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RESUMEN

EL glucdgeno es el polisacarido de reserva presente en
tejidos animales, como asi{ también en algunas algas, plantas
superiores, hongos y bacterias. Es un polimero ramificado de
D-glucosas unidas entre si por uniones glucosidicas al,4 en
las cadenas lineales y al1,6 en los puntos de ramificacidn.

La sintesis del glucdgeno involucra +tres etapas: a)
iniciacién, b) crecimiento y c¢) terminacidn.

Desde el descubrimiento de las enzimas glucdgeno
sintetasa y raﬁificante, se planted la necesidad de conocer
como se origina "de_novo" una molécula de glucdgeno. A
partir de resultados obtenidos en higado de rata y E. col/1:
donde , a partir de un nucledétido-(**Clglucosa se transfiere
la marca radioactiva a wuna proteina, Krisman postuld un
modelo para la iniciacidén de |a biosintesis del glucdgeno.
En base a este modelo, la sintesis "de novo" de una molécula
de glucdégeno involucraria una etapa inicial donde, si no
mas, por lo menos una glucdgeno sintetasa iniciadora,
formar{ia un glucano unido covalentemente a una proteina que
serviria como "primer" para la accidn conjunta de la
glucdgeno sintetasa y la ramificante. De esta forma se
originarifan moléculas de glucdégeno unidas a proteina.

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

glucdégeno ha sido muy bien estudiada. Si bien se conocen

todos los mecanismos regulatorios de la glucédgeno sintetasa



es muy poco lo que se sabe acerca de la regulacidén de la
enzima ramificante. Esto se debe a 1a inexistencia de
métodos especificos y cuantitativos para medir su actividad
enzimatica.

Teniendo en cuenta las caracteristicas particulares del
cerebro en cuanto al metabolismo del glucdgeno, ya que éste

no lo acumula salvo en casos patoldégicos, se estudid el

proceso de 1iniciacidén y ramificacién del mismo en este
tejido.
Los resultados obtenidos en esta Tesis son los

siguientes:

-Se desarrolld un método especifico, sensible y cuantitativo
para determinar la actividad ramificante. La metodologia
propuesta consiste en la determinacién especifica de las
glucosas involucradas en los puntos de ramificacién,

-Se demostrdé que la estructura final de un polisacarido
depende de la especificidad de la enzima ramificante
involucrada en su sintesis.

-Se demostré que en el cerebro, tejido que no acumula
glucdgeno en condiciones normales, también es operativo el
modelo propuesto por Krisman para la iniciacidén de la
biosintesis del glucdgeno.

-Se estudiaron, en particular las actividades involucradas

en la formacidon del "primer" proteico. Se demostrod la



existencia de mas de wuna actividad glucdgeno sintetasa

iniciadora.



INTRODUCC 1 ON

POLISACARIDOS ~ G ENERALIDADES

Los hidratos de carbono desempefilan en el organismo
funciones energéticas y estructurales. El animal los emplea
como fuente de energlia y cuando los recibe en exceso los
almacena como polisacaridos o los convierte en grasas para
utilizarlos en el momento oportuno. Los polisacaridos son
hidratos de carbono con unidades monosacaridicas enlazadas
formando cadenas lineales o ramificadas. Estas wunidadses
monosacaridicas pueden ser 1iguales (homopolisacaridos) o
diferentes (heteropolisacaridos).

Las funciones bioldgicas de los polisacaridos son
principalmente dos: a) como almacenadores de energia, tal es
el caso del almidén (1), fructanos (2) ¢ galactomananos (3)
en plantas; del glucdgeno 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 parsed
celular, actuando de nexo entre otros componentes de la
pared celular o controlando la permeabilidad de ésta (8-14),

Los polisacaridos se diferencian entre s{ por el tipo
de monosacaridos que los forman, por las wuniones entre

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

caso nos resul tan de interés, especificamentse, los



polisacaridos formados por uniones glucosfidicas «l1,4 y «1,6
y en particular el glucdégeno.

Este tipo de polisacarido estada ampliamente distribuido
en la naturaleza, asi se encontré el glucdgeno en
vertebrados (4), invertebrados (15), hongos (5), algas (6) y
bacterias (4), En plantas superiores el polisacarido de
reserva es el almidén (1), pero también se hallo otro del
tipo del glucdgeno (fitoglucdgeno) en algunas variedades de

maiz (16) y Cecropia peltata (17),

POLISACARIDOS DE PLANTAS

Almidon

Los componentes naturales del almiddén son la
amilopectina y la amilosa Ambos son homopolimeros de «-D-
glucosa con wuniones glucosidicas «l1,4 en el caso de la
amilosa vy «xl,4 - «1,6 en el caso de la amilopectina. La

proporcién de amilopectina y amilosa en el almidén varia
segun el vegetal y puede poseer también una pequefia

proporcidén de lipidos, nucledtidos y proteinas (18).

Amilosa

Su estructura esencialmente lineal le otorga
propiedades especificas. Forma hélices que se empaquetan en
un arreglo hexagonal con caracteristicas hidrofobicas en su

interior. Estos bolsillos hidrofdébicos le permiten formar

complejos con acidos grasos, alcoholes de bajo pPeso



molecular y con iodo. Los complejos formados con el iodo son
dependientes de la temperatura e involucran la inclusidn del
iodo dentro de la hélice de amilosa. Son complejos de color
azul con una longitud de onda de maxima absorcidén a 660 nm.
En presencia del reactivo de Krisman(19), esto es
12/71K/CaCl: los complejos formados son mas estables y la
longitud de onda de maxima absorcidn es de 640 nm.

Los cristales helicoidales que forma 1la amilosa la
hacen capaz de retrogradar un agua, esto es cristalizar en
forma espontanea ya que las moléculas pueden alinearsse
formando puentes de hidrégeno (18).

Cada molécula de amilosa posee 1 6 2 ramificaciones lo
cual explica que no sea totalmente degradada por la accién
de la B-amilasa. El tratamiento combinado con B8-amilasa @

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

Ami lopectina

Es el componente ramificado del almidén. Es estable en
solucidn 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 purpura con un maximo de absorcidn
entre 520-540 nm. La B-amilolisis de la amilopectina rinde
un 50 a 60 % de conversidn a maltosa ya que la enzima actua

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



a 3 unidades de glucosas antes de un punto de ramificacidn
(18).

POLISACARIDOS DE ANIMALES

El glucdgeno es un homopolisacdrido de reserva de «-D-
glucosa altamente ramificado. Sus uniones glucosidicas son
l,4 y ol1,6. Se diferencia de la amilopectina por tener un
mayor porcentaje de uniones «1,6, En la Tabla | se presentan
algunas propiedades comparativas entre el glucégeno, la
amilopectina y la amilosa.

La alta ramificacidn del glucdgeno y su alto peso
molecular le confieren caracteristicas que le son propias,
Estas caracteristicas son: a) alta solubilidad por lo que no
necesita almacenarse en organelas como lo hace el almiddédn en
el amiloplasto (21); b)) facil movilizacidn, lo cual le
permite al organismo una rapida y eficiente provisién de
glucosa y c) baja presién osmética, mucho menor que la que
ejerceria una cantidad equivalente de glucosas libres.

