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RESQHEN

EL glucógeno es el polisacarido de reserva presente en

tejidos animales. comoasí también en algunas algas, plantas

superiores. hongos y bacterias. Es un polímero ramificado de

D-glucosas unidas entre si por uniones glucosídicas «1,4 en

las cadenas lineales y a1.6 en los puntos de ramificación.

La síntesis del glucógeno involucra tres etapas: a)

iniciación, b) crecimiento y c) terminación.

Desde el descubrimiento de las enzimas glucógeno

sintetasa y ramificante. se planteó la necesidad de conocer

como se origina "dew noyp" una molécula de glucógeno. A

partir de resultados obtenidos en hígado de rata y E. coli

donde , a partir de un nucleótido-(“C)glucosa se transfiere

la marca radioactiva a una proteína. Krisman postuló un

modelo para la iniciación de la biosíntesis del glucógeno.

En base a este modelo. la síntesis "de noyo" de una molécula

de glucógeno involucraría una etapa inicial donde. si no

más, por lo menos una glucógeno sintetasa iniciadora,

formaría un glucano unido covalentemente a una proteína que

serviría como "primer" para la acción conjunta de la

glucógeno sintetasa y la ramificante. De esta forma se

originarían moléculas de glucógeno unidas a proteína.

Por otro lado. la etapa de crecimiento de la molécula de

glucógeno ha sido muy bien estudiada. Si bien se conocen

todos los mecanismos regulatorios de la glucógeno sintetasa



es muy poco lo que se sabe acerca de la regulacion de la

enzima ramificante. Esto se debe a la inexistencia de

metodos especificos y cuantitativos para medir su actividad
enzimática.

Teniendo en cuenta las caracteristicas particulares del

cerebro en cuanto al metabolismo del glucógeno. ya que este

no lo acumula salvo en casos patológicos, se estudio el

proceso de iniciación y ramificación del mismo en este

tejido.
Los resultados obtenidos en esta Tesis son los

siguientes:
-Se desarrolló un métodoespecífico. sensible y cuantitativo

para determinar la actividad ramificante. La metodología

propuesta consiste en la determinación especifica de las

glucosas involucradas en los puntos de ramificaoión.

-Se demostró que la estructura final de un polisacárido

depende de la especificidad de la enzima ramificante
involucrada en su síntesis.

-Se demostró que en el cerebro. tejido que no acumula

glucogeno en condiciones normales. también es operativo el

modelo propuesto por Krisman para la iniciación de la

biosintesis del glucógeno.

-Se estudiaron, en particular las actividades involucradas

en la formacion del "primer" proteico. Se demostró la



existencia de más de una actividad glucógeno sintetasa
iniciadora.
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ROLL
Los hidratos de carbono desempeñan en el organismo

funciones energéticas y estructurales. El animal los emplea

como fuente de energia y cuando los recibe en exceso los

almacena como polisacaridos o los convierte en grasas para

utilizarlos en el momentooportuno. Los polisacaridos son
hidratos de carbono con unidades monosacaridicas enlazadas

formando cadenas lineales o ramificadas. Estas unidades

monosacaridicas pueden ser iguales (homopolisacaridos) o

diferentes (heteropolisacáridos).
Las funciones biológicas de los polisacaridos son

principalmente dos: a) comoalmacenadores de energia. tal es

el caso del almidón (1), fructanos (2) o galactomananos (3)

en plantas: del glucogeno en animales (4), hongos (5), algas

(6) y bacterias (4): o del paramilon en algunas algas (7) y

b) como elementos estructurales formando parte de la pared

celular. actuando de nexo entre otros componentes de la

pared celular o controlando la permeabilidad de ésta (8-14).

Los polisacaridos se diferencian entre si por el tipo

de monosacáridos que los forman, por las uniones entre

estos y por la existencia o no de ramificaciones. En este

caso nos resultan de interes. especificamente, los



polisacaridos formados por uniones glucosídicas «1.4 y a1,6

y en particular el glucógeno.

Este tipo de polisacarido está ampliamente distribuido

en la naturaleza. asi se encontró el glucógeno en

vertebrados (4), invertebrados (15), hongos (5), algas (6) y

bacterias (4). En plantas superiores el polisacárido de

reserva es el almidón <1). pero también se hallo otro del

tipo del glucógeno (fitoglucógeno) en algunas variedades de

maiz (16) y Cecropia peltata (17).

PfiHWMHNEDEHNflü

¿(2.1.190

Los componentes naturales del almidón son la

amilopectina y la amilosa Ambos son homopolimeros de a-D

glucosa con uniones glucosidicas a1,4 en el caso de la

amilosa y «1.4 - «1,6 en el caso de la amilopectina. La

proporción de amilopectina y amilosa en el almidón varia

segun el vegetal y puede poseer tambien una pequeña

proporción de lípidos. nucleótidos y proteinas (18).

¿EÁÁQEÉ

Su estructura esencialmente lineal le otorga

propiedades especificas. Forma hélices que se empaquetan en

un arreglo hexagonal con caracteristicas hidrofóbicas en su
interior. Estos bolsillos hidrofóbicos le permiten formar

complejos con ácidos grasos, alcoholes de bajo peso



molecular y con iodo. Los complejos formados con el iodo son

dependientes de la temperatura e involucran la inclusión del

iodo dentro de la hélice de amilosa. Son complejos de color

azul con una longitud de onda de maxima absorción a 660 nm.

En presencia del reactivo de Krisman(19), esto es

lz/lK/CaClz los complejos formados son mas estables y la

longitud de onda de máxima absorción es de 640 nm.

Los cristales helicoidales que forma la amilosa la

hacen capaz de retrogradar un agua, esto es cristalizar en

forma espontánea ya que las moleculas pueden alinearse

formando puentes de hidrógeno (18).

Cada molécula de amilosa posee 1 ó 2 ramificaciones lo

cual explica que no sea totalmente degradada por la acción

de la B-amilasa, El tratamiento combinado con B-amilasa e

isoamilasa resulta en un 95%de conversión a maltosa (20).

Agilpgggtiaa

Es el componente ramificado del almidón. Es estable en

solución acuosa. y su afinidad por el iodo es menor que la

de la amilosa Los complejos formados con el reactivo de

Krisman(19) son de color púrpura con un máximo de absorción

entre 520-540 nm. La B-amilolisis de la amilopectina rinde

un 50 a 60 % de conversión a maltosa ya que la enzima actúa

sobre las cadenas externas y se detiene a una distancia de 2



a 3 unidades de glucosas antes de un punto de ramificación

(18).

Bflhlídflfllplfinüífilfilé

9132959129.

El glucógeno es un homopolisacarido de reserva de a-D

glucosa altamente ramificado. Sus uniones glucosidicas son

«1,4 y a1,6. Se diferencia de la amilopectina por tener un

mayor porcentaje de uniones «1.6. En la Tabla l se presentan

algunas propiedades comparativas entre el glucógeno. la

amilopectina y la amilosa.

La alta ramificación del glucógeno y su alto peso

molecular le confieren características que le son propias.

Estas características son: a) alta solubilidad por lo que no

necesita almacenarse en organelas como lo hace el almidón en

el amiloplasto (21): b) facil movilización, lo cual le

permite al organismo una rápida y eficiente Provisión de

glucosa y c) baja presión osmótica. mucho menor que la que

ejerceria una cantidad equivalente de glucosas libres.

Se han propuesto varios modelos de la estructura

espacial del glucógeno. Luego de cuidadosos estudios (22) se

demostró que estaria de acuerdo con la propuesta por el

modelo arbóreo. A partir de estos datos que sugerian la

existencia de tres tipos de cadenas A, B y C (Fig.1), el

modelo arboreo propone una ramificación regular. de manera

que cada cadena B tiene por lo menos una cadena A y todas



Glucógeno Amilopectina Amilosa

PM 10‘-10’ 107-10' 10°

LC 10-14 20-25 103

CE 6-9 12-17

CI 3-4 5-8

Glca1,6(%) 8-10 4-5 1-2

... 460 520 640

Conversión a maltosa

con B-amilasa(%) 40-50 50-60 70

Tapia _________1- Propiedades comparativas del glucógeno. la
ami/opectina y la ami/osa.
LC: longitud promedio de cadena. medida en unidades de
glucosa.
CE: longitud promedio de cadena externa.
CI: longitud promedio de cadena interna.
Glca1.6(%): porcentaje de ramificación.
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Figura 1- Modelos de la estructura espacial del glucógeno
(22).
(a) Modelo arbóreo
(b) Modelo ramificado
Q: Extremo reductor: A: Cadena sin ramificaciones; B:
Cadenas con ramificaciones: C: Unica cadena que posee
extremo reductor.



las cadenas se extienden hacia la periferia de la molécula.

De ser asi la densidad de las cadenas terminales en la

superficie limitarian el crecimiento ulterior. Sin embargo

distintos estudios demostraron que en el interior de la

molécula existen cadenas que no llegan a la superficie (23).

Para explicar este hecho se propuso un modelo

multiramificado pero no regular. en el cual el tamaño no

esta limitado por la concentración de cadenas terminales en

la superficie. Este modelo no postula cual es el factor

determinante que detiene el crecimiento de la molécula
(22).

En general el glucógeno presenta pesos moleculares

entre 10° y 3 x 10' segun el metodo de extracción y el

organismo del cual se extrae (24).

La observación al microscopio electrónico revela la

existencia de tres niveles estructurales de organización.
cada uno con tamaño "y morfología característicos. Las

partículas mas grandes aparecen en forma de racimo o rosetas

de tamaño variable en el rango de 60-200 nm. con un promedio

de 150 nm de diametro: son las llamadas particulas a. Estas

a su vez. están compuestas por unidades menores llamadas

particulas B, de forma ovoide o poliédrica, cuyo tamaño

varia de 20-40 nm de diámetro. Finalmente. dentro de las

particulas B se observa una estructura mas fina. las



particulas K que presentan formas de bastón con un tamaño

entre 3 y 20 nm(25).

En el higado, el glucógeno se encuentra formando

partículas a. En el músculo, se describieron particulas B. y

más recientemente también particulas a (26).

Respecto a los complejos que el glucógeno forma con el

1,, en presencia del reactivo de Krisman(19), estos

adquieren un color marrón característico con una longitud de
onda de máxima absorción a 460 nm.

¿1514301.550 _DEL__GLQCUGENOEMMHIFERÜS

El estudio del metabolismo del glucógeno llevó a

descubrimientos importantísimos sobre la base molecular de

la regulación enzimática. Este fue el primer polisacárido

sintetizado "in vitro". a partir del UDP-glc. con

caracteristicas similares al glucógeno nativo (24,27). A
partir de los estudios realizados sobre su regulación a
nivel de la fosforilasa b se descubrió el AMPC(28). y la

regulación por fosforilación y desfosforilación de la
fosforilasa y glucógeno sintetasa (29).

Los estudios sobre el metabolismo del glucógeno.

también demostraron que la sintesis y degradación del mismo

se produce por reacciones diferentes.

En la Fig. 2 se presenta un esquema de los pasos de

sintesis y degradación del glucógeno con las enzimas

involucradas en los mismos.
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Figurarmz- Síntesis y degradación del glucágeno.



Sintesis
La sintesis del glucógeno ocurre en tres etapas

distintas: a) lniciacíon. b) Crecimiento y c) Terminación

(30). La segunda de ellas es la más estudiada y los

mecanismos de su regulación son ampliamente conocidos. El

proceso de iniciacion no ha sido. aún, del todo aclarado, y

se desconoce la naturaleza del proceso de terminación.

a ) INICIACION

Desde el descubrimiento de las enzimas responsables de

la formación de las uniones glucosidicas «1.4(glucógeno

sintetasa) y a1.6(ramificante) del glucogeno. se planteó la
necesidad de conocer comose inicia su biosintesis<31).

Los primeros estudios realizados para dilucidar el

mecanismo de iniciación de la biosintesis del glucógeno

fueron realizados por Krisman y su grupo de investigación.

Demostraron que una fraccion microsomal de higado de rata

libre de glucógeno. catalizaba la transferencia de restos

glucosilo de UDP-glc a un compuesto insoluble en TCA

(32.33). La transferencia de esos restos glucosilo requería

una alta concentración salina. En presencia de un aceptor

exógeno como el glucógeno. la marca se incorporaba a una

fracción soluble en TCAe insoluble en etanol. Por otro lado

la marca incorporada af material insoluble en TCAse podia

solubilizar por tratamiento acido suave. y por la acción de



enzimas amiloliticas y proteoliticas. lo que indicaba que el

compuesto sintetizado era un glucano a1.4 unido a proteina.

Krisman y Barengo (34) confirmaron que este proteoglucano

era un intermediario en la sintesis del glucógeno.

A partir de estas evidencias se postuló el modelo de

la Fig. 3 para la iniciación de la biosintesis del

glucógeno. Según este modelo la formación del "aceptgg" o

"primer" tiene lugar por adición de restos glucosilos del

UDP-glc a una proteina endógena que actúa como aceptora

(34). Es una enzima nueva que llamaron glucógeno sintetasa

iniciadora la que transfiere las primeras moléculas de

glucosas a una proteina sintetizando un oligosacárido unido

a ella. Sobre este glucano «1.4 unido a la proteina la

glucogeno sintetasa une restos glucosilos a1.4. La enzima

ramificante los reordena introduciendo los puntos de

ramificaciones con uniones 01.6. De esta manera se origina

"de noyo" una molécula de glucogeno siendo el producto final

una molécula de glucógeno unida a proteina (32-34).

Este mecanismo de iniciacion de la biosintesis del

glucógeno fue demostrado "in vitro" en varios tejidos de

mamíferos (32-34), bacterias (35.36), y en hongos (37).

En el año 1986 se demostró que la glucosa unida

covalentemente a la proteina comigraba en geles de

poliacrilamida con la glucógeno sintetasa de músculo

cardiaco de rata (38). A partir de estos datos se postuló
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que la glucoproteina formada puede ser o bien una proteina

asociada fuertemente a la enzima o la enzima misma.

Analizando la bibliografia referente al tema se comprobóque

en el año 1976 Nimmo y col. demostraban que la glucógeno

sintetasa de músculo de conejo purificada comigraba con una

banda que reaccionaba positivamente con el reactivo de

Schiff (39). El grupo de Cohen (40) logro separar. a partir

de glucogeno sintetasa de músculo de conejo, un componente

proteico de 38 KDa que coincide en peso molecular con la

glucogenina aislada por Uhelan (41) a partir de glucógeno

del mismo tejido. Resultados similares se obtuvieron a

partir de retina bovina (42).

Teniendo en cuenta el modelo propuesto (Fig. 3) los

residuos glucosilos unidos covalentemente a la glucogenina

podrian ser los transferidos por la glucógeno sintetasa

iniciadora antes de que actúen la glucógeno sintetasa y la
enzima ramificante.

b)Crecia¡ento

El c r ec i'mi ent o de l os "3.9.91?99.17.95.“ o "

formados en la iniciación o utilizando aceptores celulares

polisacáridicos involucra dos etapas: a) alargamiento de

las cadenas glucosidica a1,4 debido a la actividad de la

glucógeno sintetasa (UDP-glc: a1,4glucan- «1.4glucosil
transferasa E.C. 2.4.1.11) y b) ramificación de las

cadenas elongadas en el paso anterior por la acción de la



enzima ramificante («1.4 glucan - a1,4 glucan - a6 glucosil

transferasa. E.C. 2.4.1.18). Los pasos a y b se esquematizan

en las reacciones 1 y 2 de la Fig. 2‘

Glucógenosintetasa

La glucógeno sintetasa catalíza la transferencia de

glucosas del UDP-glc al extremo no reductor de una cadena

glucosidica a1.4 sintetizando una nueva unión «1.4. El

peso molecular de la sintetasa nativa oscila entre 140-500

kDa y por análisis en geles desnaturalizantes la subunidad

tendria alrededor de 85 KDa. Estos datos demuestran que la

glucógeno sintetasa es una proteina oligomerica (43, 44).

