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RESUMEN

En el presente trabajo se estudio la sintesis de un lipi­
do-trisacarido y su papel en la biosintesis de la porcion azu­
car de las glicoproteinas. Se pueden considerar tres aspectos

0 I o 'en esta InvestigaC|on:

Bi0sintesisgggl Dolicol-P-P-N-acetiIglucosamina. MicrOsomasde
oviducto de gallina incubadOs con dolicol-P, Mg++, detergente
Y UDPl4C GlcNac catalizan la transferencia de la GlcNac a un

compuesto soluble en la Fraccidn lipidica.
Por hidolisis ácida suave del lipido-azucar, seguida de croma­
tograFia en papel, se obtiene unicamente l4c GlcNac.

La Formacidn del Iipido- de N-acetilglucosamina se incrementa
por la adicion de cantidades crecientes de dolicoI-P;
Se estudiaron tambien las condiciones dptimas de incubacion.Se

compararon estOs resultados con los obtenidOs a partir de mícrg
somas de higado de rata.

Biosintesis del Dol¡col-P-P-di-N-acetilquitobiosa. lncubando

dolicol-P-P-N-acetilglucosamina radioactivo y UDPGIcNac,noma:
cado,con microsomas de oviducto de gallina, en presencia de

Mg++ y detergente, se obtiene la Formacidn de un nuevo lipidg
azucar.

Este nuevo compuesto es labil al tratamiento acido suave y el

resto hidroFiIico FUe identificado por cromatograFia en papel
y por digestion con a -N-acetilglucosaminidasa como la di-N­

-acetilquitobiosa (Z-acetoamido -2 deoxi-O- P -D-g|ucopirano ­
sil-(I-4)-2 acetoamido-2deoxi-D-glucosa).
Se estudio tambien la sintesis de este disacarido en distintOs
tejidos y las condiciones dptimas para obtener un mejor rendi­



dimiento.

Se presentan evidencias de que este Iipido-disacarido, al igual
que el de GlcNac son derivados del dolicol-piroFOsFato.
La biosintesis de estos dos Iipido-azucares habia sido descrip­
ta anteriormente en este lnstituto,(ll0), con preparaciones de

emicrosomas de higado.

Biosintesis del lipido-trisacarido. ManOsapuede ser transferi­
da desde guanosina diFosFato manosaal dolicol-P-P-di-N-acetil­
quitobiosa cuando estos sUstratos se incuban con microsomas de

oviducto de gallina en presencia de Mg++ y detergente. Por hi­

drolisis -acida suave del compuesto Formadose obtiene un oligg
sacarido que por cromatografia en papel con distintos solventes
y por accion de diferentes glicosidasas parece ser el siguiente
trisacarido:

Q

fi -man0si|-@-N-acetilglucosamini|-(|-4)-N-acetilglucosamina

Se estudiaron las condiciones experimentales para la Formacion
de este lipido-trisacarido.
El lipido-trisacarido puede ser sintetizado con microsomasprg
parados a partir de otros tejidos.
En ciertas condiciones experimentales se puede transferir mas
moleculas de manOsa FormandOse un lipido-ologOsacarido de mayor
tamano.

Parte de estes resultados se han presentado en la IX y X
Reunion Nacional de la Sociedad Argentina de Investigaciones
Bioquimicas (ISI) (¡52) y han sido publicadas en el Biochemical
and Biophysical Research Communications, (lS3).
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I INTRODUCCION

GLICOPROTEINAS
I N .Los ultimOS anos se han caracterizado por un gran incrg

mento en el estudio de lOs mecanismos del reconocimiento celu­
I c' ' Ilar y de la comunicaCion entre las celulas. Estos estudiOs con

. . . . .I e .duJeron a un mayor conOCimiento de la composiCIon qUimica y de
_I Ila disposiCion de las moleculas que Forman las membranas de

' a l I Ilas celulas y al mismo tiempo pUSIeron de relevanCIa el papel
I

de los azucares en estos procesos.
' O ' I a ILa celula es la unidad basica de la Vida. Casi nunca se

Iencuentra aislada sino relaCIonada con otras celulas. Se las

puede encontrar asociadas Formando tejidOs , migrando de un tg
.- ' 1'Jldo a otro, "atacando" otras celulas, o defendiendose contra
un "ataque". Todos estos hechos son manifestaciones de un com­

. . I Iportamiento sOCIal de las celulas, en el cual |0s azucares es­
e .tarian muy comprometidOs (l).

' a ILes azucares pueden encontrarse unidOs entre si en For­
f . I . ' . .ma de polimer0s, o asOCiados a peptidos como en los peptidog|¿

e . . e . .canos, o a lipidos comoen los glicolipidos o unidos covalentg
e . emente a proteinas Formando las glicoproteinas. Todas estas mo­

, Oleculas son componentes Importantes de las membranas. Son de
. I . g ogran interes por la posibilidad de ser responsables de la ex ­

a' O I l o I ' a 'presion de la indiViduaIidad biologica de las celulas.
' I IDentro de este grupo de moleculas han mereCido espeCIal

. I . e . .interes las glicoproteinas. Estas pueden definirse comopro ­
e . r .teinas en las cuales los carbohidratos estan unidos covalente­

.' r .
mente a la porCIon peptidica. Se encuentran en toda la escala

I . e . wzoologica, lo que es un indice , sin lugar a dudas, de su gran
I

importanCIa biologica (2).
. e . . . .eLas glicoproteinas se encuentran en distintau lormus IL

sicas, pudiendo estar comocompuestos solubles o altamente ig



solubles.Su localizacion puede ser dentro o Fuera de las celu­
las. L0s azúcares pueden estar presentes en muypequenas canti
dades o tambien constituir la mayor parte de la molécula. Se
pueden presentar como unidades simples o muy complejas.

En la tabla | se observa algunas de las distintas glicg
proteinas y se indica las numerOsasFunciones biologicas que
pueden desempeñar estOs biopolimerOs. Pueden tener actividad
de enzimas, de hormonas, tomar parte en las reacciones antige­
no-anticuerpo, actuar en el transporte de metales, servir como
lubricantes, tener Funcionesestructurales, ser sustancias de
deFensa ( como la segregadas por las glándulas de algunos in ­

sectos); son importantes componentes de la membranaplasmática
donde cumplen Funciones en el proceso del reconocimiento celu­
lar.

La signiFicacion biologica de la Fraccion carbohidrato
no ha sido todavia bien dilucidada. Solo se ha estudiado el

rol que juegan algunos azucares, como por ejemplo el acido siá
lico.

El tratamiento con neuroaminidasa, que remueve el acido
sialico, de algunas glicoproteinas con importante actividad
biologica muestra la importancia de este azucar. Algunas hormg
nas luego de este tratamiento son inactivadas, otras moleculas
como los anticuerpos no son aFectados (3).

La ceru|0plasmina tratada con neuroaminidasa e inyecta­
da en conejos es eliminada de la circulacion en pocos minutos
y va a las celulas parenquimdticas del higado. Estas celulas
tienen gran aFinidad por la galactosa que es el azucar termi ­
nal luego del tratamiento con la enzima. Si se remueve tambien

la galactosa y se inyecta , tiene la misma actividad que la cg
ruloplasmina nativa (4) (5).
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TABLA I

Glicoproteïna Funcion Tipo de union ReFerencia

Bromelina enzima Asn-GlcNac (5|)

Pepsina enzima Asn-GlcNac (|60)
ÍRibonucleasa enzima Asn-GlcNac (58)

0‘ - amilasa enzima Asn-GlcNac (5|)
0voalemina reserva Asn-GIcNac (59)
0vomucoide reserva Asn-GlcNac (|S4)

IgG anticuerpo Asn-GlcNac (52)

lgA antiCUerpo Asn-GlcNac (52)

IgM anticuerpo Asn-GlcNac (52)

Ceruloplasmina transporte Asn-GlcNac (S)
Transferrina transporte Asn-GlcNac (5)
C'3 complemento Asn-GlcNac (|63)

C'Iq complemento Asn-GlcNac (I6l)

Colageno estructural Hyl-Gal (28)
Hemaglutinina aglutinina Asn-GlcNac (|66)
Tiroglobulïna hormona Asn-GlcNac (60)

GonégoÉPOFina hormona Asn-GlcNac Ól70)corlonnca
Folfculo estimulante hormona Asn-GlcNac (|7I)

Fetuína prot.P|asma. Asn-GlcNac (|65)
Fibrinogeno prot.P|asma. Asn-GIcNac (|33)
Protrombina prot.P|asma. Asn-GlcNac (|68)

6*l-Fetoproteïna prot.P|asma. Asn-GlcNac (|69)

HL A ÉÏZLÏÏÉZWÏÏ ? ("6)

H-2 antígeno de
histocompat. (H7)



El componente C9 que es el responsable de la Fase Final

de Ia reaccion de Fijacidn del complemento Forma quelatos con

el hierro. Se inactiva si se oxida con metaperiodato (6). Simi
lares resultados se observan oxidando lOs azucares del Factor

de idibicidn de la migracion de los macrdFagos, MIF(7).

En otros casos es llamativo el hecho de que haya isoen­

zimas que se diferencian unicamente en que una de ellas sea uma

proteina pura y la otra tenga una cadena de azucares. Por ejeg
plo las ribonucleasas pancreática llamadas tipo A y B. Hasta g
hora no se ha encontrado diferencias en sUs propiedades enzímá
ticas y Fisicas. En esos casos es dificil comprender la razon
por la cual durante la evolucion se han conservado ambas For ­
mas de enzima. Tal vez nuestro conocimiento sea aun limitado

para entender estos problemas.
En esta decada se han acumulado muchas evidencias de

que las moleculas de azucar son las encargadas del reconocimien
to celular y que podrian actuar comosenales que codiFicarian
el proceso de la comunicacion entre las celulas. Estas molecu­

las pUeden llevar mucha informacion biologica. No solo por el

gran numero de monOSacaridOS que se conocen, lo que permite un

enorme numero de combinaciones, sino tambien por su proprie ­
dad de ramificarse, que aumenta aun mas la pcsibilidad de nue­
vas combinaciones.

Quizas dentro de no muchOSagas los azucares pUedan con
testar algunas de las muchas preguntas que la Biologia Molecu­
lar se plantea sobre el muy interesante problema de las rela ­

. Icnones entre las celulas.



BIOSINTESIS DE GLICOPROTEINAS
. e . e I .En Ia blesintesls de las proteinas y de los acudos nu ­

I I o I ' I I aclelcos eXIsten sistemas enznmatlcos relativamente sumples en
..' . e . .cargados de Ia construccnon de estos blopollmeros. La especsfl

I I 0' o ' 'cudad y la informaCIon que contienen estas moleculas estan de­
l I ' oterminadas por el mensaJe genetlco. En el caso de las cadenas

. . e e .hudrocarbonadas de las glucoprotelnas su suntesls se cree que
no es realizada por un mecanismo de templado, sino que se nece

u l n ' I o I'snta de un compleJo enznmatnco que lleve la Informacnon ade­

cuada. La presencia o ausencia de estas enzimas o sistemas mul
. . t . e . . etuenznmatlcos estaria determanadogeneticamente, y ellos serl­

an los responsables de la especificidad .
. e . ' .La bioslnteSIS de la cadena de azucares de las glncopro

e . . ' . Nteunas ha sudo muy estudlada en los uItImOs an0s. En general
' Ise cree que los azucares son agregados secuencnalmente de los

I ' o ' I c nrespectnvos nucleotndo-azucares catallzados por gIICOSIItrans­
e . . eFerasas espechncas. Estas enzimas serlan responsables de la

l o ' I Iestructura y secuencua de |0s o||90sacar|dos de las glucopro ­
etelnas (8) (9).

e . .Roseman(|0) propone que en 1a sintesls de la cadena hn­
I . ' edrocarbonada, los nucleotldo azucares serian los dadores del a

' . e . .. . .zuear. Estes se Irlan agregando en la secuencna deflnltnva "dlC
. . e . . . .tada” por glucoslltransFerasas espechIcas, cuya espechncn ­

e i .I . .i
dad no solo seria para el azucar en cuestion, slno tambien pa

c 0' I u 'ra su pOlelon en la cadena. De esta Forma sl un mismo azucar

se encuentra repetido en la cadena hidrocarbonada, la transFe
. . e . . . erencua se reallzaraa por dos enznmasdustlntas. Habrna la lla­

mada"especificidad secuencial cooperativa". El producto de
.i e . . . .una reaccnon serla el sustrato para la slgUIente glncosnltrans



Ferasa (II).
. _ _I lDe acuerdo con estas Ideas la incorporaCIon de los azu­

r . . . ecares no esta codificada por el RNA.En las glucoprotelnas que
o I' I ' Iposeen el tlpO de union asparraglna-azucar, los carbohidratos

. e . . .se unIrIan unicamente cuando existe la secuencua Asn-X-Treo o

Ser (IZ).
. e . . .vTodas las gllcoprotelnas que tienen este tipo de union

' ' I a I ' Iazucar-peptido poseen esta seCUenC|a donde el amnnoacsdo X se­
f "' . . .' ' . .ria la senal para Ia glucosllacnon (¡3)(I4). La unica excepcn­

' o u ' l o non conocuda es el ollgosacarldo de la FosFOVItIna de la yema

de huevo,(|5).
u U' I, IHa sldO propuesta tambien una relacuon entre la polari­

a ' I Io o ' Idad del aminoacndo X y la compleJndad del ollgosacarldo de las
. e . . ' . 'gllcoprotelnas. Sl este amnnoacudoes n0po|ar la cadena de azu

e . . e .cares seria relativamente simple y podria contener unicamente
s o o o ' Imanosa y N-acetilglucosamlna. SI Fuera polar, el oligosacarido

e ' . e i 'seria mas compIeJo y contendria otros azucares ademas de los
mencionados (Ió). Estos resultadOs no han sido confirmados to­
talmente y hay bastantes excepciones.

l c ' I oEstudios realizadOs con azucares radioactIVOs, ya sea
IIincorporados in vivo” o en cultiva de celulas , han aportado

gran informacíán sobre el lugar y la secuencia de la transFe ­
rencia de estos a las proteinas (|7)(|8)(|9)(26).

Redmany co|.(20) proponen para la biosintesis de las
glicoproteinas del suero, que ocurre en el higado de rata,una

secuencia de las distintas transferencias cuyo esquemase mueï
tra en la Fig. i. El primer azucar, que en el caso de estas
glicoproteinas es la N-acotilglucnsaminu, se une posiblemente

I f l tcuando la molecula de proteina aun se esta sintetizando y se
encuentra por lo tanto unida al pulisoma( etapa b).Luego que



e I . . . e Ila proteina esta sintetizada se unlrian otras moleculas de N ­
. . .'acetilglucosamlna y probablemente tambien de manesa( etapa c y

e ' . . .d). En el retuculo endoplasmatico llso se Incorporan otras mo­
' ' . . e .ileculas de manosa y N-acetilglucosamina asi como tambien de ga

lactosa (etapa e). Finalmente en el aparato de Golgi el oligo­
I . e . .I Isacarldo se completarla con la incorporaCIon de otras molecu ­

Í Í _ I, .las de galactosa y tambien de acndo SlallCO y Fucosa( etapa F).
Algunos autores han observado la presencia de manosil ­

e ' .transferadas tanto en el reticulo endOpIasmatlco rugoso como
a I' I o oen el llSO (2|) (22). Tambien se ha determinado actuvsdad de

glicosíltransferasas en preparaciones de micr050masde distin­
.. . ' 1tos teJId0s en los cuales los poliprenoles-FOSFatOS podrian ae

. n U l 'tuar comoaceptores Intermediarios de estos azucares(23) (24)
(25). Esto sera estudiado mas adelante.
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TIPOS DE UNION AZUCAR-PÉPTIDO

L0s carbohidratOs estan unidos a las cadenas peptidicas
en Forma de oligosacaridos de tamano variable.

Uno de los problemas importantes en el estudio de la eg

tructura de las glicoproteïnas es la determinacion de la nat!
raleza de la union azucar-aminoácido. Distintos tipos de unio­
nes glicopeptidicas han sido determinadas por diferentes meto­
d0s y estas pUeden reunirse en d0s grandes grupOs: l) Union 0­
glicosidica y Il) UnionN-glic05idica.

La Fig. 2 muestra los dos tipos de union. En A se obse:
va la union entre la ga|actosa y |a hidroxilisina y en B la N­
acetilgalactosamina y o la xilosa con el grupo hidroxilo de
la serina o treonina. Amboscorresponden al grupo O-glicosidi­
co.

El segundo grupo corresponde al tipo de union N-glicosí

dica, que es mas abundante, y se realiza entre la N-acetilglu­
c05amina y la asparragina. La hexosamina esta unida por su gr!

po reductor a la Funcion amida de este aminoácido.
No se ha encontrado una relacion estructural entre los

aminoácidos y los azucares que participan de estos tipos de u­

niones covalentes. Cuandose observa ¡09 trip|etes de bases

que Forman |os codones para estos aminoácidOs, se encuentra

que en ei caso de la asparragina es AAUY AAC:mientras que e?

la serina es AGUy AGC, en la treonina es ACUy ACC y en la IL

sina es AAAy AAG.Jet (27) propone relaciones'Filogeneticas
entre los distintos tipos de uniones de los azucares CO?'05 í

¡d ¿Spurragina como el mas pri­e
minoacidos que involucrarian a

_ Í

mitivo tipo de union.

4­



A) Tipo de union galactOsa-hidroxilisina.
La union galactosa-hidroxilisina representa uno de los

grandes grupos en que |0s carbohidratos estan unidos a protei­
nas. El disacarido unido al grupo hidroxilo de este aminoácido
es el ¿A-D-g|icosi|ga|act0sa.

Este tipo de union se encuentra en una gran variedad de
colágenos de vertebrados(28) y de invertebrados(29). Tambien
se encuentra en las membranas basales, entre las que debemos

mencionar, la del glomerulo renal (30) y la de |a cápsula del
cristalino, (3|) (32). Estas membranastienen un gran numero

de hidroxilisina que en un alto porcentaje esta unida a carbo­
hidratOS. Ei azucar es principalmente el disacarido Formadodor
galactOsa y giucosa.

La transferencia de est0s azucares esta catalizada por
dos glicosiltranferasas especificas (33) (34) que transfieren

I . lestos carbohidratos desde sus respect|v0s nucleotido-azucares.

I o ' I c

B) TIEO de union con serlna o treonlna.
. l e .i . eDentro del grupo de glicoprotelnas con union O-gilcosld

a ' ' o ' Idica tenemos ademas del colageno, aquellas en que el aminoacn­

do puede ser la serina o la treonina, entre los que se encuen­
tram el condroitin sulfato y las mucinas submaxilares.

' o oEste tipo de union ha sudo estudiada en detalle por Ro­

seman y co|.(|0) en las mucinas submaxilares de oveja y ce:
- . tdo. Ambas son un buen eJemplo de como estas gllcoprotelnas son

sintetizadas por adiciones sucesivas de carbohidratos, a par ­
' . ' y . .tir de los nucleotndo-azucares respectivos, catalizados por

. . ! .glICOSIItransFerasas espechucas.
En la parte superior de la Fig. 3, se observa el meca ­

e . . . .nlsmo de Sintesis de la mucnna submaxllar de oveJa (35).En la
' o ' nparte Inferior se muestra la Sintesis del oligosacarido de la
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de cerdo. En este caso la cadena de azucar es mas compleja. El

oligOSacarido puede tener actividad de grupos sanguineos A y H
(36). La actividad der grupo A ocurre cuando otra molécula de

N-acetilgalactosamina se une a la galactosa (37). Se adquiere
actividad de grupo B si se transfiere galactosa en lugar de la
N-acetilgalactOsamina (38). La presencia de estas transFerasas
depende de lOs genes para A y B respectivamente. Cuando la Fu­

cosa es agregada se Forma el grupo sanguineo H. Esta reaccion

es catalizada por la Fucosiltransferasa y su presencialdepen­
de del gen H (39).

En el condroitin sulfato la union O-glicosidica se rea­
liza entre la xilosa y el grupo hidroxilo de la serina (40)
(4|).