Se han propuesto varios modelos de la estructura
espacial del glucdgeno. Luego de cuidadosos estudios (22) se
demostré que estaria de acuerdo con la propuesta por el
modelo arbdreo. A partir de estos datos que sugerian Ila
existencia de tres tipos de cadenas A, B y C (Fig.1), el

modelo arbdéreo propone una ramificacidén regular, de manera

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



Glucdgeno Ami lopectina
PM 10¢-10° 107 -10°*
LC 10-14 20-25
CE 6-9 12-17
cl 3-4 5-8
Glcal,6(%) 8-10 4-5
e 460 520

Conversioén a maltosa

con B-amilasa(%) 40-50 50-60
Tabla __1- Fropiedades comparativas del
amilopectina y la amilosa.

LC: longitud promedio de cadena, medida
glucosa.

CE: longitud promedio de cadena externa.
Cl: longitud promedio de cadena interna.

Glcal,6(%): porcentaje de ramificacidn.

Amilosa
10

103

640

70

glucdgeno,

en unidades

la

de



Figura 1- Modelos de Jla estructura espacial del glucdgeno
(22).

(a) Modelo arboreo

(b) Modelo ramificado

$: Extremo reductor; Az Cadena sin ramificaciones; B:

Cadenas con ramificaciones; C: Unica cadena que posee
extremo reductor.



las cadenas se extienden hacia la periferia de ia molécula.
De ser asi la densidad de las cadenas terminales en la

superficie Iimitarian 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 tamafio no
estd limitado por la concentracion de cadenas terminales en
la superficie. Este modelo no postula cual es el factor
determinante que detiene el crecimiento de 1la molécula
(22).

En general el glucdgeno presenta pesos moleculares
entre 10¢ y 3 x 10" segun el método de extraccidén y el
organismo del cual se extrae (24),

La observacidén al microscopio electrénico revelia la
existencia de tres niveles estructurales de organizacidn,
cada uno con tamafio 'y morfologfa <caracteristicos. Las
particulas mas grandes aparecen en forma de racimo o rosetas
de tamafio variable en el rango de 60-200 nm. con un promedio
de 150 nm de diametro; son las |lamadas particulas a. Estas
a su vez, estan compuestas por unidades menores |lamadas
particulas 8, de forma ovoide o poliédrica, cuyo tamafio
varia de 20-40 nm de didmetro. Finalmente, dentro de las

particulas B8 se observa wuna estructura mas fina, las

10



particulas X que presentan formas de bastén con un tamafio
entre 3 y 20 nm(25).

En el higado, el glucdégeno se encuentra formando
particulas a. En el musculo, se describieron particulas 8, y
mas recientemente también particulas o (26).

Respecto a los complejos que el glucdgeno forma con el
l2, en presencia del reactivo de Krisman(19), éstos
adquieren un color marron caracteristico con una longitud de

onda de maxima absorcidn a 460 nm.

METABOL SN0 DEL_GLUCOGENO EN_MANIFEROS
El estudio del ﬁetabolismo del glucdgeno llevd a
descubrimientos importantisimos sobre la base molecular de

la regulacidén enzimatica. Este fue el primer polisacarido

sintetizado "in vitro", a partir del UbDP-glc, con
caracteristicas similares al glucdégeno nativo (24,27). A
partir de los estudios realizados sobre su regulacién a

nive! de I|a fosforilasa b se descubrid el AMPc (28), y la
regulacioén por fosforilacién y desfosforilacidn de la
fosforilasa y élucégeno sintetasa (29).

Los estudios sobre el metabolismo del glucdgeno,
también demostraron que la sintesis y degradacidén del mismo
se produce por reacciones diferentes.

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

sintesis y degradacidén del glucdgeno con las enzimas

involucradas en los mismos.

11
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Sintesis

La sintesis del glucogeno ocurre en tres etapas
distintas: a) Iniciacidn, b) Crecimiento y c¢) Terminacidn
(30). La segunda de ellas es la mas estudiada vy los
mecanismos de su regulacidn son ampliamente conocidos. EI

proceso de iniciacidén no ha sido, aun, del todo aclarado, Yy

se desconoce la naturaleza del proceso de terminacion.

a) INICIACION

Desde el descubrimiento de las enzimas responsables de
la formacidén de las wuniones glucosidicas «l,4(glucdgeno
sintetasa) y «l,6(ramificante) del glucdgeno, se planted la
necesidad de conocer como se inicia su biosintesis(31),

Los primeros estudios realizados para dilucidar el
mecanismo de 1iniciacion de la biosintesis del glucdgeno
fueron realizados por Krisman y su grupo de investigacidn.
Demostraron qQque una fraccion microsomal de higado de rata
libre de glucégeno, catalizaba la transferencia de restos
glucosilo de UDP-glc a un compuesto insoluble en TCA
(32,33). La transferencia de esos restos glucosilo requeria
una alta concentracidon salina. En presencia de un aceptor
exdgeno como el glucdgeno, la marca se incorporaba a una
fraccidén soluble en TCA e insoluble en etanol. Por otro lado

la marca incorporada ai material insoluble en TCA se podia

solubilizar por tratamiento acido suave, y por la accién de

13



enzimas amiloliticas y proteoliticas, lo que indicaba que el
compuesto sintetizado era un glucano ol,4 unido a proteina.
Krisman y Barengo (34) confirmaron que eoeste proteoglucano
era un intermediario en la sintesis del glucdgeno.

A partir de estas evidencias se postuld el modelo de
la Fig. 3 para la iniciacién de la biosintesis del
glucégeno. Segun este modelo la formacidn del "aceptor" o

"primer" tiene lugar por adicidén de restos glucosilos del

UDP-glc @ una proteina enddgena que actua como aceptora
(34). Es una enzima nueva que |lamaron glucdgeno sintetasa
iniciadora la que transfiere las primeras moléculas de

glucosas a una proteina sintetizando un oligosacarido unido
a ella. Sobre este glucano xl,4 unido a la proteina la
glucdgeno sintetasa une restos glucosilos «i,4. La enzima
ramificante los reordena introduciendo los pPuntos de
ramificaciones con uniones al,6. De esta manera se origina
"de novo" una molécula de glucdgeno siendo el producto final
una molécula de glucdgeno unida a proteina (32-34).

Este mecanismo de 1iniciacién de la biosintesis del
glucdgeno fue demostrado "in vitro" en varios tejidos de

mamiferos (32-34), bacterias (35,36), y en hongos (37),.

En el afio 1986 se demostré que 1la glucosa wunida
covalentemente a la proteina comigraba en geles de
poliacrilamida con la glucdgeno sintetasa de musculo

cardiaco de rata (38). A partir de estos datos se postuld

14



Sintetasa iniciadora del
UDPG+ Glucogeno

alta conc. de sales
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Figura 3- Modelo de Krisman para la Iniciacion de la

biosintesis del glucdogenc (32-34).
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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 comprobd que
en el afio 1976 Nimmo y col. demostraban que la glucdgeno
sintetasa de musculo de conejo purificada comigraba con una
banda que reaccionaba positivamente con el reactivo de
Schiff (39). E! grupo de Cohen (40) logrd separar, a partir
de glucdgeno sintetasa de musculo de conejo, un componente
proteico de 38 KDa que coincide en peso molecular con la
glucogenina aislada por Whelan (41) a partir de glucdgeno
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 glucdgeno sintetasa
iniciadora antes de que actuen la glucdgeno sintetasa y la
enzima ramificante.
b)Crecimiento

El crecimiento de los "aceptores”™ o "primers"
formados en la iniciacién o utilizando aceptores celulares
polisacaridicos involucra dos etapas: a) alargamiento de
las cadenas glucosidica x1,4 debido a la actividad de 1la
glucdgeno sintetasa (UDP-glc: al,4glucan- ol,4glucosil-
transferasa E.C. 2.4.1.11) y b) ramificacién de las

cadenas elongadas en el paso anterior por la accidén de la
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enzima ramificante (al,4 glucan - a«l1,4 glucan - «6 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.