Observaciones derivadas de los estudios regulatorios

de la glucógeno sintetasa de músculo esquelético de conejo

evidenciaron la presencia de dos formas cinéticas distintas

e interconvertibles, ambas formas son distinguibles por la

sensibilidad a la activación por glc-6-P. La interconversión
entre las dos formas de la enzima se correlacionó con un

proceso de fosforílación y desfosforilación especifica.
Surgen asi, la forma D. dependiente de glc-B-P, que contiene

un grupo fosfato unido en forma covalente y baja actividad

en ausencia de glc-6-P. y la forma l, defosforilada e

independiente de glc-6-P

La hormono dependencia de la interconversión de las

especies de sintetasa le dió un significado funcional a la

fosforilacion y desfosforilación de la enzima. Las hormonas,



tales como el glucagon y la epinefrina. encargadas de

movilizar las reservas de carbohidratos. promueven. por

fosforilación, el aumento de la forma D inactiva en higado y

músculo, deteniendo la sintesis de glucógeno. Por otro lado.

la insulina aumenta la forma l, activa por defosforilación,

estimulando la formación de glucógeno. Numerosos

laboratorios afirman la validez de este modelo hormonal.

Las glucógenos sintetasas de un gran número de fuentes

mostraron existir en formas distinguibles por su

sensibilidad a glc-S-P. aún en organismos sin control

hormonal clásico. siendo las levaduras el mejor ejemplo

(44).

La glucógeno sintetasa tiene una alta afinidad por el

glucógeno (45). Ha sido purificado de casi todos los tejidos

de mamíferos. fundamentalmente de músculo. de higado. tejido

adiposo. corazón. riñon y placenta (43).

1.5!! [MNRMMLQMTE

La enzima ramificante es la encargada de transferir un

fragmento de una cadena de glucosas con uniones glucosídicas

a1.4 (dador) por ruptura de una de dichas uniones a un

aceptor, que puede o no ser el dador original, generando una

unión «1.6 (Fig. 2. reacción 2). "ln "vinÉ el sustrato

dador probablemente sea una cadena externa de una molécula

de glucógeno que esta siendo elongada por la glucógeno

sintetasa y el aceptor el trozo remanente de esta cadena o



alguna cadena adyacente. De esta forma la enzima ramificante

es la responsable de introducir los puntos de ramificación

en el glucogeno. El grado de ramificación del glucógeno se

expresa como porcentaje (% a1.6) y a partir de el se puede

calcular el CL (largo promedio de cadena).

El estudio de glucógenos de diferentes fuentes dio como

resultado valores de CL entre 10 y 14 y un porcentaje de

ramificación entre 7 y 10.

A partir del hecho de que el glucógeno se forma por una

acción concertada entre una actividad de elongación de las

cadenas a1,4 (sintetasa) y una ramificación de dichas

cadenas por introduccion de una unión a1,6 (ramificante)

es que se postuló que las actividades relativas de las

enzimas glucógeno sintetasa y ramificante. serian las

responsables de la estructura final del polisacarido. Asi.

una alta actividad relativa de glucógeno sintetasa daría por

resultado un glucogeno con bajo porcentaje de ramificación.

Por otro lado. una baja actividad relativa de sintetasa

originaria un polisacarido con un alto grado de ramificación

(46). Si este postulado fuera correcto. deberia existir una

regulación de la enzima ramificante paralelo al de la

sintetasa pero aún no se han demostrado evidencias de un

mecanismoregulatorio para esta enzima.

Se estudio la enzima ramificante de higado de rata

(47.48). músculo de conejo (49). higado de conejo (50), maiz
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dulce (51), otros tipos de maices (52), sorgo (53),

levaduras (54), E. coli (55). arroz (56) y Neurospora Crassa
(57).

Ram:i gentes _.d..e.na!!! {er 05.] bagtgr ¿Las

En casi todos los tejidos las enzimas ramificantes

presentan microheterogeneidad, evidenciable por

isoelectroenfoque (50). Esta presencia de isoenzimas no se

observó en E. coli (55) ni en Neurospora Crassa (57), de las

que sólo se obtuvo una especie. Por electroforesis en geles

desnaturalizantes se obtiene siempre una única banda

indicando que, en todos los casos. la proteina tiene un solo

tipo de monómero con un peso molecular entre 71 y 84 KDa

según la fuente analizada.Los pesos moleculares de las

distintas enzimas ramificantes son: 82 kDa para la del

higado de rata (48), 71 kDa para la de higado de conejo

(50), 77 kDa para músculo de conejo (49), 84 kDa para la de

E. coli (55) y 80 kDa para la de N. crassa (57): todos ellos

medidos en geles desnaturalizantes de poliacrilamida.

En el año 1979 Korneeva y col. describieron que la

enzima ramificante de músculo de conejo estaba asociada a un

RNAde 2.5 S (58). La actividad enzimática dependía en este

caso, de la presencia del RNA. Otros autores trataron de

confirmar este hecho pero fracasaron (49). Posteriormente el

grupo de Satoh y Sato (48) logró aislar una especie

enzimática asociada al RNAde 2.5 S a partir de higado de
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rata. En este caso el RNAno era esencial para la actividad

y se vio que la asociacion RNA-proteina. si existia, era
débil.

Ramificantes de plantas

Con respecto a las enzimas ramificantes de origen

vegetal se han estudiado en detalle las provenientes de papa

(59), maiz dulce (51), mutantes de maices (52), hojas de

espinaca (60). arroz (56) y sorgo (53).

Al igual que las enzimas ramificantes de mamíferos. las

vegetales también presentan microheterogeneidad. Algunos

autores postularon que probablemente la microheterogeneidad

de las enzimas ramificantes seria la responsable de la

estructura asimétrica de la amilopectina (61). Esta

asimetría tiene en cuenta la relación de cadenas A (Fig. 1)

por cadenas B (AzB). Para la amilopectina este valor es 2 y

para el glucógeno es 1. Este postulado no se ha podido

demostrar y no explica porqué en mamíferos, donde la

estructura del glucógeno es mas simétrica. también existe

microheterogeneidad (50).

No obstante las pequeñas diferencias entre los pesos

moleculares de las ramificantes de distintos tejidos todos

los valores caen dentro de un rango entre 75-85 kDa. con

excepción de la enzima de arroz. cuyo valor es de 40 kDa

(62).Los pesos moleculares de las ramificantes vegetales
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oscilan entre 80 kDa para las de maiz (63,64) y hojas de

espinaca (65) y 65 kDa para la de papa (59).

Dentro de las enzimas ramificantes de plantas es

importante destacar un caso especial. el del maiz dulce. En

este maíz existe además del almidón. el fitoglucógeno

como.polisacárido de reserva. A partir de extractos de maiz

dulce se pueden obtener dos tipos de actividades

ramificantes, una que transforma. amilosa al amilopectina y

otra que transforma tanto la amilosa como la amilopectina

para dar fitoglucogeno (14,51)

Hgggggqgg aqqi.án_,_d€_..,la.enzima...régi.t_i.cant€

Comoya se dijo la enzima ramificante es la responsable

de la formación de los puntos de ramificacion del glucógeno

y de la amilopectina.

Trabajos realizados por Larner (66) y luego

corroborados por Verhue y Hers (67) dilucidaron el mecanismo

por el cual {a enzima ramificante introduce las uniones

glucosídicas «1.6. Las posibilidades que se presentaban eran

dos y se esquematizan en la Fig. 4.

La enzima ramificante es una transglucosilasa capaz de

transferir un segmento terminal de una cadena a una posición

6 de una glucosa no terminal. Si bien se sabía que existia

un requerimiento especifico del largo de la cadena para que

pueda ocurrir la ramificacion, el tamaño del segmento que se

transferia no se conocia. Asi surgio la duda sobre si lo que
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Figura 4- Representación esquematica de las posibles
mecanismos de acción de la enzima ramificante (67).
a) Transferencia de un trozo de cadena de glucosas a1,4: de
una posición 4 a otra posición 6.
b) Transferencias secuencial de una glucosa terminal a una
posición 6 y sobre esta una posterior transferencia de un
resto maltopentosilo.



se transferia era el segmento entero o si habia

transferencias sucesivas de las glucosas de a una por vez.

Estos autores demostraron que la transferencia es por

una única transglucosilación del oligosacárido (Fig. 4,

panel a) y la glucosa periférica no reductora mantiene estas

características luego de la ramificación (67).

Verhue y Hers (67) demostraron también. que la enzima

ramificante de higado de rata transfiere con preferencia

oligosacaridos de 6-7 unidades de glucosa. Larner demostró

que las cadenas externas del glucógeno deben tener una

longitud minima de 6 unidades de glucosa para que pueda

actuar la enzima ramificante (66). Según los resultados de

Brown y Brown . las enzimas ramificantes de músculo e higado

poseen la misma especificidad en cuanto a la longitud de

cadena transferible (68).

Si bien este mecanismo de accion parece ser común a

las enzimas de todas las fuentes estudiadas. éstas difieren

en el requerimiento de longitud de cadena. lo cual resulta

en la formación de diferentes productos.

Hétgdgs... de.“49.5.a.19....gg__.la en:i_aa__.__ca.g.ifi_qante

La determinación de la actividad ramificante presenta

dificultades originadas en el hecho de que su mecanismo de

acción no involucra una sintesis neta de polisacarido.
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Ademas, los metodos desarrollados son poco sensibles o no

cuantitativos.

El metodo más utilizado originalmente fue el descripto

por Larner (69) basado en la disminución en la absorbancia a

520 nm del complejo amilopectina-lz.La definición de unidad

enzimática utilizada era "la cantidad de enzima que

disminuye en 0,001 unidades la densidad óptica por minuto en

condiciones previamente establecidas". Este método no

permitía relacionar dicha disminución con el número de

uniones «1,6 sintetizadas por la actividad enzimática. Otro

problema que presentaba era la interferencia por a-amilasa,

ya que tambien producía una disminución en la densidad

óptica. pero en este caso, por degradación.

Para eliminar esta interferencia. Krisman (70)

desarrolló un método que permite determinar en forma

diferencial las concentraciones de diferentes polisacáridos
«1.4 «1,6. Dicho metodo se basa en la formación de

complejos con lz/Kl/CaClg (reactivo de Krisman) que son

estables y especificos de polisacárido. a diferencia de lo

que ocurre con los complejos con la. Los complejos

amilopectina-lz/Kl/CaClz y glucógeno-lz/KI/Ca012 pueden

determinarse por medición de la absorbancia a 520 y 460 nm
respectivamente. De esta manera. incubaciones paralelas con

glucógeno permiten determinar la actividad de a-amilasa

presente en la preparación de enzima ramificante ya que éste



no es sustrato para esta última enzima. La actividad

ramificante se calcula entonces por la disminución de la
absorbancia a 520 nm menos la disminución de la absorbancia

a 460 nm.

En el año 1966 Brown y Brown (68) desarrollaron un

método alternativo para la determinación de la actividad

ramificante. Este método se basa en la capacidad de la

enzima ramificante de modificar la velocidad de formación de

polisacárido a partir de fosforilasa y Glc-l-P. En ausencia

de enzima ramificante. la formacion de polisacárido (en este

caso amilosa) es lenta debido a la baja concentracion de

glucosas terminales con las cuales reacciona la fosforilasa.

La presencia de enzima ramificante aumenta el número de

glucosilos terminales. acelerando la formación de

polisacarido con liberación de ortofosfato. Asi, la medición

de la liberación de fosfato a partir del Glc-l-P permite
determinar en forma indirecta la actividad ramificante.

Finalmente. Krisman y Kopun (71) desarrollaron otro método.

por el cual también se elimina la interferencia por a

amilasa. Este se basa en la sintesis de un polisacarido

ramificado a partir de una pequeña cantidad de glucógeno

como "primer". Glc-l-P. fosforilasa y la muestra de enzima

ramificante. El polisacarido sintetizado se mide con el

reactivo de Krisman (19). Al igual que los otros metodos

colorimétricos de dosaje de polisacaridos este tampoco
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indica el número de uniones «1,6 que introdujo la

ramificante.

Regreszlagiga

La degradación del glucógeno involucra dos etapas, al

igual que la etapa de crecimiento. Estas etapas involucran
el acortamiento de las cadenas externas con uniones

glucosidicas a1,4 por la acción de la enzima fosforilasa

(E.C. 2.4.1.1. Fig. 2, reacción 3) (72) y posterior
desramificacion de la dextrina limite formada. Esta

desramificación se lleva a cabo por el sistema

desramificante (E. C. 3.2.1.33) que tiene dos actividades

enzimáticas. una oligo al.4-a1.4 glucantransferasa y una

amilo «1.6 glucosidasa (Fig. 2. reacciones 4 y 5). "La

yitro", el glucógeno tambien puede ser degradado por a

amilasas y a-glucosidasas de mamíferos. La a-amilasa está

ampliamente distribuida en los tejidos y es una endoenzima

que hidroliza uniones «1,4. Por otro lado las glucosidasas

son exoenzimas acidas que hidrolizan uniones a1.4 y a1.6 por

lo que degradan completamente al glucógeno.

REM-.4le.RELJEIAEOLISW

Es sabido que el higado y el músculo esquelético son

los tejidos donde se acumula en mayor proporción el

glucógeno de los mamíferos.



En el higado. el glucógeno es poco utilizado como

fuente de energia inmediata. ya que consume principalmente

ácidos grasos. La glucosa es almacenada en forma de

glucogeno cuando se halla en exceso, y es liberada. durante

el ayuno para ser utilizada por otros tejidos como cerebro
(73).

El musculo esquelético utiliza el glucógeno como

fuente de energia inmediata. durante la contracción

muscular. Durante la'contracción, el consumo de glucógeno

genera ATPy ácido láctico. Este llegaría al higado por via

sanguínea y alli se convierte en glucosa, ya sea

directamente o a traves del glucógeno (74). La glucosa

vuelve al musculo por via sanguínea, en un proceso conocido

como ciclo de Cori.

Para la conversión de glucosa a glucógeno se conocen

dos vias. a) una directa que se esquematiza de la siguiente
manera:

hexoquinasa fosfoglucomutasa
glucosa - - - - - - - - - - --> glc-6-P - - - - - - - - - - - - - - --> glc-l-P

ATP ADP UTP
UDP-glc

pirofosforilasa PPi
UDP-glc

glucogeno
sintetasa UDP

glucogeno
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y b) una indirecta en la cual la glucosa se metabolizaria

primero a tríosa y luego a glucógeno por la via

gluconeogénica (4).

En el organismo la glucemia se mantiene en valores

bastante constantes a pesar de alternar alimentación y
ayunos cortos: Esto se debe al control homeostático y

hormonal de la sintesis y degradación del glucógeno.

La regulacion hormonal del metabolismo del glucógeno

tiene lugar a nivel de la glucógeno sintetasa (para la

sintesis) y de la fosforilasa (para la degradación). Ambas
enzimas existen en dos formas interconvertibles. La

interconversión entre la forma activa y la inactiva está

regulada en músculo por adrenalina e insulina . y en higado,

también influye la noradrenalina y glucagon. Tambien existe

una regulación no hormonal como es el caso del Ca'2 a nivel

de músculo.

La interconversión enzimática está controlada de forma

coordinada. asi la activación de la enzima glucogénica es

simultánea a la inactivación de la glucogenolitica y
viceversa.

En animales bajo regimen alimenticio normal la
administración de adrenalina resulta en la fosforilación de

la glucógeno sintetasa disminuyendo su actividad enzimática.

Por el contrario la administración de insulina disminuye el
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grado de fosforilación de la enzima aumentando su actividad

(75,76).