La transferencia de xil0sa del nucleotido-azucar a ace?­
tores endogenos Fue observada en preparaciones libres de-celg

las de oviducto de gallina( 42) y cartilago de las epiFisis de
pollo ( 43). Esta reaccidn es la primera en la secuencia de la
sintesis de la cadena de carbohidratOs de estOs pLoteoglica ­
nos. Su secuencia representa en el equema siguiente:

(GlcUA-TalNac)n-G|cUA-Gal-Gal-Xi|-Ser
804

I c' ' I o oUn nuevo tipo de union azucar-treonina ha sido reelentg
I

mente descripto por el grupo de Lundbland. El azucar es la Fu­
I' l . I ' ocosa y esta union Fue estudiada en oligosacaridoo presentes en

' I o ' Iorina humananormal. El estudio del analisis de azucares y amL
p _ l .noaCIdOs muestra que esta Formado por glucosa, Fucosa y treonL

I o, ona en cantidades eqUImoleculares. Tambien estudiaron la secuen
' I I o ICia y la COHFIQUPGCIODanomerica (44), siendo la siguiente:



B-D-glucopiranosi|-(|-3)-(3-L-Fucopiranosí|-(I-0)-L-treonina
n a l o o lC) Tigo de union aggarraglna-N-acetlIgluc0samana.

Este tipo de union se caracteriza por ser N-glicosidica
La N-acetilglucosamina esta unida al grupo amido de la asparrg
gina por un enlace N-glic0sidico. Esta union Fue determinada

por la aislacion del N-acetilglucosaminil-asparragina, (Z-ace­
toamido l ( L- fi-aspartamida)-I-,2-di-deoxi-B -D-gluc0sa), de
ovoalbumina y tambien por sintesis Quimica (45). Esta union se
caracteriza por ser estable a tratamientos suaves con alcali y
con acido (46).

La Tabla Il, muestra lOs o|i90sacaridos de algunas de
las numerOsas glicoproteinas QUecontiene este tipo de union .
Los azucares caracteristic05 son la N-acetilglucosamina y la
manosa, conteniendo también galactosa, sialico y Fucosa.

La distribucion biologica de las glicoproteinas que po­
seen este tipo de union es muy amplía, tanto en plantas como
en animales. Se las encuentra en algunas hormonas(53),(54);.
¡nmunoglobulinas (52) (55)(56)(57); ribonucleasa (58);ovoalbú—
mina (S9); tiroglobulina (60);g|ícoproteinas del plasma(3) (S)
(48) (49).

La asparragina esta unida en todos |0s casos bien estu­
diad05, con la excepcion del oligosacarido descripto por Korn­
Feld,(52), al disacarido Formadopor dos moleculas de N-acetil
glucosamina que constituyen la di-N-acetilquitobiOsa. Este com
puesto es la unidad estructural de la quitina; un polisacarido
que se encuentra en el exoesqueleto de los artropodes, en
otros invertebradOS, asi comotambién en bacterias y hongos.

Ademas, en lOs casos en que la estructura ha sido bien

dilucidada, hay una manosa unida a la N-acetilglucosamina no
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TABLA Il

ESTRUCTURA DE ALGUNOS OLIGOSACARIDOS UN|DOS A ASPARRAGINA.

l. OVOALBUMINA. Man-q» Man ¿o Man —B—OGlcNac ¿o GIcNuc 3+ Asn
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reductora de la di-N-acetilquitobiosa, constituyendo una unián

(3(I —4).
En este tipo de glícoproteïnas los estudios de biOSÏntg

sis han sido enfocados sobre los azúcares de la porcián termi­
nal de los oligosacáridOS. Estos son agregadOS directamente de
los nucleátido-azücares respectiVOScatalizadas por glic0sil ­
transFePasas específicas (62).

En cambio el estudio de la biosïntesis de la porcián
más interna de estos oligosacáridos no ha sido dilucidada todg
vía (9) (63). Más adelante se va a discutir el posible rol de

. e . .'los poliprenoles-Fosfatos en la suntesls de esta porcnon.



EOLIPRENOLES

. . e . . . .El descubrimiento de los lipidos intermediarios y el Co­
n n l c 1' Inoc¡miento de su partICIpaCIon en las reaCCIones de transfereg

. I . . e . .Cia de azucares, constituye en la bioquimica de los hidratos
I

de carbono, uno de lOs hechos mas salientes de Ia decada del
6 . . f . .0. Su importanCIa podria ser comparada en Cierto sentido, con

o a ' o 'el enorme aporte que el descubrimiento de los nucleotido-azucg
c n I ' o, ores significo en la cmnpren9ion del metabolismo y estructura

de los hidratos de carbono.
e . . . . 'Los lipidos Intermediarios han y estan aportando enormes

progresos en el conocimento de la estructura y de l0s mecanis­
. e . . i . .mos de la biosintesis de polisacaridOs y de algunas gliCOpro ­

f - . .' . 'teinas aseCiadas a membranas en su localizaCIon o en su bioge­
nesis.

. eLos Primeros estudios Fueron realizados sobre la bIOSIn­
o o ' c otesis de lOs polisacaridos Que Forman las paredes bacterianas.

' a IEstos estudios se han extendido tambien a otros organismOs Vi­

vos como los vegetales. Ultimamente se han centrado en tejidos

animales donde se ha observado la importancia de estos compueg
I o o l 'tOs como intermediarios en la transferenCIa de moleculas de a­

iÍzucar (ll2) (|42).
' f . . . . I . eLos lipidos intermediarios estan constitUIdos por una cg

I , . .dena hidroFobica Formada por varias unidades de isopreno, una
1' I ade las cuales contiene una FunCion alcohol primario (Tabla Ill)

I I _ .Los esteres FosForiCOs de estos poliprenoles, tanto los mono —
' ncomo los diFosFatos, son de gran importanCia biologica(65) (66)

I
como veremos mas adelante.

r _ . fEl numero de unidades de isopreno varia entre 5 y 24. E5
l

tos compUestos pueden encontrarse en la Forma cis o trans-(67).



En general lOs poliprenoles son de dos tipos: unos que contie­

nen solamente la Forma trans y otr0s que presentan ambas For­

mas. Estos ultimos son Ice mas abundantes en la naturaleza y

se extraen generalmente comomezclas o Familias que se difereg
cian entre si por el numerode residu0s cis.

Con respecto al grado de saturacion se ha observado que
los organismos eucariotes contienen un isOpreno saturado que

corresponde a la unidad Cd , qUe es la que contiene el gru
po alcoholico.

Hemmingy col-(68), en Liverpool, encontraron en el higg
do de cerdo un poliprenol cuyo numero de unidades isOpreno va­

riaba de l7 a 24. Este poliprenol Fue denominado dolico|,( del
griego, dolikos=|argo), debido al largo de la cadena. Poste ­
riormente se encontraron otros dolicoles en distintos organis­
mos Ios cuales pueden diferenciarse entre si por el numero de
Unidades de isopreno. Actualmente el termino dolicol designa a
lOs poliprenoles que tienen la unidad isopreno CX saturada y
que contienen ademas dos residuOs en Ia Forma trans.

La saturacion del residuo ¡sopreno hace qUe la cadena
' . I . ' e . .sea mas hidroFobica y esto podria Jugar un importante papel

biologico ya qUe estos compuestOs actuan en las regiones hidrg
Fobicas de las membranas (69).

Les poliprenoles se enCUentran ampliamente distribuidos
en la naturaleza ( Tabla Ill). Se denominan generalmente de
acuer do a la Fuente de donde son extraidos. El largo de la cg

dena es variable, asi comotambien la presencia de Forma cis y
trans. En los tejidos animales y en levaduras son de tipo di ­
trans, poli-cis.

La conCentracion de estos lipidos varia en los distintos
t . .I eorganOs.El dolicol se encuentra en mayor conCentraCion en higg
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TABLA Ill

Formula, estructura y fuente de algunos Poliprenoles

'-_-_-­

CH3 Formula general de
l

H( CHZC- CHCHZ)n - OH los poliprenolos

NOMBRE FUENTE NATURAL ESTRUCTURA ‘REFERENCIA

Botulopronol Abodul 1 -1'-'r-c- [c] - c - OH (n4 7)
(I —4)

Bactoprenol Bactona I -1’-T-C- [C]-C- OH( ) ( 76 )0-7
Dollool Lovadura ¡-r-r-c-[c]-s-0R(. m (me)

Mamuuoo I-T-T-C-[Cl-s-OH (67)(II-IO)

Ficapnnol Hola. veran r -T-T-T-C-[C]-C-0H(. u (¡49)
Helahidropolipnnol Aoporgmun s - s -'r-'r - [c] - s - ou (a o o;

fumogavul

Solanum Hoja. veran I -s-T-T-[r]¡ T-OH (I5 4)

I I roolduo do looprono. TI roolduo do llopnno Trans.

C = rooiduo do loopnno Clo. s I residuo de Iooprono Saturadddihldro).



do ( 70-I40 pg/g de peso seco) en menor concentracion en bazo

y riñon y menos de 5 pg/g de peso seco en cartilago y músculo
esquelético (69).

Estudios realizadOs por Dalner y col (70) mediante el
Fraccionamiento celular de higado de rata muestran que la
mayor concentracion de dolicol-mono-FOsFato corresponde a la

o ' o ' o oFraccnon que contiene nucleoa, segunda de aparato de Golgi y
micr090mas.
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PAPEL DE LOS POLIPRENOLES EN LA SINTESIS DE LOS GLlCANOS DE LA

PARED BACTERIAL

Los primeros estudios sobre el papel de los lipidOS

intermediario: en la biosintesis de polisacaridos Fueron reali
zadOs en bacterias. En ¡959 Colvin ( 7|) demostro que la pre­
sencia de una sustancia soluble en alcohol era necesaria para

e . . .la sintesis de celulosa por Fraccnones particuladas de Aceto­
bacter xylinun.

Entre los anos |964-65 simultaneamente y en Forma in­

dependiente |0s grupos de Robbins, Strominger y Osborn demos ­

traron qUP los prenoles intervenian en la sintesis de los poli_
sacaridosde la pared bacteriana (66) ( 72) (74) (64).

Ellipido involucrado en la transferencia de azúcares
en estos casos es el undecaprenol-FOsFato. Este compuesto es

un poliprenol de once unidades de isopreno con un alcohol ali­
Iico en el is0preno Ci de la cadena (76).

Este Iipido intermediario es responsable de las sintg
sis de varios tipos de polisacaridOs de la pared bacteriana,en
tre los que se destacan:

Peptidoglicanos (76)
b) Lipopolisacaridos (66) (73) (74) (80)
c) Polisacarid0s capsulares (82) (83) (|09)
d) PolimananOs (84) (IOl)

e) AcidOs Teicoicos (86) (87)
En la Fig.4 se presenta comoejemplo de polisacarido

m V

de la pared bacteriana, la estructura del O-antigeno de Salmo­

nella sg. (90) (9|) (92)­
La parte mas externa del lipopolisacarido es el O-ane

q l _ í ltigeno. Este esta Formadopor diferentes azucares segun la es­
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. . e . i .especue unld0s entre sl en Forma de ollgosacarldOs. Est0s com­
. l o ' oponen la unidad estructural del pollsacarldo de alto peso mole

e e .cular. La estructura de cada antugeno-O varia con el sero tlpo
del organismo del cual Fue aislado. En Salmonella newington el

. ' . . . . . eollgosacarldo que Forma la unidad repetitiva esta constutU|do
I

por 3 azucares que son: galactosa, ramnOSa y manOsa.
. . . e .La Flg. 5 muestra el mecanlsmo de bloslntesls del O-an

e . . .tlgeno en S.new|n9ton, estudlado por Robbins y co|.(88) (89)
' o(93). En este esquema se muestra la Formacnon del pollprenol

' e I I c .itrusacarldo. Estas reac0|ones son cataluzadas por glucosnltrags
e . . .Ferasas espechucas asocnadas a las membranas. La pPINEPreac­

n' l Icnon consiste en la transferenCIa de la galactosa-FosFato al
undecaprenol-monoFosFato. Se Forma el undecaprenol- diFosFato­

. e . ' . . .galactosa que es el primer |¡pudo-azucar-lntermedlarIo en este
. I . . . e .caminoblOSlntethO. Otras glucosultransferasas especuflcas

I c ' atransfieren la ramnosa y manosa de sus respect|v0s nucleotndo­
' e . . I .azucar para Formar el Ilpudo- trnsacarndo.

n I' oLa segunda etapa consiste en la polumerlzac¡on del tr¿
' n o o o I ' I usacarndo que es la unidad repetntnva del polusacarndo (8|). fi¿

l ' l I I Inalmente el pollsacarldo es transferido Formandoel lupopollsg
I

carldo (97).
. e . 'Este esquema de blesnntesls muestra que |0s azucares

l
no son transferidos directamente al producto Flnal ( pollsaca­

. . .. . . e . . t .rndo) slno a un compuesb Intermedlarlo (llpldo-trlsacarldo).
Este a su vez, luego de polimerizarse, se transfiere a la re­

O' \O o ' oglon central para Formar el lupopolusacarldo.
. .' I

Dankert y co|.,(77), han descripto la Formacnonde II­
a ' I Ipudo-azucares con preparacuones de Acetobacter xyllnun, obser­
I .' f . f . .

vandose la Formacuonde lnpldo-P-P-glucosa, Ilpldo-P-P-celoblg
sa y Ilpido-P-galactosa.
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PAPEL DE LOS POLIPRENOLES EN LA SINTESIS DE GLICANOS EN LEVADU'

RAS Y PLANTAS

Tanner y col, (85) (l30), trabajando con preparaciones
particuladas de Sacharomycescervisiae sintetizaron un manoli­
pido, acido labil, a partir de GDPMan.La formacion de este

compUestoes estimulada por el agregado de dolicol-P aislado

de higado de cerdo. La manosa del manolipido puede ser transfg
rida a una proteina.

En vegetales superiores se ha mostrado tambien la pre­
sencia de lipido-azucares. Se han aislado varios poliprenoles
entre los cuales se puede mencionar el ficaprenol, betulapre ­
nol y dolicol (69).

Trabajando con preparaciones particuladas de Phaseolus
aurens, los grupos de Kauss(78) Willemez (79) (|38) y Hemming

(|39) han observado la transferencia de manosa a un lipido a ­

ceptor endogeno. Tambien ha sido demostrado por Forsee y coL

(47), la transferencia de manOsay gluCOsa, de sus respectivos
nucledtido-azucar, con preparaciones particuladas de Fibras de
algodon. Esta transferencia es tambien estimulada por el agrg
gado de extractos organiCOs de ese mismomaterial bioldgico.

Recientemente, Pont Lezica y col.,(l73) han estudiado
la transferencia de gluc03a a un lipido aceptor de germen de

trigo y de soja. Los resultados obtenidos sugieren que el lipl
do aceptor, que es acido lábil y tiene propiedades cromatogra­
ficas similares al dolicol-P de higado, es un poliprenollï s2
turado.
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PAPEL DE LOS LIPIDOS INTERMEDIARIOS EN LA BIOSÏNTESIS DE GLICO

PROTEINAS EN ANIMALES SUPERIORES.

Los primeros indicios sobre la Formacion de un posible
lipido-azucar intermediario en la sintesis de glicoproteinas
Fueron obtenidos por el grupo de Cylar y col.(22). Estos inveg
tigadores observaron la transferencia de manOsaCl4 desde pl

GDPManradioactivo a un lipido acido labil y tambien a protei­

na. Esta reaccion es catalizada por reticulo endoplasmatico de
higado de conejo.Un manolipido similar Fue encontrado por Zatz
y co|.(94) con micr0somas de cerebro de raton. Paralelamente
Tetas y coL (95) y Molnar y col¡(96) encontraron la Formacion

de lipidosunidos a galactosa con higado de conejo y sugirieron
su posible papel en la sintesis de las glicoproteinas.

En este Instituto los Drs. Leloir y Behrens (23) iden­
tificaron y aislaron por primera vez un lipido-azucar interme­
diario. Incubando micr0somas de higado de rata con UDPGlc;ma;
cado en glucosa, observaron la transferencia de esta a un com­

puesto soluble en cloroformo metanol. La Formacion de este gli
colipido era estimulado por el agregado a la mezcla de incuba­
cion de Mg++, detergente y un extracto de higado de cerdo.Es­

te extracto lipidico Fue purificado y su espectro en IR era si
milar al de los poliprenoles.

El poliprenol puriFicado parecia SW“dolicol-monoFosfa­
to. Para verificarlo estOs investigadores puriFicaron dolicol
de higado y lo FosForilaron químicamente por el metodo de Cra­

mer (98) y Popjack (99). La Fig.6 mUestra la estructura del dg
licoI. Cuando incubaron el nucleotido-azucar radiactivo con el

dolicol FosFato en cantidades crecientes observaron que Ia sin
tesis del lipido-azucar aumenta proporcionalmente. Esto sugi ­
rio que el aceptor de la glucosa es el dolicol-Fosfato y Ia



-28 ­

I
reaccnon correspondiente se puede escribir de la siguiente Fog
ma:

Dol-P + UDPGlc ---9 Dol-P-Glc + UDP

I ' a ' l nEl dol¡col-monoFOSFato-glucosa es acudo labll y por hl­
' o n ' o o O I Idrollsls acuda suave libera unicamente glucosa radioactiva.

. I o ' IOtro hecho Importante es que sl la preparacuon de micrg
32somas era incubada con UDPGIcmarcado con P no se obtenia

glucolipidos radioactiVOs. Esto confirma que el poliprenoI-azá
car contiene solamente un Fosfato y que solo se transfiere el
azucar (23).

Tambien se pudo sintetizar el dolicoI-monoF0sFato de mg
nosa y el de N-acetilglucosamina (IOO). La Formacion del doli­

col-monoFosFato-manosaes posteriormente estudiada por el gru­

po de Hemming(24) quien obtiene este Iipido azucar en cantidg
des suFientes para hacer determinaciones quimicas. Mediante eg
tudios de la porcion lípidica por infrarrojo y resonancia mag­
netica nuclear estOs autores pudieron comprobar qUe se trataba
de dolicol-monoFOsFato (|02) (¡39) (|40).

Cuando se incubo dolicol-P-glucosa con micrOsomas de hi
gado de rata (23) la radioactividad disminuyo notablemente de
la Fase cloroFormo metanol donde este compuesto es 30luble. La

reaccion se detuvo por el agregado de cloroFormo:metano|:agua

en la proporcion 3:2:I . Se Formaron doa Fases. La Fase inFe ­

rior u organica estaba contituida por cloroFormo metanol y en
esta es soluble el dolicol-P-glucosa. La Fase superior es po ­
|ar(metano|:agua:c|oroFormo |6:|6:| ). Entre estas Fases se en
cuentra una interfase solida Formadapor la proteina microso ­
mal desnaturalizada. En esta interfase se encuentra ahora la
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mayor parte de la radioactividad que provenia del dolicol-P­
glucosa. Este compuesto, debido a su insolubilidad en la mayo­

ria de los solventes organic0s, se penso que se trataba de una
proteina glucosilada, Estudios posteriores realizadOs en el
Instituto por Behrens y col" demostraron que este compuesto
puede ser extraido de la interfase proteica con una mezcla de
cloroFormo:metanol:agua |0:l0:3 (|04).

Este nuevo compuesto es también un lipido-azucar acido
labil y los productos de la hidrdlisis acida suave son solubles
en agua. Cuando se estudia su comportamiento en columnas de

Sephadex G 50 se observa que se eluye como compuestos de alre­

dedor de 3500 daltons. Corresponde a un oligosacarido que po ­
see entre |7 a 20 unidades de hexosas. Estos resultados FUeron

tambien confirmados por su movilidad en cromatograFia en papel
comparandolos con maltooligosacaridos de glucosa (IDS).

Cuandoeste lipido-oligosacarido es tratado con alcali
se libera un producto de aproximadamente igual peso molecular

que el obtenido por hidrolisis acida suaVe pero qUe esta carga
do negativamente. Esta carga desapareCe IUego de incubarlo con

FOsFatasas, lo qUe indica qUe corresponde a un grupo FosFato.

Por cromatografia en DEAE-celulosaeste lipido-oligosa­
carido se eluye como los prenol-piroFOsfatos, diferenciandOse
muybien del dolicol-monoFosFato-gluc03a (|04) (IOÓ).

Todos estos hechos hicieron pensar a Leloir y col.(l08)
que el dolicol-monofOSFato-gluc03a transferia su azucar a un
aCeptor endogeno, ( E A), el cual seria un dolicol-pirofosFato
oligosacarido. Se Forma un nUevo lipido intermediario en el
cual el oliQOsacarido tiene una o dos glucosas mas. Este nUevo
compuesto Fue denominado GEA(aceptor endogeno glucosilado) y

.I e . ela ecuaCIon que representa su sintesns seria:



LA Dol-P-Glc

GEA Do l-P

tl oligosacarido de GEApudo ser transferido a una pro­
teina micrOsomal. La glicoproteina obtenida es solubilizada
unicamente con tratamientos muydrásticos. Cuando se la digie­
re exhaUStivamentecon enzimas proteoliticas se obtiene un gl!
copeptido cuyo peso molecular es similar al del oligosacarido
obtenido de GEA.