Glucdgeno sintetasa

La glucdgeno sintetasa cataliza 1la transferencia de
glucosas del UDP-glc al extremo no reductor de una cadena
glucosidica al,4 sintetizando una nueva unioén xl,4. EI
peso molécular de la sintetasa nativa oscila entre 140-500
kDa y por andlisis en geles desnaturalizantes la subunidad
tendria alrededor de 85 KDa. Estos datos demuestran que la
glucdgeno sintetasa es una proteina oligomérica (43, 44),.

Observaciones derivadas de los estudios regulatorios
de la glucdégeno sintetasa de musculo esquelético de conejo
evidenciaron la presencia de dos formas cinéticas distintas
e interconvertibles, ambas formas son distinguibles por Ila
sensibilidad a la activacidn por glc-6-P. La interconversién
entre las dos formas de la enzima se correlaciond con un
proceso de fosforilacidén vy desfosforilacién especifica.
Surgen asi{, la forma D, dependiente de glc-6-P, que contiene
un grupo fosfato unido en forma covalente y baja actividad
en ausencia de glc-6-P, y 1la forma |, defosforilada e
independiente de glc-6-P

La hormono dependencia de la interconversién de las

especies de sintetasa le did un significado funcional a la

fosforilacidén y desfosforilacién de |la enzima. Las hormonas,
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tales como el glucagon y la epinefrina, encargadas de
movilizar las reservas de carbohidratos, promueven, Ppor
fosforilacidn, el aumento de la forma D inactiva en higado y
musculo, deteniendo la sintesis de glucdgeno. Por otro lado,
la insulina aumenta la forma I, activa por defosforilaciodn,
estimulando ia formacion de glucdgeno. Numerosos
laboratorios afirman la validez de este modelo hormonal.

Las glucdégenos sintetasas de un gran numero de fuentes

mostraron existir en formas distinguibles por su
sensibilidad a glc-6-P, aun en organismos sin control
hormonal c¢lasico, siendo las |levaduras el mejor ejemplo
(44),

La glucdgeno sintetasa tiene una alta afinidad por el
glucdgeno (45). Ha sido purificado de casi todos los tejidos
de mamiferos, fundamentalmente de musculo, de higado, tejido

adiposo, corazén, rifion y placenta (43).

ENZINA RANIFICANTE

La enzima ramificante es la encargada de transferir un
fragmento de una cadena de glucosas con uniones glucosidicas
axl,4 (dador) por ruptura de una de dichas uniones a un
aceptor, que puede o no ser el dador original, generando una
unién «1,6 (Fig. 2. reaccidén 2). "In vivo" el sustrato
dador probablemente sea una cadena externa de una molécula

de glucdégeno que esta siendo elongada por 1la glucdgeno

sintetasa y el aceptor el trozo remanente de esta cadena o
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alguna cadena adyacente. De esta forma la enzima ramificante
es l|la responsable de introducir los puntos de ramificaciodn
en @l glucdgeno. El grado de ramificacidon del glucdgeno se
expresa como porcentajé (% «1,6) y a partir de é1 se puede
calcular el CL (largo promedio de cadena).

El estudio de glucdgenos de diferentes fuentes dio como
resultado valores de CL entre 10 y 14 y un porcentaje de
ramificacién entre 7 y 10,

A partir del hecho de que el glucdgeno se forma por una
accion concertada entre una actividad de elongacidén de las
cadenas xl,4 (sintetasa) y wuna ramificacidén de dichas
cadenas por ihtroduccidn de una uniodén 1,6 (ramificante)
es que se postuld que las actividades relativas de las
enzimas glucdgeno sintetasa y ramificantse, serian las
responsables de la estructura final del polisacarido. As{,
una alta actividad relativa de glucédgeno sintetasa daria por
resultado un glucdgeno con bajo porcentaje de ramificaciodn.
Por otro lado, una baja actividad relativa de sintetasa
originaria un polisacarido con un alto grado de ramificacidn
(46). Si este postulado fuera correcto, deberia existir una
regulacién de la enzima ramificante paralelo al de la
sintetasa pero aun no se han demostrado evidencias de un
mecanismo regulatorio para esta enzima.

Se estudio la enzima ramificante de higado de rata

(47,48), musculo 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).

Ramificantes de mam({feros y bacterias

En casi todos los tejidos 1las enzimas ramificantes
presentan microheterogeneidad, evidenciable por
isoelectroenfoque (50). Esta presencia de isoenzimas no se
observd en E. coli (55) ni en Neurospora Crassa (57), de las
que sélo se obtuvo una especie. Por electroforesis en geles
desnaturalizantes se obtiene siempre una unica banda
indicando que,.en todos los casos, la proteina tiene un solo
tipo de mondémero con un peso molécular entre 71 y 84 KDa
segun la fuente analizada.Los pesos moléculares 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 musculo 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 affo 1979 Korneeva y col. describieron que Ila
enzima ramificante de musculo de conejo estaba asociada a un
RNA de 2.5 S (58). La actividad enzimatica dependia 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) logrd aislar una especie

enzimatica asociada a3l RNA de 2.5 § a partir de higado de
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rata. En este caso el RNA no era esencial para la actividad
y se vio que la asociacidon 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), mafz dulce (51), mutantes de maices (52), hojas de
espinaca (60), arroz (56) y sorgo (53).

Al igual que las enzimas ramificantes de mamiferos, las
vegetales también presentan microheterogeneidad. Algunos
autores postularon que probablemente 1a microheterogeneidad
de las enzimas ramificantes seria la responsable de la
estructura asimétrica de la amilopectina (61). Esta

asimetria tiene en cuenta la relacidén de cadenas A (Fig. 1)

por cadenas B (A:B). Para la amilopectina este valor es 2 y
para ol glucdégeno es 1. Este postulado no se ha podido
demostrar y no explica porqué en mamiferos, donde la

estructura del glucdégeno es mas simétrica, también existe
microheterogeneidad (50).

No obstante las pequefias diferencias entre los pesos
moleculares de las ramificantes de distintos tejidos todos
los valores caen dentro de un rango entre 75-85 kDa, con
excepcién de la enzima de arroz, cuyo valor es de 40 kDa

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

espinaca (65) y 85 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 maiz existe ademas del almidoén, el fitoglucdgeno

como, polisacarido de reserva. A partir de extractos de maiz
dulce se pueden obtener dos tipos de actividades
ramificantes, una que transforma amilosa a amilopqctina y
otra que transforma tanto la Bmilosa como la amilopectina

para dar fitoglucdgeno (14,51)

Mecanismo de accién de la enzima ramificante.

Como ya se dijo la enzima ramificante es la responsable
de la formacidén de los puntos de ramificacién del glucdgeno
y de la amilopectina.

Trabajos realizados por Larner (66) Yy luego
corroborados por Verhue y Hers (67) dilucidaron el mecanismo
por el cual la enzima ramificante introduce las wuniones
glucosidicas al,6. Las posibilidades que se presentaban eran
dos y se esquematizan en la Fig. 4.