La concentración de glucógeno en el cerebro es pequeña,

aproximadamente 0.1g/100g de tejido fresco, en comparación

con lo hallado en músculo (1,0g/100g) y en higado (6g/10g)

La importancia fisiológica del glucógeno en el cerebro no

esta totalmente aclarada ya que este depende de la glucosa

circulante para mantener sus funciones metabólicas. si bien

se acepta generalmente que constituye una fuente disponible

ante una disminución de glucemia. Sin embargo esta reserva

tan limitada de gluoógeno hace que el cerebro sea muy

vulnerable a daños, en pocos minutos. por hipoglucemia y/o

hipoxia. Durante la hipoglucemia, otros tejidos disminuyen

la utilización de la glucosa, dejandola a disposición del
cerebro.

Como ya señalamos. el metabolismo del glucógeno en el

higado se halla bajo control hormonal y neural permitiendo

una respuesta sensible a las necesidades del cerebro.

La localizacion del glucógeno en cerebro. analizada por

microscopía electronica, difiere en animales inmaduros y en

los adultos. En los primeros los gránulos de glucógeno se

localizan en la glia y en las neuronas pero en los adultos
sólo se observan en los astrocitos (77).

Luego de la administración de barbitúricos. que se sabe
disminuyen el metabolismo cerebral. aumenta el número de

granulos de glucógeno que se depositan en las regiones
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sinápticas. Asociados a los gránulos de glucógeno se

encuentran las enzimas involucradas en la sintesis del mismo

y probablemente tambien las de la degradación (89). Estas

enzimas difieren en sus propiedades cinéticas y regulatorias

de las correspondientes a otros tejidos (78).

El metabolismo del glucógeno en el cerebro. a

diferencia del músculo y del higado, es controlado

localmente ya que se encuentra aislado por la barrera
hematoencefalica.

En el cerebro. como en otros tejidos, la glucógeno

sintetasa se presenta en dos formas interconvertibles por

fosforilación. la forma "D" dependiente de Glc-6-P y la "l"

independiente de Glc-B-P. La forma l no requiere estimulador

y tiene baja afinidad por el UDP-Glc (78).Tambien en el

cerebro la fosforilasa del glucógeno, presenta dos formas,

una inactiva y dependiente de AMP(b) y otra activa (a) aún

a bajos niveles de AMP. Ambas se interconvierten por

fosforilación.
El sistema de desramificación en el cerebro se halla

presente en forma completa (77).

Desúlïdsnes. metal)?! 17.0.95 cerebralfis aye... ____.i_nxq.!_29_ca¿_..¿LL
glycóggngg

Se conocen varios desórdenes metabólicos cerebrales que

involucran a las enzimas del metabolismo del glucógeno.
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Deficienciamen.eL.Sistema“dewdesram1ri9a919n.
(Glucogenosis tipo lll)

Las deficiencias en este sistema enzimático causan

efectos generalizados y han sido demostrados en eritrocitos,

leucocitos, músculo. higado. etc. Esta deficiencia causa

disfunción hepática en los niños con hepatomegalia,
crecimiento retardado con disminución de la talla e

hipoglucemia. El músculo presenta miopatias vacuolares con

depósitos de glucógeno. Por microscopía electrónica se vió

que las vacuolas corresponden a acúmulos de glucógeno en el

citoplasma.
En el cerebro, cuando no existe esta actividad

enzimática. se ve un aumento en la concentración de

glucógeno y el signo clinico presentado por la disfunción
cerebral esta limitado a convulsiones(77).

Qeiágágngia“anulanengjmamcamiíiganig
(Glucogenosis tipo IV).

Se han descripto defectos en la enzima ramificante en

varios tejidos. entre ellos en el cerebro. Aunquelos signos

y la sintomatología de los pacientes con defectos a nivel de

la enzima ramificante en el cerebro no son evidentes, se

encuentran depósitos de un polisacarido anormal en todo el

tejido si bien no dentro de las neuronas. Por microscopía

electrónica se vió que el polisacárido anormal se deposita
formando esferas de 600 nm de diametro (79).
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Se ha encontrado otro tipo de desorden metabólico en el

que la enzima ramificante se encuentra presente pero su

punto isoelectrico es diferente del de la enzima normal.

Esta enfermedad llamada de los cuerpos de Lafora se

caracteriza por epilepsia y demencia. Por metodos

histológicos y bioquímicos se detecta un polisacarido con

estructura heterogénea, una población de granulos densos y

otra con ramificaciones muy irregulares. Esta patología

produce la muerte de los pacientes antes de los 25 años.

Puede afectar otros tejidos, como higado. corazón y músculo

liso y esquelético (80).

Def ¿9.130,42 “4.2..lanus/nusaágeno s star-vía

Los casos descriptos, si bien son muy pocos ya que

tienen escasa sobrevida. permiten demostrar que la

deficiencia de la glucógeno sintetasa produce retardo

mental. detención del crecimiento e hipoglucemia severa con

cetonuria. El higado y el cerebro estan totalmente privados

de glucógeno.

Se demostró que la glucogeno sintetasa se encuentra muy

disminuida en higado y cerebro pero es normal en

eritrocitos, músculo y leucocitos, lo que sugiere la

existencia de isoenzimas especificas de tejido que estan

bajo control genético independiente (77).
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OBJEIIMQS GENERALES, DE.ESTA. .TES LS.

El objetivo de este trabajo es adquirir un mayor

conocimiento acerca de la biosintesis del glucógeno. Se

estudiarán dos procesos, que si bien estan relacionados, se

analizarán en forma independiente. Estos procesos son: l) la

ramificación del glucógeno en su etapa de crecimiento y ll)
la iniciacion de su biosintesis.

l) Proceso de ramificación: para poder medir en forma

especifica y cuantitativa la actividad ramificante, comoasi

también su regulación y propiedades, se desarrollará un
método adecuado de determinacón enzimática.

Utilizando el metodo desarrollado se analizarán

actividades ramificantes de diferentes tejidos para inferir
algunas propiedades relacionadas con el mecanismo de acción

de la enzima.

ll) Proceso de iniciación: se tratarán de aclarar los puntos
todavia oscuros de la iniciación de la biosintesis del

glucógeno. Con este fin se utilizará. como fuente de enzimas

y factores, cerebro de rata.

Como ya señalamos, el cerebro es un tejido

particularmente interesante por acumular glucógeno en

cantidad muy pequeña en el estado fisiológico y poseer toda
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su bateria biosintética activa. Se tratara de comprobar si

en el cerebro es valido el modelo propuesto por Krisman (34)

para la iniciacion. En caso afirmativo se analizarán en

detalle las actividades enzimáticas que forman el "ELÁEQL"

endógeno.



MATERIALESÑXMHETODQS

Hateríajes: El glucógeno tipo ll de higado de conejo y de

ostra fueron adquiridos a Sigma Chem. Co. La amilopectina y

la amilosa fueron preparadas por el metodo de Cowie y

Greenwood (81). El fitoglucógeno se preparó a partir de

endosperma de maíz usando HgCl, 3% y fenol 40% (82).

Métodos analíticos: Las proteinas fueron determinadas por el

método de Lowry (83). Utilizando el metodo del fenol

sulfúrico (84) se determinaron los azúcares totales y

aquellos reductores se midieron según Somogyi (85). Los

glucopolisacaridos a1.4-a1,6 como tales se determinaron

utilizando el reactivo de Krisman (19). Los espectros de

absorción de los polisacaridos se analizaron en un

espectrofotómetro Hitachi 220A. Los extremos no reductores
se determinaron por medio de una oxidación con periodato

(86).

Sue..tra.t_q_¿ ya;
La (“C)-glucosa-1-fosfato (220 Ci/mol) fue adquirida en New

England Nuclear.

UDP-("C)glucosa (285 Ci/mol) fue preparada según el metodo

de Couso et al. (87) con ligeras modificaciones.



Todos los compuestos se diluyeron con los correspondientes

sustratos no radioactivos (Sigma) hasta las actividades

especificas que se indiquen en cada caso.

¿HEÁQEEMQHEÁLÁÉLQÉ

Las enzimas utilizadas provinieron de las fuentes que se

detallan a continuación: proteasa tipo Vll P5380

(subtilisina, libre de actividad amilolitica). pronasa E,
proteasa tipo XIVP5147. a-amilasa bacteriana tipo ll A6380

y amiloglucosidasa A7255 de Sigma Chemical Co. La B-amilasa

de cebada, de Mann Res. Lab.

¿unummggmymagmmmums

:Qemqriggnmanipal

a) Hígado de rata: se purificó según lo descripto por

Krisman (47). Brevemente, las ratas fueron mantenidas

durante 24 horas con una dieta normal suplementada con gran

cantidad de agua con sacarosa. Fueron decapitadas y se les

extrajo e] higado en forma inmediata, los cuales se

perfundieron rapidamente con sacarosa 0.25M que contenía 2mM

EDTA y lmM 2-mercaptoetanol (Buffer B) a 4°. Luego se

homogenizaron en un homogenizador de vidrio con émbolo de

teflón en tres volúmenes del mismo buffer. Se centrifugó a

100.000xg durante 2 horas y el sobrenadante se llevo a 50%

de saturación con sulfato de amonio(SAM). La proteina

38



precipitada se resuspendió en un mínimo volúmen de citrato

de sodio 0,5M pH 6.5 (Buffer A).

b) Hígado de conejo: los higados extraídos de los conejos se

perfundieron rápidamente con buffer B. Luego se cortaron en

pequeños trozos y se homogenizaron en dos volúmenes del

mismo buffer. El homogenato se centrifugó a 25000xg durante

30 min., se descartó el pellet y el sobrenadante fue

centrifugado nuevamente a 100.000xg durante 60 min.

El sobrenadante de esta última centrifugación se llevo

a 50% de saturación con sulfato de amonio. La proteina

precipitada se resuspendió en un minimo volúmen de buffer A.

-De orígen vegetal

a) Papa (fuente de enzima Q): dos papas medianas se pelaron

bajo agua fría y se rallaron en un rallador de vidrio. Este

material se filtró por un lienzo y el filtrado se llevó a

10mM con B-mercaptoetanol. El almidón se eliminó

centrifugando a SOOOxgdurante 30 min. El sobrenadante libre

de almidón se centrifugó a 25000xg durante 60 min. El

sobrenadante obtenido se llevo a 50% de saturación con SAM.

Luego de 24 hs a 4° se volvió a centrifugar a 25000xg

durante 20 min y la proteina precipitada se resuspendió en
buffer A.

b) Maíz dulce: los granos de maiz (100 g) se molieron con

dos volúmenes de buffer B en una licuadora Omnimixer. Los
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pericarpios y los granos molidos en forma incompleta se

separaron filtrando el homogenatopor un lienzo. El filtrado

se centrifugó a lOOOOOxgdurante 2 hs. El pellet se descartó

y el sobrenadante se fraccionó con SAMentre O-30%. 30-50%,

y 50-70% de saturación. Las proteinas precipitadas en todas

las fracciones se resuspendieron en un minimo volumen de

buffer A luego de centrifugar 20 min a 25000xg.

:EQEÍQIÁJÉSEWP

La enzima fosforilasa b de músculo de conejo se preparó

según lo publicado por Fisher y Krebs (88) o se utilizó un

preparado comercial de Sigma Chem. Co. (Sigma P6635).

ráigteggmggsramifjganáe

Las enzimas del sistema de desramificación del glucógeno se

purificaron a partir de músculo de conejo hasta la

precipitación con SAM(41%de saturación) según lo descripto

por Brown y Brown (89).

QBTENCÍÜKPEL DE ÍNLCMCIÜMDEM.51051UTESIS..DEL

4 3487.18.DE.C€RHRÜ..RERATA

Se utilizaron ratas Uistar de 200 g de peso mantenidas con

una dieta normal de laboratorio. Estas ratas fueron

decapitadas con guillotina e inmediatamente se extrajeron
los cerebros. los cuales fueron colocados en buffer SEM
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Figura Q5 Cramatografía en DEAE-ce/u/Gsa.
Ei material del paso 2 (Tabla Vi) se sembró en una columna
de DEAE-ceiulosa (2.2 x 13 cm) equilibrada con buffer C. La
eluciún se hizo con un gradíwnte líneai de 0-1 M de KCI en
buffer C (150 mi). Se recogieron fracciones de 2 ml a 0.7
ml/min. Se determinó: <D«GMC1>actividad ramificante y
fosforílasa, (0-0) actividad GS, <A*A)actividad GSI y (0*0)
proteinas. Las fracciones se juntaron como se indica (P1 y
P2) y se dializaron contra buffer C.
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Figura 6- Cromatografía en u-aminobutil agarosa.
La fraccion Pzdiaiizada kFig. 5) se sembró en una columna de
w-aminobutil agarosa (Ou9 x 13 cm) equilibrada con buffer C.
La elucion se hizo con un gradiente lineal de 0-1 M de KC]
en buffer C (50 mi). Se recogieron fracciones de 1 ml a 10
mi/hora. Se determinó: actividad fosforilasa y ramificante
(percoladOJ. (o-o) actividad GS. iA-A) actividad GSI y (0-0)
proteinas. Las tracciones se juntaron como se indica (A¡. A2
y A3).

42



(sacarosa 0.25 M. EDTA5 mH y 2-mercaptoetanol 10 mM. pH 7 )

helado. Los cerebros se homogenizaron en 2 volúmenes de

buffer SEM conteniendo ademas PMSF 1 mM. utilizando un

homogenizador de vidrio con émbolo de teflón. Todos los

pasos de purificación se llevaron a cabo a 4° C. El

homogenato se centrifugó a 25000xg durante 60 min. y se

descartó el pellet. El sobrenadante se llevó a 60% de

saturación con sulfato de amonio anhidro y la proteina

precipitada se resuspendió en un minimo volumen de buffer C

(glicina 50 mM. glicerol 25%. 2-mercaptoetanol 5 mM, PMSF

1mM.ph 8.6). Luego de dializar la proteina durante 24 hs

contra el mismo buffer C. se aplico en una columna de DEAE

celulosa (2,2 cm x 13 cm). Luego de lavar la columna con

150ml del buffer C. se aplicó un gradiente lineal de 150 ml

de KCl entre O y 1M en buffer C. Las fracciones que tenian

actividad enzimática se juntaron en P1 y P2 (Fig.5) y se
dializaron exhaustivamente contra buffer C.

El P2 dializado se aplico sobre una columna de wvaminobutil

agarosa (0.9 cm x 13 cm) equilibrada en el mismo buffer.

Luego de lavar se eluyo la proteina con un gradiente lineal

de 50 ml de KCl entre O y 1M en buffer C. Nuevamente las

fracciones activas se juntaron en A1. A2 y A3 (Fig. 6).
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ïQBIElKrÍ/QMPEGWPÜUSÁCARWS..€1 .. 4 11. , 6

Glucógeno de higado de rata y de conejo: los higados de rata

y conejo fueron digeridos con KOH33% durante 15 min. a 100°

y luego se los precipitó con tres volumenes de etanol 96%,

segun lo descripto por Krisman (19). Luego de centrifugar a

5000xg durante 15 min. se descartó en sobrenadante y el

precipitado se resuspendió en 0,1 ml de agua para

reprecipitarlo dos veces y purificarlo.

Polisacáridos de papa: se pelaron dos papas medianas bajo

agua fria y se rallaron en un rallador de vidrio. El

material obtenido se filtro a traves de un lienzo y se

ajustó el filtrado a H) mMde 2-mercaptoetanol. Luego se

centrifugó a 5000xg durante 30 min. y el sedimento se seco

secuencialmente con etanol. acetona, y éter. Este

precipitado se sometió a un fraccionamiento con n

butanol/agua en una relación 1:7 según la tecnica de

Schoch(90), se autoclavó por 1-3 hs y se enfrió suavemente

hasta temperatura ambiente. Por una centrifugación a 5000xg

durante 15 min. se separaron los dos componentes del

almidón. La amilosa se recuperó en la fracción insoluble en

n-butanol y la amilopectina quedó en el sobrenadante
(soluble en n-butanol).

44



Polisacáridos de maiz dulce: se molieron granos de maiz

dulce y se les agregaron dos volúmenes de agua deionizada.