A Fin de determinar la pcsicion de la glucosa transferl

da, el o|i90sacarido de GEAFue tratado con NaBH4 . Luego de
reducido, el oligosacarido es hidrolizado completamente y los
productos son cromatograFiados en papel observándose qUe la

radioactividad tiene la mismamovilidad que la glucosa. Ello
indico que la glucosa transferida no se encuentra en el extre­
mo reductor (IDS).

El numero de residuOs de g|u00sa transferidos Fue estu­
diado oxidando el oligosacarido con periodato y determinando
el porCentaJe de acido Formico radioactivo Formado. Estos re ­

sultados indicaron la posibilidad de que sean d0s las glucosas
transferidas.

El oligosacarido de GEApor eletroForesis en papel se

comporta como un compuesto neutro. Pero cuando es tratado con
alcali FUerte y se somete a electroforesis aparecen dos picos
cargados positivamente. Unode ellos aparece a los 30 minutos
del tratamiento y el otro a los 60 minutos. Estos resultados
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pueden explicarse por la presencia de dOs moleculas de N-ace ­
tilhexosaminas, las que podrian encontrarse en el extremo re ­
ductor de la cadena del oligosacarido (|03).

Comoya se menciono Behrens y co|.(|00), encontraron
que les micr0somas de higado catalizan la Formacion de un li­

pido-azucar a partir de UDPGIcNacradioactiva. Por analogia a
lo que ocurria en el caso del lipido azucar que contenia glucg
sa y/o manosa lo describieron como dolicol-monoFOsFato-N-ace ­
tilgluc0samina.

Posteriormente Molnar y col.(95) incubaron micr0somas de

higado de rata con (‘332P) UDP('4C) N-acetilglucosamina y Ii
pido aceptor y observaron que ademas de la GlcNac el FosFato

también se transferia al lipido en cantidades equimoleculares.
Si el lipido aceptor contenia ya un Fosfato se podria suponer

la Formacion de un enlace piroFosFato. En apoyo de esta suposl
cion esta el hecho encontrado por estos autores de que el UMP
inhibe la reaccion.

Leloir y co|.(l|0) confirmaron los experimentos de Molnar
por otro camino. Si se cromatografia el Iipido unido a la N-acg
tilgluc0samina en columnas de DEAE-celuIOsa, que permite la sg
paracidn de los prenol-azucares con un FosFato de los diF0sFa­

tos, este,eluye en la zona de los prenoles-piroFosFato-azuca ­
res (IIO). Estos hechos indican que el Iipido-azucar, sinteti­
zado en higado , es un dolicol-piroFosFato-N-acetiIglucosamina.
Entonces la reaccion de transferencia se puede escribir de la
siguiente manera:

UDPGIcNac + Dolicol-P-—->Dolicol-P-P-GlcNac + UMP

Al mismotiempo Leloir y co|.(|l0) observaron que este
Iipido-azucar puede aceptar también otra molécula de N-acetil­
gluc0samina proveniente del UDPGIcNacpara Formar el dolicol ­
piroFosFato- di-N-acetilquitobiosa. Este disacarido eczdé'gran



importancia por ser un constituyente de la porcion mas interna

de los oligosacaridOs de numerOsasglicoproteinas. La union a;
parragina di N-acetilquitobiosa se encuentra en la tiroglobull
na (60), ovoalbumina (59) y otras glic0proteinas (8). Podria
ser un intermediario tambien en la biosintesis del o|i90sacari
do de GEAel cual contiene dos hexosaminas (|08). Este Iipido

disacarido Fue tambien sintetizado con preparaciones de pan ­
creas (|4S) y, recientemente ha sido sintetizado químicamente
por Strominger y co|.(|46).

Posteriormente Behrens y col.(|||) incubando GDPManrá

dioactivo con dolicol-P y microsomas de higado de rata observa
ron que el mayor producto Formado es el dolicol-monoFosFato-mg
nosa. Luegode la incubacion si se realiza una hidrolisis aci­

da suave, y los productos de la misma se cromatograFian en pg

pel, la mayor parte de la radioactividad corresponde a la mang
sa y una pequena cantidad a o|i90sacaridos que contienen mano­
sa radioactiva. Si en esta incubacion se agrega tambien aceptor
lípidico la Formacion de los oliQOsacaridos de manosa se incrg

menta. Por cromatografia en papel migran comomaltooligosacarl
dos que contienen entre 5 a |6 residu0s de hexosas. En cromatg
graFia en DLAE-celulosa eluyen en la zona correspondiente a

los prenoles-piroFosFatOs. Por tratamiento con alcali Fuerte
se comportan en electroforesis igual que el oligosacarido de
GEA,dando dOs picos cargadOs pcsitivamente. Lsto indica la

presencia de dos hexosaminas.
La transferencia de manosa a estos Iipidos aceptores pg

dria ser a partir del GDPMano del dolicol-P-manOsa o de ambos.

Algunos de estOs Iipido-oligosacaridos de manosa constl
tuirian el aceptor endogeno(EA), al cual el dolicol-P-glucosa
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. e I I
transferiria su azucar para Formar el GEA.tste aceptor endogg|

. e I 'no manosnlado podria contener otrOs azucares ademas de las he­

xosaminas y manesas.

Recientemente se ha podido purificar el GEAy determinar
e . .' . . 'por cromatografna de gases, su,composICIon cuantitativa en azg

cares (|67), la cual es:

(GIcNac)2 Man|2 Glc4

Tanto el aceptor endogeno manosilado como el GEApueden

transferir su porcion carbohidrato a proteinas (Ill) (|07).
La Fig.7 esquematiza Ia Formacion del o|igosacarido de

GEAy su transferencia a una proteina todavia desconocida. Es­
te mecanismopodria ser universal para la b¡0eintesis de las

. e . .' .glicoproteinas que poseen el tipo de union asparragina-N-ace ­
tilglucoaamina (IIZ).
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FINALIDAD DE LA PRESENTE INVESTIGACION

tl objeto de este trabajo consiste en estudiar las pri­
meras etapas de la sintesis de los oligosacaridos de las glicg
proteinas que poseen la unidn entre la asparragina y la N-ace­
tilgluc09amina.

De acuerdo a lo encontrado en el Instituto se podia pri
decir la existencia de una manosil transferasa que catalizara
la transferencia de manOsaal dolicol-P-P-di-M-acetilquitobio­
sa. Este Iipido de quitobiOsa, como ya se ha mencionado, Fue

sintetizado con preparaciones de higado por Leloir y co|.(l|0).

Por otro lado, estOs autores, también estudiaron la transfergn
cia de manesa a lipidOs endogenOs de higado de rata, los que

poseen tambien dOs N-acetilhexosaminas (III). Lo que aun Falta
ba era unir experimentalmente estos dos hallazgos, lo que Fue

el objeto de esta tesis. _
Para este estudio se trabajo con preparaciones particu­

Iadas de oviducto de gallina. El 70%de las proteinas solubles
sintetizadas en este tejido corresponde a la ovoalbumina. Este
compuestoposee un o|i905acarido cuya estructura es relativa­
mente simple y esta Formado unicamente por manOsa y N-acetil ­

gluc05amina.

La Figura 7 esquematiza el mecanismo propuesto para la

sintesis de estos oligosacaridos. En el presente trabajo se
centra el estudio en las tres Primeras etapas.

\
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Fig.7 -Esquemade la biosïntesis del DoI-P-P-(GlcNac)2
Man Glc (GEA)y una glicoproteïna, propuesto por

Behrens (IIZ).
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Il MATERIAL Y METODOS

l. REACTIVOS

UDPGlcNac '4c y y GDPMan '4c, son obtenidoa de New

Lngland Nuclear Corporation (USA). UDPGlcNac, GDPMan,Tris( bi
se libre), tDTA, GlcNHz , GlcNac, mercaptoetanol, p-nitroFe ­
nil glucosidos se obtienen de Sigma Chemical Company. Deoxico­

lato de sodio, acido silicio y concanavalina A son compradas

en Calbiochem (USA). Bio-gel, Dowex 50 X 4 y DEAL-celulosa son

obtenidOS en Bio-Rad Laboratory (USA) y Serva (Alemania) res ­

pectivamente. Sephadex es adquirido en Pharmacia.

La di-N-acetilquitobiOsa Fue cedida gentilmente por el
Dr. Luis F. Leloir. Habia sido preparada de acuerdo con el me­

todo de Arímay col.(60), a partir de quitina.
Todas las otras drogas empleadas son de origen diverso

y siempre de alto grado de pureza.

2. METODOS ANALITICOS

a) Proteinas
La determinacion de proteinas se efectuo de acuerdo al

metodo de Lowry y col.(ll3), con albumina de suero bovino como
estandar.
B) Intercambiadores lonicos

La DEAE-celulosa es lavada y aJUstada al pH utilizado

de acuerdo al metodo de Peterson y Sober (ll4).
Dowex 50 (H+ ) es lavada previamente con agua destila­

da a Fin de eliminar las impurezas coloreadas.

c) Cromatografia y tlectroforesis en papel.
Se utilizan los siguientes solventes: A, butanol-piridl

na-agua 6:4:3 (IIS); B, butanol-piridina-agua 4:3:4 ('05);
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C, acetato de etilo-piridina-agua 2:l:2 (|37); D, acetato de
etilo-acido acético-agua 3:l:l (|37); E, acido formico al 5%;
F, acetato de piridina pH 6,5.

Los papeles de cromatografia utilizadOs son Whatman N9

l,4 y 3 MM.Estos son lavados siempre antes de usarlos de acugr
do al metodo de Sutherland y col.(ll8). WhatmanN9 l es usado

como tal o tambien previamente tratado con ZnSO4 IM, o Na28407

0,2M y se ajusta el pH a 8,5 con HZSO4.Despues de estos trata
mientos el papel se seca y se usa.

Los azúcares son visualizados con el reactivo de plata
alcalino (Il9), tanto en cromatografia comoen electroforesis
en papel.
d) Medida de la Radioactividad.

La radioactividad de lOs extractOs cloroformo-metanol y

de les productOs de hidrolisis acida suave es medida en un con
tador de flujo gaseOso secando previamente las muestras en
planchetas de aluminio. Cuando los fcompuestos se quieren re­

cuperar son medidos en planchetas de vidrio y luego se lOs e:
trae con el solvente apropiado.

La medicion de la radioactividad de lOs cromatogramas y

electroforogramas se realiza en un detector Packard modelo

720i. Para obtener determinaciones cuantitativas de la radioag
tividad , en los cromatogramas se eluyen las zonas correspon ­

dientes a cada pico y luego se miden en planchetas como se dei
o ' ocrlbe mas arriba.

3. PREPARACIONES Dt‘MICROSOMAS Y tNSAYOS tNZIMATICOS

a) Tejidos utilizados
Los oviductos son obtenidos de gallinas Leghor de 36 si

manes, seleccionadas en el pico de postura, gentilmente dona ­



-39­

das por Cargill Argentina.

Higados de rata se obtuvieron de ratas Wistar de 200 g
aproximadamente. Los animales son ayunados por 3 dias suminis­

trandosele unicamente agua ad4ibitum. Una hora antes de ser si
criFicados son injectados con 20 UI de insulina Lilly. Luego
de la decapitacidn los higadOs son perFundidos con una soluci­

on Fria de sacarOSa 0,25 M que contiene LDTA5 mMy mercaptoe­
tanol lO mM.

Bazo, rinon y corazon son tambien obtenidos de ratas

Wistar de 200 g.

Tiroides e higado de cerdo son suministrad0s gentilmente
por el FrigoriFico La Negra, Buenos Aires.

b) Preparacion de Microsomas

Los microsomas son preparadOs de acuerdo al metodo de

Moule y col.(|20), con algunas modificaciones. A continuacion
se describe una preparacion tipo.

Los tejidos, luego de extraidos, se pesany se homogeini
zan con |,5 volúmenes de sacarOsa 0,25 M qUe contiene EDTA5 mM

y mercaptoetanol l0 mM,en un homogeinízador de vidrio-teFlon .

Todas estas operaciones se llevan a cabo a una temperatura en ­
tre 0 y 4 QC. El homogenato se centrífuga a |4.000 rpm durante
20 minutOS a Fin de eliminar nucleos, mitocondrias y restOS de

tejido. El sobrenadante obtenido se somete entonces a una cen ­
triFugacidn de 3 horas a |05.000 xg, en una centrifuga prepara­
tíva, Spinco, ModeloL. El precipitado obtenido de esta centri­
Fugacion se homogeiniza con minima cantidad de buffer Tris-Ma ­
leato 0,| M , pH 7,8 y se divide la preparacion en pequeÉOS vo­
I

lumenes los que se guardan hasta su Uso a -709C.
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I 1'c) Mezcla de nncubacnon estandar
. .' e . .La mezcla de Incubacuon para la SinteSIs de l0s dIFeren­

e . Ites Ilpldo-azucares se detallan en la Tabla IV.

Todas las incubaciones se realizan a 309C y se agrega al
e .rededor de 2 mg de proteuna microsomal.

e . . .Los llpldos aceptores, dolscoI-P, dollcol-PP-GlcNac, do­
. ' e .

llcol-PP-( GlcNac)2 y llpldO - X3 , que se encuentran en solu­
o' o o,cnon de cloroFormo-mentanol 2:| se secan Junto a la soluc¡on

. I _ cde EDTA-MgbaJo atmOsFera de nntrogeno.
' . . .' e

LI volumen Final de la mezcla de IncubaCIon para la sin­
. . e . 'tesls de los dIFerentes llpldo-azucares es de 50 pl.

. .' e . '
d) AislaCIon de lOs Lupndo-azucares

Las incubaciones con los distintOs aceptores siempre son
detenidas por el agregado de una mezcla de cloroFormo-metanol­

.I
MgCl en la relacuon 3:2:I de acuerdo a Folch col. |03).Des2 y _

' e c o Ipues de agitar vngor0samente se centrnFuga y se obtienen dos

Fases. La superior, contiene las sustancias solubles en agua ,
. I , I .como por eJemplo los nucleotldo-azucares que no han reaccnona­

I I
do. La Fase ¡nFeruor esta Formada Fundamentalmente por cloro ­

v o _Formo-metanol. Es la llamada tambnen Fase organica y en ella
e . 'se encuentran los llpldo-azucares. Entro ambas Fases, la acuo­

' o O ' csa y la organica, se encuentra una InterFase 80llda Formada por
e . . ela proteina mucrosomaldesnaturallzada. Esta protelna es reex­

f Itrauda d0s veces mas con la mezcla de Folch y col.
I .Las Fases organucas obtenidas por este tratamiento se

juntan y se eliminan los posibles restos de sustancias hidroso
I . .' .

lubles lavandola con una mezcla de composncnon semeJante a la

Fase superior. De esta manera lOs compUestos presentes en la
' a o 'Fase organica qUedan llePS de posibles contaminantes hïdrosolg

l . l
bles. Luego, se concentran bajo atmostra de nutrogono y se
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guardan a - IS 9C en cloroFormo-metanol 2:l.
L lf- ' . f.os ¡pido-azucares cuyos restos hidroFilicos son de ma­

t " . e . . ' .yor amano, como por eJemplo las lipido-OIIQOsacaridos, no son
lo 'o I

totalmente solubilizados en la Fase organica, San que permane
e . . "cen en la proteina desnaturalizada de la InterFase. Esta pro­

c . . .' .teina primero se lava con una mezcla de composic¡on semeJante
. e, l

a la Fase superior y luego se extraen los llpldo-azucares con
una mezcla de cloroFormo-metanoI-agua |0:l0:3 (|04). Esta ex ­

a, l
tracnon se repite por lo menos dos veces , y los extractos se
concentran bajo nitrogeno y se guarda a -l5 9C.

e) PuriFicacion de los lipido-azücares

Para la puriFicacion de los lipido-azucares se Usan coluni
nas analiticas de DEAE-celulosa, Forma acetato , de |,2 cm de

diametro por 46 cm de altura (|2l). Luego de lavar el exceso
de acetato de potasio, se equilibra con cloroFormo-metanol-a ­
gua |0:l0:3. Despues de la adsorcion, la columna se lava con

alrededor de 50 ml. de la mezcla de equilibrio.
La elucion se eFectua haciendo pasar un gradiente lineal

de Formiato de amonio entre O y 30 mMdisuelto en la mezcla de

equilibrio. El Flujo de la columna se aJUsta a l ml. por minu­

to. Los volumenes correspondientes al lavado y al gradiente se
¡acogen en alrededor de 50 Fracciones de 4 ml. cada una.

Los lipido-piroFOsFato-azucares eluyen a una concentra ­

cion IO mMde Formiato de amonio. Las Fracciones correspondieg
tes a los lipido-azucares se concentran bajo atmdsFera de ni ­
trdgeno. Entonces se agrega cloroFormo-metanol-agua en la pro­
porcion 3:2:I y la Fase organica se lava repetidas veces conla
mezcla de compOsicion similar a la Fase superior hasta quedar
libre de Formiato de amonio y entonces se guarda a -|5 9C.



TABLAIV

2.' ..
Llpldo-azucaresSintetizados

nDoI-P-P-GlcNacDol-P-P-(GIcNac)2Lip-X3Lip-Oligos.DoI-P-Man

Componentes
Dol-P(30¡ugPi

total)20pl---5pl

EDTA-Mg0,5mM5¡H5pl5PI5PI5PI MgCl20,5mM5¡n5Fl5pl5pl5¡n Tris-Maleato(a) 0,|MpH7,8IO¡HIOPIIOplIOPlIOPI
Mercaptoetanol

0,|M5pl5¡H5plSpl5pl
DOC0,5%S¡H5¡H5pl5PI­ TritonX-IOO2%----Spl unp'4cGlcNac(b)

45Cí/M50.000cpm5Fl-—­
Dol-P-P-(GlcNac)

|4C--2.000cpm-­
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Lipido-x3'4c---2.000cpm- )

a

GDPMan3mM--5Pl60.000cpm Dolip-Man---SP|(d)­ Tiempodeincubg306024024030 cionenminutos (a)BufferTris-Maleato0,lMpH8,4(c)GDPManradioactivo(IOCi/M) (b)UDPGIcNacnoradioactivo(d)Laconcentraciónexactadeestecog

puestonosepudodeterminar,perog proximadamentecorregpondeacinco veceslaconcentraciondelDoI-P-Man radíoactivo.
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e . o . .Para detectar los lipido-azucares radloactiv0s se toman
e .' .

allcuotas de cada Fraccuon y luego de secadas se miden en un

contador de Flujo. En el caso de las preparaciones de dolicol­
I I o 0' l lP-manosa, no radloactlvo, luego de la incubaCIon se purifica

0' Otambien en columnas de DEAE-celulosa. Comono es poelble detec
. e . ' .tar la presencna de este lipido-azucar, la columna es preVia ­

mente calibrada con dolicol-P-manosa radioactivo. De esta mane
. ' g , rra se determina la zona en que eluye este Iipldo-azucar.

F) Hidrolisis ácida suave

La porcion hidrofilica de los lipidos azúcares, que prg
vienen de la purificacion por columnas de DEAt-celuIOsa o de
los productos de la reaccion, se obtienen por hidrolisis ácida

suave. A tal efecto luego de secadoa bajo nitrogeno son SUspen
didos en 0,2 ml. de agua y se agrega HCl 0,5 N hasta que el

azul de timol vire al rojo ( pH 2). Las muestras son calenta ­
das a |009 C durante lO minutos. Les productos de la hidroli ­
sis son entonces separadOs por cromatografia en papel.

g) Tratamiento Alcalino
Los azucares liberadOs por hidrolisis ácida suave,|uego

de cromatografiarIOs en papel y eluirlos con agua, son trata ­
dos con KOH2 M a IOOQC a tiempos variables. Las soluciones

son entonces neutralizadas con acido perclorico y el sobrena ­
dante es sometido a electroforesis en ácido Formico al 5%, du­

rante 2|0 minutos a 20 V/cm.

4.- PREPARACION Dt LIPIDO ACEPTOR.

tl lipido aceptor es preparado a partir de higado de
cerdo de acuerdo a Bur90s y co|.(68), con las modificaciones
de Behrens y col. (23).

tl higado de cerdo es homogeneizedo en una licuadora
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con dos volumenes de acetona Fria.Luego de Filtrado el residuo
se seca al aire y entonces ge extrae con 3 volumenes de cloro­

Formo-metanol 2:l. AI sobrenadante se le agrega NaOHhasta una

concentracion Final de 0,| N y se incuba a 379 C durante lSml
nut0s. Luego se le agrega HCI suficiente para obtener una con­
centracion Final de 0,| N y se hierve a reflujo durante IS mi­

nut0s. La Fase cloroFormo-metanol es lavada de acuerdo al meto
do de Folch y co|.(|03).