La enzima ramificante es wuna transglucosilasa capaz de
transferir un segmento terminal de una cadena a una posicidn
6 de una glucosa no terminal. Si bien se sabia que existia

un requerimiento especifico del largo de la cadena para que

pueda ocurrir la ramificacidén, el tamafio del segmento que se

transferia no se conocia. As{ surgid la duda sobre si lo que
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Figura 4 - Representacioéon esquematica de las pasibles
mecanismos de accion de /a enzima ramificante (67).

a) Transferencia de un trozo de cadena de glucosas «l,4; de
una posicidén 4 a otra posicidn 6.

b) Transferenciaa secuencial de una glucosa terminal a una
posicion 6 y sobre ésta 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 unica transglucosilacién del oligosacadrido (Fig. 4,
panel a) y la glucosa periférica no reductora mantiene estas
caracter{sticas luego de la ramificacién (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 demostrd
que las cadenas externas del glucdégeno deben tener una
longitud minima de 6 wunidades de glucosa para que pueda
actuar la enzima ramificante (66)., Segun los resultados de
Brown y Brown , las enzimas ramificantes de musculo e higado
poseen la misma especificidad en cuanto a la longitud de
cadena transferible (68).

Si bien este mecanismo de accion parece ser comun a
las enzimas de todas las fuentes estudiadas, éstas difieren
en el requerimiento de longitud de cadena, 1o cual resulta

en la formacidn de diferentes productos.
Metodos de dosaje de la enzima ramificante
La determinacidén de la actividad ramificante presenta

dificultades originadas en el hecho de que su mecanismo de

accién no involucra una sintesis neta de polisacarido.
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Ademas, los métodos desarrollados son poco sensibles o no
cuantitativos.

El método mas utilizado originalmente fue el descripto
por Larner (69) basado en la disminucidén en la absorbancia a
520 nm del complejo amilopectina-l;.La definicidén de unidad
enzimatica utilizada era "la cantidad de enzima que
disminuye en 0,001 unidades la densidad d6ptica por minuto en
condiciones previamente establecidas”. Este método no
permitia relacionar dicha disminucién con el numero de
uniones «l1,68 sintetizadas por la actividad enzimatica. Otro
problema que presentaba era la interferencia por «-amilasa,
ya que también producia wuna disminucién en la densidad
optica, pero en este caso, por degradaciodn.

Para eliminar esta interferencia, Krisman (70)
desarrollé un método que permite determinar en forma
diferencial las concentraciones de diferentes polisacaridos
xl,4 «1,6. Dicho método se basa en la formacién de
complejos con 1[2/KI1/CaCl. (reactivo de Krisman) que son
estables y especificos de polisacarido, a diferencia de lo
que ocurre con los complejos con lz. Los complejos
amilopectina-1;/Kl/CaCl. y glucdgeno-12/Kl/CaCl, pueden
determinarse por medic{én de la absorbancia a 520 y 460 nm
respectivamente. De ésta manera, incubaciones paralelas con

glucdgeno permiten determinar la actividad de «-amilasa

presente en la preparacién de enzima ramificante ya que éste



no es sustrato para esta ultima enzima. La actividad
ramificante se calcula entonces por la disminucién de 1la
absorbancia a 520 nm menos la disminucién de la absorbancia
a 460 nm.

En el afio 1966 Brown y Brown (68) desarrollaron un
método alternativo para la determinacidén de la actividad
ramificante. Este método se basa en la capacidad de 1la
enzima ramificante de modificar la velocidad de formacidn de
polisacarido a partir de fosforilasa y Glc-1-P. En ausencia
de enzima ramificante, la formacidn de polisacarido (en este
caso amilosa) es lenta debido a la baja concentracién de

glucosas terminales con las cuales reacciona la fosforilasa.

La presencia de enzima ramificante aumenta el numero de
glucosilos terminales, acelerando la formaciodn de
polisacarido con liberacidn de ortofosfato. Asi, la medicidn
de la liberacidén de fosfato a partir del Glc-1-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 «-
amilasa. Este se basa en la sintesis de un polisacarido
ramificado a partir de una pequefia cantidad de glucdgeno
como "primer", Glc-1-P, fosforilasa y la muestra de enzima
ramificante. EIl polisacarido sintetizado se mide con el
reactivo de Krisman (19). Al igual que los otros métodos

colorimétricos de dosaje de polisacaridos éste tampoco
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indica el numero de uniones xl,6 que introdujo la

ramificante.

Degradacion

La degradacidén del glucdgeno involucra dos etapas, al
igual que la etapa de crecimiento. Estas etapas involucran
el acortamiento de las cadenas externas con uniones
glucosidicas «l,4 por la accién de la enzima fosforilasa
(E.C. 2.4.1.1, Fig. 2, reaccién 3) (72) y posterior
desramificacidn de la dextrina l{mite formada. Esta
desramificacidn se |l leva a cabo por el sistema

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

enzimaticas, wuna oligo «l,4-«l,4 glucantransferasa Yy una
amilo «1,6 glucosidasa (Fig. 2, reacciones 4 y 5). "In
vitro", el glucdgeno también puede ser degradado por «-

amilasas y oa-glucosidasas de mamiferos. La a«-amilasa esta
ampliamente distribuida en los tejidos y es una endoenzima
que hidroliza uniones «t!,4. Por otro ltado las glucosidasas
son exoenzimas acidas que hidrolizan uniones «t,4 y «l1,6 por

lo que degradan completamente al glucdgeno.

REGULACION DEL METABOLISMO DEL GLUCOGENO
Es sabido que el higado y el musculo esquelético son
los tejidos donde se acumula en mayor proporcién el

glucdgeno de los mamiferos.



En el higado, el glucdgeno es poco utilizado como
fuente de energia inmediata, ya que consume principalmente
acidos grasos. La glucosa es almacenada en forma de
glucdégeno cuando se halla en exceso, y s l|liberada, durante
el ayuno para ser utilizada por otros tejidos como cerebro
(73).

El musculo esquelético wutiliza el glucdégeno como
fuente de energia inmediata, durante la contracciodn

muscular. Durante la contraccidén, el consumo de glucdgeno

genera ATP y acido lactico. Este llegaria al higado por via
sanguinea y allf se convierte en glucosa, ya sea
directamente o a través del glucdgeno (74), La glucosa

vuelve al musculo por via sanguinea, en un proceso conocido
como ciclo de Cori.
Para la conversién de glucosa a glucdégeno se conocen

dos vias, a) una directa que se esquematiza de la siguients

manera:
hexoquinasa fosfoglucomutasa
glucosa ------------ > glc-6-P -==-=-==----c--o-- > glc-1-P
ATP ADP UTP
UDP-glc
pirofosforilasa PPi
UDP-glc
glucdgeno
sintetasa ubpP

glucdgeno
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y b) una indirecta en la cual la glucosa se metabolizaria
primero a triosa y luego a glucdgeno por la via
gluconeogénica (4).

En el organismo la glucemia se mantiene en valores
bastante constantes a pesar de alternar alimentacién vy
ayunos cortos: Esto se debe al control homeostatico y
hormonal de la sintesis y degradacidén del glucébdgeno.

La regulacidén hormonal del metabolismo del glucdgeno
tiene Jugar a nivel de la glucdégeno sintetasa (para la
sintesis) y de la fosforilasa (para la degradacién). Ambas
enzimas existen en dos formas interconvertibles. La
interconversion entre la forma activa y la inactiva esta
regulada en musculo por adrenalina e insulina , y en higado,
también influye la noradrenalina y glucagon. También existe
una regulacidén no hormonal como es el caso del Ca*? a nivel
de musculo.

La interconversion enzimatica estid controlada de forma
coordinada, asi{ la activacion de la enzima glucogénica es
simul tanea a la inactivacion de la glucogenolitica vy
viceversa.