Se mantuvieron a temperatura ambiente por 30 min. y luego se

centrifugó a SOOOxgdurante 15 min. El sedimento obtenido se

sometió a una nueva extracción con agua deionizada pero a

100°C por 5 min. Nuevamente se centrifugó a 5000xg durante

15 min. y se juntaron los sobrenadantes de ambas

centrifugaciones. El polisacárido soluble en agua se

precipitó con tres volúmenes de etanol 96% previo agregado

de algunas gotas de una solución saturada de acetato de

amonio. El precipitado obtenido en estas condiciones resultó

ser el fitoglucogeno.

El sedimento insoluble en agua se fraccionó con n

butanol/agua (1:7) para separar amilosa de amilopectina .

El fitoglucógeno se obtuvo también a partir de

endosperma de maíz utilizando HgCl, 3% y fenol 40%(82).

PEIERHJMGQIUN..PE_. ACTIVIDADES¿NZ/M7195

-A_ctiv_idadramificante

MetodomA: este metodo es el descripto por Krismanl70) pero

con minimas modificaciones. La mezcla de reacción contenía

O.1-O.2 mg de amilopectina, buffer citrato 0,1 MpH 6.5 y la

fuente de enzima a ensayar (0,012-O,2 ug de proteina) en un

volumen total de 100 pl. Esta mezcla se incubo 30 min. a

37oC y se detuvo la reaccion agregando 0,4 ml de ácido

perclórico 6N. luego de centrifugar a SOOOxgdurante 10 min.
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se separó ei sobrenadante y a este se le agregó 2,6 ml del

reactivo de Krisman (19). La actividad de la enzima

ramificante se determinó midiendo la disminución en la

absorbancia a 520 nm.

Metodo“ B: este metodo se desarrolló en tres pasos i)

Sintesis del polisacárido: la mezcla de reacción contenía 40

mmoles de Glc-l-P. 10 mmoles de 5’AMP. 15 mmoles de buffer

citrato pH 6.5 , 50 pg de glucógeno. 0,8 mg de fosforilasa b

preparada según lo descripto en la obtención de enzimas ó

bien 11 ug de la preparación comercial Sigma P6635, y la

enzima ramificante a analizar. en un volumen total de 200ul.

La incubación se llevó a cabo a 378 durante 1-3 hs y se

detuvo agregando 0,4 m4 de ácido perclórico 6N. Luego de

centrifugar a 3000 rpm durante 15 min. se separó el

sobrenadante. El precipitado obtenido se lavó con el mismo

ácido y se volvió a centrifugar. Luego de juntar ambos

sobrenadantes se precipitó el polisacárido con tres

volúmenes de etanol 96%. El polisacarido precipitado se

separó por centrifugación a 3000 rpm. Cabe destacar que

siempre fue necesario ensayar las soluciones nuevas de

fosforilasa b,- tal que la cantidad utilizada no produzca

sintesis de polisacárido en ausencia de enzima ramificante.

ii) Purificación del polisacárido: con el fin de eliminar

proteinas desnaturalizadas. se trató al polisacárido

proveniente del paso i) con 0.9 ml de KOH33%, se digirió



durante 15 min. a 1000 C y se reprecipitó con tres volúmenes

de etanol 96%. La muestra se centrifugó a 3000 rpm durante

15 min y el precipitado se lavó y secó con éter. El

polisacarido se disolvió en 0.1 ml de agua.

iii) Determinación de las glucosas involucradas en uniones

a1,6: para su medición se degradó el polisacarido con

fosforilasa b y sistema de desramificación. La mezcla de

incubación contenía 50 ul de la solución de polisacarído,

60 mMde buffer fosfato pH 7. AMP5mm. 1.2 mg de fosforilasa

b preparada según lo ya descripto ó 17 pg de la preparación

comercial y 0.85 mg del sistema de desramificación. Luego de

incubar 3 horas a 37° en un baño de agua con agitación se

detuvo la reacción agregando tres volumenes de etanol 96%.

Luego de centrifugar a 3000 rpm por 15 min. se descartó el

precipitado y en el sobrenadante se midieron las glucosas

liberadas de los puntos de ramificación utilizando el método

de Somogyi (85).

Actividad de. transferencia. .de (' ‘ Ciglqua. del. _UQB:‘(_!.Af_9.)...¿’19

a un 7primer" exógeno,(fictividad GS): La incorporación de

glucosa a un "primer" exógeno del tipo glucógeno se

determinó según lo ya descripto por Blumenfeld y Krisman

(91) con algunas modificaciones. La mezcla de incubación

contenía: buffer glicina-NaOH lOOmMpH 8.6 , DTT 5mm, EDTA

50 mM. glucógeno de higado de conejo 1% (P/V), Glc-6-P 10
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mM, UDP-(“C)Glc 1 mM(700 cuentas/min nmol) y la fracción

enzimática a analizar (O.1-1.0 mg) en un volumen total de

0.1 ml. La incubación se llevó a cabo a 37Q C durante 30

min. o el tiempo especificado en cada caso. La reacción se

detuvo agregando 0.9 ml de KOH 33% y digiriendo a 100D C

durante 15 min. El polisacarido se precipitó por el agregado

de 1.5 ml de etanol 96%. El glucógeno obtenido se

reprecipitó. se disolvió en 0.5 ml de agua y se transfirió a

un vial para contar la marca incorporada en presencia de

solución de Bray (92).

Una unidad enzimática corresponde a la incorporación de 1

pmol de glucosa del UDP-Glc al glucógeno por minuto.

Actividad de transferencia. de ,(‘‘ Q). glucosa del. AyQR,:..({_...f.G.¿_Q!_g
un aceptar proteico endógeno (Actividad GSI);

La incorporación de (“C)glucosa a la proteina se

midió, en ausencia de primer exógeno (glucógeno). en una

fracción precipitable por TCA 10% (TCApp). La mezcla de

incubación contenía buffer glicina-NaOH 100 mMpH 8.6, DTT5

mM, EDTA 50 mM. Glc-6-P 10 mM, UDP-(“C)Glc SpM (850

cuentas/min pmol) y la fracción enzimática (O.1-1.0 mg) en

un volumen total de 0.1 ml. Se incubó a 379 C durante una

hora. a excepción de los casos en que se especifique otra

cosa. y se detuvo la reacción en dos formas distintas:

a) la mezcla de incubación se absorbió sobre papeles

tratados con TCAsegún lo descripto previamente por Krisman
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y Barengo (93). La (“C)glucosa incorporada al material

insoluble en TCA y retenida en los papeles se determinó

sumergiendo estos papeles en una solución de Tolueno-PPÜ y

midiendo la radioactividad en un contador de centelleo:

b) la reacción se detuvo agregando 0.5 ml de TCA 10%

helado. La marca incorporada en el TCAppse procesó según lo

descripto por Mendonca y Krisman (94).

Una unidad enzimática corresponde a la incorporación de

1 pmol de ("C)glucosa del UDP-("C)Glc a la fracción TCApp

por minuto.

Actividad fosforijasa; la actividad de glucógenofosforilasa

se determinó como incorporación de ("C)glucosa a partir de

("C)Glc-1-P a glucógeno exógeno. La mezcla de incubación

contenía 1 mg de glucógeno. buffer citrato 0,1M pH 6,5,

5'AMP 8 mM. ("C)Glc-1-P 0,5 mM(1,02 x 10 cuentas/min pmol)

y la fracción enzimática (O.1-1.0 mg) en un volumen total de

0,2 ml. La reacción se detuvo agregando 0.9 ml de KOH33% y

digiriendo a 100°C por 15 min. El polisacárido marcado se

precipitó agregando 1,5 ml de etanol 96% y se midió la marca

incorporada.

DHERHIHACIDHDEM PROHENODE CADENA(LC? DE

DJSIINTOSDPOUSACARIWS

Con el objeto de determinar las longitudes promedio de

las cadenas de los polisacáridos. éstos se sometieron a una
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degradación con B-amilasa. La mezcla de incubación contenía

0.3M de buffer acético/acetato pH: 5. 0.5 mg de B-amilasa y

entre 2 y 50 ug de glucosas/ml del polisacárido medido por

fenol-sulfúrico (84) en un volumen total de 0.1 ml. Se

incubó durante 24 hs a 37o C y a ese tiempo se detuvo la

reacción por calentamiento a lOOQC. Luego se precipitó la

dextrina con tres volúmenes de etanol 96% y en el

sobrenadante se determinaron las glucosas liberadas.

TRATMJPQZWTIEOS

Los proteoglucanos sintetizados en las condiciones

descriptas para la actividad sin "primer" se incubaron con

a-amilasa, ó-amilasa. amiloglucosidasa, proteasa

(subtilisima) y pronasa E.

Las condiciones de incubación fueron las siguientes:

a) a-amilasa: Tris/ClH lOOmMpH 7,4, CaCl, 50 mMy 0,22

unidades de a-amilasa.

b) B-amilasa: Tris/ClH lOOmMpH 7.4 y 1 mg de B-amilasa

c) amiloglucosidasa: Tris/ClH lOOmMpH 7,4 y 2,5

unidades de amiloglucosidasa

Las mezclas de reacción se incubaron a 37QC bajo

vapores de tolueno durante 48 hs con agregado de la misma

cantidad de enzima y buffer a las 24 hs.

Las condiciones utilizadas para las digestiones con

proteasas fueron las siguientes:
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a) proteasa (subtilisina): Tris/ClH 100 mM,CaCI2 50mM

y 1 mg de proteasa.

b) pronasa E: Tris/ClH 100 mM pH 7,4 CaCl; 50mM y de

pronasa E.

Las incubaciones se realizaron a 379 C bajo vapores de

tolueno durante 4 días agregando la misma cantidad de enzima

y buffer cada 24 hs.

En todos. los casos las reacciones se detuvieron

agregando 0,5 ml de TCA 10% helado. Luego de centrifugar a

6000 rpm por 15 min se lavaron los precipitados del TCA

(TCApp) y se determinó la radioactividad remanente como

tambien la liberada al soluble en TCA. El material TCA

soluble fue extraido con éter para eliminar el TCAantes de

medir la marca radioactiva.

TJATAHIEHTOS QUJHlCOS

-Hidrólisis ácida suave

Las fracciones TCAppse resuspendieron en 0,1 ml de HCl

0,1N y se calentaron a lOO°C durante 10 minutos. Despues de

la hidrólisis, se enfriaron los tubos en baño de hielo. se

les agregó proteina carrier y se reprecipitaron con 0.5 ml

de TCA 10% frio. Luego de centrifugar, los precipitados

resultantes se lavaron con TCA 10% frio juntandose ambos

sobrenadantes. Finalmente los precipitados se lavaron con n

butanol. se secaron y se contaron con solución de Bray (92)

en un contador de centelleo.



La fracción soluble en acido se extrajo varias veces

con éter para eliminar el TCA y se llevo a sequedad. El

residuo se resuspendió cinco veces en 0,1 ml de agua

llevando a seco cada vez para eliminar el HCl. Finalmente se

resuspendieron en 0.1 ml de agua y se sometieron a distintos

tratamientos (medicion de radioactividad, cromatografía en

papel, columna de resolucion de carbohidratos por HPLC)

-Hidrólisis alcalina

Las fracciones TCAppse resuspendieron en 0,100 ml de

NaOH 0.1N o 0.5N y se incubaron durante 1 min a 1009 C, o

durante toda la noche en heladera. respectivamente. Se

detuvo la reaccion neutralizando el NaOHcon HCl 0,1N ó 0,5N

y luego se precipitó con 0,5 ml de TCA 10% frío. Los

precipitados se lavaron con TCA10%y con n-butanol. Después

de secarlos se midió la radioactividad remanente en los

precipitados en presencia de solución de Bray (92).

HHDWSVVCBQfl-ATDGRAEMS

-Cromatograf1a en papel:

Las muestras a analizar se sembraron en papel Whatman

N° 1. Se realizaron cromatografias descendentes utilizando

como solvente de corrida n-butanol/Piridina/agua (4:3:4),
durante 24-48 hs. Se utilizaron standards internos de

azucar, entre ellos una mezcla de maltooligosacaridos
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detectados en el papel con el reactivo alcalino de plata
(95).

Los cromatogramas de las muestras de interés que tenían

compuestos marcados se analizaron en un radiocromatógrafo

Packard (modelo 7202).

-Filtración en geles

Se utilizo una columna de Biogel P. (BioRad). La

columna se armó y equilibró en acetato de piridina 0,1 M pH

5. El volumen de exclusión (V.) y el volumen total (V.) se

determinaron midiendo los volumenes de elución de la

ferritina y del CoCl, respectivamente.

-Cromatografia líquida de alta presión (HPLC)

Las muestras a analizar por este método fueron las

provenientes de la hidrólisis ácida suave de los

proteoglucanos sintetizados en las condiciones descriptas
para la actividad GSl. Los productos liberados por la

hidrólisis. secados y resuspendidos en agua se diluyeron al

medio con acetonitrilo 100% (grado HPLC) y se inyectaron en

una columna de resolución de carbohidratos (Carbohydrate

Analysis Column. Waters Associates 30 cm x 3,9 lD). Los

glucooligosacáridos se eluyeron con H20/acetonitrilo (21:79)

con un flujo de 1 ml/min y a cada fracción se le determinó

la radioactividad con solución de Bray (92).
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-Geles disociantes en presencia de SBS/urea.

Estas electroforesis se llevaron a cabo en geles planos

(12 x 14 x 0,15 cm) con un sistema discontinuo de buffers

según lo descripto por Laemmli (96) con 7,5% (P/V) de

acrilamida en el gel separador. pH 8,8 y 3% (P/V) de

acrilamida en el gel concentrador. pH 6,8.

Las muestras a analizar se digirieron durante 10 min a

100°C con una mezcla desnaturalizante que contenía: 1% (P/V)

de SDS, 1% (V/V) de B-mercaptoetanol, 20% (V/V) de glicerol.

Tris-HCl pH 6.8 0.05“. urea 0.5M y azul de bromofenol 0.002%

(V/V). Las electroforesis se llevaron a cabo a corriente

constante (5mAdurante 16 hs ó 25mMdurante 5 hs). El buffer

de corrida utilizado fue Tris 0,025M. glicina 0,2M , 0,1%

(P/V) de SDS, pH 8,3. Los geles se tiñieron para proteinas

con Coomasie Blue (97) y se autoradiografiaron según

Chamberlain (98).

HEFGÉQQEÉE”QÉHBQSQmQQLGCUla?

Para la determinación de los pesos moleculares se

utilizaron proteinas marcadores tratadas de la misma forma

que las muestras a analizar.

Los marcadores utilizados fueron una preparación

comercial de Sigma Chem Co. (HMWSSDS-6H) que contenía:

anhidrasa carbonica de eritrocitos bovinos (P.M. 29000),

albúmina (huevo. P.M. 45000), albúmina bovina (P.M. 66000).
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fosforilasa-b de músculo de conejo (P.M. 97400). 6

galactosidasa de E. coli (P. M. 116000) y miosina de músculo

de conejo (P.M. 205000).

Los pesos moleculares de las proteinas en estudio se
determinaron utilizando una curva de calibración obtenida de

graficar log P.M. de las proteinas marcadoras en función de

sus correspondientes R..