La Fase organica es purificada en una columna preparatl
va de DEAL-celuloSa, de S cm de diametro por 70 cm de altura
en la Forma acetato, la cual es equilibrada con cloroFormo-me­

tanol 2:l .
.' e .

Luego de la adsorCIon del llpldO aceptor, se eluye con

acetato de amonio 0,| M pH 4, en cloroFormo-metanol 2:|.Las Fra
. e .ccnones :que contienen al Iipldo aceptor se concentran y se la

van para liberar el acetato.
S_PREPARAC|0N DE MALTOLIGOSACARIDO

Los maltoligosacaridos se obtuvieron de acuerdo al meta
do de Thomay co|.(|22).

A |00 g de amilopeptina se le agrega IOOml de HZSO4
0,2 N y se calienta a |009 C durante 70 minutOS. Luego se neu­

traliza con carbonato de bario y se centrífuga. tl precipitado
se lava varias veces y los sobrenadantes se concentran y se
vuelven a lavar hasta eliminar el carbonato de bario.

6- PREPARACION Y ENSAYOS DE GLICOSIDASAS
. Í . .a) Preparacion de CK-man0sidasa de bromelina

' IEl polvo seco de bromelina de anana es suministrado gen

tilmente por Dole Co., Honolulu, Hawaii. Este es suspendido en
agua destilada y agitado 30 minutos. Luego de centriFugar, al



sobrenadante se le agrega sulFato de amonio hasta llegar a una

conCentracion Final de 50%.Esta operacion se realiza lentamen
te y la solucion es agitada continuamente. Luego de dos horas

se centrífuga y la CX-manosidasa que se encuentra en el sobre
nadante, es precipitada con sulfato de amonio hasta Llevar a

una concentracion del 65 %. LI precipitado obtenido es disuel
to en buffer de FosFato de sodio de IO mM,pH 7,0 y se dializa

48 horas contra el mismobuFFer. Todas estas operaciones se rea
lizan a 4g C.

Esta preparacion es realizada de acuerdo al metodo de
Li y Lee (ll4) con algunas modificaciones, llegando solamente

hasta la etapa de sulfato de amonio. La preparacion no tiene a;

tividad de (3 -manosidasa y tampo-co de a -N-aceti|g|ucos2
minidasa, dentro de la sensibilidad del ensayo utilizado.

b)Preparacion de CÁ-manosidasa de poroto

Ésta preparacion se realiza de acuerdo a Li (|24)con Ii
geras modificaciones.

LI polvo de poroto (Canavalia ensiformes) se suspende
en una solucion de sulfato de amonio al 33%y se deja toda la

noche, con agitacion, en el cuarto Frio. Luegode centrífugar,

el sobrenadante se lleva a 40 % de saturacidn con sulFato de a
monío solido. AI sobrenadante obtenido de esta nueva centrífu­

gacion se le agrega sulfato de amonio hasta el 60% de satura­

cion. LI precipitado obtenido en esta etapa se disuelve en buí
Fer de FOsFato de sodio 50 mM,pH 7,0. Se dializa contra buF­

Fer de acetato de piridina 50 mM,pH 6,0 , durante 24 horas,con
varios cambios de la solucion.

LI dializado se pasa por columna de Bio-gel P-200,equl
librado con acetato de piridina 50 mMpH6,0 y el eluido es r3
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cogido en Fracciones de 3ml. Alicuotas de cada Fraccion se

tomaron a Fin de determinar Ia actividad de CK -man0sidasa. T2
das las etapas son realizadas en el cuarto Frio.

Esta preparacion contiene alrededor de un |0% de activl

dad de B -N-acetilg|uc0saminidasa pero carece de actividad de
fi -manosidasa.

c) Preparacion de glicoaidasas de saliva humana
Las muestras de saliva de cada dador, luego de recogida;

, son centriFugadas. El sobrenadante es entonces dializado
contra buffer de citrato 0,25MpH 4,6. Todas las operaciones
son realizadas entre 0 y 49 C.

Comose observa en la Tabla ïV , existe una notable va­

riacion entre los distintOs dadores con respecto a la activi ­

dad de las glic0sidasas medidas. En casi todos los casos se p!
do determinar una alta actividad de B -Ñ-aceti|glucosaminida­

sa. Mientras que la actividad de las manOsidasas era muy varía
ble.

d) Preparacion de -N-acetilgluc0saminidasa de oviducto de
gallina

Los oviductOs de gallinas Leghor de 36 semanas son homo­

geneizadoa con buffer de FOsFato de potasio, IO mMpH 7,5. El

homogenato es centrifugado a |2.000 xg durante IS minutos.E|

precipitado es reextraido con el mismobuffer. El sobrenadante,
es ajustado a 35 % de saturacion con sulfato de amonio sdlido.
Esta operacion se realiza lentamente y la solucion es agitada
continuamente. La solucion se deja 20 minutos y luego se centrl
Fuga. El sobrenadante es llevado, con sulfato de amonio, a 80%
de saturacion.

Luego de esta ultima etapa es dializada toda la noche

contra buffer de FosFato de potasio IO mMpH 7,5.
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Luego de la diálisis el sobrenadante se lleva cuidadosg
mente a pH |l,0 con Na0H0,l N. Esta operacion se realiza con

continua agitacion y midiendo el pH constantemente. De acuer­
do a Sukeno y coL(|25), con este procedimiento se elimina la

¿x -manosidasa que contamina la preparacion, lo cual es Veri­
Ficado. Luego el pH de la solucion se lleva a 7,5 y se centri­
Fuga. El sobrenadante obtenido es dializado contra buffer de
citrato de sodio SmMpH 4,5 que contiene ademas acetato de Zn

0,! mMy CINa 50 mM, toda la noche. El dializado es pasado por

una columna de Sephadex 0-200, de |,5 cm. de diametro por 50cm

de altura, previamente equilibrada con la solucion de diálisis.
Se recogen Fracciones de S ml cada una y la actividad

enzimática se determina comomas adelante se describe.

Por este metodo se obtiene {z-N-acetilglucosaminidasa ,
libre de las otras manOsidasas.

e) Determinación de la actividad de las glicosidasas
La actividad de las tres glicosidasas estudiadas es de­

terminada por el metodo de Levvy y co|.(|26).

La mezcla de incubacion contiene |,8 mMde p-nitroFenil

glicosido, 33 mMde buffer de citrato pH 4,8 y enzima(glicosi­
dasa a estudiar hasta un volumen Final de 300 Pl. La reaccion
se realiza durante 30 minutos a 37g C.

Es detenida por el agregado de 2,7 ml de Na2C03 0,| M y
se leE|a absorbancía a 400 mp.

La incubacion de los carbohidratOs obtenidos de los Ii p

do-azucares se hace bajo atmdsFera de tolueno, a Fin de preve ­
nír Ia contaminacion bacteriana.La reaccion se detiene por ca ­
lentamiento a l00Q C durante 5 minutOs o por agregado de 0,5 ml

de cloroFormo-metanol 2:| . Luego de centriFugar el sobrenadan
¡I

te se cromatograFia en papel.
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TABLA V

Actividad de glicosidasas en saliva de distintOS dadores

Dador d -Manosidaea fi -Manosidasa fl -N-acetilg|ucosaminidasa
M I l , 3 4o

45 40 64

37 60 67

| , 5 37 67

IS 65 67

23 27 67

34 S3 64

Las incubaciones se realizaron de acuerdo al metodo de Levvy

y co|.(|26). Se variá con cada enzima el p-nítroFeniI-glucásido.
Todas las preparaciones de saliva FUeronpreviamente centri­

Fugadas.
. . . ' . I . .La actuvudad enzimatnca esta expresada en unidades de enzimas.



7 - lNTERAOflON DLL OLIGOSACARIDO CON AGLUTININAS

LI trisacarido marcadoes obtenido por hidrólisis ácida
suave del Iipido-trisacarido, seguida de cromatografía en el
solvente A. A Fin de puriFicarlo se recromatografia en papel
Whatman 3 MM, en el mismo solvente y se eluye con agua.

La aglutinina de arveja es cedida gentilmente por el Dr.
Rafael Pont Lezica de la Fundacion Bariloche.

Las aglutinínas son disueltas (alrededor de 0,5 mg) en
buffer Tris-Maleato 0,| MpH 7,0 que contiene ademas cloruro

de sodio 3 M y cloruro de magnesio 4 mM. Luego de incubar l ho

ra el trisacarido con la aglutinina se cromatografía en una c2
Iumna de Bio-gel P 60 (Bio-Rad) de |6 x 0,8cm.

Se colectaron Fracciones de 0,5 ml comenzando desde el

pico del dextrano azul. La muestras se midieron con solucion
de Bray (6|), en un contador de centelleo, Packard Tri-Carb ,
modelo 3003.
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III RESULTADOS

BIOSINTESIS DL UN LlPIDO-DlFOSFATO-N-ACÉTILGLUCOSAMINA

Estudios previos efectuados en este laboratorio con pri
paraciones de microsomas de higado de rata (IDO) y por otros

investigadores con diferentes tejidos(22) (95) (l27) habian dí
mostrado la transferencia de GlcNac del UDP(|4C) GlcNac a un

Iipido aceptor.
En el presente trabajo se estudio las condiciones de

formacion del |ipido-pirofosfato-N-aceti|g|u00samina con micro
somas de oviducto de gallina. Era de esperar que este sistema
fuera muy efectivo en la sintesis de este compuesto ya que co­

mose ha dicho, este tejido sintetiza principalmente ovoalbuml
na cuyo oligosacarido contiene unicamente manOsay acetilglucg
samina (59).

Identificacion del producto de la incubacion y estudio de algu
nas de sus propiedades.

Luego de incubar la fraccion particulada de oviducto de
gallina con UDPGlcNac,(mareado uniformemente en la molécula

de glucosamina ) y dolicol-P , la reaccion se detuvo por el a­

gregado de cloroformo-metanol-4mM MgClz en la proporcion 3:2:I

De esta manera se forman 2 fases: la superior(acu096),la infe­
rior(organica).La fase organica lavada y llevada a sequedadse
sometio a hidrolisis ácida suave, seguida de cromatografia en

papel, como se indica en Material y Metodos. La mezcla de reas
cion se detalla en la Tabla IV.

La Fig.8 , muestra la aparicion de una sustancia radioas
tiva que migra como la N-acetilglucosamina estandar.

El lipido-azucar obtenido se comporta como los prenol ­
azucares. Estos son muy labiles al tratamiento acido suave a
diferencia de los del tipo digliceridos que requieren un vigo­
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roso tratamiento acido antes de ser hidrolizados(76)(|28)(|29).
El azucar liberado por hidrolisis acida suave, seguida

de cromatograFia en papel, Fue eluido y tratado con alca|i(KOH

2N |009 C) durante 30 minutes. Los productOs obtenidos del tra
tamiento alcalino Fueron entonces sometidOs a electroforesis

en papel como se indica en Material y Metodos. El perfil de la
radioactividad del electroforograma muestra la Formacion de dos

sustancias radioactivas. Unade ellas migra hacia el polo nega
tivo, mientras que la otra permanece en el origen. Ambascoin­
ciden con la glucosamina y la N-acetilglucosamina respectiva ­
mente. Ésto se puede interpretar comouna desacetilacion par ­
cial de la N-acetilglucosamina.

bl Iipido-azucar obtenido con preparaciones de oviducto
se absorbe a columnas de DLAE-celulosa y se eluye en las mis ­

mas condiciones QUe |0s prenoles piroFosFato azúcares,(Ver Ma­
terial y MetodOs). Estos mismos resultados se obtienen con el

compuesto preparado con la enzima de higado (IIO).

I I ' I o I 'Conducnones optimas de IncubaCion

La incorporacion de acetilglucosamina radioactiva al do
licoI-P es del S al |0% del nucleotido-azucar marcado, presen­

te en Ia mezcla de incubacion. Este rendimento es variable de
pendiendo de las diferentes preparaciones enzimáticas. La acti
vidad de dichas preparaciones es en general bastante estable y
se observa una pequena disminucion despues de algunos meses de
conservada a - 709G.

La Tabla Vl, muestra el efecto de omitir varios compo ­
nentes de la mezcla de reaccion. Ls interesante destacar que

el sistema ademas de necesitar un detergente, parece ser depen
diente de M9+Ï'Por otro lado este cation no puede ser su-sti ­



v-'‘Ó

_ 52 _

Ud:

' I

Fig.8-CromatograFfaenpapel,enelsolventeA,delproductodehidrolisls

ácidasuavedeIaFraCCiánIipïdicacorrespondientealaincubacion deUDPGIcNacCl4 ydolicoI-Pconpreparacionesdeoviductodegalll nadeacuerdoalaTablaIV. G=glucosa;G2=ma|t0sa,etc.
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tuido por el Mn++ .Lste hecho ha sido descripto también en la

sintesis del dol¡col-monoF0sFato-gluc0sa (23). Por el contra ­
rio el Mn++es mas efectivo que el Mg++ en la transferencia

de o|i90sacaridos de lOs lipido-azucares a proteinas en higado
de rata (24). Tanner y col.(l30),(|3l), usando preparaciones

particuladas de levadura observaron que el Mn++es necesario pi
ra la transferencia del azucar a la proteina, mientras que en
la Formacion del lipido-azucar tanto Mg++como Mn++eran igual­
mente efectivos.

Por los resultadOs expuestos en.|a Tabla VI se observa
que el DOCes unppoco mas eficiente que el Triton X IOOpara

la incorporacion del azucar al Iipido. Esta pequena diferencia
no se ha observado con todas las preparaciones de enzima y de­
pende del grado de pureza del dolicol-P utilizado.

La adicidn de cantidades crecientes de dolicol-P se mueí
tra en la Fig. 9. Comopuede observarse, la incorporacion del
azucar es proporcional a la cantidad del lipido aceptor agrega­

do. ¿ste experimento Fue realizado con dolicol-P obtenido de hi
gado de cerdo y purificado como se indica en Material y Meto ­
d0s. ResultadOs similares se obtuvieron con dolicol FosForilado

químicamente por el metodo de Popjak (99), cedido gentilmente

por el Dr. E. Tabora.

La incorporacidn de acetilgluc0samina al prenoI-P en ge­
neral se ha observado que es mayor en las reacciones cataliza ­
das por microsomas de higado de rata que por micrOsomas de ovi­

ducto de gallina. Ademasse observa que el agregado de dolicol­
P incrementa bastante la incorporacion con ambas preparaciones
enzimáticas. Éstos resultados podrian indicar el bajo contenido
de prenoles de estos tejidos, ya que como se muestra en la Ta ­

o o ' I o ' nbla VI, la IncorporaCIon sin dolicol-P exogeno es muy baJa. Tam
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TABLA Vl

Transferencia de l4C GlcNac desde el UDP l4C GlcNac a la Faso
cloroFormo-metanol

Componente variado conc.Fina| cpm
ninguno |.400

- Dol-P - 200

- Mg++ - 200

- DOC - 280

- Mercaptoetanol - 800

+ Mn++ en lugar Mg++ IS p-moles 200
+ Triton - X ¡oo en

lugar de DOC 0,5 % l.|00
+ anima calentada

(5 min a ¡009 c) 2 mg ¡20

l

La mezcla estandar de incubacion contiene: 0,5 pmoles MgEDTA,

0,5 pmolos M9C|2 . Fueron secados junto con 30 pg Dol-P exprs
sado como Fosfato total y se suspendio en 2,0 mg de proteína
de micrOsomas de oviducto de gallina en 0,| M de menoptoeta ­

nol, 0,| Mde trís-maleato buFFer pH 8,4 y 0,5 % de deoxicola
to en un volumen Final de 50 pl y se agrego UDP '40 GIcNac

(45 Ci/M, 50.000 cpm). Despuás de 30 minutos a 309€ se agrpgo

cloroformo-mptanol 0,4 mMMgCl2 3:2:I y la F639 cloroFormo­

mptanol lUPgOdp lavada con F689 superior tporica sp midio pn

un contador dp Flujo gaseoso.
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bien podria hacer descender el nivel de dolicoI-P, la diferen­
te actividad de la prenol-fosfatofosfatasa en los distintéos
tejidos. Hemmingy co|.(24) estudiando en higado de cerdo las
condiciones de formacion del dolicol-monofosfato-manosa encon­

traron que la incorporacion del azGcar al lipido se estimulaba
en presencia de fluoruro de sodio 80 mM. la estimulacion era

del orden de lO veces, locual se podia determinar disminuyen­
do Ia cantidad de dolicol-P agregado. Experimentos similares
se realizaron con nuestro sistema observándose que el fi , no

tenia ningún efecto en la formacion del dolicol-P-P-N-acetil­
glucosamina.

La Fig. IO-A , muestra el efecto de variar Ia concentra
cion de detergente en la mezcla de incubacion. Se estudio en

particular el deoxicolato. En experimentOs similares se obser­
vo que la concentracion optima de detergente dependía de Ia
cantidad de enzima utilizada. Trabajando en las condiciones u­
suales de incubacion, ( es decir con una concentracion de 2 mg

f _I lde proteina), la concentracuon mas conveniente del detergente
es de 0,5 %.

El tiempo optimo de incubacion para la transferencia
del azúcar, del nucleotido acetilgluc09amina al dolicoI-P, se
muestra en la Fig. IO-B. Se observa que la incorporacion de la
radioactividad aumenta casi linealmente hasta los 30 minutos

de ¡neubacion y permanece constante por lo menos hasta los

60 minutos.

La Fig. IO-C, muestra la formacion del dolicol-pirof03­
fato-acetilglucosamina en funcion de la cantidad de proteina
microsomal agregada. Se observa que el rendimiento aumenta con

' ala concentracnon de enzima, hasta llegar a una meseta. No obs­
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Fig. 9 - Efecto de la estimu|acián de la Formacián de DoI-P-P­
l _ I .GlcNac en Funcuon de la concentracuon de dOIICOI-P.
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tante hay que destacar que lOs otros componentes de la mezcla
. .I e

de incubac¡on se mantenian constantes, entre ellos el detergen
te. Esto tiene importancia por lo visto anteriormente al estu­
diar el efecto del deoxicolato de sodio.
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O 0.5 ¡.0 ¡.5 2.o ¡no dc Proteina.

IO- Estudio de la? condiciones ¿ptimas de la síntesis delDolicol-P-P-( 4C ) GlcNac.
A= Variacián de la concentracián de Deoxícolato de sg

dio. ' '
B= Variacion del tiempo de incubacion
C= Estudio de la concentracián ¿ptima de enzima de

oviducto.

50
min
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BIOSINTESIS DE UN LlPlDO-DISACARIDO QUE CONTIENE ACLTILGLUCOSA

Cuandose incuba dolicol-piroF0sFato-N-acetiIglucosami­
na,(marcado en la molécula del azucar) en presencia de UDPGIc­

Nac ( no radioactivo) Mgii , detergente y la preparacion enzl
matica de oviducto de gallina, se obtiene un nUevo Iipido-azu­

car radioactivo. El resto hidroFilico se identifico comose dei
cribe a continuacion.

Identificacion del producto de incubacion.

Para la identificacion de la porcion carbohidrato de es
te nuevo compuesto se ha tenido en cuenta diferentes criterios
que a continuacion se exponen:
a) Hidrálisis Acida.

Este nuevo azucar se obtuvo como ya se indico en Mate ­

rial y Metodos. Es decir, hidrolisis ácida suave del Iipido- í
zucar seguida por cromatograFia en papel en el solvente A.En
la Fig.||, se muestra el perfil de radioactividad de la croma­
tograFia de lOs productos hidroFilicos de la mezcla de incuba­
cion y se lo compara con el perfil obtenido con igual tratami­
ento del Iipido-N-acetiIgluc05amina.

El azucar Formado,pico II, Fig. ||¡Fue eluido. Entonces
se estudio su comportamiento por cromatograFia en papel con di
Ferentes solventes. La Tabla VII, muestra que este nuevo com ­

puesto migra comola di-N-acetilquitobiosa estandar. Estos re­
sultados estan de acuerdo con los obtenidos con el compuesto

sintetizado con microsomas de higado de rata (IIO). Estos auto
res ademas presentan evidencias de que la porcion hidroFobica
esta unida al azucar por un puente piroFosFato. La Formacion

del |ipido-piroFosFato-di-N-acetiIquitobiosa podria ocurrir de
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la siguiente manera:

dolicoI-P-P-GlcNac UDPGlcNac

dolicoI-P-P-(GlcNac)2 UDP Ecuadób I

Se sometio a hidrólisis ácida Fuerte (HCI 4N, 6h.¡009ca

el compuesto obtenido,( pico II, Fig. ll). Luegode eliminar el
acido clorhidrico se purifico por cromatografia en papel en el
solvente A. Se obtuvo una unica sustancia radioactiva que migra
como la glucosamina estandar.

b) Hidrálisis Alcalina.