En animales bajo regimen alimenticio normal la
administracion de adrenalina resulta en la fosforilacidn de
la glucdgeno sintetasa disminuyendo su actividad enzimé&tica.

Por el contrario la administracién de insulina disminuye el
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grado de fosforilacidén de la enzima aumentando su actividad

(75,76).



La concentracidén de glucégeno en el cerebro es pequefia,
aproximadamente 0,1g/100g de tejido fresco, en comparacion
con lo hallado en musculo (1,0g/100g) y en higado (6g/10g)
La importancia fisioldgica del glucbégeno en el cerebro no
esta totalmente aclarada ya que éste depende de la glucosa
circulante para mantener sus funciones metabdlicas, si bien
se acepta generalmente que constituye una fuente disponible
ante una disminucidn de glucemia. Sin embargo esta reserva
tan limitada de glucdgeno hace que el cerebro sea muy
vulnerable a dafios, en pocos minutos, por hipoglucemia y/o
hipoxia. Durante la hipoglucemia, otros tejidos disminuyen
la utilizacién de la glucosa, dejandola a disposicidén del
cerebro.

Como ya sefialamos, el metabolismo del glucdgeno en el
higado se halla bajo control hormonal y neural permitiendo
una respuesta sensible a las necesidades del cerebro.

La localizacidn del glucdgeno en cerebro, analizada por
microscopi{a electrdnica, difiere en animales inmaduros y en
los adultos. En los primeros los granulos de glucdgeno se
localizan en la glia y en las neuronas pero en los adultos
sélo se observan en los astrocitos (77).

Luego de la adminigtracién de barbituricos, que se sabe

disminuyen el metabolismo cerebral, aumenta el numero de

granulos de glucdgeno que se depositan en las regiones
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sinapticas. Asociados a los granulos de glucdgeno se
encuentran las enzimas involucradas en la sintesis del mismo
y probablemente también las de 1a degradacién (89). Estas
enzimas difieren en sus propiedades cinéticas y regulatorias

de las correspondientes a otros tejidos (78).

El metabolismo del glucdgeno en el cersebro, a
diferencia del musculo y del higado, es controlado
localmente ya que se sncuentra aislado por l1a Dbarrera

hematoencefalica.

En el cerebro, como en otros tejidos, la glucdgeno
sintetasa se presenta en dos formas interconvertibles por
fosforilacidén, la forma "D" dependiente de Glc-6-P y la "I"
independiente de Glc-6-P. La forma | no requiere estimulador
y tiene baja afinidad por el UDP-Glc (78).También en el
cerebro la fosforilasa del glucdgeno, presenta dos formas,
una inactiva y dependiente de AMP (b)) y otra activa (a) aun
a bajos niveles de AMP. Ambas se interconvierten por
fosforilacidn.

El sistema de desramificacidn en el cerebro se halla

presente en forma completa (77),

Desé6rdenes metabdélicos cerebrales que. _Involucran al

Se conocen varios desdrdenes metabdlicos cerebrales que

involucran a las enzimas del metabdélismo del glucédgeno.
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(Glucogenosis tipo [11)

Las deficiencias en este sistema enzimatico causan
efectos generalizados y han sido demostrados en eritrocitos,
leucocitos, musculo, higado, etc. Esta deficiencia causa
disfunciodn hepatica en los nifios con hepatomegalia,
crecimiento r;tardado con disminucidn de la talla e
hipoglucemia. El musculo presenta miopatias vacuolares con
depdsitos de glucdgeno. Por microscopia electrénica se vid
que las vacuolas corresponden a acumulos de glucdgeno en el
citoplasma.

En el cerebro, cuando no existe esta actividad
enzimatica, se ve un aumento en la concentracién de
glucdgeno y el signo clinico presentado por la disfunciédn
cerebral esta limitado a convulsiones(77).

Deficiencia en la enzima ramificante
(Glucogenosis tipo V).

Se han descripto defectos en la enzima ramificante en
varios tejidos, entre ellos en el cerebro. Aunque los signos
y la sintomatologia de los pacientes con defectos a nivel de
la enzima ramificante en el cerebro no son evidentes, se
encuentran depdsitos de un polisacarido anormal en todo el
tejido si bien no dentro de las neuronas. Por microscopia
electrénica se vido que el polisacadrido anormal se deposita

formando esferas de 600 nm de diametro (79).
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Se ha encontrado otro tipo de desorden metabdlico en el
que la enzima ramificante se encuentra presente pero su
punto isoeléctrico es diferente del de la enzima normal,
Esta enfermedad |l lamada de los cuerpos de Lafora se
caracteriza por epilepsia y demencia. Por métodos
histoldégicos y bioquimicos se detecta un polisacarido con
estructura heterogénea, una poblacién de granulos densos y
otra con ramificaciones muy irregulares. Esta patologia
produce la muerte de los pacientes antes de los 25 afios.
Puede afectar otros tejidos, como higado, corazén y musculo

liso y esquelético (80).

Deficiencia de la glucogeno sintetasa

Los casos descriptos, si bien son muy pocos ya que

tienen escasa sobrevida, permiten demostrar que la
deficiencia de la glucdgeno sintetasa produce retardo
mental, detencidén del crecimiento e hipoglucemia severa con

cetonuria. El higado y ei cerebro estan totalmente privados
de glucégeno.

Se demostrd que la glucdgeno sintetasa se encuentra muy
disminuida en higado y cerebro pero es normal en
eritrocitos, musculo vy leucocitos, lo que sugiere la
existencia de 1isoenzimas especificas de tejido que estan

bajo control genético independiente (77),
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OBJETIVOS GENERALES DE ESTA TESIS

El objetivo de weste trabajo es adquirir un mayor
conocimiento acerca de la biosintesis del glucdgeno. Se
estudiaran dos procesos, que si bien estan relacionados, se
analizaran en forma independiente. Estos procesos son: [) la
ramificacidén del glucdgeno en su etapa de crecimiento y 11)

la iniciacidn de su biosintesis.

1) Proceso de ramificacidén: para poder medir en forma
especifica y cuantitativa la actividad ramificante, como asi{
también su regulacién y propiedades, seo desarrollara un
metodo adecuado de determinacdn enzimatica.

Utilizando el método desarrollado se analizaran
actividades ramificantes de diferentes tejidos para inferir
algunas propiedades relacionadas con el mecanismo de accidn

de la enzima.

Il) Proceso de iniciacidén: se trataran de aclarar los puntos
todavia oscuros de la iniciacidén de la biosintesis del
glucdgeno. Con éste fin se utilizara, como fuente de enzimas
y factores, cerebro de rata.

Como ya seflalamos, el cerebro es un tejido
particularmente interesante por acumular glucdgeno en

cantidad muy pequefia en el estado fisioldgico y poseer toda
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su baterfia biosintética activa. Se tratard de comprobar si
en el cerebro es valido el modelo propuesto por Krisman (34)
para la 1iniciacién, En caso afirmativo se analizaran en
detalle las actividades enzimadticas que forman el "primer"”

enddgeno.



MATERIALES Y METODOS

Materiales: El glucdgeno tipo Il de higado de conejo y de
ostra fueron adquiridos a Sigma Chem. Co. La amilopectina y
la amilosa fueron preparadas por el método de Cowie y
Greenwood (81). E]l fitoglucdgeno se prepard a partir de

endosperma de mafiz usando HgCl: 3% y fenol 40% (82).