RESULTADOS-l) PROCESO DE RAMIFICACJON

ENZIHAS.RAHIFICANTES

DESARROLLO DE UN HETODO DE DETERMINACION ENZIHATlCA

Teniendo en cuenta que. hasta el momento. no existia un

metodo adecuado para la determinación de la actividad

ramificante desarrollamos uno por el cual se miden

selectivamente las glucosas involucradas en los puntos de

ramificación. Este metodo implica la sintesis de un

polisacárido ramificado. su purificación y posterior

degradación con fosforilasa y sistema de desramificación. De

esta forma el polisacárido es degradado a Glc-i-P y a una Q

dextrina por la fosforilasa en presencia de fósforo

inorgánico<Pil (68). El sistema de desramificación degrada a

la Q-dextrina mediante sus dos actividades: una oligo-a1,4

a1.4—glucantransferasa y una amilo-a1.6-glucosidasa. La

primera actividad transfiere un fragmento maltotriosilo de

una cadena «1.4 a otra dejando expuesta la glucosa a1.6 del

punto de ramificacion. Sobre esta glucosa «1,6 actúa la

segunda actividad que es una glucosidasa, liberando glucosa

(Fig.2. reacción 5). De esta manera la acción coordinada de

la fosforilasa y el sistema de desramificacion dan como

productos finales Glc-l-P y glucosa. Las glucosas se miden

como glucosas reductores luego de separar la Glc-l-P por

precipitación con etanol.



Condiciones óptimas para la degradación del pojjsaqanjdg
ramificado

Para determinar el tiempo óptimo de incubación del

polisacárido con el sistema de degradación (fosforilasa y

sistema de desramificación en presencia de Pi) se hizo una

curva de tiempo utilizado 0.1 mg de glucógeno standard (Fig.

7).

Comose ve en la Fig. 7 a las tres horas se llega a una

meseta para la liberacion de glucosas. siendo este el tiempo

utilizado en las determinaciones posteriores. Tambien se ha

determinado la concentracion óptima de Pi. Esta

concentración es de 60 mMy produce la maxima liberación de

glucosas sin interferir en su determinación utilizando el

metodo de Somogyi-Nelson (85). Por otro lado ni la

fosforilasa ni el sistema de desramificación liberan

glucosas per se y son utilizadas en un gran exceso.

Como se puede ver en la Fig. 8 (A) la medición de la

cantidad total de polisacarido sintetizado utilizando el
reactivo de Krisman (19) o el metodo del fenol-sulfúrico

(84) no es proporcional a la cantidad de enzima ramificante

utilizada. Por lo tanto esta cantidad de polisacárido no
refleja la actividad enzimática. Por el contrario. cuando se

miden las glucosas 01,6 liberadas de los puntos de

ramificacion se observa una correlación lineal entre estas y

la cantidad de enzima utilizada. Estos datos demuestran que



Glucosasliberadas(pmoles/ml)

Horas

Fjggna_ 7- Tiempo óptimo de incubación para degradar
tota/mente el polisacárido sintetizada en el pasa "i" del
método B (Materiales v Métodos).
Las condiciones de incubación fueron las descriptas en
Materiales y Métodos. en el paso "iii" del método B para la
determinación de la actividad ramificante.
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Sintesisdepolisaca'rido
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Figura 6- Síntesis de un polisacárida ramificada a partir de
Gie-I-P por ¡a aceián simu/ránea de la fosforilasa b y la
cantidad Indicada de enzima ramificante.
Se siguió ei procedimiento oescripto en el metodo B (i) de
Materiales y Métodos.
a) Enzima ramificante de higado de rata.
b) Enzima ramificante de papa KQ).
Polisacárido sintetizado determinado por ei metodo del
fenol-suifürico to) v con ei reactivo de Krisman (A L
Glucosas involucradas en los puntos de ramificación. o.
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un aumento en ¡a concentración de enzima ramificante implica

un aumento en el número de glucosas unidas en «1.6 y no en

la cantidad de polisacárido sintetizado.

A partir de estos resultados era necesario comprobar

que el metodo desarrollado era funcional con distintos tipos

de enzimas ramificantes. Para ello preparamos. a partir de

papa. la enzima Q, que se sabe actua sobre la amilosa para

dar un producto similar a la amilopectinaiSQ) y se aplicó la

metodologia propuesta.

Como se ve en la Fig. 8 (B), existe una correlación

lineal entre las glucosas unidas en a1,6 y la concentración
de enzima. a pesar de que disminuyó la cantidad de

polisacarido sintetizado medido por fenol-sulfúrico (84) o
con el reactivo de Krisman (19). Esta disminución fue debida

a la presencia de una enzima degradante del tipo de la a

amilasa presente en la preparación.

Estudia de glucopqlisacáridos a1,4-a1,6
El principio utilizado en el metodo desarrollado, es

decir la medición especifica de las glucosas involucradas en

los puntos de ramificación. se puede aplicar al estudio de

estructuras de distintos polisacáridos ramificados «1,4
a1,6.

En la tabla ll se analizaron distintos glucanos a1,4-a1,6

standards ramificados. Con este fin. solo se siguió el paso

del procedimiento recomendado.A los polisacaridos en
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Cantidad de poiisacárido Grado de ramificación

(glucosa. “moi/ml) (glucosa.%)'

Polisacárido l° FS‘ R(l/FS) Nvo.método Periodato

1)Glucógeno de 56 58 0.98 9.4 8.9
Hig.conejo

2)Glucógeno de 68 37.5 1.8 7.9 11.9
de ostra

3)Fitogno. 111 58 1.5 7.1 6.4

4)Q-dext.(G) 0.123 1.3 0.1 15.6 11.4

5)Amilopectina 106 56 1.7 5.7 3.1

6)Q—dext.(A) 185 232 0.79 10.0

7)Amilosa 69.7 41.5 1.7 1.2 1.4

Tabla ll- Porcentajes de ramificación de distintos
palisacáridos.Comparación entre el nuevo método desarrollado
y la oxidación con periodato.
aIPorcentaje de ramificación: relación entre las glucosas
unidas por uniones giucosidicas a1.6 medidas por el método
de Somogyi y ias glucosas totales determinadas por el métododel fenol-sulfúrico.
Cantidad de poiisacárido: b; determinado utilizando el
reactivo de Krisman y CJ utilizando al método del fenol
sulfúrico.
Q-dext.(G): dextrina de fosforilasa del glucógteno de higado
de conejo.
Q-dext.(A): dextrina de fosforilasa de la amilopectina de
papa.
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estudio se les calculo el porcentaje de ramificacion por dos

métodos diferentes: a) el descripto precedentemente y b) el

clasico de oxidación con periodato (86). Los resultados

obtenidos por ambos metodos son comparables (Tabla II). Cabe

destacar que, comparando un polisacárido con su dextrina de

fosforilasa existen grandes diferencias en cuanto a sus

porcentajes de ramificacion. A pesar de tener el mismo

número real de glucosas unidas en 01.6 la dextrina tiene

ramas externas mas cortas. dando un porcentaje de

ramificación mayor Asi. los valores de 15.6% y 10.0%

(Tabla ll. linea 4 y 6) obtenidos para las Q-dextrinas son

mayores que ios de ios poiisacaridos de las cuales provienen

(Tabla Il. linea 1 y 5).

Para un poiisacarido como la amilosa (Tabla ll. linea

7) se obtiene un vaior de 1.2% del grado de ramificación.

Para tener una idea mas amplia de la estructura de los

polisacaridos analizados determinamos el parametro R

(19.99.100) que es una relacion entre los mgde polisacarido

determinados con el reactivo de Krisman (19) y con el método

del fenol-suifúrico (84). En presencia del reactivo de

Krisman el polisacarido desarrolla un color que depende de

la estructura del mismo (largo de las cadenas y grado de

ramificacion). en cambio el método del fenol-sulfúrico mide

las glucosas totales del polisacárido sin tener en cuenta su

estructura. Debido a esta diferencia entre las dos
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determinaciones del polisacarido (con el reactivo de Krisman

y con ei fenol-sulfúrico) es que una cantidad igual del

mismo cuantificada por ¡os dos métodos no da valores iguales

(R<1 y R21). Tomando al glucógeno de higado de conejo como

standard se obtiene un valor de R= 0.98. Analizando

polisacaridos con ramas externas más largas (amilopectina,

amilosa) o mas cortas que el glucogeno (dextrinas) se

obtienen valores de R mayores o menores que 1

respectivamente (Tabla ll. lineas 5 y 6).

Análisis de la actividad ramificante utilizando e] mátng
desarrollada

A diferencia de la gran cantidad de información

existente sobre la regulacion de la glucógeno sintetasa y de

la fosforilasa es muy poco ¡o que se conoce acerca de la

regulacion de la enzima ramificante. Se asume que una alta

actividad de elongación. esto es. sintesis de cadenas

glucosidicas 01.4. respecto de la actividad ramificante

daria comoresultado un pclisacarido poco ramificado. Por el

contrario una baja actividad de elongación le permitiría a

la enzima ramificante introducir una mayor proporción de

uniones glucosídicas a1.6 (46).

En la naturaleza se encuentran polisacaridos con

distintos y muy variados grados de ramificación. Asi. la

amilopectina de diferentes origenes (papa. maiz. trigo) son

estructuralmente distintas. Lo mismo ocurre con los



glucogenos de higado de rata, de higado de conejo o de

bacterias.

A partir de estos datos nos cuestionamos si la densidad

de puntos de ramificacion depende de la actividad de la

enzima ramificante. de la relacion entre actividad

ramificante y actividad sintetasa o es debida a una
caracteristica intrínseca de la enzima ramificante. Para

ello cuantificamos los puntos de ramificación de distintos

polisacáridos a1.4-a1.6 nativos y los sintetizados "in

vitro" con las enzimas ramificantes obtenidas de los mismos

tejidos.

Análisis comparatjvos de los _glucopolisaqa¿¿dps_mq¿L4ïg¿Lfi
nativos con los correspondientes sintetizados in Vitro

Para medir especificamente la actividad de la enzima

ramificante se siguieron los 3 pasos propuestos en el

desarrollo del nuevo método (Método B descripto en

Materiales y Metodos}. De esta forma. en un primer paso se

sintetizó un poiisacárido en presencia de Glc-l-P. una muy

pequeña cantidad de glucogeno como "primer" y la enzima a

estudiar.

Luego de purificar el polisacarido. se lo degradó con

fosforilasa y sistema de desramificación. Las enzimas

ramificantes de higado de conejo y rata. papa y maiz dulce

se purificaron Según lo descripto en Materiales y Métodos.
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Para poder correlacionar el porcentaje de ramificación

con la actividad ramificante se comparó un polisacárido

altamente ramificado como el glucógeno de higado de conejo y

la enzima obtenida del mismo tejido con otro menos

ramificado como la amiiopectina de papa y su enzima

ramificante.
En la Tabla lll se analizan las caracteristicas de los

polisacáridos nativos con aquellos sintetizados "Lawyitgg"

por la enzima ramificante obtenida del mismotejido.

Los polisacáridos. tanto el extraido como el

sintetizado. tienen casi la misma longitud de onda de máxima

absorción (Tabla lll, a y b.linea 1). porcentaje de

ramificación(% Glc-a1.6. Tabla lll. a y b,linea 2) y

espectro de absorción determinado en presencia del reactivo

de Krisman (Fig. 9. paneles a, b y c).

Definición del .pa_rámetró .11

Los espectros de los poiisacaridos. tanto del extraido como

del sintetizado. determinados en presencia del reactivo de

Krisman muestran un perfil tipico. Tienen una longitud de

onda de máxima absorción y un hombro a 410 nm que se obtuvo

en todos los casos analizados. A partir de esto hemos

definido un parametro A como el cociente entre la

absorbancia a la longitud de onda de maxima absorción y la

absorbancia a ¿lOnm (100). Como se ve en la Tabla lV, los

valores de A obtenidos para distintos polisacáridos standard
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a)Parámetro Glucógeno de hígado

de rata de conejo

E S E S

A... (nm) 475 47o 460 465

glca1.6(%) 7.2 7.0 9.4 10.4

A 1.49 1.48 1.38 1.65

b)Parámetro Amilopectina Maíz dulce

de papa F A

E S E S E S

)\...(nm) 500 520 470 475 525 500

glca1,6(%) 6.1 6.4 8.2 7.2 4.3 4.7

A 2.14 2.01 1.61 1.58 1.60 1.73

TabJaHLIJ- Análisis comparativo entre los glucopolisacáridos
a1,4-a1,6 nativos y los sintetizados "in vitro".
a) Polisacárídos de origen animal.
b) Polisacáridos de origen vegetal.
A=Absorbancia)s.../Absorbancia .¡o
R= Relacion entre la cantidad de polisacárido determinada
con el reactivo de Krisman y con el metodo del fenol
sulfúrico.
El porcentaje de ramificacion se determinó como se describe
en la Tabla Il.
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Polisacárido A R Puntos de ramificación
(glucosasa1.6.*)

Amilosa 4.7 1.7 1.4

Amilopectina 2.2 1.7 5.7

Fitogno. 1.6 1.5 7.1

Glucógeno de 1.5 1.0 7.2
híg. de rata

Glucógeno de 1.4 0.98 9.4
híg. de conejo

Q-dext. de 1.2 0.79 10.0
Amilopectina

IaqLa_Ly- Propiedades de diferentes glucopolisacáridos «1,4
a1,6 standard. .
A=Absorbancia Á.../Absorbancía .¡o
R= Relación entre la cantidad de polisacárido determinada
con el reactivo de Krisman y con el método del fenol
sulfúrico.
El porcentaje de ramificación se determinó como se describe
en la Tabla ll.
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varian según el largo de sus cadenas externas. El valor de A

aumenta desde 1,2 para la Q-dextrina de amilopectina a 2.2

para la amilopectina y 4.7 para la amilosa. Para el

glúcogeno de hígado de conejo que se usa como standard el

valor obtenido es 1.4.

Polisaqáridos contenidos en eL maiz dylce

Los granos de maiz dulce se procesaron según lo descripto en

Materiales y Métodos para extraer los polisacaridos y las

enzimas ramificantes. A partir de una precipitación

fraccionada con sulfato de amonio se pudieron separar dos

actividades ramificantes con distintas especificidades. Como

se ve en la Tabla lll<b> el producto final sintetizado por

la fraccion precipitada a 30% de SAM fue amilopectina

(longitud de onda de maxima absorción=500nm. Glca1.6= 4,7%)

mientras que el poiisacárido sintetizado por la fracción

precipitada entre 50 'y 70% de SAM fue fitoglucogeno

(longitud de onda de máxima absorción=475nm. Glca1,6= 7,2%).

Los espectros de absorción de los polisacáridos nativos y de

los sintetizados por las fracciones enzimáticas de 30 y 50

70% de SAMpresentan el mismo patrón con longitudes de onda

de máxima absorción coincidentes (Fig.10). Asi la fracción

enzimática que precipitó al 30%de SAMsintetizo "in yitrg"

un polisacárido similar a -la amilopectina nativa. y la

fraccion precipitada entre 50 y 70% de SAMsintetizó un

polisacárido del tipo del fitoglucógeno.
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Absorbancia

380 480 580 680

Longitud de onda (A)

Figura 10- Espectros de absorción. en presencia del reactivo
de Krisman. de los poiísacáridos m1.ü-a1.6 nativos y
sintetizados a partir de mai: dulce.
Poiisacáridos nativos: «Ü--D ), amilopectina y (C‘--Ó ),
fitogiucógeno.
Polisacaridos sintetizados "in vitro" con la fracción
enzimática precipitada con sulfato de amonio hasta 30% de
saturación (I--I¡ v entre 50 y 70%de saturación Q-«OU.



Especificidad de las enzimas ramificantes

- Medición de largos de cadenas.