La sUStancia que migra como la di-N-acetilquitob¡0sa
Fue sometida a un tratamiento alcalino, como se describe en Ma­

terial y Metodos. La Fig. |2 muestra la aparicion de sustancias
en Funcion del tiempo de tratamiento, que migran hacia el cato­
do. A los 30 minutos, se observa la aparicion de una sola sus ­

tancia con este comportamiento. A los 60 minutos aparece otro

pico mas. Esta nueva sustancia migra aproximadamente el doble
de distancia que la primera.

Estos resultados se pueden atribuir a la desacetilacion
de las dos acetilhexosaminas. A los 30 minutos de tratamiento

se libera un grupo amino, mientras que a los 60 minutos el disg
carido estaria totalmente desacetilado. El azucar sin desaceti­
Iar permanece en el origen.

c) Digestion con a -N-aceti|g|uc0saminidosa
. i . . . I . . . e .La hidrollsls enznmatlca con una gliCOSIdasa espeCIFIca

Fue otro de los criterios utilizados para identificar al compo­
. e . e . I . .nente hidroFilico del nuevo Iipido-azucar suntetnzado de acuer­

Í
do a la ecuacuon I.
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Fig. II -Cromatografïa gn papel, en el solvente A, de los prg
ductos de hídrolisis acida suave de lOs compuestos
hidrofïlicos obtenidOs en: A-¡ncubacián de UDP-(|4c)­
GlcNac y Dolicol-P de acuerdo a Figufi 8; B - incuba ­
cian de DolicoI-P-P-N-acetilgluc03amina radioactiva
con UDP-GlcNacno radioactivo.
G = glucosa, GZ= maltosa, etc.
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TABLA Vll

CromatograFia en papel de los productos de hidrálisis ácida aga
ve del compuesto obtenido en la incubacion de DoI-P-P-|4C GlcNac

con UDPGIcNac.

Solvente A A* B

Sustancias Movilidad con respecto a la giucosa

GlcNac |,25 9,9 ¡,23

Glc |,0| ¡,0 ¡,02
di-N-acetilquitobiosa** 0,73 4,5 0,73

GIcNHz 0,65 - 0,66

Pico || (Fig. ll) 0,72 4,4 0,73

* El papel de cromatografia Fue previamente tratado con borato
como se describio en Material y Metodos.

El nuevo compuesto radioactivo obtenido de la incubacion del
Dol-P-P-‘4C- GIcNac con UDPGIcNacFue obtenido como Se des ­

cribe en la Tabla Ill. Luego Fue purificado y se estudio su

comportamiento en cromatografia en papel en distintos solven
tes.

** Preparado por hidrólisis acida parcial de quitina de acuer­
do al metodo de Arima y co|.(60).
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Despues de una hidrolisis acida el disacarido Fue puri­
Ficado, recromatografiandolo en papel en el solvente A, y la
radioactividad de la zona correspondiente se eluyo con agua(ver
Material y Metodos).

Las fi -N-acetilglucosaminidasas utilizadas para esta
digestion Fueron obtenidas de dos Fuentes distintas. Una de

eHas Fue purificada de oviducto de gallina comose describe en
Material y Metodos. La otra es una preparacion solo dializada
de saliva humana.

Ambaspreparaciones tenian alta actividad enzimática,|o
cual Fue determinado de acuerdo al metodo de Levvy y coL(l26) .

La preparacion de saliva humanatenia tambien actividad de CÑ’

—manosidasa y 6 manosidasa ( dador M).

Se estudio la actividad de la fi -N-aceti|glucosaminida
sa a diferentes tiempos de incubacion . En la Fig.|3-B-C, 9°
exponen los resultados obtenidos con preparaciones de saliva
humana a dos tiempos de incubacion distintOs. En D se mUestra

el resultado de la incubacion con la enzima purificada de ovi­
ducto de gallina.

La actividad de la fi -N-acetilgluc03aminidasa puede
ser disminuida especificamente por el agregado de 2-acetoamido

-2-deoxi-D-gluconolactona que es un Fuerte inhibidor competiti
vo. Este compuesto Fue preparado de acuerdo a Findlay y col.

(75). La Fig.l4 muestra la accion de este compuesto sobre una

preparacion de saliva humana. Alli se puede observar una apre­
ciable disminucion de la actividad enzimática con respecto al
ensayo realizado sin el inhibidor.

Los resultados presentados identifican a la porcion hi­
e . . I . .droFIlica del dolicol-P-P-azucar, obtenido con microsomas de
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- Tratamiogto alcalino de la di-N-aCatilquitobiosa.
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EI disacarido Fue sacado y tratado con lml
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ácido Fármico 5% ( 25 V/cm, durante 3 horas).
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I a o ' I G lde ovnducto de galllna, comoun dnsacarndo de acetllglucosamu­
o o, ona. Este compuesto tiene una union de tipo fi' de acuerdo a la

.' . ' . f
degradacnon enzlmatlca. Esto apoyarla¡ontonCes,que el nuevo

. . e . . . .compuestosuntetlzado seria la dn-N-acetlIquntobIOsa,(2-aCetog
mido-Z-deoxi-O-B -D-g|uc0piranos¡|-(| - 4)-2-acetoamido-2­
deoxi-D-glucosa).

o n o 1'Conducnones de la mezcla de Incubacuon
I o y, 1'Exusten, como se descrlbuo en la Introduuuon, numerosas

. e . . . . . .glucoprotelnas, qUe contienen du-N-aCetIIquntobnosa unida al a
a ' n omlnoaCIdo asparragnna. De acuerdo al equema propuesto se supo

. .' I . e
ne prnmero la Formacnon de Ia cadena de azucares unida a un ln

. . . . e . .pudo nntermeduarno, la cual seria Finalmente transferida a la
eproteina aceptora.

o a _Con el proposito de poder demOstrar esta hnpotesns, era
. . . e . . I .necesar¡o dlsponer de gran cantidad del lupudo-dlsacarndo. Pa­

. Ira ello uno de los primeros problemas que se planteo Fue estu­
. .. e . . e . idlar con que teJldO convenna snntetlzar este Iipndo-azucar.

Los tejidos estudiados Fueron entre otros, tiroides,ovi
. educto de gallina, hlgado de rata y de cerdo. De todos estos se

t . . eencontro que las preparacuones obtenidas de higado de rata eran
' Ulas mas actlvas.

l . .A contunuacnon se estudian en detalle las condncuones
' I oexperlmentales de Ia reaccnon a Fun de obtener la mayor eFICIen

. .I e . . I . .ola en la preparacnon de este Ilpldo-dlsacarido con la enzima
e . .de higado de rata. El problema del rendimiento en esta etapa de
' o ' a o I oIa slntPSIS tiene ademas una importanCIa aducsona|,porque no es

Facil separar los productos obtenidos.Una conversion incompleta

del lípido-P-P-N-acetilgluc0samina en dolicol-P-P-N-acetiIquitg
biosa, haCeque en las etapas siguientes del trabajo se utili­
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Fig. ¡3 - Accisn de la B -N-aceti|g|ucosaminidasa sobre la di­
-N-acetí|quitobiosa.
A= control ; B= 46 h. de incubacián; C= 87 h.; estas
incubaciones Fueron realizadas con enzima obtenida de
saliva humana,(dador M).
Las'condicíones de incubacián se describen en Material
y Metodos.
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Fig. |4 - Accián de B -N-acet¡|glucosaminidasa sobre la di-N
-aceti|quitobiosa.
Se incubs alrededor de ISOOcpm del disacarido con glicosída­
sa obtenida'de saliva humana,(dador fi Tabla V).
A= incubacion sin enzima;
B=46 hr. de incubacion con la glicosidasa, de saliva;
C= igual que B,pero con el agregado de 2-acotoamido-2-deoxi-D

-g|ucono|actona;
0 I I ' ILuego de la InCUdelon la roaccuon se detuvo por calontamuon­

' l Ito y el sobrenadante se cromatograflo como se Indica en Mate­
. Irial y Metodos.
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cen como sustratos una mezcla de estos compuestos. Esto hace

mas diFicil la interpretacion de los resultados.
La adicion de dolicoI-P a la mezcla de incubacion no ig

crementa la Formacion del lipido-azucar. Esto efecto Fue estu­
diado con dolicoI-P purificado de higado de cerdo y con doli ­
col FosForilado químicamente. Estos resultados estarian de a ­
Cuerdo con el equema de Formacion del lipido-di-N-acetilquitg
biosa que se describe en la ecuacion I.

La Fig. IS muestra lOs resultados obtenidOs en Funcion

del tiempo de incubacion. Comose puede observar la Formacion

del Iipido-azucar aumenta de los 30 a los 60 minutos y se man­

tiene constante por lo men0s hasta lOs |20 minut0s. De acuerdo
a estos resultad0s las reacciones se incuban 60 minutos.

La sintesis del lipido-disacarido es dependiente de la
presencia de detergente en la mezcla de incubacion. Se observo
también que el valor optimo de la concentracion de DOCdepende

por un lado de la cantidad de enzima empleada y tambien del dg

licol-P-P-N-acetiIglucosamina presente en la mezcla de reacción
La Fig.|6 muestra los resultadOs conseguidOs para la Forma

cion del lipido-azucar con diferentes concentraciones de de ­
tergente.

Por ultimo se estudio el efecto del pH. El experimento

expuesto en la Fig.|7, muestra la Formacion del lipido-dísaca­
rido en Funcion del pH. Se trabajo generalmente con buffer Trig
Ma|eato 0,|M. El maximo valor se obtuvo a pH 7,8.

Las preparaciones de micrOsomas de higado de rata tienen
en general una actividad enzimática alta y esta capacidad se
mantiene cuando se conserva algunOs meses a -7OQC.

Se realizaron ensayos a distintas temperaturas encontrag
n ' I ' Idose que la Formacnon del lipido-azucar es optima a 309€.
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Fig. |5 - Formacián del lípido-di-N-acetiIquitobiosa en Funcíán
del tiempo de igcubacion.
El lípido-disacarído Fuo sintetizado a partir de doll

col-P-P-GlcNac radioactivo y UDPGlcNacno marcado como SP ¡ndi­
ca en Material Y Metodos.

A= 30 min; B= 60 min; C= |20 mín.
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De aCUerdo a estos estudios se ha utilizado la mezcla de
. .' e . e . . I .IncubaCIonpara la sintesis del lipldo-dlsacarldo, cuya compor

I c ' u I I I 'sucuon y conducnones se describen en Material y Metodos. Esta
. . e . emezcla ha resultado bastante eFICIente para la Sintesis del l¿

I ' Ipldo- azucar en escala preparativa.

Preparacion del Iipido-di-N-acetiIquitobiosa radioactivo
De acuerdo a la ecuacion I la sintesis del dolicoI-P-P­

-di-N-aceti|quitobiosa radioactivo pUederealizarse marcando
una de las acetilhexosaminas o ambaS. Para mayor claridad se
representan las ecuaciones correspondientes, donde se indica

' a oel azucar radioactivo:
a)Marcacion del azúcar en el extremo reductor.

* *dolicol-P-P-GlcNac + UDPGIcNac---9*dolicol-P-P-GlcNac -G|cNac
b) Marcacion del azúcar en el extremo no reductor.

dol ícol-P-P-GlcNac + UDPGIcNac*_) dol icoI-P-P-GlcNac —G|cNac*

Cuando la incubacion se realiza con el lipido-N-acetil ­

glucosamina marcado y UDPGIcNacno radioactivo, en el disacari
do obtenido la N-acetilgluc05amina marcada es la del extremo

reductor, a). Si la incubacidn se realiza con el lipido-N-ace­

tilglucosamina no radioactivo y con el nucledtido-azücar marca
dol la radioactividad, en el disacarido, se encuentra en la a­
cetilglucosamina del extremo no reductor, b). En °ste trabajo

' t . c' o ase ensayo la s¡ntesls del lipido-disacarido por amb0smetodos.
En el primer caso, es decir a), el UDPGIcNacno estaba

marcado. Los rendimientos generalmente Fueron superiores al 80%
dpl lipido-monosacarido radioactivo utilizado. En algunas pre­
paraciones se alcanzo practicamente el |00%.

En el segundo metodo, b), lOs rendimientos son muy baJ0s.
f . oEste resultado podria deberse a la menor concentracnon del nu­
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Fig. |6 - Efecto de variar la conCpntracíán de dpoxicolato
de sodio. l
La mezcla de reaccion se realiza como sp indica
en Material y Mátodos, variando unicamentp Ia con
centracion dp' detergentp. A=0,S%;B=|%;G=«2%
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' o ' O ocleotldo-azucar radnoactlvo Usado.

ot d | a ( c i Iro me o o a ternatlvo para la suntesns de este llpndo­
. ' . . .' .I . e . 1disacarldo es por Incubacnon de una traccnon llpldlca de huga­

do de cerdo, purificada por DEAE-c0lulosa de aCUerdo a Behrens
.' e e . .y co|.(l||). Esta Fraccnonparecerna contener Inpldo-acetllglu

. . .' . e . I .c0samlna. Al Incubar esta Fraccuon lupudlca con el nucleotado­
Í

-azucar radloactnvo, los rendimientos obtenidos son generalmen
l I o o ' Ite muy baJOS- La marca de N-acetllgLUCOsamIna, en el dlsacarl

do, se encuentra preferentemente en el extremo no reductor.
' I I o 'Por las razones expuestas mas arriba se utilizo para la

e . e . . ' . . .sintesis del llpldo-dnsacarndo en escala preparatlva el pleeP
' ' l ' I Imetodo, donde el nucleotudo-azucar no es radnoactlvo. En Mate­
. ' o ' lrnal y Metodos se descrlbe con mas detalle la parte experimen­

tal empleada en este trabajo.
. . .I e . IPurancacuon de los llpldo-azucares

' t
Dos metodos se han utilizado pruncnpalmente para la puru

. .I e . I . .F¡caCIon de los lupldo-azucares radnoactIVOs. Uno de ellos es
e .por cromatografla en columnas de DEAE-COIuIOsay el otro es

e . ' . . e .por columnas analltlcas de acndo su||CIce.
' O O ' oEn el prnmer metodo el dol¡col-plroFosFato-dlsacarndo es

adeorbido a una columna preparativa de DEAE-c0|u|osa equili ­
I

brada con cloroFormo-metanol-agua l0:|0:3 (ver Maternal y Meto
I .I

dos). Despues de la adsorcnon la columna se lava con 30 ml de
o o I o, ola mezcla de equnllbrlo. La elucuon se efectua hacnendo pasar

un gradiente lineal de Formiato de amonio entre 0 y 30 mM,con
' I I ala soluc10n de equnlnbrlo.

I I . .
El perFll de elucnon cromatograflca de un experimento tL

' I
po se muestra en la Fig. |8 . Comopuede observarse, el unico
pico de radioactividad eluye de la columna con una concentra ­
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Fig. |7 - Estudio del efecto del pH en la Formacián dél lípi­
do-disacárido .
El buffer Usado pn la mezcla de incubación Ps pl

Tris-Malpato 0,| M

A= pH 7,0 ; B= pH 7,8; C= pH 8,4; D= pH 9,0 ( en oí

te caso se utilizá buffer carbonato).



-74­

cion de Formiato de amonio IO mM.A esta concentracion se Iib:
ran los |ipido-píroFOsFato-azficares(|04)(I06).

El dolicoI-píroFosFato-N-aceti|g|u00samina tiene el mis­
mo comportamiento cromatografico qUe el Iipido-disacarido y e­
luye junto a este.

Otra Formaalternativa¡USada para purificar estos lipidg
Í

azucares¡es adsorberlos en columnas de DEAE-celulosa pero eqUt
. . llibrada con cloroFormo-metanol 2:| . Luego de la adscrcuon del
e . v .' . . . Ilipldo-azucar se lava con la solucnon de PqU|ilel0, despUes

con cloroFormo-metanol |:| , y Finalmente se eluye con cloro ­
Forme-metanol-agua |0:|0:3 con Formiato de amonio 30 mM.

a I .Este metodo tiene la VentaJa de que es rapido y que los
e . i . .llpldo-azucares en general se eluyen en pocas Fraccnones,Fig.

I
|8. Tiene el inconvenlente de que no permite la separaCion de

e . ' . . I .los Ilpido-P-P-monosacarido de los disacarldos. Por otra parte
I

convuene destacar que este metodo en general permite obtener
buenos rendimentos.

' . . . . e .El segundo metodo utilizado para purificar los Ilpldo-a­
' e ' . . e . e .zucares es el de la cromatografla en acndo sulncuco. Los lipl­

I N f .do- azucares se separan en pequenas columnas analitlcas de 5mm
.I i . . e .

de diametro por IS mmde altura, de acudo siliCico en clorofo:
o, I o o omo. La elucuon se realiza por un gradiente discontinuo de clo­

roformo-metanol. El dolicoI-P-P-acetilglucosamina eluye con
. e . . v .cloroFormo-metanol 6:|, mientras qUe el Iipido-disacarido con

2:|.
' o ' l I I, I 'Este ultimo metodo de purnFncacuon tiene la ventaJa de

. . .' e . 'permitir la separacuon de los lipido-azucares, pero la recupe­
I _ . ­racnon de los mismos es en general variable y no siempre es

. . e . 'muy reproducnble, ya qUe es difiCll conOCer cual es el parame­
e . .

tro qUe se varia de un ensayo a otro. Por los motivos dPSCPlP­
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Cromatografía en columna de DEAE-c°|u|osa del Iïpi­

do-disacarido. El lípido-di-N-acoti|quibob¡Osa(alr¿
dedor de |20.000 cpmde radioactividad)FUP purificí
do en columnas de DEAE-chluIOsa, Forma acetato. Se

eluyo con untgradiente lineal de Formeato de amonio
en cloroFormo:metanol;agua |0:l0:3 . Se colectaron
Fracciones de 4 ml de las cuales se tomaron alícuo­

Ia medida de latas de 0,2 ml a Fin de determinar
radioactívidad.
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. . .I e . I otos la purufncacuon de los lupIdo-azucares se llevo a cabo por
e . .

cromatografna en columna de DEAE-COIUIOsa Oqunlnbrada con clg
roFormo-motanol 2:|.
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BIOSINTESIS DE UN LIPIDO TRISACARIDO

Cuandos0 incuba dolicol-P-P-di-N-acatiIquitobiosa radiag
tivo, purificado comosp explico en la seccion antprior, y

GDPManno radioactivo, pn prospncia dp Mg++y dptprgpntp, con

la Fraccion particulada do oviducto de gallina, sp obtipnp la
Formacion do un nunvo Iipido-azGcar.

Esto nuovo compuost0¡pP¡MPPO sp lo pxtrap de acuardo al

mátodo dp Folch (|03), encontrandOsp en pl extracto cloroFormo
metanol. Esto extracto ¡Upgo de lavado y llevado a sequodad se

le somete a una hidrolisis ácida suave y la porcion no lípidi­
ca se separa por cromatografía en papel, como se indica en Ma­
terial y Métodos.

La Fig. |9 muestra el perfil de radioactividad de la crg
matografia de estos compuoetOs. Alli sP puede obsprvar quo en
el nuovo lipido-azücar la porcion hidrofilica PS distinta de

la di-N-acetilquitobioaa y la N-acetilgIUCOsamina. En 0| solvpn
tp A PstP nUon azücar migra con rpsppcto a los maltoligosaca­
ridos pstandar, casi como la maltotrioaa. Ha sido denominado

X3.

Condiciones pxpprimpntalps de la mezcla do incubacion

Entre pl 60 y pl 70%dpl dolicol-P-P-di-N-aCPtíIquitobig
I n Isa radioactivo prospntp en la mpzcla de IncubaCIon, Ps Utlllzí

t . e . . . . .I
do pn la suntpsis dpl Ilpldo-X3 radioactnvo. Es una condncnon

e .
Fundamontal para quo sp Forma pstp nUon CONPUPstOqUP pI ||p¿
do-disacarido haya sido previampntp purificado por cromatogra­
Fia pn columnas do DEAE-colulosa (ver Material y Mgtodos).