Métodos analifticos: Las proteinas fueron determinadas por el
método de Lowry (83). Utilizando el método del fenol-
sulfurico (84) se determinaron los azucares totales vy
aquel los reductores se midieron segun Somogyi (85). Los
glucopolisacaridos «ol,4-a«1,6 como tales se determinaron
utilizando el reactivo de Krisman (18)., Los espectros de
absorcioén de los polisacaridos se analizaron en un
espectrofotémetro Hitaghi 220A. Los extremos no reductores
se determinaron por medio de una oxidacidén con periodato

(86).

Sustratgs radioactivos

La (**C)-glucosa-1-fosfato (220 Ci/mol) fue adquirida en New
England Nuclear.

UDP-(**C)rglucosa (285 Ci/mol) fue preparada segun el método

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.

Enzimas auxiliares

Las enzimas wutilizadas provinieron de las fuentes que se

detallan a continuacidn: proteasa tipo VIl P5380
(subtilisina, libre de actividad amiloli{tica), pronasa E,
proteasa tipo X1V P5147, «-amilasa bacteriana tipo Il A86380

y amiloglucosidasa A7255 de Sigma Chemical Co. La B8-amilasa

de cebada, de Mann Res. Lab.

OBTENCION DE ENZIMAS RANIFICANTES

-De origen animal

a) Higado de rata: se purificéd segun Jlo 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 el higado en forma inmediata, los cuales se
perfundieron rapidamente con sacarosa 0,25M que contenia 2mM
EDTA y 1imM 2-mercaptoetanol (Buffer B) a 4°, Luego se
homogenizaron en un homogenizador de vidrio con émbolo de
tefldn en tres volumenes del mismo buffer. Se centrifugd a

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

de saturacién con sulfato de amonio(SAM). La proteina
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precipitada se resuspendidé en un minimo volumen de citrato
de sodio O,5M pH 6,5 (Buffer A),.
b) Hfgado de conejo: los higados extraidos de los conejos se
perfundieron rapidamente con buffer B. Luego se cortaron en
pequefios trozos y se homogenizaron en dos volumenes del
mismo buffer. El homogenato se centrifugd a 25000xg durante
30 min., se descartd el pellet y el sobrenadante fue
centrifugado nuevamente a 100.000xg durante 60 min.

E! sobrenadante de esta ultima centrifugacién se llevd
a 50% de saturacién con sulfato de amonio. La proteina

precipitada se resuspendidé en un minimo volumen de buffer A.

-De origen vegetal

a) Papa (fuente de enzima Q): dos papas medianas se pelaron
bajo agua fria y se rallaron en un rallador de vidrio. Este
material se filtré por un lienzo y el filtrado se llevd a
10OmM con B8-mercaptoetanol. El almidon se elimind
centrifugando a 5000xg durante 30 min. El sobrenadante libre
de almidén se centrifugd a 25000xg durante 60 min. EI
sobrenadante obtenido se llevo a 50% de saturacidén con SAM.
Luego de 24 hs a 4° se volvid a centrifugar a 25000xg
durante 20 min y la préteina precipitada se resuspendid en
buffer A,

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

dos volumenes de buffer B en una licuadora Omnimixer, Los
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pericarpios y los granos molidos en forma incompleta se
separaron filtrando el homogenato por un lienzo. El filtrado
se centrifugd a 100000xg durante 2 hs. El pellet se descartéd
y el sobrenadante se fracciond con SAM entre 0-30%, 30-50%,
y 50-70% de saturacion. Las proteinas precipitadas en todas
las fracciones se& resuspendieron en un minimo volumen de

buffer A luego de centrifugar 20 min a 25000xg.

-Fosforilasa b
La enzima fosforilasa b de musculo de conejo se prepard
segun Jlo publicado por Fisher y Krebs (88) o se utilizdé un

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

-Sistema desramificante

Las enzimas del sistema de desramificacidén del glucdgeno se
purificaron a partir de musculo de conejo hasta la
precipitacidén con SAM (41% de saturacidn) segun lo descripto

por Brown y Brown (83).

OBTENCION DEL COMPLEJO DE INICIACION DE LA BIOSINTESIS DEL

GLUCOGENO A PARTIR DE CEREBRO DE RATA

Se utilizaron ratas Wistar de 200 g de peso mantenidas con
una dieta normal de laboratorio. Estas ratas fueron
decapitadas coh guillotina e inmediatamente se extrajeron

los cerebros, los cuales fueron colocados en buffer SEM
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Actividad Ramificante y Fosforilasa o---o

Polisacarido sintetizado (mg/ml)

(lw/bw) seulajold

o

i
N
e—e

----(W) 1OM

o
(8]

Actividad Sintetasa (U/ml) con primer o—o y sin primer a—a

(@)

Numero de Fraceion

Figura 5- Cromatografia en DEAE-celulosa.

Ef material del! paso 2 (Tabl!a VI) se sembrd en una columna
de DEAE-celulosa (2.2 x 13 cm? equilibrada con buffer C. La
elucién se hizo con un gradiente lineal de 0-1 M de KCI en

burfer C (150 ml). Se reccgieron fracciones de 2 ml a 0.7
mi/min. Se determino: (n—-0-0 actividad ramificante vy
ftosforilasa, (0-0) actividad GS (A-O) actividad GSI y (e-e@)

proteinas. Las fracciones se

juntaron cemo se indica (P, vy
P2) y se dializaron contra buffer

&




1
w

o
(8))
===(N) 1D

X
o—e (jw/bw) seujouy

Actividad Sintetasa (u/ml)
con primer (o—o) y Sin primer (a4—a)

NUmero de Fraccion

Figura 6- Cromatograria en w-aminobutil agarosa.

La fraccion P.dializada (Fig. 5) se sembro en una columna de
w-aminobuti! agarosa (0.9 x 13 cm) equilibrada con buffer C.
La elucion se nizo con un gradiente lineal de 0-1 M de KCI

en buffer C (5C mi». Se recogieron fracciones de 1 ml a 10
mi/hora. Se determinoé: acrtividad fosforilasa y ramificante
(percolado), (0-o0) actividad GS, WA-B) actividad G511 y (e-e)
proteinas. Las tracciones se juntaron como se indica (A,. A
y Ax).
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(sacarosa 0.25 M, EDTA 5 mM y 2-mercaptoetanol 10 mM, pH 7 )
helado. Los cerebros se homogenizaron en 2 volumenes de
buffer SEM conteniendo ademas PMSF 1 mM, wutilizando un
homogenizador ée vidrio con émbolo de tefldén. Todos los
pasos de purificacioéon se llevaron a cabo a 4° cC. El
homogenato se centrifugd a 25000xg durante 60 min., y se
descartd el pellet. E! sobrenadante se llevd a 60% de
saturacién con sulfato de amonio anhidro vy la proteina
precipitada se resuspendidé en un minimo volumen de buffer C
(glicina 50 mM, glicerol 25%, 2-mercaptoestanol 5 mM, PMSF
tmM, ph 8.6). Luego de dializar la proteina durante 24 hs
contra el mismo buffer C, se aplicd en una columna de DEAE-
celulosa (2,2 cm x 13 cm). Luego de lavar la columna con
150ml de! buffer C, se aplicd un gradiente lineal de 150 ml
de KCl entre O y 1M en buffer C. Las fracciones que tenian
actividad enzimatica se juntaron en Pi y P2 (Fig.5) y se
dializaron exhaustivamente contra buffer C.