Con el fin de determinar si la especificidad de las

distintas enzimas ramificantes estaba dada por el número de

glucosas que deja cada una de ellas entre puntos de

ramificación. se sintetizaron distintos polisacáridcs con

enzimas de higado de conejo. papa. y maiz dulce (fracción

50-70% SAM).Los poxisacarioos sintetizados fueron tratados

con B-amilasa para obtener sus respectivas dextrinas. A

partir del grado de ramificación de cada polisacarido y de

las glucosas liberadas por la B-amilasa se pudieron calcular

tres parametros importantes: LC (largo promedio de cadena),

CE (longitud promedio de cadena externa) y Cl (longitud

promedio de cadena interna;. Como se ve en la Tabla V cada

enzima deja, entre puntos de ramificacion. un numero

distinto de glucosas que se correlaciona en forma inversa

con el grado de ramificación de dicho polisacarido. A medida

que la enzima deja menos glucosas entre uniones glucosídicas

a1,6 mas ramifibado resulta ser este polisacárido. Esto nos

llevo a pensar que cada enzima ramificante tiene una

especificidad distinta tanto respecto del tamaño de

oligosacarido que deja en las ramas externas luego de la

transferencia de al.“ a «1,6 comode la distancia. medida en

numero de glucosas. que mantiene entre puntos de

ramificación.
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Enzima Polisacarido sintetizado
ramificante

glcal.6 A... LC CE Cl
(x) (nm) (número de glucosas)

Hígado de 9.6 460 10.4 5.8 4.6
conejo

Papa 5.2 530 19.1 9.3 9.8

Maiz dulce' 8.3 475 12.1 6.8 5.3

Tabla V- Especificidad de diferentes enzimas ramificantes.
LC: Largo promedio de cadena.
CE: Largo promedio de la cadena externa.
Cl: Largo promedio de la cadena interna.
a) Enzima ramificante precipitada entre 50 y 70%de
saturación con sulfato de amonio.



DJSCUSIÜN-l) PROCESO DE RAHIFICACION

Los metodos utilizados hasta el momento para medir la

yactividad ramificante (47. 68 y 71), si bien son

especificos. no son cuantitativos ni muysensibles.

El metodo propuesto en esta Tesis determina

especificamente las glucosas unidas por uniones glucosidicas

a1,6 introducidas por la actividad ramificante. Este puede

hacerse más sensible midiendo las glucosas liberadas por

algun otro metodo cuya sensibilidad sea mayor que la del

Somogyi-Nelson (0,05 umol de glucosas>. Otra opción para

aumentar la sensibilidad consiste en sintetizar. en el paso

del procedimiento recomendado. un polisacárido con

t"C)Glc-1-P y medir la l“C)glucosa liberada luego de la

degradación (paso "iii"). Bajo estas condiciones. el

porcentaje obtenido para el glucogeno standard fue de 12,0%

y la liberación de glucosas en función de la cantidad de

enzima también fue lineal. Como control. al precipitado
obtenido luego del tratamiento con etanol en el paso "iii"

se lo disolvió y se sometió a una electroforesis en papel en

buffer acetato de piridina 1,2M pH 6,5. Se recupero un 80%

de l"C)Glc-1-P. lo que demuestra que el proceso de

degradación fue casi completo.

La utilización de este metodo como herramienta para

determinacion de estructuras tiene ciertas ventajas respecto
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a la oxidación con periodato. El metodo del periodato

requiere mas tiempo y su sensibilidad depende del cambio de

color de un indicador (86). Por otro lado. si los

polisacaridos son poco ramificados es necesario utilizar

mayor cantidad del mismo para poder determinar el grado de

ramificación. Con el metodo aqui propuesto se puede utilizar

una cantidad 25'veces menor de polisacarido que la requerida

para la oxidación con periodato.

La sintesis de polisacarido fue llevada a cabo en

condiciones tales que la actividad de elongación
(fosforilasa) no fuera detectable en ausencia de enzima

ramificante. En estas condiciones nos independizamos de la

relacion entre las actividades de elongación y ramificación.

Es a través de la accion coordinada de ambas actividades que

se obtienen glucanos a1.4-al.6 con un grado especifico de

uniones glucosidicas 01,6 introducidas por la enzima
ramificante.

Los datos obtenidos para los polisacaridos nativos son

totalmente coincidentes con aquellos sintetizados in vitro.

Además, los parámetros }\max, %Glca1.6 y A de los

polisacáridos nativos y los sintetizados coinciden con los

standards (Tabla lll). Cabe destacar que la cantidad de

polisacárido necesaria para hacer el espectro y determinar

el parámetro A es minima. por lo que se puede tener una idea
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rapida y sensible de la estructura del polisacarido en

estudio.

Los valores de los parámetros A y R dan una idea

similar acerca de la estructura de los polisacaridos

estudiados. Valores de R mayores o menores que 1 indican

ramas externas mas o menos largas que el standard (glucógeno

de higado de conejo). La diferencia principal entre el A y

el R es que mientras el valor R parece llegar a un platteau

de 1.7 (amilopectina y amilosa). el parámetro A es mas

sensible y tiene un mayor rango de variabilidad. De esta

forma valores de A mayores o menores que 1.4 indican ramas

externas mas largas (2,2 para amilopectina y 4,7 para

amilosa) o mas cortas (1,2 para la Q-dextrina de la

amilopectina) que el standard (glucógeno de higado de

conejo) (Tabla lV).

Comoes sabido el almidón y el fitoglucógeno coexisten

en el maiz dulce (16). Lavintman y Krisman encontraron en

esos granos una actividad enzimática que transforma la

amilosa y la amilopectina en fitoglucogeno (51). Más tarde

Lavintman demostro que en esas preparaciones estaban

presentes dos actividades. una que sintetizaba fitoglucógeno

y otra. de tipo Q que ramificaba la amilosa a amilopectina
(102).

Otros investigadores también encontraron mas de una

actividad ramificante en granos de maiz (52, 103). Estas



actividades las separaban luego de una cromatografía por

DEAE-celulosa. La metodologia utilizada por estos autores

para medir la actividad ramificante era indirecta

(transformación de la amilopectina por acción de la enzima

ramificante o aumento en la liberacion de Pi) (51, 52. 102,

103). Esta metodologia indirecta hace que no se pueda

discriminar entre productos finales obtenidos por
ramificantes muy similares. En cambio utilizando el metodo

especifico desarrollado en este trabajo pudimos analizar

separadamente las dos actividades halladas en el maiz dulce
(Tabla lll). Las dos actividades ramificantes obtenidas son

responsables, en forma independiente, de la sintesis de dos

polisacáridos distintos, amilopectina y fitoglucogeno. Por
otro lado, en maiz lechoso. no se encontró una enzima

ramificante que sintetizara fitoglucógeno. La única

actividad presente sintetizó amilopectina y este mismo

polisacarido fue el único hallado en el tejido.

Boyer y Preiss demostraron la existencia de mas de una

forma de enzima ramificante en el maiz dulce y atribuian a

la forma l la formacion del fitoglucógeno. Sin embargo,

llama la atencion que esta misma forma l la hallaron en

maices que no acumulaban fitoglucógeno (52).

Tratando de entender que relación habia entre el

fitoglucogeno y el almidón varios investigadores propusieron

distintos mecanismos. Erlander propuso la desramificacion



del fitoglucógeno para dar amilopectina y oligosacáridos

(104). En forma contraria, Hodges et. al. proponen que a la

amilopectina se le incrementaria el grado de ramificación

para dar fitoglucogeno (103) y. finalmente. Boyer et al.

sugieren que la enzima ramificante l es la involucrada en la

transformación de almidón a fitoglucógeno (52).

De nuestros resultados se desprende claramente que la

amilopectina del almidón y el fitoglucógeno son sintetizados

en forma independiente por distintas actividades

ramificantes. Que se forme un polisacárido o el otro

dependerá de la actividad ramificante involucrada en su
sintesis.

Es también a partir de estos resultados que proponemos

la existencia de una relación directa entre actividad de la

enzima ramificante y la estructura correspondiente del

glucano a1,4-a1,6.

Estos resultados se ven corroborados por el hecho de

que cada enzima ramificante deja un numero especifico de

glucosas entre puntos de ramificacion y en las cadenas

externas del polisacarido (Tabla V). Según el numero de

glucosas que haya entre puntos de ramificación la estructura

del polisacárido sera más o menos compacta.



RESULTADOS-ll) PROCESO DE INICIACION

INICIACION DE LA BIÜSINTESIS DEL GLUCOGENOMEN,CEREBRO_DE
RATA

Como se describió en la lflNMflHW. en el item

relacionado con la iniciación de la biosintesis del

glucógeno . el modelo propuesto por Krisman (34) involucra

dos etapas: a) la sintesis "de novo" de glucanos a1.4 unidos

a un aceptor proteico. catalizada por. al menos una

glucógeno sintetasa iniciadora y b) la utilización de estos

glucanos como sustratos de la glucogeno sintetasa y la

enzima ramificante. para dar moleculas de glucógeno unidas a

la proteina.

Si este modelo es operativo en el cerebro. seria

posible medir dos actividades de transferencia de glucosas a

partir del UDP-("C)Glc. una a proteina y otra a un aceptor

exógeno dei tipo del glucogeno. La actividad de

transferencia de glucosas a la proteina (GSI) se mide como

incorporación de radioactividad a una fracción insoluble en

TCA 10% frio (TCApp). Esto implica la sintesis de glucanos

unidos a una proteina lproteoglucanOS). Por otro lado la

transferencia de glucosas a un aceptor exógeno del tipo del

glucogeno. esto es actividad de glucógeno sintetasa (GS), se

mide como incorporacion de marca radioactiva al precipitado

etanólico luego de una digestión alcalina de la mezcla de

incubación (KOH-EtOpr).
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Purificación de las actividades enzimáticas a partir“_gg
cerebro de rata

Los animales utilizados no fueron sometidos a ningún

tratamiento previo a la muerte y extracción de los órganos.

Las enzimas fueron purificadas como se describe en

Materiales y Metodos. En la Fig. 5 se ve un perfil tipico

de las actividades enzimáticas cuando se pasan por una

columna de DEAE-celulosa. Se determinaron cuatro

actividades: a) fosforilasa, b) ramificante. c) GS

(glucogeno sintetasa) y d) GSl (glucógeno sintetasa

iniciadora). Las actividades de fosforilasa y ramificante

coeluyeron en un pico entre 0,20 y 0.45 M de KCl. Este pico

se superpuso. en parte, con el pico de elución de la

glucógeno sintetasa (0.25 - 0.45 Mde KCl). Por otro lado la

actividad GSl eluyó como dos picos a la misma concentración

de KCl que la glucógeno sintetasa.

Los tubos que tenian actividad enzimática se agruparon

en dos fracciones, uno de ellos (P.) contenía la actividad

fosforilasa y ramificante y la otra (P2) tenia. ademas de

estas dos actividades. las correspondientes a la glucogeno

sintetasa y la GSl (Fig. 5).

Luego de cromatografiar P; en una columna de U

aminobutilagarosa (Fig. 6 ). las actividades de fosforilasa

y ramificante se obtuvieron en el liquido de lavado y las de

glucógeno sintetasa y GSI se adsorbieron en ¡a resina.
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La actividad de glucogeno sintetasa se eluyÓ como un

pico ancho entre 0,17 - 0.46 M de KCl y la actividad GSI lo

hizo en dos picos. Uno de ellos coeluyó con la actividad

sintetasa y el otro ¡o hizo entre 0.54 - 0.6 Mde KCl.

A partir de los datos obtenidos se construyó la Tabla

Vl. en la cual se resumen los pasos de purificación. Se

puede ver que las actividades especificas y el grado de

purificación de la glucógeno sintetasa y la GSl obtenidoos

no son muy altos (se purificaron 14 y 19 veces

respectivamente). probablemente debido a inactivación.

Las actividades enzimáticas obtenidas luego de la

precipitación con sulfato de amonio fueron estables por

varios meses, mantenidas a -20°C, pero luego de la elución

de la columna de w-aminobutilagarosa el 80% de la actividad

GSl se perdia en 24 hs a 4°C.

Por lo tanto, las propiedades de las actividades de

glucógeno sintetasa y de GSl se analizaron con la fracción

precipitada por sulfato de amonio (Tabla Vll.., paso 2). Las

actividades ramificantes y de fosforilasa se analizaron con

el percolado de la columna de w-aminobutilagarosa.

Producto sintetizado por la enzima ramificante de cerebco

Las fracciones provenientes de la columna de w

aminobutilagarosa que tenian actividad ramificante y de
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Actividad GS

Paso Volumen Proteinas U.‘ Act.esp. R P

(ml) (mg) unidades Ux103/mg % veces

1)st 200 1066.0 5.60 5.0 100.0 1.0

2)P,o 38 617.0 4.90 8.0 88.0 1.6

3)P, 122 152.0 4.40 16.0 79.0 3.2

4)A¡ 20 58.0 4.30 70.0 77.0 14.0

A; 20 15.6 0.07 6.0 1.2 1.2

A; 20 10.4

Actividad GSI

Paso Volumen Proteínas U.z Act.esp. R P

(ml) (mg) unidades Ux103/mg % veces

1)st 200 1066.0 1.59 1.5 100.0 1.0

2)P5° 38 617.0 1.28 2.1 61.0 1.4

3)P, 122 152.0 1.16 7.7 72.0 12.0

4)A. 20 58.0

A: 20 15.6 0.24 15.0 15.4 3.0

A; 20 10.4 0.30 96.0 19.0 18.7
Tabla Vl- Purificación de las enzimas involucradas en la
iniciación de la biosintasis dal glucogeno a partir de
cerebro de rata.
GS: actividad de glucogeno síntetasa medida como
incorporación de ll‘Cngucosa a glucogeno agregado como
aceptor exógeno. GSI: actividad de glucógeno sintetasa
iniciadora medida en ausencia de aceptor exogeno, como
incorporación de (¡‘Cngucosa a la fraccion precipitable por
TCA.
82,: sobrenadante de 25000xg. P50: precipitado obtenido
llevando a 50%de saturación con sulfato de amonio’
'z “moles de glucosa incorporada al glucógeno exógeno. a
partir del UDP-Glc. en 10 min.
2: “moles de glucosa incorporada a la fraccion precipitable
por TCA. a partir del UDP-Glc. en 30 min.
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Figura 11- Espectro de absorción del polisacarido
sintetizado por ¡a enzima ramificante obtenida a partir de
cerebro de rata.
O-o Polisacárido sintetizado en las condiciones descriptas
en el metodo B Ki) para determinar la actividad ramificante
(Materiales y MétodOSJ.
O 43 Polisacarido sintetizado a partir de UDP-Glc (25 mM),

enzima ramificante de cerebro parcialmente purificada
(líquido de lavado de ia w-aminobutil agarosa. 50 pg) y
glucógeno sintetasa de cerebro (fracción A; de la w
aminobutil agarosa. 50 ug).
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fosforilasa se juntaron y concentraron por precipitación con

sulfato de amonio hasta 50%. El precipitado se resuspendió

en un minimo volumen del buffer B y a partir de esta

fracción se sintetizo in vitro" un polisacárido según lo

descripto en Materiales y Metodos. El espectro obtenido en

presencia del reactivo de Krisman (19) se muestra en la

Fig.11. El valor del parametro A que se obtuvo es de 1.9 

2.1 y la longitud de onda de maxima absorción fue de SOOnm.

Teniendo en cuenta que la enzima ramificante y la

fosforilasa se encontraban juntas. podria ser que hubiera un

exceso de fosforilasa y por eso el polisacárido obtenido

fuera del tipo de la amiiopectina. Para descartar esta

posibilidad. se sintetizó un polisacarido en presencia de

UDP-Glc. glucogeno sintetasa de cerebro (fracción Az. Fig.

6) y la fraccion que contenía las actividades ramificante y

fosforilasa (líquido de lavado de la w-aminobutil agarosa

concentrado). Los resultados obtenidos muestran que el

polisacárido sintetizado en estas condiciones tiene un)\...=
510nm y un A: 2.0 (Fig. 11) Estos datos dan la idea de un

polisacárido menos ramificado que el glucógeno standard y

con ramas externas mas largas.

Es importante aclarar que no fue posible. por ninguno

de los pasos de purificación utilizados. separar las
actividades ramificante y fosforilasa.
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TRANSFERENCMDE (‘ ‘ C)GLUCDSA A PARTIRDE UDP- (’ ‘ CMLUCDSA

ACTIVIDADES DE GL_UCDGENDSINTETASA (GS) Y GLUCDGENÜSINTETASA

INICIADDRA(GSI)

Requerimientos

La máxima actividad enzimática, en ambos casos. se

obtiene con la mezcla de incubación completa (Tabla Vll). La

omisión de DTT, glc-B-P o EDTAdisminuye notablemente las

actividades enzimáticas.