El rondimpnto do |a sintesis del lipido-Xs ps bastantp
constante, con una mismapreparacion enzimática. La actividad

Í
de estas es Pn gonpral estable y pnedp conservarse por algunas
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a . e . i .acuda suaVP del lapudo-azucar Formado por la Incuba­

cian dp doI-P-P-(G|cNac)2-radioactívo y BOP-Manno
a o ' omarcado. A=contro| B=nncubacnon con prpparacnonps pn

zimáticas dp oviducto do gallina.
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semanas.

a) Egggcifidad dpl compuesto dador dp manOsaal lípido-disacari

gg
Para VPriFicar cual Ps pl compUpsto dador dp manOSa en la

Formacián dpl llpido-Xg sp rpalizaron incubacionps dp dolicol­
P-P-di-N-aCPtilquitobíosa con GDPManno radioactivo y con doli­

col-P-manosa, tambián no radioactivo. Esto manollpido Fur aint:
tizado con micrOSOmasde oviducto de gallina, como se doscribp

en Material y Mátodos.

En la Fig. 20 B-C , s. mUPstra el resultado dp Patos exp:
rimpntos. SP purdp obsprvar qUe practicampnto no hay Formacián

dpl |ipido-X3 a partir dpl dolicoI-P-manOsa. Estos hechOs nos
pormitpn suponer qu la manesa sp transflpr! al dolicoI-P-P-dl
-N-aCPtilquitobiosa dirpctampntp dpl nuelpátido-azücar.

Comootro control a Pst03 experimpntOs, dado qUe lOs mi ­

crosomas de oviducto de gallina tambián sintetizan dolicol-P-mí
nosa, SP incubs pl Iipido-disacarido radioactivo con dolicol- P
y GDPManno radioactivo. La Fig. 20-D, MUPstPa pl rpsultado de

pstp experimento, donde so pUPdPobservar qua no hay ninan ¡2

crpmpnto pn la cantidad dr X3 Formado. Ademas sp pUPdP obspr ­

var tambign la aparicián dp un compuosto radioactivo qur no mi­

gra rn Pstas condiciones. Esto compUPstopaPPCPcorrespondpr a

un eligesacarido de mayor tamano y sera analizado on detallp
mas adplantp.

Es neopsario destacar, qUP por los resultados PXpUPStOS,

sp puédp pensar qUe esta prpparac¡6n dp oviducto dp gallina no
tipnp GDPManpndágpno. Esto no ha ocurrido con todas las prOpa­

raciones; algunas tipnpn un alto contenido do peto nuclpStido ­
I

GZUCGIfl .
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b)EFocto de los distintos componpntps dp la mpzcla de incuba ­

En la Tabla VIII, se muestra los rpsultadOs obtpnidos al
omitir los distintOS componpntps do la mpzcla de incubacián.El
efpcto dpl dolicoI-P FUPestudiado más arriba, donde se obser­

va qUPpl agregado de Pstp Iipido-P no afecta la sintpsis dpl

Iipido-X3 . Es interesante dpstacar la doppndpncia de Mg++do
psta rpaccián y qUP además pstp catián no pUpdp ser sUstituido

por Mn++debido a qua con ¿sto la sintesis dpl Iipido-X3 so v’

disminuida.

La síntpsis dp pstp Iipido-azücar ps tambián dePndiPntP
dp la presencia de dptprgpntp, debido a qUP¿sto solubiliza al

dolicol-P-P-di-N-aCPtiIquitobiosa utilizado en la roaccián.Ad:
más aqui tambign sp VPriFica lo observado pn la sintpsis dp

los otros Iipido-azücares: la rnlacián entrp la conCPntracián
del dptpPantp y la cantidad do enzima mÍCPOSomaIprospntp Ph

la mezcla dp incubación. La Fig. Zl-A muastra pl rpsultado ob­
tenido al variar la conCpntracián de DOC,QUPPs pl detergpntp

Usado proferpncialmpntp. Con Triton X-IOO, SP observa mpnor

Formacián del lipido-X3.
En la Fig. ZI-B, 3° observa el prcto dpl pH pn la sint:

sis dpi Iipido-azacar. El pH¿ptimo coincidt con 9| encontrado
para la sintpsis dpl Iipido-disacárido. El buffer pmplpado en
este experimento Ps tambián Tris-malpato 0,! M.

En los experimpntos mostrados pn la Fig. 2|, la radicac­
tividad sp determina Inpgo de pluir la zona correspondiente al

X3; dospuás do cromatograFiarln on las condiciones qUP en dota­Í
Han on Mdtot‘idl y MotndOg.
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Fig. 20 - Dptprminacián dpl dador dp manOsaal lÏpido-disacá­
Pido.

DOIiCOl-P‘P‘di-N-acptiquitObiOSü marcada Fue incu­
bado con microsomas do oviducto dp gallina . A= Sin

adiciones; B= GDPMan0,3 Fmolps; C= DolicoI-P-Man ;

D= GDPMan0,3 pmolps y dolicol-Pc
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TABLA VIII

Transfprpncia dp Man de GDP-Manal Dolicol-P-P-di-N-aCPtilgug
tobi0sa radioactiva.

Componpntp variado conc.Final Cpm

ninguno |.600

-Do|ico|-P-P-(G|cNacL - ­
+ Dol-P 30/409 Pi total ¡.400
- MPPCBPtOPtGDOI - 700

- DOC - 400

- GDP Man - IOO

+ Mn++ en lugar de Mg++ IS pmolps 200

+ Enzima calbntada
( 5 mh.a IOOQC) ||0

No incubado IOO

La mpzcla pstandar dp incubacián pstá Formada por DoI-P-P-di­

N-aceti|quitobiosa(a|rpdpdor de 2.000 cpm) marcada en la

GlcNac. Este COMPUPstOsp spca junto con 0,5 pmolps dp Mg-EDTA

y 0,5 pmolos dp MgCl y se agrega entoncos 0,| M de mercapto:
tanol, 0,| Mde Tris-Malpato pH 7,8 , 0,5% de dpoxicolato do

sodio, 3mMde GDPMany microsomas de oviducto dp gallina(a|r:

dedor do 2 mg de protpfna). El volumen Final ps do 50 pl. Lu:

go dp 4 horas de incubacian a 309€, la roaccián sp detiene cg
I

mo ya sp dPsCPIbIO.
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c) Efecto del tiempo de incubacion en la sintesis del lipído-Xq

En la Fig.22, se observa la Formacion del |ipido-X3 en
Funcion del tiempo de incubacion. Estos resultados mUestran que
la incorporacion de manOsaal Iipido-disacarido, para sinteti —
zar este nuevo Iipido-azucar, aumenta casi linealmente hasta
las 4 horas de incubacion. Esta reaccion se realiza a 309€ con

agitaciones FreCUentes.
Es ÍntOPesante destacar que con algunas preparaciones en­

zimáticas se observa la aparicion de un compuesto qUe qUeda en

el origen del papel de cromatografia en el solvente.A. Este h:
cho podria deberse a un mayor contenido de dolicoI-P y nucleotl
do-azucar (GDPMan)en la preparacidn de microsomas de oviducto

de gallina. Esto se va a estudiar mas adelante.

Identificacion de este nuevo lipido-azucar

' Ia) Propiedades qUe le confiere su porcidn hidrofobica.
e . '

Est. nuevo compuesto se comporta como un lipido-azucar

por su solubilidad en los SOIVentes organiCOs. Se lo pUede ex ­

traer con cloroFormo-metanol, de aCUerdo al metodo de Folch.

Por cromatografia en papel en el sOIVente A, tiene un com
portamiento similar a otros lipidos-azucares-derivados, migran­
do con el Frente del solvente.

Este lipido-sacarido es muy labil al tratamiento acido
suaVe al igual qUe lOs glicolipidos del tipo prenol-azucar. En
estas condiciones libera un resto hídrofilico, que comose des­

cribid mas arriba se denomina X3,
Puede ser tambien adsorbido a columnas de DEAE-colulosa ,

preparadas como se describe en Material y Metodos. Se lo pUede

eluir en Formasimilar al dolicoI-P-P-di-N-GCetiIquitobiosa.Eí



ISOC1 IOOO‘

und:
5001

I

pH

IÏl 6.07.0

¡,0' 96Dol

q.e.

laslntpslsdelIlpldo

Fig.2|-Estudiodolascondicionps¿ptimaspara

A=Variacándolaconcontracisndpdpoxicolatodpsodio. B=EFóctoda|avaríaciándplpH.

- 84 _



_ 84 b _

O o O o .W

®

mL

me, Q Q O Q O

©
o
O
O

un

o É **‘1Ï’ “-—1r¿

Fig.22 - Formgcián del |Ïpido-X3 on funcián del tipmpo de incg
bacion. La mpzcla de reaccion usada es la que se deta_
lla on Material y Métodos. Luego do la incubacién la ­
Fraccián cloroformo-metanol se somptp a hidrólisis ¿el
da suave y ,sp cromatografía en papPI en el solvente A.
A= incubacion Pn ausoncia de GDPMan; B= Ih. ;C= 3 h.
D= 4 h.

I
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to es un indicio de que la porcion hidroFobica podria ser la

misma en ambos compupstos , como era de esperar, de aCUPPdo a

la Forma como es sintetizado este compuesto.
Otro hecho adicional sobre la naturaleza de la parte IL

bidica de este compUPstoes su comportamiento en columnas ana­

liticas de acido silicico. La Fig. 23 muestra que el X3 eluye
con cloroFormo-metanol 2:| , al igual que el Iipido-P-P-di-N ­

acetilquitobiosa.
b) Estudiv de la estructura del resto hidroFilico.

La porcion hidroFilica, de este nUevo Iipido-azúcar, og
tenida por cromatografia en papel en el solvente A, ha sido dg

nominado X3 , porque tiene un RF bastante proximo a la malto­
triesa.

Para determinar la estructura de este compuesto, tres en
Foquesdistintos se realizaron:

|.- Se determino su compsicion en azúcares.
2.- Se estudio su tamano.

3.- Estudio del tipo de union entre los azúcares que lo
componen.

. _I II.- Compos|CIonen azucares.­
_ _I _ _' I

Para la dPtPPMInaCIOH de la COMPOSICIOHde azucares del
n o I ' o 5'nuevo compuesto sintetizado se realizo una IncubaCIon, como se

n n 'describe en Material y Metod0s;en la cual ambos SUstrat0szGDPMan

y dolicol-di-N- acetilquitobiosa estaban marcados con C'4 - Lufi
.Í

go de la IncubaC|on, la Fase cloroFormo- metanol de la extrae ­
o, I I oClon de Folch Fue hidrollzada y cromatograflada en papel en la

I a, l oForma que ya se descrlblo. Despues de detectar la zona de radig
n n I I '

actIVidad correspondiente al compUesto denominado X3, esta- FUe
f .i . ' . . I . Ieluida con agua y se sometio a una hldPOIlsls acnda mas Fuerte

( HCI 4N, 6 h. |009C). El hidrolizado Fue cromatografiado por



(7' ¡500h ¡ooo.Dol-P-PGlcNac

0:!T=|6=|5=l4=l3=|2=|

x Rolaclon-C|oroformo=MotonolJ

Fig.23-Cromatografíaoncolumnasdoacidosilïcico.

LÏpído-Xa(alrpdpdorde¡000opm),FUppurificadopnppqupgascolumnas(0,3 cmdediámetropor|,2cmdpaltura)doacidosi'ïcicopncloroFormo.Lap­ lucionspllevóacaboconmezclasdpcloroFormo-mptanolendistintaspro­
porciones. Alfcuotasdp200Plsetomaronparadptprminarlamedidadolaradioactividad.
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una columna de Amberlita M83, Forma aCetato. Se eluyo primero

con HCl 0,| N y luego con agua, recuperandose toda la radioag
tividad.

El oluldo luego de conCentrarlo se cromatografio en pg
pel con el sOlVPntP-A. Para esta separacion cromatografica el

papel usado fue Whatman N9 I, impregnado con Zn como se des ­

cribe en Material y Metodos. De esta manera se tuvo una bue­

na separacion y FUeron encontrados dos picos de radioactividad

Estos migraban como la glucosamina y manosa estandar. Estos r:
sultados confirman qUe el nUevosacarido sintetizado contiene
manOsay N-aCetilglucosamina.

2. Estudio del tamano de la porcion hidroFllica.

Para determinar el tamano del X3 se usé cromatografía
en papel con distintOs solventes, a pesar de que no se contaba
con buenos oligosacaridOs de manosa y acetilgluc09amina como

estandar. Se prefirio este metodo con respecto a la separacion
por Filtracion molecular en columnas de Bio-gel o Sephadex, ya

que es mas economico y permite trabajar con peQUenas cantida ­

des del nUevo compuesto.

Con el solvente A, y Usando ademas como estandar malto­

|¡90sacaridos, este compuesto migra un poco menos qUe la malta
triesa comoya se describio anteriormente.

En la Tabla IX, se mUestran los R-Iactosa de este saca­

rido cromatograFiado en los solventes C y D. Estos resultados
se comparan con los datos obtenidos por el grupo de Lumblad,en
Estocolmo, (|35)(l36)(|37). Lstos investigadores estudiaron,
por cromatograFla en papel, oligosacaridOs de manosa y acetil­
glucosamina de orina de pacientes qUe sufrían de manosidosis .
Comose puede observar en la Tabla IX, los R-lactosa del com ­
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puosto X3 se pnCUPntran en la region dp lOs trisacaridos, di­
dinrenciándoso perfectamentp del grupo dp los disacaridos y

dp los tptrasacaridOs qUe se Usaron como Pstandar. Esto da bag
tanto confianza para ppnsar que Pstp compUPstosa trata dp un
trisacarido.

Por otro lado, Pstos rpsultados no nos pprmitpn afirmar
si pstp trisacarído psta' Formadopor dos moláculas dp manosa

y una dp N-antilgluc0samina, comopl trisacarído obtpnido por
pl grupo dp Lumblad, o si pn cambio tipnp una sola molécula dp

Í
manosa y dos molpculas de N‘aCPtllgiUCOSBMIHB.

I
3 - Estudio del tipo dp union entre los azúcares QUPlo compo­

npnl

Con los datos obtenidos , sobre la pstructura dpl com ­

puasto X3 sp puodp dpcir QUPsp trata de un trisacarido y qup
contipnp manOsay N-aCPtilgluc0samina.

El primer problpma a pstudiar pra dptprminar su composi­
cion cuantitativa pn azúcares.

Para este Pstudio so utilizo pl trisacarido prpviampntp
purificado por cromatograFia pn pappl. En esta compUpsto la v­
marca SP encontraba pn la N-aCPtilglucosamina dpl pxtrpmo rp ­
ductor.

Sp trabajo con tres glicosidasas: CK-manOSidasa,B -ma
nosidasa y (3 -N-aCPtilglucosaminidasa, de diferentps Fupntps.
En cada preparacion PflZÍMátÍCB la actividad FUp tpstada con los

p-nitronnildprivados dp aCUPPdOal mátodo dp vavy y colÁlZó).

Una voz Finalizada la incubacion dpl X3 con una glicosidasa ,
los product0s dp la reaccion FUPPORcromatograFiados en pappl ,

_ Ícomo sn dpscribp pn Material y Mptodos.
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TABLA IX

Cromatografia pn pappl dpl oligosacarido X3 pn distintos 30'­
vontrs.

Solvnntps A B C

Sustancias Movilidad con respecto a la lactosa

GIcNac 2,8' |,6 4,5

Glc 2,05 |,38 2.9

MaltOsa l,2| |,I9 |,30
Sacarosa l,80 I,00 ­
GIcNac-GIcNac ¡,89 |,39 2,47

GIc-Glc-GIc-Glc 0,40 0,82 0,25

Man-Man-Man-GlcNac 0,39* 0,48* 0,46*

Man-Man-Man-Man-GIcNac 0,|2* 0,20* 0,2|*

* Rpsultados obtpnidOs por pl grupo dpl Dr. Lumblad(|37).

El X3 Fue sintetizado como so dptalla pn la Tabla Ill.
Lngo do hidrólisis acida SUaVPFue purificado por cromato ­
graFia en pappl.



-90­

a) Estudio con CX-Manosidasas.

Dos preparaciones de 0‘ -manosidasa FUeron utilizadas.

Unade ellas Fue purificada a partir de poroto(Canava|ia ensi ­

form: ) de acuerdo al metodo de Li (|24). La otra enzima se pu:
rifico a partir de bromelina segun la tecnica de Li y Lee(l23).

LOsdetalles de estas preparaciones enzimáticas se encuentran
en Material y Metodos.

En la Fig. 24 s0 observa qUe la CK manosidasa de brOMe­

lina no tiene accion sobre el X3 . Resultados semejantes se
obtienen con la glicosidasa obtenida de porotos. Comoc0ntro|
de la actividad de estas preparaciones enzimáticas se realizo
incubaciones con o|i90sacaridos que contenian manOsaradioac­
tiva. En la Fig. 24 3° observa la liberacion de manOsade es ­

tos substratos, por accion de la CX-man0sidasa de bromelina.
Resultados semejantes se han obtenido con la glicosidasa de h
otra FUente.

Estos oli90sacaridos de manosa l4C se obtuvieron por hi
drolisis ácida suave, seguida de cromatografia, de los lipidg
oIiQOsacaridos radioactivos. A su Vez estOs compuestos Faeron

sintetizadOs a partir de GDPManradioactivo e incubadOs en pr:
sencia de microsomas de oviducto de gallina. En Ostas condicig
nes hay transferencia de manesa a lipidOs endogenos, de acner­
do a lo que se describio en este Instituto con micrOsomas de
higado(lll).

b) Estudio do la accion de la p -manosidasa.
Esta OnzimaFue obtenida a partir de saliva humanadia­

lizada, de distintos dadores. Se encontro que en saliva la ac­
tividad de las diferente glicosidasas es muyvariable y depen­
de de los distintOs donantes.

. . .' .I ePara este estudio se eligio una preparaCIon QUetenia
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Fig. 24 - Accion de la o<-manosídasa sobre X3 .Como control
se utilizo un oligosacárido de manosa radioactivo de
ovíducto preparado en Forma similar a Io explicado
en Resultados.
A=X3 incubgdo con OC-manosidasa de bromelina;
B=oligosacarido de manosa radioactivo no incubado;
C= igual a B pero incubado con 04-manosidasa de bro­

melina.
Similares resultados se obtuvieron con °¿ -manosida­
sa de Canavalia ensiForme.
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una alta actividad de p -manosidasa, muypoca actividad de

CX-manosidasa, y actividad“ normal de fi -N-aceti|g|ucosami­
nidasa.( dador P).

La Fig. 25 A-B, muestra los resultados obtenidos de la

accion de esta preparacion enzimática sobre X3 luego de 25 ho­
ras dr incubacion. Se muestra que pdrte del X3 es hidrolizado
obteniéndose un pico de radioactividad que corresponde a la N­
acetilglucosamina. Este resultado puede ser explicado por la

accion de la fl -N-aceti|g|uc05aminidasa que contamina esta pre
paracion. Con el objeto de bloquear la accion de esta enzima

se agrega a la mezcla de incubacion, Z-acetoamido-2-deoxi-glucg
nolactona, que es un Fuerte inhibidor de la misma,(este Fue pre
parado de acuerdo a Findlay y co|.(75).

El efecto de este inhibidor ya Fue estudiado con esta
misma preparacion enzimática por su accion sobre la di-N-ace ­
tilquitobiosa.

En la parte C de la Fig. 25 se muestra el resultado de

este experimento con el agregado de inhibidor. Se observa la

Formacion de un nuevo compuesto que migra como un disacarido.E2
te compuesto Fue identiFicado comodi-N-acetilquitobiOSa.

c) Estudio de la accion de la B -N-acetiIglucosaminidasa.

La tercer glicosidasa utilizada Fue la B -N-aceti|g|g
cosaminidasa de dos Fuente distintas. Una de ellas se obtuvo

de una preparacion de saliva humanadializada de otro donante

que contenia una alta actividad de esta enzima y muy baja de
las O( y B -manosidasas.

La Fig. 26, muestra que esta preparacion enzimática no

tiene accion sobre el trisacarido X3 . Mientras que en las
u o a o n ' o o omismas conducnones de incubaCion se hidroliza parcnalmente la



-93­

di-N-acetilquitobiosa. La otra preparacion enzimática se obtu­
vo de oviducto de gallina y Fue purificada comose detalla en
Material y Metodos. Esta preparacion no tenia actividad delï y

(5 -manosidasas dentro de los limites de deteccion con el en­
sayo estandar.

La Fig. 26 muestra el resultado de la incubacion de X3

con la {3 -N-aceti|glucosaminidasa purificada de oviducto de
gallina, donde puede apreciarse que por su accion se libera u­
nicamente N-acetilgluc0samina. Este resultado es diferente a
lo esperado.