El P2 dializado se aplicd sobre una columna de W-aminobutil
agarosa (0.2 cm x 13 cm) equilibrada en el mismo buffer.
Luego de lavar se eluyo la proteina con un gradiente linsal
de 50 ml de KCl entre O y 1M en buffer C. Nuevamente las

fracciones activas se juntaron en Al, A2 y A3 (Fig. 6).
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~OBTENCION DE GLUCOPOLISACARIDOS a1, 4-a1, 6

Glucdodgeno de h{gado de rata y de conejo: los higados de rata
y conejo fueron digeridos con KOH 33% durante 15 min. a 100°
y luego se los precipitd con tres volumenes de etanol 96%,
segun lo descripto por Krisman (19), Luego de centrifugar a
5000xg durante 15 min. se descartdé en sobrenadante y el
precipitado se resuspendid en 0,1 ml de agua para

reprecipitar!o dos veces y purificarlo.

Polisacaridos de papa: se pelaron dos papas medianas bajo

agua fria y se rallaron en un rallador de vidrio. €EI
material obtenido se filtré a través de un lienzo y se
ajustd el filtrado a 10 mM de 2-mercaptoetanol. Luego se

centrifugd a 5000xg durante 30 min, y el sedimento se seco
secuencialmente con etanol, acetona, y éter. Este
precipitado se sometiod a un fraccionamiento con n-
butanol/agua en una relacidn 1:7 segun la tecnica de
Schoch(80), se autoclavd por 1-3 hs y se enfrid suavemente
hasta temperatura ambiente. Por una centrifugacién a 5000xg
durante 15 min. se separaron los dos componentes del
almiddén. La amilosa se recuperd en la fraccidn insoluble en
n-butanol y la amilopectina quedd en el sobrenadante

(soluble en n-butanol).
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Polisacaridos de maiz dulce: se molieron granos de mafz
dulce y se les agregaron dos volumenes de agua deionizada.
Se mantuvieron a temperatura ambiente por 30 min. y luego se
centrifugd a 5000xg durante 15 min. El sedimento obtenido se
sometidé a una nueva extraccidén con agua deionizada pero a
100°C por 5 min., Nuevamente se& centrifugd a 5000xg durante
15 min. y se juntaron los sobrenadantes de ambas
centrifugaciones. El polisacarido soluble en agua se
precipitd con tres volumenes de etanol 96% previo agregado
de algunas gotas de wuna solucidén saturada de acetato de
amonio. El precipitado obtenido en estas condiciones resultéd
ser el fitoglucdgeno.

El sedimento insoluble en agua se fraccioné con n-
butanol/agua (1:7) para separar amilosa de amilopectina .

El fitoglucdgeno se obtuvo también a partir de

endosperma de maiz utilizando HgCl:; 3% y fenol 40%(82).

DETERNINACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

-Actividad ramificante

Método A: este método es el descripto por Krismant(70) pero
con minimas modificaciones. La mezcla de reaccidén contenia
0,1-0,2 mg de amilopectina, buffer citrato 0,1 M pH 6,5 y la
fuente de enzima a ensayar (0,012-0,2 ug de proteina) en un
volumen total de 100 uyl. Esta mezcla se incubd 30 min. a

372C y se detuvo la reaccidén agregando 0,4 ml de 4&cido

percldérico 6N, luego de centrifugar a 5000xg durante 10 min.
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se separo ei sobrenadante y a éste se le agrego 2,6 ml del
reactivo de Krisman (19). La actividad de la enzima
ramificante se determind midiendo 1la disminucién en la
absorbancia a 520 nm.

Método  B: este método se desarrolld en tres pasos i)
Sintesis del poliisacarido: la mezcla de reaccidn contenia 40
mmoles de Glc-1-P, 10 mmoles de 5'AMP, 15 mmoles de buffer
citrato pH 6,5 , 50 pg de glucdgeno, 0,8 mg de fosforilasa b
preparada segun lo descripto en la obtencidn de enzimas o
bien 11 ug de la preparacién comercial Sigma P6635, y la
enzima ramificante a analizar, en un volumen total de 200ul.
La incubacién se llevd a cabo a 378 durante 1-3 hs y se
detuvo agregando 0,4 ml de &cido perclérico 6N. Luego de
centrifugar a 3000 rpm durante 15 min. se separd el

sobrenadante. E! precipitado obtenido se lavdé con el mismo

4cido y se volvid a centrifugar. Luego de juntar ambos
sobrenadantes se precipito el polisacarido con tres
volumenes de etanol 96%. EIl polisacarido precipitado se

separd por centrifugacidén a 3000 rpm. Cabe destacar que
siempre fue necesario ensayar las soluciones nuevas de
fosforilasa b,- tal que ia cantidad wutilizada no produzca
sintesis de polisacadrido en ausencia de enzima ramificante.

ii) Purificacién del polisacarido: con el fin de eliminar

proteinas desnaturalizadas, se tratod al polisacarido

proveniente del paso i) con 0,9 ml de KOH 33%, se digirido



durante 15 min. a 1002 C y se reprecipitd con tres volumenes
de etanol 96%. La muestra se centrifugd a 3000 rpm durante
15 min y el precipitado se lavéd y secd con éter. EI
polisacarido se disolvido en 0,1 ml de agua.

iii) Determinacidén de las glucosas involucradas en uniones
al,6: para su medicidén se degradd el polisacarido con
fosforilasa b y sistema de desramificacién. La mezcla de
incubacion contenia 50 ul de la solucidon de polisacarido,
60 mM de buffer fosfato pH 7, AMP 5mM, 1,2 mg de fosforilasa
b preparada segun lo ya descripto 6 17 ug de la preparacion
comercial y 0,85 mg del sistema de desramificacidén. Luego de
incubar 3 horas a 37° en un bafio de agua con agitacidn se
detuvo la reaccidn agregando tres volumenes de etanol 96%.
Luego de centrifugar a 3000 rpm por 15 min. se descartd el
precipitado y en el sobrenadante se midieron las glucosas
liberadas de los puntos de ramificacidén utilizando el método

de Somogyi (85).

Actividad de transferencia de ('*Clglucosa del UDP-('*Clglc
a un "primer" exégeno .(Actividad GS): La incorporacién de
glucosa a un "primer"” exdgeno del tipo glucdgeno se
determind segun io ya descripto por Blumenfeld y Krisman
(91) con algunas modificaciones. La mezcla de incubacidn
contenia: buffer glicina-NaOH 100mM pH 8,6 , DTT 5mM, EDTA

50 mM, glucdgeno de higado de conejo 1% (P/V), Glec-6-P 10
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mM, UDP-('*C)Glec 1 mM (700 cuentas/min nmo!) y la fraccidn
enzimatica a analizar (0.1-1.0 mg) en un volumen total de
0,1 ml. La incubacién se llevd a cabo a 372 C durante 30
min., o el tiempo especificado en cada caso. La reaccién se
detuvo agregando 0,9 ml] de KOH 33% y digiriendo a 100Q C
durante 15 min. El polisacarido se precipitd por el agregado
de 1,5 ml de etanol 96%. El glucdégeno obtenido se
reprecipitd, se disolvio en 0,5 m! de agua y se transfirid a
un vial para contar la marca incorporada en presencia de
solucién de Bray (92).