Naturaleza del producto TCAppformado

El producto formado por la transferencia de

("C)glucosa del UDP-(l‘C)Glucosa a la proteína se analizó

por dos tipos de tratamientos: i) enzimáticos y ii)

quimicos.

i) Tratamientos enzimáticos: la glucoprotelna formada

en las condiciones descriptas en la Tabla Vlll fue incubada

con diferentes enzimas.

Es decir. el material radiactivo que fue sintetizado a

partir del UDP-("ClGlucosa y precipitable por TCA10%frio

(TCApp) se trato con las enzimas a y B-amilasa,

amiloglucosidasa y subtilisina. Todas las enzimas digirieron

el producto radiomarcado (Tabla Vlll). lo que sugiere la

presencia de un glucano «1,4 unido ccvalentemente a una

proteína.
Por otro lado. el glucano a1,4 unido a la proteina se eluia

en el Vo cuando se pasaba por una columna de Biogel
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Mezcla de incubación ("C)glucosa incorporada al material

TCApp TCA..¡-Et0pr

Completa 100.0 100.0

- Glc-G-P 44.1 75.7

- EDTA 39.0 56.9

- DTT 16.0 11.0

- (EDTA y DTT) 3.8 48.0

Tabja _myij- Requerimientos para la transferencia de
("C)Glucosa a partir del UDP-(“C)glucasa a la proteina
(actividad GSI) y al glucógeno (actividad GS).
-: sin el agregado de la respectiva sustancia.
Las condiciones utilizadas son las descriptas en Materiales
y Metodos para la determinación de las actividades GS y GSI.
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Tratamientos enzimáticos (“C)Glucosa reprecipitada por
TCAluego de la digestión

%

100

a-amilasa 32

B-amilasa 63

amiloglucosidasa 38
subtilisina 50

TapLa__V1LL- Digestión enzimática de la glucoproteina
sintetizada en las condiciones de determinación de la
actividad GSI.
La mezcla standard de reacción (segun lo descripto en
Materiales y Métodos para la determinación de la actividad
GSI) se incubó a 37oC durante 60 min. Se detuvo la reacción
agregando TCA 10% frio. El material precipitado con el TCA
se lavó con butano! y se seco. La proteina precipitada y
seca se incubó con las distintas enzimas. en los medios y
por el tiempo descriptos en Materiales y Métodos. Luego de
reprecipitar la proteina con TCA 10% frio se midió la
radioactividad en el precipitado y en el sobrenadante.
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N2 de fracción

Figura 12- Cromatografía en Biogel P. del producto formado
por la actividad GSI.
Los proteoglucanos Iueron sintetizados en las condiciones
descriptas en Maneriales v Metodos para la determinación de
la actividad GSI. durante 1 hora.
(0-0) Proteoglucano sintetizado.
(0-0) Proteoglucano tratado con pronasa E según lo descripto
en Materiales y Métodos.
La ferritina y el CoCi, indican los volumenes de exclusión y
de inclusión de la columna respectivamente.
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P.(Fig.12). Si este proteoglucano se digeria en forma

exhaustiva con pronasa_ E, la marca radioactiva quedaba
incluida.

ii) Tratamientos quimicos: el producto TCApp fue

sometido a una hidrólisis ácida suave y otra alcalina.

La glucoproteina marcada fue sensible a la hidrólisis ácida

suave (0.1N HCl. 10 min. 100°C). En la Fig. 13 se ven los

productos liberados al sobrenadante por la hidrólisis ácida

luego de reprecipitar con TCA.

Por otro_ lado el producto TCApp marcado con

<“C)glucosas sometido a una hidrólisis alcalina en
distintas condiciones (Tabla IX) no liberó la marca

radioactiva de la proteina.

¿{Specificidad del dador de..g.luca.sas

El agregado de cualquier otro nucleótido azúcar

distinto del UDP-glc no produce dilución de la marca (Tabla

X). más aun, el GDP-Glc produce una estimulación del 14 y

23% en la incorporación de ("C)glucosa a la proteina y al

aceptor exógeno. Cuando el nucleótido azúcar agregado es

UDP-glc frio. entonces si hay dilución de la marca

radioactiva. Esto significa que sólo se transfiere glucosa a

partir del UDP-Glc.
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Figura 13- Crohatografia de los productos liberados por
hidrólisis ácida suave del proteoglucano sintetizado en la
reaccion GSI.
Los productos ssoiubilizados por el tratamiento con HCl 0.1N
a IOOQCdurante 10 min. se cromatografíaron en papel con
butanol/piridina/agua (4:3:4) según lo descripto en
Materiales y Métodos.
M¡-M.: glucosa¡-glucosa..

89



Tratamiento (“C)Glucosa reprecipitada por
TCA luego de la hidrólisis (%)

100

NaOH0.1N. 1 min., temp.amb. 100

NaOH 0.1N. 1 min.. lOOQC 100

NaOH 0.5N. 12 hs., 49€ 100

Tabla lX- Hidró/isis alcalina del proteoglucano formado en
las condiciones de determinacion de la actividad GSI.
Los proteoglucanos sintetizados por cuadruplicado se
procesarOn hasta obtener los precipitados de TCA. De los
cuatro proteoglucanos a uno se le determinó la incorporación
de marca en el TCApp: a los otros tres se los sometió a la
hidrólisis alcalina en las condiciones que se detallan en
cada caso. Luego de la hidrólisis se neutralizó con HCl. se
reprecipitó con TCAy se determinó la marca remanente en el
precipitado.
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Agregado ("C)Glucosa incorporada al material

TCApp TCA.o¡-EtÜpr

100 100

Glc-l-P 94 110

ADP-glc 102 110

GDP-glc 114 123

Tabla X- Especificjdad del dador de glucosas.
Las condiciones de incubación para las reacciones de
transferencia de glucosa a ia proteina y al glucógeno fueron
las que se describen en Materiales y Metodos. El tiempo de
incubación fue de 60 min. para la actividad GSI y 30 min.
para ¡a GS. El competidor no marcado fue agregado a una
concentación de 10 mM.La especificidad se determinó como la
variación en ei porcentaje de incorporación debido al
agregado del compuesto no marcado.



Efecto del pH

La actividad enzimática de transferencia de las

(“C)glucosas a partir del UDP-(¡‘C)Glc tanto a la proteina

como al glucogeno fue estudiada en funcion del pH.

Como se ve en la Fig. 14 en ambos casos se obtuvieron

dos picos de actividad. La glucogeno sintetasa y la GSl

comparten un pico de actividad a pH 7,9 y tienen el otro a

pH 7,2 y 9,0 respectivamente. Estos dos pHs óptimos (7,2 y

9,0) coinciden con los datos ya publicados para las enzimas

de higado (32).

(ZLIGOSACARIDUS UN1005 A LA PRUTEINA SINTETAZADÜS PUR LA

ACTIVIDADGS I

Para dilucidar la razón por la cual existia mas de un

pH óptimos de transferencia de glucosas a la proteina y al

glucógeno, se sintetizaron proteoglucanos a los tres pHs y
se analizaron en detalle.

Los proteoglucanos sintetizados a pH: 7,2 7.9 )' 9.0 se

sometieron a una hidrólisis ácida suave y los productos

liberados se analizaron en una columna para resolucion de

carbohidratos en HPLC (Fig. 15). Los oligosacáridos

obtenidos por hidrólisis de los tres proteoglucanos fueron

distintos. A pH 7.2 sólo se obtuvo ("C)glucosa y en algunos

casos (“C)maltosa. A pH 7.9 se obtuvo una serie de

oligisacáridos de hasta 6 ó 7 glucosas (M.-M7) y a pH 9.0
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Figura 15- Cromatografía líquida de alta presión (HPLC).
Los productos liberados por hidrólisis ácida suave (HCl
0.1N. IOOQC. 10 min.v. a partir de ios proteogluoanos
sintetizados a pH: 7.;0L 7JMfly/ 9.0P)en las condiciones
descriptas en Materiaios y Métodos para la determinacion de
la actividad GSI pero sin ei agregado de (Blc-B-P. fueron
cromatografiados en una columna para resolución de
carbohidratos «ao om x 3.9 ID). eluyendo con
H70/acetonitriio (21:79) con un flujo de 1 ml/min.
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los picos obtenidos son menos definidos y llegan hasta 4

glucosas(M.).

Los resultados obtenidos por HPLCse vieron confirmados

cuando a los productos liberados por la hidrólisis ácida

suave de los tres proteoglucanos sintetizados (a pH 7,2 ;

7,9 y 9.0) se los sometió a una cromatografía en papel(95) y

luego se detectó la marca radioactiva por Scanning (Fig.

16). Los picos marcados que se obtuvieron para los

proteoglucanos sintetizados fueron los siguientes:M¡ y Mz

para pH 7,2 y de M. hasta M. para pH 7,9 y 9,0 . En el caso

del proteoglucano sintetizado a pH 9,0 se obtuvo una mayor

cantidad de marca. En forma similar a lo que ocurre con el

higado (32), luego de cromatografiar los productos liberados

por hidrólisis ácida suave de los tres proteoglucanos se

obtuvo un pico marcado en el lugar de la siembra.

PAGE CON SDS/UREA DE LOS PROTEOGLUCANOSSINTETIZADOSA PH 7, 2:
7.9.79.0

Para corroborar las diferencias mencionadas en el punto

anterior entre los proteoglucanos sintetizados a los tres

pHs. los mismos se sometieron a electroforesis en geles de

poliacrilamida (PAGE) en condiciones disociantes con

SDS/urea. En condiciones desnaturalizantes con SDS 1%y sin

urea los proteoglucanos no entraron al gel concentrador y.

por lo tanto. no corrieron. Por esta razón los geles

utilizados fueron con SDS/urea.



7.2

M5 M4 M3 M2 M1

7.9

M(5 M5 M4 M3 M2 M1

9.0

M5 M, M3 M2 M1

Figura 16- Cromatografía en papel de productos ¡iberados por
hidrólisis ácioa suave ¡HCi O.1N, IOÜQC.10 min./. a partir
de los proteog/uoanos sintetizados a pH: 7.2, 7.9 y 9.0 en
las condiciones oescriptas en ¡a Fig. 15.
Los productos :iberados se oromatografiaron en papel con
butanOI/pírídina/agua x42324).
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En la Fig. 17 se muestra el perfil de corrida de los

tres proteoglucanos luego de autorradiografiarlos. La banda

radiomarcada de 64,6 kDa es visible para los proteoglucanos

sintetizados a ¡os tres pHs. A pH 7,2 la radioactividad

también se incorporó a una variedad de bandas con pesos

moleculares entre 64,6 y 110 kDa. A pH 7,9 , además de la

banda de 64,6 kDa. existen bandas de mayor peso molecular,

desde 110 kDa hasta la entrada del gel separador, siendo las

de mayor peso las mas intensas. A pH 9,0 las bandas más

notorias son las que corresponden a pesos moleculares entre

42,7 y 64.6 kDa

Las diferencias en los perfiles de corrida de los

proteoglucanos. junto con los datos presentados en las Figs.

15 y 16 se pueden atribuir al distinto grado de

polimerización del (“C)glucano a1,4 unido a la proteina que
existe en cada caso.

Curvas. de. tiempo

Teniendo en cuenta los resultados presentados en las Figs.

15 16 y 17 respecto de la sintesis de proteoglucanos

distintos a los distintos pHs, se hicieron curvas de tiempo

para la incorporación de glucosas a la fracción TCAppa pH

7,2 : 7.9 y 9.0. Como se ve en la Fig. 18 (paneles a. b y c)

las curvas de tiempo a los tres pHs muestran la existencia

de dos velocidades. una lenta. hasta los 15 min., y un

posterior aumento muy brusco de la incorporación de marca. A
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200'

'110

64,6

42,7

Figura 17- Electroforesjs en presencia de SD-/urea de los
proteoglucanos sintetizados a pH: 7.2, 7.9 y 9.0.
Autorradiografja.
Los proteoglucanos fueron sintetizados en las condiciones
standard a excepción de los pH’s utilizados y sin el
agregado de Glc-B-P. Las incubaciones a pH: 7.2 (carril 1),
7.9 (carril 2) y 9.0 (carril 3) se realizaron a 3790 durante
1 hora.
Los pesos moleculares de las bandas radioactivas se
calcularon como se describió en Materiales y Metodos,
tomando el punto medio de cada banda.
Standards de peso molecular (carril 4): miosína (PM:
205000), B-galactosidasa (PM: 116000). fosforilasa b (PM:
97000), albúmina serica bovina (PM: 66000) y ovoalbúmina
(PM: 45000).
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Figura 18- Curva de tiempo de incorporación de ("Cngucosa
a la proteina en la reacción GSI.
Las incubacíones se realizaron a pH: 7.2 (paneles a). 7.9
«paneles b y d) y 9.0 (paneies C); en presencia (panel d)
ó ausencia (paneles a. b y c) de MnCl, SmM.
0-. z sin ei agregado de Glc-6-P lOmM.
0-0 z con el agregado de Glc-6-P lOmM.
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los pHs 7,2 y 7.9 las curvas analizadas en presencia o

ausencia de Glc-6-P presentan la misma forma sólo que,

cuando esta presente ¡a Glc-6-P. el disparo de la reacción

es mas marcado. Sin embargo. cuando se analiza la curva de

tiempo a pH 9.0 se obtiene el mismo perfil que a los otros

pHs en presencia de Glc-G-P. pero sin este agregado se llega

a una meseta en la incorporacion al TCApp. En todos los

casos se analizó el producto radioactivo que pasaba al

TCAsol-EtOpr. En presencia de Glc-B-P. la curva de

aparición de producto en esta fase siguió la misma forma que

la de aparición de producto en el TCApp. En ausencia de Glc

6-P el pasaje de marca al TCAsol-EtOpr se hacia mucho mas

lento.

Efecto del agregado de Hn”

Cuando las curvas de tiempo analizadas en la sección

anterior se hacian en presencia de MnClz. tanto con o sin

Glc-B-P. el perfil obtenido a los tres pHs utilizados era el

mismoy diferia significativamente de aquellos casos en los

que no estaba presente el Mn".

Como se ve en la Fig. 18 (panel d) en presencia de

MnCl, no se observa la etapa lenta y la incorporación llega

a una meseta a los 15 min.

En presencia de Glc-6-P y MnClz la cantidad de

(“C>glucosa incorporada al TCApp cuando se llega a la
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meseta es sustancialmente menor que en ausencia del azúcar

fosfato.

Teniendo en cuenta las condiciones utilizadas por otros

autores para otros tejidos (105) se analizo la curva de

tiempo para la transferencia de (“C)glucosa al TCAppen

presencia de MnCl; y Tris/HCI pH 7.5. En este caso se

obtiene una curva igual a la del caso anterior (Fig.19). Si

a los 15 min.. durante la fase lineal de incorporación. se

le agrega Glc-6-P. inmediatamente se frena la incorporación

de marca a la fracción TCApp. En estas condiciones, la

cantidad de marca que pasa a la fracción TCAsol-EtOpr es

muy baja y no se estimula por el agregado de Glc-6-P.
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Figura 19- Curva de tiempo de incorporación de ("C)glucosa
a la proteina en la reacción GSI en presencia de Tris/HCI y
NnCI; n '
Las incubaciones se realizaron en presencia de Tris/HCI 40
mM. pH: 7.5, MnCiz 5 mM. DTT 10 mM. en presencia (0—<>) o
ausencia (0-. ) de Glc-6-P IOmM.
La flecha indica ei agregado, a ese tiempo de 0.1 umol de
Glc-6-P.
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DISCUSION-ll) PROCESO DE INICIACION

La acumulación de glucógeno en el cerebro está asociada

a ciertos tipos de patologías. En estos casos la cantidad de

polisacárido acumulada es mayor que en el estado fisiológico
(77).