Teniendo en cuenta estos resultados se planeo una serie

de experimentOs en lOs cuales el X3 tuviera la marca radioac­

tiva no en la N-acetilglucosamina del extremo reductor sino en

la manosa. Para sintetizar el X3 marcado en la manosa se reall
26 una incubacion, de acuerdo a lo descripto en Material y Me­

todos, pero a partir de dolicoI-P-P-N-acetilquitobiOsa no mar­
cado y de GDPManradiactivo. Luego se extrajo el lipido, se lo

hidrolizo y puriFicd en la Formaque se detalla anteriormente .

Si entonces se incuba X3 marcado en la manosa con p -N­
acetilgluc0saminidasa de oviducto se obtiene la Formacion de
un nuevo compuesto, Fig. 27. Este nuevo azucar en el solvente

A migra como la maltosa y ha sido denominado X2.
La Tabla X, muestra los R-lactosa de este compuesto ob­

tenido por cromatografia en papel en tres diferentes solventes.
EstOs resultados apoyan la idea de que este nuevo compuesto se

trata de un disacarido y que ademas es distinto de Ia dí-N-acg
tilquítobiosa.

Se analiza con mas detalle los dut09 obtenidos por cro­
ematografia en papel con el solvente D de este nuevo compuesto
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Fig. 25 - Acción de glicosidasas sobre x3
A=control sin incubar.
= incubado 25 horas con Q-manosidasa más B-N-ace ­

tílg|u00saminidasa de saliva humana,(dadorP..,
Tabla V)

C= la misma incubacián que en B pero en presencia
de 2mgde 2-acetoamido-2-deoxigIuconolactona.
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y se lo compara con los R-lactosa de los oligosacaridos de ma­
nosa y N-acetilglucosamina obtenid0s por el grupo de Lumblad
(|37) con este mismosolvente. Graficando los logaritmos de los
R-lactosa de los oligosacaridos de manOsay acetilgluc03amina ,
del grupo de Lumblad, en el solvente D, en Funcion del numero

de restos azúcares, se obtiene una recta. Si esta se continua
se puede determinar el valor del logaritmo del R-lactOSa del
disacarido Formado por manOsay N-acetilglucOsamina. Este valor
calculado coincide con el logaritmo del R-Iactosa del compuesto

x2 , obtenido experimentalmente en el solvente D. Fig 28.
Conviene destacar que estos resultados son una aprOximÉ

cion ya que se esta comparando con una Familia de compuestos

lineales donde todOs tienen una N-acetilglucosamina en el ex ­

tremo reductor y manosa en posicion CX . No obstante , se pue

de pensar que este compuesto ( x2) es un disacarido y que esta
e . .ria Formado por manosa y N-acetilgluc0samina.

d) Union del trisacarido a una aglutinina de arveja.
Se busco verificar lOs resultados obtenidOS por el tra­

tamiento con las distintas glicosidasas sobre el tipo de union
de la manosa a la di-N-acetilquitobiosa. Se estudio la union

del trisacarido a la concanavalina A y una aglutinina de arvg
ja.

Debido a que no precipitaba el compuesto X3 radioactl
vo con las aglutininas , se estudio su interaccion con la téc­
nica de Filtracion en columna de Bio-gel (|08). A tal efecto
se utilizo columnas de Bio-gel P-60 (l6x0,8 cm) equilibradas

en un buffer de tris-maleato 50 mM,pH 7,0 conteniendo MgCl2

4mM y NaCl 3M.

La Fig. 29 muestra el resultado de este experimento,
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Fig. 26 - Estudio de la accián de la B-N-acetilgluc03aminidg

sa sobre X3.( este compuesto está marcado en la
GlcNac del extremo reductor).

A= control incubado sin enzima;

B= X3 incubado con enzima obtenida de saliva hu­
mana; (dador M Tabla V).

C= X3 incubado con la g|icosidaeo purificada de u­
viducto de gallina.
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Fig.27-Acci5ndelaÓ-N-acet¡lglucosaminidasadeoviductodegallinasobreX

c' I.na

(Eltrlsacarldoradloactlvousadoenestaincubacnánestabamarcadoen

incubadoconglicosidasapurificada

A=X3lamanosa).

íncubadosinenzima;B=X3

deoviductodegallina.ElnUevocompuestoobtenidosedenominaX2.
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TABLA X

e . .
CromatograFIa en papel del producto de la IncubaCIÉn de X3,mar

cado con (|4C) Man, con fl -N-acetilg|ucosaminidasa de oviduc­
to de gallina.

Solvente A C D

SUStancias Movilidad con respecto a la lactosa

GIcNac 2.80 |.6 4.5

Maltotriosa

x3 0.79 l ¡.03 0.89

Maltotetra0sa 0.40 0.82 0.25

El compuesto denominado X2 Fue obtenido como se detalla en RE

sultados; por accion de la fi -N-acetilglucosaminidasa de ovi

ducto de gallina sobre X3 sintetizado a partir de Dol-P-P-di­
N‘acetiqu¡t°b¡°Sa Y GDP(|4C)Man. La movilidad de este compueg

(X2 ) con respecto a la lactosa en distintos solventes permiten

apoyar la idea de que se trata de un disacarido.



-99­

Í
donde se puede observar que el trlsacarido se incluye en la co
l d d I ' 'umna, e acuer o a o que se podia esperar por su baJo peso

molecular. Similar resultado se obtiene cuando se agrega la mez

Cla donde el x3 se preincuba con concanavalina.A. En un experi­
n l ' o Imento semeJante, donde el trlsacarldo se prelncuba con la aglu­

tinina de arveja, eluye con el volumen muerto de la columna.

Sintesis del lipído-trisacarido en distintos tejidos.
El trisacarido obtenido por este mecanismode sintesis es

r l g t Icomuna un gran numero de glicoprotelnas cuyo resto azucar esta
unido a la asparragina. Este trisacarido se encuentra en todas
estas glícoproteinas en la porcion mas interna de la cadena de
azúcares (|62). Entre estas glicoproteinas tenemos por ejemplo
el oligosacarido de la ovoalbumina.

Debido a estOS hechos era de gran interes determinar si la

Formacion de este compuesto ocurria unicamente con preparacio ­
nes de oviducto de gallina, o si este es un mecanismo general
para la sintesis de este trisacarido.

A tal efecto se hicieron preparaciones de microsomas de
distintos tejidos, comose detalla en Material y Metodos. Se
realizaron incubaciones en las mismas condiciones que con ovi­

ducto de gallina y se encontro que todas las preparaciones en­
zimáticas de lOs tejidos estudiados, entre ellos, bazo, rinon,
tiroides, higado, sintetizaban este compuesto. Luegode la in­
cubacidn, los lipido-azucares FormadosFueron extraidos por el
metodo de Folch y se cromatograFio en papel los productos hi ­

droFiIiCOSobtenidos por la hidrolisis ácida suave.
La Tabla XI, compara |0s valores de lOs R de los compuesgl

tos sintetizados con microsomasobtenidos de los distintos te­
jidos estudiados.
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Fig. 28 - Log.de los R-lactosa de los oligosacáridos de mí
nosa y N-acetilglucosamina obtenidos por Lumblad
(|36) y (|37), en Funcián del número de restos de

Iazucares.
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Fig. 29 - Filtracion en gel del trisacárido incubado:
A= solo; B= en presencia de concanavalina A; C=en
presencia de aglutinina de arveja.
Las muestras con o sin aglutinina Fueron puestas en
columnas de Bio-Gel P60. Fraciones de 0,5 ml Fueron
colectadas y medidas con solucion de Bray en un con
tador de centelleo.
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Formacion de oligosacaridOs mayores.

Cuandose incuba dolicol-P-P-N-acetiIquitobiOsa radioacti
va, en presencia de dolicol-P y GDPManno marcado, con microsg

mas de oviducto de gallina se obtiene, por cromatograFia en pg
pel de los productOs hidroFilicos, ademas de la Formacion de

X3 , un compuesto que en estas condiciones permanece en el ori

gen y que parece corresponder a un o|¡903acarido de mayor tamg
So.

A Fin de estudiar con mayor detalle la Formacion de este

compuesto se incubo micrOsomas de oviducto de gallina, lipido­

trisacarido radioactivo y dolicoI-P, en presencia de Mg++y ds
tergente y ademas se agrego GDPManno radioactivo. El lipido­

X3 habia sido previamente purificado por cromatograFia en DEAE
celu|05a y contenia algo de lipido di-N-acetilquitobiOSa, como
impureza de la preparacion enzimática.

Despues de incubar 4 horas a 309 C, la reaccion Fue deteni
da y los productos lipfdicos se extrajeron por el metodo de
Folch. La Fase organica Fue lavada y la proteina de la interfa­

se de la particion Fue entonces extraida 3 veces con cloroFormg
metanol-agua en la proporcion |0:l0:3. Esta mezcla cloroFormo ­
metanol, casi saturada con agua, es bastante polar y permite la
extraccion de lipido-azucares en los que la porcion hidroFilica
esta Formada por un gran numero de monOSacaridos;( como Fue en­

contrado en el Instituto, para el caso del lipido oligosacarido
que contiene glucosa (|04).

Parte de estes compuestos se extraen en la Fase organica
del Folch y el resto se libera al tratar la proteina de la in­
terFase con la mezcla recien descripta. Despues se llevo a se­

, I ' I I ' oquedad estos extratos y se eFectuo una hidrolisls acuda suave.
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TABLA XI

e . . . . .CromatograFIa en papel del trisacarldo sintetizado con micro­
somas preparad0s de distintos tejidOS.

solventes A C

Microsomas de: Movilidad ccn respecto a la glucosa

Rinon de rata

Higado de rata

Oviducto de gallina
Bazo de rata

Tiroídes de cerdo

0,40

0,39
0,39
0,40
0,39

0,5I
0,50
0,5l
0,49
0,49

Los resultadOS mostrados corresponden a la movilidad relativa
' I I g ocon respecto a la glucosa de los trisacarldos suntetuzados de

acuerdo a la Tabla lll, variando la Fuente de enzima. Los X3
. . . . . eutilizados Fueron prevuamente purancadoa por cromatografia

I
en papel , comoya se describio,(ver Material y Metodos).
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Los productos hidroFiIicos de esta incubacion se lOs separo
por cromatografía en papel en el solvente A.

La Fig. 30-B , muestra el resultado de este experimento
donde se observa la aparicion de compuestOs radioactiv0s que
no migran en estas condiciones. En cambio en las incubaciones
en las cuales no se adiciona dolicol-P la Formacion de estos

compuestos es mucho menor, como puede observarse en la Fig.30-C

Por otro lado cuando el nucleotido-azucar (GDPMan)es reempla­

zado en la mezcla de incubacion por el dolicol-P-manosa no ra­

dioactivo se observa incremento en la Formacion de oligosacarl
dos de mayor tamano, Fig. 30-0.

Cuandoel resto hidroFilico de este nuevo lipido oligosa­
carido se cromatografía en el solvente B se observa la apari ­
cion de 3 picos de radioactividad , Fig. 3|.

El solvente B, ( butanol, piridina, agua 4:3:4), da una
muy buena separacion de oliQOsacaridOs de gran tamano,(|05).

El mayor pico de radioactividad coincide con los maltoli­
gosacaridos de 9 unidades de glucosa, el otro con lOs de 5 a 6

unidades y el menor con lOs de 7 unidades.

Actualmente la estructura de la porcion hidroFilica de es
tos compuestos esta siendo estudiada en el laboratorio. Algu ­
nos ensayOS preliminares con glicosidasas muestran qUe estOs. ..r
compuestos tienen algunas manesas en poancnona<,
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Flg. 30 - lncubacuon del Ilpldo-X3 raduoactlvo con mueresomas
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0,3 pmoles) y dolico|-P] C= GDPMan(0,3Pmoles); D=
dolicol-P-Man no radioactivo.

El |ïp¡d°'x3 está marcado en la N-aceti|g|ucosamina
del extremo reductor.
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K IO 20 cm SCJ

Fig. 3| - Perfil de cromatografía en papel del oligosacarido

sintetizado a partir del lípido-X3 y dolicoI-P-Ma_
n0sa.

El pico de radioactivídad correspondiente a este
oligosacarido obtenido por cromatograFïa en papel en

el solvente A Fue eluído con agua y recromatografig
do en el solvente B, como se muestra en esta Figura.
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IV DISCUSION

. . e . e .En este trabaJo se ha estudiado la sintesis de un Iipido­
. ' . . e . 'trlsacarido y su rol en la bioslnteSis de Ia cadena de azuca ­

. e . .I .res de las glicoproteinas cuyo tipo de union es asparraglna-N­
- t'll ' L ' - ­ace l g ucosamlna. a s¡ntes¡s de este compuesto tiene espe ­

_ _ o r .I Icual interes porque estos tres azucares Forman la porcuon mas
l o 'I l linterna del o|i90sacar|do de un muy importante grupo de gluco­

eproteinas (|62).
I ' l l o IComose puntualizo al mencnonarse los ObJethOS de esta Te

. e . t . . e .sis, tenia muchoInteres estudiar la biosintesls de estos tres
t . e . . .azucares UhldOSal Iipido ( en particular la transferencna de

I o ' o o O omanosa ) y se ellglo el ovnducto de gallina, por ser un teJido
muy activo, Fabricando ovoalbumina en Forma preFerencía|( el
70%de las glicoproteinas solubles). Conviene recordar que es­
ta glicoproteina es del tipo asparragina, cuya estructura, que
es relativamente sencilla, ha sido dilucidada recientemente (
¡73).

El interes de estudiar la biosintesis de estos lipido-oli
gosacaridOs, radica en el hecho de qUe ya se habia encontrado
en el Instituto, que son directos precursores de glicoproteinas

II
Í

al transferlrle en bloque” la cadena de azucares.
. . . e .Comola transferencna de las N-acetilgluc0saminas al ||p¿

.i . . . edo hablan sndo descriptas por primera vez en el higado(|00)era
. . . .' e .Fundamental verificar si tambien ocurrlan en el ovaducto,por lo

que se estudiaron cada una de las etapas de transferencia de
' Iestes tres azucares por separado y con Cierto detalle.

Otro problema que hubo que encarar en el transcurso de es
. f _ Ita TeSls, Fue el de obtener cada uno de estos lipldo-azucares

en cantidades preparativas y lo menoscontaminados entre e||os.
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Conel dolicol-P-P-di-N-acetiIquitobiOsa obtenido Fue en­
tonces posible estudiar la transferencia de manosaa este com­

puesto. Se obtuvo de esta manera un nuevo lipido-azucar que pa

rece ser el eslabon a ubicar en la serie de etapas que compo ­
nen el modelo propuesto en el Instituto para la glicosilacion­
de las proteinas.(Esto se discutirá mas adelante).

Se estudiaron las condiciones de sintesis de este lipido­
trisacarido, los azucares que lo Forman, la secuencia de los
mismos, el tipo de union entre el|0s y la universalidad de es­
te mecanismode sintesis.

Para mayor claridad en la exposicion de |0s distintos re­

sultadOs obtenidos en esta investigacion , estOs seran dlscuti
dos en Forma separada.

BIOSINTESIS DE LlPlDO-AZÜCARES QUE CONTIENEN N-ACETILGLUCOSAMINA

Los resultadOs muestran que preparaciones particuladas de
oviducto de gallina ( comoya habia sido descripto en higado)

catalizan la Formacionde dolicol-P-P-N-acetilglucosamina y dg
licol-P-P-di-N-acetilquitobiosa.

La sintesis de ambOscompuestOs requiere ademas de la pre
paracion de enzima, detergente y Mg++. Este cation, al igual
que en la sintesis de otr0s lipido-azucares comoel dolicol-P­
Glc y dolicol-P-Man, no puede ser su stituido por el Mn++(23)

(24).

En la sintesis del dolicol-P-P-N-acetiIglucosamina es ads
mas necesario el agregado de dolicol-P exogeno (ver Tabla VI).
El dolicol-P agregado, proviene de higado. En oviducto no se
ha estudiado la presencia de este poliprenol. No obstante hay
evidencias indirectas de su presencia ( o de un lipido muysi­

, c u Imilar) en preparaciones enzimaticas obtenidas de este teJido.
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Ademasel dolicoI-P-P-N-acetiIglucosamina sintetizado con pre­
paraciones de oviducto se comporta comoel obtenido de higado
de rata y lo mismo sucede con los otros poliprenol-P-P-azuca ­

res.Por otro lado , los Iipido-azucares sintetizados en higado
son intercambiables para estas reacciones con lOs obtenidos de

oviducto. Esto nos permite suponer que si lOs restos |ipidicoa
no son iguales por lo menos deben ser muy parecidos.

En vegetales recientemente se ha encontrado un Iipido se­
mejante al dolicol, que parece ser de distinto tamano, pero
que puede Formar lipido-azucares con las enzimas de higado(li”.

En cuanto a la segunda etapa, es decir a la Formacion del

dolicol-P-P-di-N-acetiIquitobiosa se haría por la transferen ­
cia de la N-acetilgluc0samina del nucleotido-azucar y no a pa;
tir del lipido-azucar. Esto se estudio en higado (ll0)(como se
vera mas adelante) y hay varias evidencias de que también esto
ocurre en la reaccion catalizada por las enzimas de oviducto.

Un indicio Io podria dar el requerimiento de Mg++_se ha
. I e . ivisto que en otras transferencuas del azucar de un Iipido-azu­

car a otro |ipido-aceptor,(como por ejemplo el dolicol-monofo;
Fato-glucosa al lipido-oligosacarido en el higado (|04), no se
necesita este cation. Ademasen este trabajo se ha observado
que con las preparaciones de oviducto al igual de lo que ocu —

rre en higado, la sintesis del Iipido-disacarido no se estimula
por el agregado de dolicol-P , mientras que si, depende de la
presencia del nucleotido-azucar. Este argumento puede ser dis­
cutible por la presencia de dolicol-P endogeno en las prepara­
ciones enzimaticas; sin embargo conviene recordar que con las
mismas preparaciones se puede observar estimulacion del dolicol
P agregado en la primera reaccion, es decir en la Formacion de
dolicol-P-P-N-acetiIglucosamina ( ver Fig. 9).
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e . e . . I . .En el caso de la sinteSIS del llpldo-disacarido con mlcrg
e . . ' .somas de higado, Lelonr y co|., han estudiado mas exhaUstiva ­

e . . I .mente este problema (IIO). Prepararon el Iipido-dlsacarldo a

partir de dolicoI-P-P-N- acetilglucosamina I4C y de nucleotido
" . . I , l , , '_azucar no radioactivo. Despues de una hldPOllsls acuda suave

o I ' n o o g IredUJeron el disacarndo radloactivo con borohldruro de SOdlo .
I ' o l ' I l \ n oPor hidroIiSIs acuda Fuerte obtuvneron solamente quCOsaminI ­

a I l I I 'tol |4C . En cambio, cuando la dn-N-acetulquntobnosa esta mar­

cada en la hexOSaminano reductora, se obtiene unicamente glu­
cosamina radioactiva.

n U I o, l l I aEsta dlstPlbUlClon deslgual de Ia radnoactnvndad luego del
I o I n I o I ' Itratamiento con borohldruro y posterior hldPOIlsls acuda Fuer­

o 0' ‘ I Ite les permitio demostrar que la N-acetilgluc0samlna se trans­
I c o 'Flere directamente del UDPGIcNacal dollcol-P-P-azucar. De lo

. . e .contrario ambas hexosamlnas deberian estar igualmente marcadas.
. . . e .Otro IndlCIO que apoyarla este hecho surge al consnderar

' .Í Ila configuraC|on de los azucares. Aunque los casos que actual­
mente se conocen no son muchos, se puede suponer que la reac ­

_I . ' f . .cuon de transferencna de un azucar a un llpldo ocurre con in ­
' a 0' ' I .version de su configuraCIon anomerica. Por eJemPIO, se conoce

I . r _ ooque en el caso de los nucleotido-azucares la confuguracuon del
' I Iazucar es CX . En cambio en el dollcol-P-Glc se ha observado

que luego de un tratamiento alcalino se Forma el |,6-anhidro ­
. . e . .I eglucosano, Io que Indicarla que la conanuracnon seria . Es­

N e . . . ' ete hecho senalaria que al glucosllarse el ‘pollprenol, habria
n 0' I 1' ' Iuna inversion en la confuguracnon del azucar (23). Lo mismo sg

cede con el dolicol-P-Man (III).
I I _ .La N-acetllglucosamuna de la porcaon mas Interna de la d¿

-N-acetilquitobiosa posiblemente sea CX , dado que se trans ­
Fiere junto con el FosFato del nucleotido. La segunda hexosami
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na, ( la del extremo no reductor) deberua ser fi su Fuese
. . l _ ltransferida dlrectamente del nucleotldo-azucar . Esto es lo que

ocurre en el caso de este compuesto. Este hecho Fue confirmado
I' I I n o

por la accuon de la p -N-acet|Iglucosamlnldasa.( ver an. |3).
. . e . e .Una vez dl'UCidado el problema de la sinteSIS del lupldo

c l l o . ' ldI-N-acetllquutobiosa en ovnducto, se planteo la neces¡dad de
obtenerlo en cantidades suFicíentes,marcado radioactivamente .

o I I ' oPara ello se estudiaron las condlcuones Optlmas de la mezcla de
. .' . . eIncubacnon ( ver Resultados). Se lograron conducuones de sinte­

. .' e . . . . .sus en las cuales la Formacnondel |¡pudo-dI-N-aCetIlquntoblosa
[4 . 8 f . . . .C era superior al 0%del llpldo de N-acetnlglucosamlna radlü

u l' oactnvo presente en la reaccnon y en algunas preparacnones se
I .I .' e .alcanzo el |00%. Por otro lado tambien se estudlo la sintBSIS

' ode este compuesto en distintos teJIdOS. Se observo que lOs mn ­
e ' . .crosomas de higado de rata eran lOs mas eflcnentes. Este resul­

I f . .tado esta de acuerdo con el hecho de que el higado suntetlza un
I _ f lgran numero de glucoproteunas (|32) (|33). Muchas de estas son

l I' I ' o '
las del tipo de unlon aminoaCIdo-azucar que corresponde a la
asparragina-N-acetiIglucosamina. Por este motivo las preparacig

o ' nnes en escala mayor del prenol-dlsacarldo se llevaron a cabo
con microsomas preparados a partir de hígado de rata.
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BIOSINTESIS DEL LIPIDO-DlFOSfiAÏO-TRISACARIDO

Comoeste problema es el mas importante de este trabajo y
significo el aporte mas original de esta Tesis, gran parte del
esfuerzo realizado se centro en el mismo. Les resultadOs pre ­
sentados demuestran la presencia de una manosil transferasa en
preparaciones enzimaticas de oviducto de gallina que cataliza
la transferencia de manesaal dolicoI-P-P-di-N-acetiIquitobiow
sa.

