.

De este modo, parece evidente que es en dentina donde los resultados son mas
fiables, variando los errores de estimacion de edad desde + 7-9 afios (9) a + 12,5 afios
(10).

Pero, ademas, hay que tener en cuenta, que cuando las muestras son muy
pequeinias (menos de 0,5 mg de dentina), la posible contaminacion con proteinas de



otras fuentes, tales como sangre o tejidos pulpar o periodontal, puede incrementar de
forma significativa la cantidad relativa de forma L- dando una baja estimacion de la
edad. De forma parecida, la contaminacion con bacterias con forma D-aspartico en sus
paredes celulares, puede producir una edad aparentemente mayor.

En sujetos vivos, las diferencias normales de temperatura corporal (36,5 a 37,6
°C) se ha visto que influyen en la tasa de racemizacion de tal manera que la
determinacion de la edad de individuos ancianos puede diferir en hasta 20 afios (11).
Este hallazgo debe tenerse siempre en cuenta a la hora de valorar los resultados de
determinacion de edad cronologica de restos antiguos que hayan permanecido en zonas
climaticas templadas, desérticas o de frios intensos. También, la importancia de la
temperatura se demuestra en otros aminoacidos estudiados como alanina y leucina (12)
en los que se ha visto que las modificaciones de su tasa de racemizacién son tan
acusadas por accion de la temperatura, que su aplicacidon no es util en la mayoria de los
casos.

En relacion al otro aspecto que sefialdbamos al principio de esta revision, el
método de racemizacion del &cido aspartico ha puesto de manifiesto que también es
valido para valorar la posibilidad de obtener DNA fiable de muestras muy antiguas, de
modo que se ha podido observar que no es posible obtener una secuencia fiable de
DNA cuando la relacion D/L aspartico es mayor de 0,08 (12).

Ademas, hay una clara relacion entre la racemizacion del acido aspartico y la
longitud de la secuencia de DNA, de modo que en muestras con una DL igual a 0,05 se
obtienen secuencias de entre 140 y 340 pares de bases, mientras que con muestras con
tasas mas elevadas de racemizacion, s6lo se pueden obtener fragmentos mas cortos de
DNA (13).

La mayor parte de los autores estdn de acuerdo (12) en que el valor DL igual a
0,1 es el limite para obtener secuencias de DNA fiables, lo que a su vez limita a su
obtencidn en restos de pocos miles de afios en regiones calientes como Egipto y a unos
10 ° en regiones frias, retomando asi la importancia de la temperatura.

La aplicaciéon de este método precisa estudios mas exhaustivos para poder ser
utilizado con absoluta fiabilidad, lo que pondria en tela de juicio hallazgos como la
obtencion de DNA de restos de dinosaurios descrita en los ultimos 5 anos. De hecho,
hay ya muchos expertos que basandose en este método de racemizacion, no admiten la
autenticidad del DNA obtenido de restos dseos del dinosaurio de Utah, en los que la
relacion DL del &cido aspartico fue de 0,21 y en los que ademas, el valor de
racemizacion de la alanina fue mayor que el del aspartico, lo que parece indicar que los
aminoacidos presentes en la muestra eran una mezcla de edades diferentes (14). Algo
similar puede aplicarse al estudio del hueso de Tyranosaurus rex encontrado en
Montana, cuya tasa DL del 4cido aspartico fue de 0,23 con una mayor racemizacion de
la alanina, lo que para muchos es indicativo de presencia de aminoacidos
contaminantes.

Los autores que defienden el método de racemizacion parecen estar de acuerdo
en que siempre la tasa de trasnformacion DL del aspartico debe ser mayor que la de
otros aminoacidos, no pudiendo obtenerse secuencias de DNA auténtico cuando la
racemizacion no sigue este modelo.



Conclusiones

El método de racemizacion del acido aspartico es util para la estimacion de la
edad cronoldgica de una muestra bioldgica antigua, basandose en el hecho de que los
aminoacidos que se incorporan a los péptidos y proteinas existen en su forma L
después de la formacidn, pero que posteriormente se van transformando lentamente en
una mezcla racémica de formas D y L si el tejido no esta sujeto a renovacion
fisiologica, con la ventaja adicional de que sélo se precisan muestras de unos pocos
miligramos para realizar el andlisis, obteniéndose los resultados en pocos dias.

El valor de la tasa de transformacion es de 0,1% al afio, siendo esto
especialmente cierto para tejidos estables como la dentina, y mas impreciso para otros
tejidos como cartilago, discos intervertebrales o hueso, por lo que tales restos so6lo se
emplearan cuando no sea posible disponer de dientes. Aln en este ultimo tipo de
muestras se recomienda, sin embargo, tener muy presente que la tasa de racemizacion
se va a ver afectada en importante medida por la temperatura, el pH y el contenido de
agua, por lo que siempre sera necesario considerar el error de estimacion no solo en
relacion al coeficiente de correlacion sino también del intervalo de confianza.

Por ultimo, parece que el estudio de la racemizacion de los aminoacidos supone
un camino para identificar la data de restos muy antiguos y especialmente para
establecer en cudles de estos restos no es de esperar que sea posible obtener un DNA
auténtico, eliminando los falsos positivos que pueden darse en métodos como la
reaccion de la cadena de polimerasa.
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