Utilizando ratas normales no fue posible aislar

glucógeno a partir de sus cerebros. debido a la baja

concentración presente del mismo (77). Sin embargo una

primera aproximación sobre la estructura del glucógeno

cerebral se pudo hacer analizando el polisacárido

sintetizado "in vitro" con la enzima ramificante

parcialmente purificada (proveniente del percolado de la

columna de w-aminobutil agarosa). El producto obtenido

presenta una longitud de onda de máxima absorción a 500 nm y

un valor de A (absorbancia a la longitud de onda

maxima/absorbancia a 410 nm) de 1.9- 2.1 (Fig. 11), lo que

da idea de un polisacárido menos ramificado y con ramas

externas mas largas que el glucógeno standard ( máx: 460 nm.

A: 1.4). Ambos valores ubican al glucógeno de cerebro, en

cuanto a estructura. entre el glucógeno standard y la

amilopectina. Otros autores demostraron que, en casos

patológicos como la glucogenosis tipo lV y la epilepsia de

Lafora. el glucogeno acumulado presenta un bajo porcentaje

de ramificación y un espectro en presencia de l; que

recordaba al de la amilopectina (79.80).
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A diferencia de lo que ocurre con otros tejidos de

mamíferos como el corazon (38) e higado (32) de rata, las

preparaciones de cerebro no poseen glucógeno endógeno. o si

lo tienen es en una cantidad tan pequeña que no es necesario

ningún tratamiento previo o posterior a la extracción de los
cerebros.

El homogenato de los cerebros sometido a los pasos de

purificación detallados en la Tabla Vl permitió detectar
todas las actividades enzimáticas involucradas en la

biosintesis del glucógeno.

Las enzimas ramificante y fosforilasa copurificaron en

todos los pasos y cromatografiaron en forma distinta a la

glucógeno sintetasa (GS) y glucógeno sintetasa iniciadora
(GSI) en las dos columnas utilizadas.

El hecho de que la actividad de glucógeno sintetasa y

glucógeno sintetasa iniciadora cromatografiaran juntas en la

columna de DEAE-celulosa (Fig. 5) podria deberse a que las

actividades enzimáticas y el aceptor endógeno fueran la

misma proteina o que debido a sus cargas no fueran

separables en las condiciones utilizadas. Sin embargo, la

utilización de w-aminobutilagarosa permitió separar las

actividades de glucógeno sintetasa y glucógeno sintetasa

iniciadora (Fig. 6). demostrando que existen diferencias

entre ambas. En este caso el esquema de purificación

permitió obtener las actividades separadas. parcialmente
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puras y con un alto grado de inestabilidad (Tabla Vl).

Passoneau y col. purificaron 200 veces la glucógeno

sintetasa de cerebro de cerdo pero con un rendimiento muy

bajo (106).

La fracción A3, con actividad GSI eluida de la columna

de w-aminobutilagarosa (Fig. 6) resultó ser muy lábil y

perdió SL! actividad a las 24 horas mantenida a 4DG. Esto

pudo deberse a una pérdida de la actividad enzimática o por

degradación proteolitica del aceptor endógeno.

Los resultados expuestos en la Tabla Vlll confirmaron

que el producto sintetizado por la actividad GSI a partir

del UDP-glc es un glucano a1,4 unido a una proteina. La

sensibilidad que presentó el producto precipitable por TCAa

la acción de proteasas como pronasa E y subtilisina

demostraron que esta insolubilidad se debia a que el glucano

a1.4 estaba unido a una proteina. Por otro lado, luego de la

digestión con proteasas libre de amilasas. el producto no

era reprecipitable por TCAlo que descartó la posibilidad de

que la insolubilidad en TCA se debiera a la presencia de

glucanos a1,4 no unidos a proteina y que fueran

retrogradables en el medio acido. El porcentaje de

degradación con proteasas fue menor que el obtenido para

preparaciones de corazón (38) e higado (32) de rata.

Analizando las actividads GS y GSl se comprobó que ambas

son especificas para el UDP-glc como dador de glucosa y
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requieren DTT y EDTA(Tablas Vll y X) tal como ocurre en el

higado (32) y el corazon (38).

Respecto a la hidrólisis ácida suave. el producto

precipitable por TCAliberó un 60% de la marca radioactiva.

En las condiciones utilizadas las uniones glucosidicas a1,4

no se hidrolizan por lo que se concluyó que la liberación de

la marca radioactiva se debia a la ruptura de la unión

aminoacil-azucar. La sensibilidad de la unión del glucano a

la proteina se demostró en hígado (33) y corazon (38) de

rata. E. coli (107). y Neurospora crassa (37). Analizando

los t¡,2 de la ¡abilidad al ácido. se demostro que existen

diferencias entre las uniones aminoacil-azuoar del corazón y
las otras fuentes utilizadas.

Por otro lado. a diferencia de lo que ocurre en tejidos

vegetaleslloa) la union glucosil-aminoácido no fue sensible

a la hidrólisis por NaOHen las condiciones de B-eliminación

utilizadas (Tabla lX). Con los datos obtenidos no se puede
concluir cual es el aminoácido involucrado en la unión

glucosil-aminoacído. Wheian y col.(109) y Curtino y col.

(110) sugirieron. por experimentos contrapuestos. que en

musculo de conejo, ¡a unión seria a traves del grupo

hidroxilo fenolico de la tirosina. Trabajos más recientes

del grupo de Cohen y coi. demuestran que en la glucogenina

de higado de cohejo ¡a union aminoacil-glucosa sería también

por medio de ia tirosina (111).
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Los pHs óptimos para la transferencia de glucosa del

UDP-Glc al glucogeno y a la proteina son claramente

distintos (7.2 y 9.0). Estos datos son coincidentes con los

publicados para la transglucosilación en higado de rata
(32).

La presencia de mas de un pH optimo para cada actividad

(GS y GSI) hizo sospechar la presencia de una actividad

adicional involucrada en la formación del proteoglucano

(Fig.14).

Los glucanos a1.4 unidos a la proteina. sintetizados a

pH: 7.2. 7.9 y 9.0 fueron analizados por diferentes metodos.

La hidrólisis ácida suave liberó oligosacaridos distintos en

cuanto al número de glucosas para cada proteoglucano (Fig.15

y 16). Los oiigosacaridos obtenidos para los proteoglucanos

sintetizados a pH: 7.9 y 9.0 coinciden con los liberados por

el sistema de higado de rata (32). E. coli (107) y N.

crassa<37> y son los que se atribuyen a la actividad GSI.

Sin embargo. el proteoglucano sintetizado a pH:7.2 liberó

solamente glucosa luego de la hidrólisis ácida. En todos los

casos analizados por cromatografía en papel, se obtuvo un

pico radiomarcado en el lugar de la siembra. lo que podria

estar indicando ¡a presencia de oligosacaridos preexistentes

unidos a la proteína. Este resultado estaria de acuerdo con

lo observado en los otros sistemas (32, 37, 107).
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El analisis por electroforesis en geles de

poliacrilamida de los proteoglucanos sintetizados por el

sistema de iniciacion del cerebro indicó que, según el pH

utilizado en la sintesis, las bandas de proteinas

("C)glucosiladas que se obtienen son distintas (Fig.17).

Como ocurre con la preparación de corazón. se obtienen

bandas de pesos moleculares variados que se atribuyen al

diferente grado de polimerización del glucano sintetizado.La

banda de 64.6 kDa. comuna los tres productos sintetizados a

pH: 7.2, 7.0 y 9.0. es la de mayor intensidad. A pH: 7.2 y

7.9. donde la glucogeno sintetasa tiene actividad

detectable, se observan bandas de mayor peso molecular que

llegan hasta la entrada del gel (Fig.17). Sin embargo a pH

9.0. donde la glucogeno sintetasa tiene muy baja actividad

(20%). las bandas observadas son de pesos moleculares

menores (de 42.7 a 64.6 kDa) lo que podria significar que

poseen un grado de polimerización de glucosas menor que a

pH:7.2 y 7.9. Estas bandas serian las que aún no han sido

elongadas por la glucógeno sintetasa. A este pH estariamos
midiendo sólo las actividades GSl.

Por los resultados obtenidos en la Fig.15. donde a

pH:9.0 sólo se ven picos correspondientes a glucosa,

maltosa.maltotriosa maltotetraosa (Ml-M.). es lógico

pensar que las actividades GSl involucrarian. al menos, una

actividad de transglucosilación de la primer glucosa sobre
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el "primer" proteico (GSll) y otra (u otrafl que incorporaria

las glucosas (3 ó 4) subsiguientes (GSlz). Estas dos

actividades tendrian especificidades distintas ya que la
actividad GSl.seria la responsable de la formación de una

union aminoacil-glucosa. mientras que la actividad GS]:

generaría uniones glucosidicas a1,4. Estas actividades

estarian de acuerdo con el modelo sugerido y no demostrado

por Cohen para el proceso de glucosilación de la

glucogenina (112)

Según los resultados de las Figs. 15. 16 y 17 al pH: 7.2

las actividades GSI. y GS (glucógeno sintetasa) serian las

activas, mientras que a pH: 7.9 todas las enzimas actuarian

en forma concertada. En la Tabla Xl se muestra una

correlación entre las actividades transglucosilantes y los
pHs utilizados.

Las curvas de transferencia de glucosa del UDP-Glc a la

proteina en funcion del tiempo, a los tres pHs utilizados.

presentan dos velocidades tanto en presencia como en

ausencia de Glc-B-P. Durante la etapa lenta se formaría

el aceptor glucosilado capaz de ser sustrato para la

glucógeno sintetasa. A los pHs: 7.2 y 7.9, donde es muy

activa la GS, luego de la etapa lenta la reacción de

transferencia ocurre en forma rapida por elongación de los
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pH Actividad enzimática

7.2 GSI. + GS

7.9 GSIl+ GSlz+ GS

9.0 GSl.+ GSl;

Tabla Xl- Correlación entre las actividades
transglucosi/anres v los pH's Óptimos obtenidos.



proteoglucanos formados. A pH: 9.0 y en ausencia de Glc-6-P,

tambien se observa una etapa lenta y un rapido aumento

posterior en la transferencia de glucosa, pero a los 30 min

se alcanza una meseta. Este resultado estaria de acuerdo con

lo presentado en las Figs. 15. 16 y 17. La meseta

representaría la formación de un proteoglucano con pocas

glucosas que no puede ser elongado por la GS debido a su

baja actividad por el pH y por la ausencia de glc-B-P. En

presencia de glc-B-P se hace detectable la actividad de GS

no observandose la meseta.

En presencia de Mn” las curvas de tiempo para la

transferencia de glucosa a la proteina no presentan dos

velocidades (Figs.18 y 19). La incorporación de glucosa

alcanza un meseta a los 30 min y este no se debe al pasaje

de marca a la fracción soluble en TCA y precipitable por

etanol. El Mn” estaria estimulando la formacion del

"primer" sobre el cual se sintetiza luego una molécula de

glucógeno.

Por otro lado. el agregado de Glc-6-P a estas

incubaciones (en presencia de an’) produce una disminución

en la incorporacion de ("C)glucosa a la proteina. Una vez

iniciada la reacción de transglucosilación esta se puede

detener en forma inmediata por el agregado de glc-6-P (Fig.

19). Esta activación de la transferencia de las primeras

glucosas a la proteina por efecto del an' esta de acuerdo



con lo observado por Lomako en músculo de conejo (113) y por

el grupo de Cardini en tejidos vegetales (105).

El hecho de que la transferencia de glucosas a la

proteina. en presencia de Mn”. alcance una meseta hace

pensar que una vez formado el "primer" (actividad GSl,) este

no puede crecer hasta hacerse sustrato de la glucógeno

sintetasa. Así. la actividad GSI: que sintetiza el

proteoglucano sustrato de la GS es inhibida por el an' y

mucho más por el Mn” en presencia de glc-6-P.

Recientemente Pitcher y col. sugirieron también la

existencia de dos actividades GSl, una que uniria una

glucosa a la tirosina de la glucogenina y otra encargado de

unir los 4 o 5 restos glucosilos subsiguientes. Estos

autores basan su sugerencia en analisis indirectos y no por

estudios sobre ¡os distintos productos formados por las dos
actividades en cuestion. A diferencia de nuestros

resultados. estos autores (112) obtienen estimulación por

Mn” en el paso que involucra al actividad GSl2,

Tanto el grupo de Whelan (113) como el de Cohen (112)

proponen una actividad autoglucosilante de la glucogenina

que seria la que nosotros denominamos GSl7.

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis

confirman la presunción original de Krisman y Barengo

respecto de la existencia de mas de, una actividad de

glucógeno sintetasa iniciadora (34).



En la Fig. 20 se esquematiza la sintesis del "BLÁEQL"

con las enzimas involucradas en la misma y se correlaciona

cada paso con los resultados obtenidos en este trabajo.



UDPG‘. GSI] GSI2

proteina

i/UDPG °
GS + Enzima ramificante

ïSl.
Proteina aceptora ; Glc.-aceptor proteico

UDP-Glc
n= 1. 2

GSI;
Glen-aceptor proteico-————————————)GlC.-aceptor proteico

"Glucogenina"
UDP-Glc

m= 1, 4-6

GS * Ramifícante
"Glucogenína" >. Glucógeno-Glucogenina

UDP-Glc

Figura 20- Modeic repuesto en esta Tesis para la iniciación
de la biosintesís dei giucógeno en cerebro de rata.



CONCLUSIONES

¡3800550 0.5..WIP/“510”

Se desarrolló un método especifico. sensible y

cuantitativo para medir la actividad ramificante. Este se

basa en la determinación especifica de las glucosas

introducidas. por la enzima ramificante. en los puntos de
ramificación.

Se demostró que la estructura final ramificada de un

polisacárido depende de la especificidad propia de la enzima
ramificante involucrada en su sintesis.

PROCESO. DEVIHICIACIÜN

-Se demostró que el modelo propuesto por Krisman (34) para

la iniciacion de la biosintesis del glucógeno es operativo.
también. en el cerebro.

-Se confirmó y demostró la existencia de mas de una

actividad de glucógeno sintetasa iniciadora. corroborando no

sólo lo sugerido por Krisman en año 1975 sino también

proponiendo y demostrando la participación de una actividad

adicional para ei proceso de iniciación.
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Buenos Aires, 28 de mayo de 1990

Sres. Miembros de la

Subcomisión de Doctorado

De mi mayor consideración:

r Por -la presente 'elevo ante
ustedes la Tesis Doctoral de la Licenciada Diana S. Tolmasky

'realizada en mi laboratorio en el. tema "Biosintesis de

polisacáridos. Iniciación en la biosintesis del glucógeno.
Enzimas involucradas", en cerebro de rata.

Los resultados obtenidos se

detallan a continuación:

1-Se desarrolló un método especifico; sensible y

cuantitativo para determinar la_ actividad ramificante. La

metodologia propuesta consiste en 'la determinación

especifica de las glucosas involucradas en los puntos de
ramificación.

2-89 demostró que la estructura final de un polisacarido

depende de la especificidad de la enzima ramificante
involucrada en su sintesis.

3-Se demostró que en el cerebro. tejido que no acumula

glucógeno en condiciones normales. también es operativo el



modelo propuesto por Krisman para la iniciación de la

biosintesis del glucogeno.

4-Se estudiaron. en particular las actividades involucradas

en la formación del glucano unido covalentemente a la

proteina. Se demostró que en el proceso de iniciación

propiamente dicho participan por lo menos dos actividades

enzimáticas (GSIl y G812) en Ja formacion del "Erimer"

apropiado para la glucogeno sintetasa.

Los resultados de los items 1 y 2 ya han sido publicados en

revistas internacionales, y los correspondientes a los items
3 y 4 han sido enviados recientemente)

otro saludo aSin particular
uds. muyatentamente.

urï

.QÚM'
Dra. Clara_R; Krisman
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