El producto formado es muy similar al lipido-disacarido ,
dado que no puede ser separado de este por cromatografia en cg
lumnas de acido silicico, asi como tampoco en DEAE-celulosa .

En estas ultimas columnas el compuesto eluye en la zona corres
pondiente a la de los prenolzpirofOsfatOs.

El nuevo Iipido-azucar, al igual que lOs prenol-azucares
estudiadOs, libera su resto glicosidico por hidrolisis acida
suave (IIO) (23). El producto hidr0soluble obtenido por este
tratamiento puede diferenciarse en cromatografia en papel de
lOs obtenidos a partir de| dolicol-P-P-N-acetilglucosamina o gi
-N-aceti|quitobiosa. Con el solvente A migra ademas en forma
semejante a Ia maltotriosa utilizada comoazucar de referencia.

Por dicho motivo, ese o|i90sacarido fue denominado X3, nomenc|g
tura Usada en todo este trabajo.

Behrens y col. (lll) comoya se menciono, estudiaron en hi
gado de rata, la transferencia de manosa a un lipido aceptor en
dogeno que tenia lugar a partir de GDPMano dolicoI-P-Man.

Dos posibilidades ( o ambas) podian darse en este caso:
a) que la transferencia del azucar fuera directamente a partir
del nucleotido azucar; b) que la transferencia fuera a partir
del dolicoI-P-Man, el cual a su vez se sintetizaria a partir
del dolicol-P y GDPMan.En el caso del oviducto, ambas posibill
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dados pueden darse Pn la sintesis del Iipido-X3 , ya que se com
proba que Pn estas condiciones hay también sintesis del dolicol
P-Man. Los rpsultados experimentales obtenidos indican que en

la formacián del ¡{pido x3 , el dador de manosa es pl nucleóti­
do azücar. (ver Fig. 20). Las evidencias se pueden resumir:
a) Al agregar GDPMana la mezcla de reacciSn se obtiene la For­

macián dal |Ïpido-X3 (ver Fig. 20-8 ).
b) Cuandoso sustituye Pl nucleótido- azúcar por al dolicol-P ­

manosa no hay transferpncia.
c) Además, ol agregado de dolicol-P a la mezcla do reacción en

presencia del nucleátido azúcar no produce estimulación Pn

la formación del Iipido X3 .
d) Esta sintesis es deandíente de Mg++, al igual comoocurre

en la Formacián de otr0s prenol- azücares en que el dador ps
r _ oel nuclootndo-azucar.

Ve Todos estos hechos muPstran que el compuesto dador para la

sintpsis del lipido X3os el nucloátido de manoaa.
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ESTUDIO DE LA PORCION HIDROFILICA DEL LIPIDO-X,z

Distintos estudiOS Fueron realizados para determinar el

resto glicosidico del lipido-X3 . Los resultados obtenidos pus
den ser agrupados en la siguiente Forma,( ver Tabla XII):

|.-Las incubaciones realizadas con el lipido de quitobio­
sa y GDPMan,ambos con l4C, muestran claramente que lOs azuca­

Pes que componen este nuevo compuesto son unicamente manosa y

N-acetilglucosamina.
2.-Los resultadOS obtenidOs por cromatografia en papel con

distintos solventes y la comparacion de los R-lactOsa de este

compuesto con los oliQOsacaridos de manosa y N-acetilglucosami
na, obtenidos por el grupo de Lundblad (|37), nos permiten su­
poner que este azucar se encuentra probablemente en el grupo
de los trisacaridOs (ver Tablas IX, X).

3.-Este sacarido (X3) Fue sometido a la accion de distin­
tas glicosidasas a Fin de confirmar exactamente lOs azúcares
que Io componen y determinar el tipo de union entre lOs mismOs.

La CK-manosidasa obtenida de dos Fuentes distintas no

tiene accion sobre el trisacarido, mientras que este compuesto

es hidrolizado por la {3 -manosidasa. Esta eniima Fue obteni­
da de saliva humanay está contaminada con fl -N-aceti|g|uco­
saminidasa y CX -manosidasa. ( Hay que destacar que el trisa­
carido estaba marcado en la hexOsaminadel extremo reductor.)

El producto radioactivo obtenido Fue N-acetilglucosamina.Cuan­
do se agrego a la enzima de saliva un inhibidor especifico de
la -N-acetiIgluc09aminidasa, se obtuvo la Formacion de di­
-N-aceti|quitobi0sa, ademasde N-acetilglucosamina. Este hecho

' I
es muy importante porque indica que la manosa estaria unida a
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la di-N-acetilquitobiosa por una union tipo {3 . Cuando el X3
es-idcubado en presencia de (5 -N-acetiIglucosaminidasa, de
dos Fuentes diferentes, lOs resultadOs obtenidos son distintas.

Cuando la enzima proviene de saliva humana no tiene accion

hidrolitica sobre el X3, aunque hidroliza la di-N-acetilquitg
bi0sa. Ello indica que en el X3 la union fi de las N-ace ­
tiiglucosaminas esta protegida de Ia accion hidrolitica de es­
ta enzima. Esto apoyaria la idea de que la manOsaocuparia el
extremo no reductor y estaria de acuerdo también con el resul­
tado obtenido con las manOsidasas.

Emcambio con la enzima purificada de.oviducto se observo
liberacidn de N-acetilglucosamina radioactiva (la marca en el

X3 esta como ya se menciono en la hexosamina del extremo redug
tor). Este resultado es un poco dificil de interpretar, pero
se podria suponer que esta enzima tiene accion de endogliCOsi­
dasa; es decir, podria hidrolizar al trisacarido por el extre­
mo reductor. Por estOs dat0s no se puede saber si este raro e­
Fecto hidrolitico lo hace con igual eficiencia que la hidroli­
sis del azucar del extremo no reductor. Comocontrol se incubo

con di-N-acetilquitobiosa observandOsehidrolisis y liberacion
de la N-acetilglucosamina del extremo reductor.

Esta interpretacion se ve también apoyada por los resulta
dos del grupo de Maley (|4I) quienes estudiaron este trisacarl
do obtenido de otra glicoproteina (la ribonucleasa). Cuandoel
trisacarido esta unido a la asparragina, la p -N-aceti|g|u­
cosaminídasa no lo hidroliza, pero si libera N-acetilgiucosami
na cuando previamente se ha sacado la asparragina con la g|icg

sil-asparraginagldejando por lo tanto libre el extremo reduc ­
tor.

l _ _ _Cuando se incuba el trisacarido (X3) marcado un¡camente
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TABLA XII

Resumende los resultgggs obteniggg con la Fracción híggpffli­
ca del ¡{pido-x3 , obtenido por incubacián del dolicol-P-P-di­

-N-acpti|quitobí0sa y GDPMancon preparacionps enzimáticas de

oviducto deggallina.
l. EXPERIMENTODOBLEMARCA:tienp Manoaa y N-acetilglucosamina

2. CROMATOGRAFÏA EN PAPEL

3. ACCIÓN DE GLICOSIDASAS

es un triaacarido.

E . Reacciín de Hidró Producto Fo;"z'ma lisis del X3 (**Ï mado
a)0( - manosídasa negativa -_­
b)0( - manosidasa +

- GlcNac-asa (*) negativa _....

c) B- GlcNac-asa(*)(dador M) negativa -__
d) fi- GlcNac-asa(*)(oviducto) positiva GlcNac
e)(3- GlcNac-asa(*)(oviducto) positiva " X2”

FMA- manosidasa +
p-—GIcNac-asa(*)(dad°P P) positiva GlcNac

g) - manosidasa +
- GIcNac-asa(*)(dador P)

+ lnhibidor da GlcNac-asa(*)L positiva Q + GIcNac

4. INTERACCION CON LECTINAS:

a) Concanavalina A : no interacciona

b) Aglutinina de arveja: s' interacciona
«W

-N-acetiIglucoeaminidasa; 0= dÍ-N-aCRtÍ| ­(*) GIcNac-asa a
quitobiosa

(**) La marca radioactiva en Pl X3 en todos los casos ost; en
la hexosamina del extremo reductor con excepcián del experl

mpnto (e) donde e| X3 está marcado en la Man.
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an la molecula de manosa, con la p -N-acetí|glucosaminidasa
purificada de oviducto, se libera un compuestoradioactivo que
por cromatograFla en papel con el solvente A migra como la mal­

tosa. Este pico radioactivo ha sido denominado "X2 ”. Debido a
la poca cantidad que habia de este compuesto no se pudo.estu ­
diar su estructura con detalle, pero se vio que puede ser dife­
renciado de la dí-N-acetilquitobiosa por su comportamiento- en
cromatografia en papel con distintos solventes. Comose descri
bio en Resultados, con ciertas limitaciones, se puede pensar
que es un-disacarido da manOsay N- acetilglucosamina.

Recientemente Chen y col. (ISS) confirmaron estos resul
tadOs trabajando con el oli90sacarido de un Iipido-azucar, sin­
tetizado con preparaciones de oviducto de gallina, que contiene
manosa y N-aCetilglucosamina. Primero lo reducen con borohidru­

ro de sodio y liberan N-aCetiI-gluc0saminitol por accion de una

endo fi -N-acetilgluc0saminidasa. Al resto del oligosacarido
lo tratan con Ci y Ó -man0sidasa y obtienen N-acetilglucosg

mina y manOsa. Si lo incuban unicamente con B -manosidasa ob ­
tienen el disacarido Formadopor manOsay N-acetilglucosamina

que tiene una union p -(| - 4 ) y se libera tambien manOsa.

4.- Los resultados obtenidos con la Concanavalina A y

la aglutinina de arveja permiten sugerir tambien que la union

de la manosa a la di-N-acetilquitobiosa es de configuraciánfb .
El trisacarido interacciona con la aglutinina de arveja que re­
conoce a la manosa y no lo hace con la Concanavalina A qUe tie­

ne especificidad por d -D-glucopíran5sido. o O'l -D-manopirané
sidos ('55): ('56)­

Teniendo en cuenta todas estos resultados se pUede prg

poner que la porcion hidrofilica del lipido-azucar sintetizado
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con enzimas de oviducto de gallina a partir de dolicol-P-P-di­
N-acetilquitobiOSa y GDPMantendria la siguiente Formula:

p -manosil-r3-N-acetilglucosamini|-(l-4)-N-acetilglucosamina.

MODELO DE LA SINTESIS DE LA PORCION AZUCAR EN GLICOPROTEINAS

DEL TIPO ASPARRAGINA

El modelopropuesto en el lnstituto(23)(l|0),(||l),para
la sintesis de la porcidn azucar de las 9licoproteinas que tii
nen la union asparragina, involucraria distintas reacciones de
transferencias que se pueden reunir en tres grupos:

|.-Formacion de lipido-azucares intermediarios
2.-Adicion de otrOs azúcares,sintetizandose el oligosa­

carido completo o casi completo pero siempre unido
al lipido.

3.-TransFerencia del o|i90sacarido del poliprenol a la
proteina aceptora.

Comose menciono en la introduccion el primer Iipido-azu­
car intermediario Fue sintetizado, en el Instituto, por los

Dres.Behrens y Leloir (23). Estudiaron la transferencia de glu
cosa, catalizada por microsomas de higado de rata, desde el
UDPGIca un aceptor lipidico. La molécula lipidica Fue identi­

Ficada por datos indirectos comodolicol-P, lo Cual Fue poste­
riormente confirmado en otro laboratorio(24). 0tr0s dolicol-azá
cares Fueron también sintetizados por mecanismOssemejantes,e2
tre elIOs el dol¡col-P-P-di-N-acetiIquitobiosa.Conviene hacer
mencion el hecho de que este disacarido al cual estavunida una

molécula de manosa en el extremo no reductor, parece tener, mg
cha importancia porque se encuentra en la region mas interna
de todas las glicoproteinas(cuya estructura ha sido estudiada
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del tipo asparragína con una excepcion de una ¡mnunoglobulina
como se aclaro en la Introduccion.

En este trabajo se muestra el mecanismo de Formacion de

este trisacarido; el cual es sintetizado por adiciones sucesi­
vas de azúcares ( provenientes de los nucledtido azúcares) so­
bre el dolicol-P.

Esta sintesis se realiza en tres etapas:
a)Formaci5n del dolicol-P-P-N-acetiIglucosamína a partir de dg

licol-P- y UDPGIcNac.

b)TransFerencia de otra molécula de hex0samina, a partir del
UDPGIcNac,para la Formacion del dolicol-P-P-di-N-acetiIqui­
tobiosa.

c)TransFerencia de manosa a partir de GDPManpara Formar el dg
lícol-P-P-trisacarido.

La sintesis de este trisacarido Fue estudiada, comose

describid, con preparaciones particuladas de oviducto de galli
na. Este puede ser también sintetizado con micrasomas prepara­
d03 a partir de otrOs tejidos (ver Tabla XI). Este hecho es de
gran importancia porque permite pensar que este seria el meca­
nismo general para la sintesis de la region mas interna de los

oligosacaridOs de este tipo de glicoproteinas, y seria un eslí
bon mas a ubicar en el modelo propuesto ( Fig. 7).

De acuerdo a este esquema luego de sintetizado este Iipi­

do-trisacarido se podria adicionar otros azúcares. Estos pg
drian venir directamente del nucleotido-azucar en una sola ets
pa de transferencia ( como ocurre en la Formacion de X3 ) o
por un camino un poco mas largo, en des etapas de transFerencia

con Formacion intermedia de un lipido-Fosfato-azucar. Este com
puesto cederia su azucar al oligosacarido qUe se va Formando y
que permanece unido al dolicol por un puente piroFosFato.
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.I e . . I .cluye la Formacnondel Inpndo-trlsacarldo.



Si se supone tambien que en cada transferencia de azucar

hay una inversion en su configuracion anomerica ( y en los ca­

sos conocidos parece confirmarse esto), entonces se podria pre
decir el tipo de union del azucar en el o|¡90sacarido segun
provenga directamente del nucleotido-azucar (seria B ) o de
otro Iipido-azucar ( serialx ).

Anteriormente en este Instituto se describid la edicion

de glucosas terminales en el oligosacarido de GEA,a partir
del dolicoI-P-Glc, y tambien la transferencia de manosa a una

familia de Iipido-oligosacaridOs endogenos de higado qUe ocu ­
rre en algunos casos a partir del dolicol-P-Man (lll).

Los resultados presentadOs en este trabajo muestran la

formacion de un lipido o|i90sacarido en el que las manosas prg
vendrian del dolicol-P-Man y por consiguiente su configuraci­

on anomerica seria a( (ver Fig.30). Esto estaria de acuerdo

con la hidrolisis parcial de este compuesto por la al -manosi
dasa. Tambienestaria de acuerdo con la estructura de la cade­

na de azúcares de la ovodbumina ( ver Tabla II).

Recientemente Caminatti y col.(l64) y Chen y co|.(|58), en
forma independiente y con un enfoque parecido, obtuvieron la
transferencia de este o|i90sacarido a una proteina. Resultados
similares fueron descriptos por Heath y col.(|44) con prepara ­
ciones de mieloma de raton.

La ultima etapa del modelo seria entonces la transferen­
cia del oligosacarido, completo o casi completo, a la proteina
aceptora. Esta etapa, como se ha indicado en la Introduccion ,
tambien fue demostrada por Behrens y col. con el oligosacarido
de GEA( m. ) y posteriormente con los oli90sacarid0s de MEA

(Hi)_

En la Fig.32 se muestra, dc acuerdo al modelo prOpuegto,e|
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. e . e . . ' .esquema de bIOsintesis del lipldo-oligosacarido (GEA)y su *.­
. e . I .transferencna a una proteina microsomal aceptora. En el se In

.I .' e . . i .cluye tambien la formacnon del llpido-trlsacarido, el cual po
dria corresponder a una de las primeras etapas de la sintesis
del eligesacarido transferido a la proteina. Convieneaclarar

que no hay pruebas directas que en el higado el lipido trisacá
rido, descripto en este trabajo, sea un precursor del GEA,au2
que es bastante probable que h sea. En la Fig. 32 se lo ha co­

locado en forma tentativa en base al hecho de que es precursor
del o|i90sacarido de la glic0proteina estudiada en oviducto y
que micrOsomasde higado lo sintetizan activamente.

Aunque no se indique en forma explicita en este esquema ,

no se excluye la pcsibilidad de que otrOs azucares mas externos
del oli90sacarido, comoel acido sialico, galactOsa, N-acetil­
gluc03amina, fuc0sa, etc., puedan ser agregadOs directamente a
partir de los nucleotido-azucares a la cadena glicosidica uni­
da a la proteina.

Al considerar el modelo propuesto surge el interrogante de

explicar el motivo por el cual en Ia celula son necesarios dos
mecanismOsde sintesis de la cadena de azúcares de las glico ­

proteinas:l) transferencia directa a partir del nucleotido-azá_
car; 2) transferencia en dos o mas etapas con formacion inter­
media de lipidos azucares.

Por ejemplo, en el caso de las glicoproteinas que poseen
distintas cadenas de azucares, comoIa tiroglobulina que tiene
oliQOSacaridos de diferente tipo, el mecanismode biesintesis
deberia ser distinto para cada uno de ellos, lo cual hace mas
complejo al problema.

En este momento la informacián que se posee sobre la fun­

cion de los lipido-intermediarios es limitada. Sin embargoes­



- I23 ­

tudiando la distribucion subcelular de las enzimas involucra ­

das en la Formacion de lOs Iipido-azucares se observa que se
encuentran Fundamentalmenteen la fraccion microsomal,(70)(l43)
Es decir, son enzimas particuladas, lo que permiterpensar que
estan asociadas a membranas.

Lennarz (|42), propone comohipotesk de trabajo que los

lipidOs intermediarÍOs serian |0s encargadOs de llevar loa azÉ
cares a las proteinas nacientes las cufles estarian asociadas
al reticulo endOpHÉmicoruQOso. Dado el caracter no polar de

los poliprenoles , estes se introducirian, y al transportar el
oligosacarido se Facilitaria la glicosilacion de la proteina.
De cualquier Forma, en esta hipotesis quedan muchOspuntos os­
curos sin aclarar.

La dilucidacion de la biesintesis y Funcion de este tipo
de glicoproteinas es uno de lOs campos de la Biologia Molecu ­

lar mas interesante y es posible pensar que a medida que se

progrese en el conocimiento de este tema se van a poder conteï
tar muchas de las interrogantes que sobre el problema de las

relaciones entre las celulas( comportamientosocial de las mis
I tu

mas) se han planteado en lOs ultimOs anos.

fiflwfiwfil ídá/
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