Una unidad enzimatica corresponde a la incorporacién de 1
umol de glucosa del UDP-Glc al glucdgeno por minuto.
Actividad de transferencia de ('*() glucosa del UDP-('*Cl)Gle
un aceptor proteico endégeno (Actividad GS1l):

La incorporaciéon de (!'*Clglucosa a la proteina se
mididé, en ausencia de primer exdgeno (glucdgeno), en una
fraccidn precipitable por TCA 10% (TCApp). La mezcla de
incubacidén contenia buffer glicina-NaOH 100 mM pH 8,6, DTT S
mM, EDTA 50 mM, Glc-6-P 10 mM, UDP-('*C)Glc 3uM (850
cuentas/min pmol) y la fraccidén enzimdtica (0.1-1.0 mg) en
un volumen total de 0,1 ml. Se incubd a 372 C durante una
hora, a excepcidn de los casos en que se especifique otra
cosa, Yy se detuvo la reaccidn en dos formas distintas:

a) la mezcla de incubacidén se absorbid sobre papeles

tratados con TCA segun Jo 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 determind
sumergiendo éstos papeles en una solucién de Tolueno-PPO y
midiendo la radioactividad en un contador de centelleo;

b) la reaccidén se detuvo agregando 0,5 ml de TCA 10%
helado. La marca incorporada en e! TCApp se procesd segun lo
descripto por Mendonca y Krisman (94).

Una unidad enzimatica corresponde a la incorporacidén de
1 pmol de (!'*C)glucosa del UDP-(!*C)Glc a la fraccidén TCApp

por minuto.

Actividad fosforilasa: la actividad de glucdgeno fosforilasa
se determind como incorporacidn de ('*Clglucosa a partir de
(1*C)Glec-1-P a glucdgeno exdgeno. La mezcla de incubacidn
contenia 1 mg de glucdgeno, buffer citrato O,1M pH 6,5,
5'AMP 8 mM, ('*C)Glc-1-P 0,5 mM (1,02 x 10 cuentas/min pmol)
y la fraccidon enzimatica (0.1-1.0 mg) en un volumen total de
0,2 ml. La reaccioén se detuvo agregando 0,9 ml de KOH 33% y
digiriendo a 100°C por 15 min. El polisacarido marcado se
precipitdo agregando 1,5 ml de etanol 96% y se midid la marca

incorporada.

DETERMINACION DE LA LONGITUD PROMEDIO DE CADENA (L.C) DE
D ISTINTOS POLISACARIDOS

Con el objeto de determinar las longitudes promedio de

las cadenas de los polisacaridos, éstos se sometieron a uns
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degradacidén con B-amilasa. La mezcla de incubacidn contenia
0.3M de buffer acéticosacetato pH: 5, 0.5 mg de B-amilasa y
entre 2 y 50 ug de glucosas/mi del polisacarido medido por
fenol-sulfurico (84) en un volumen total de 0.1 ml. Se
incubd durante 24 hs a 3720 C y a ese tiempo se detuvo la
reaccién por calentamiento a 1002 C. Luego se precipitd la
dextrina con tres volumenes de etanol 96% y en el

sobrenadante se determinaron las glucosas liberadas.

TRATARIENTOS ENZIMATICOS

Los proteoglucanos sintetizados en las condiciones
descriptas para la actividad sin "primer" se incubaron con
x-amilasa, B8-amilasa, amiloglucosidasa, proteasa
(subtilisima) y pronasa E.

Las condiciones de incubacidén fueron las siguientes:

a) x-amilasa: Tris/CIH 100mM pH 7,4, CaCl: 50 mM y 0,22
unidades de «-amilasa.

b) B8-amilasa: Tris/ClH 100mM pH 7,4 y 1| mg de B-amilasa

c) amiloglucosidasa: Tris/CIH 100mM pH 7,4 y 2,5
unidades de amiloglucosidasa

Las mezclas de reaccidn se incubaron a 372C bajo
vapores de tolueno durante 48 hs con agregado de la misma
cantidad de enzima y buffer a las 24 hs.

Las condiciones wutilizadas para las digestiones con

proteasas fueron las siguientes:
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a) proteasa (subtilisina): Tris/ClH 100 mM, CaClZ2 50mM
y 1 mg de proteasa.

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

Las incubaciones se realizaron a 372 C bajo vapores de
tolueno durante 4 dias 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 Jlos precipitados del TCA
(TCApp) y se determind la radioactividad remanente como
tambien la liberada al soluble en TCA. El material TCA
soluble fue extraido con éter para eliminar el TCA antes de

medir la marca radioactiva.

TRATARIENTOS QUINICOS
-Hidrélisis acida suave

Las fracciones TCApp se resuspendieron en 0,1 ml de HCI
O,1N y se calentaron a 100°C durante 10 minutos. Después de
la hidrdlisis, se enfriaron los tubos en bafilo de hielo, se
les agregd 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 solucidédn de Bray (92)

en un contador de centelleo.



La fraccién soluble en &cido se extrajo varias veces
con éter para eliminar el TCA y se llevdo a sequedad. EI
residuo se resuspendid cinco veces en 0,1 ml de agua
llevando a seco cada vez para eliminar el HCl, Finalmente se
resuspendieron en 0,1 m! de agua y se sometieron a distintos
tratamientos (medicidén de radiocactividad, cromatografia en

papel, columna de resolucion de carbohidratos por HPLC)

-Hidrélisis alcalina

Las fracciones TCApp se resuspendieron en 0,100 ml de
NaOH O, 1IN 6 O0.5N y se incubaron durante 1 min a 100 C, o
durante toda la noche en heladera, respectivamente, Se
detuvo la reaccidén neutralizando el NaOH con HCl O,1N ¢ O,5N
y luego se precipité con 0,5 ml de TCA 10% frio. Los
precipitados se lavaron con TCA 10% y con n-butanol. Después
de secarlos se mididé la radioactividad remanente en |los

precipitados en presencia de solucidén de Bray (92).

METODOS CROMATOGRAF 1C0S
-Cromatograrfia 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 wutilizaron 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 tenian
compuestos marcados se analizaron en un radiocromatdgrafo

Packard (modelo 7202).

-Filtracién en geles

Se wutilizo wuna columna de Biogel P. (BioRad). La
columna se armé y equilibrd en acetato de piridina 0,1 M pH
5. El volumen de exclusidén (Vo) y el volumen total (V,) se
determinaron midiendo los volumenes de elucidén de la

ferritina y del CoCl: respectivamente,

-Cromatografifa lfquida de alta presién (HPLC)

Las muestras a analizar por este método fueron las
provenientes de la hidrdélisis acida suave de los
proteoglucanos sintetizados en las condiciones descriptas
para la actividad GSI. Los productos |liberados por la
hidrélisis, secados y resuspendidos en agua se diluyeron al
medio con acetonitrilo 100% (grado HPLC) y se inyectaron en
una columna de resolucidn de carbohidratos <(Carbohydrate
Analysis Column, Waters Associates 30 cm x 3,9 1ID). Los
glucooligosacaridos se eluyeron con H:0/acetonitrilo (21:79)
con un flujo de 1 mil/min y a cada fraccioén se le determind

la radioactividad con solucién de Bray (92).
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METODOS ELECTROFORETICOS
-Geles disociantes en presencia de SDS/urea.

Estas electroforesis se |levaron a cabo en geles planos
(12 x 14 x 0,15 cm) con un sistema discontinuo de buffers
segun 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 contenia: 1% (P/V)
de SDS, 1% (V/V) de B-mercaptoetanotl, 20% (V/V) de glicerol,
Tris-HC1 pH 6,8 0,05M, urea 0,5M y azul de bromofenol 0,002%
(V/V). Las electroforesis se Illevaron a cabo a corriente
constante (5mA durante 16 hs 6 25mM durante 5 hs). El buffer
de corrida utilizado fue Tris O0,025M, glicina 0,2M , O,1%
(P/V) de SDS, pH 8,3. Los geles se tifiieron para proteinas
con Coomasie Blue (97) y se autoradiografiaron segun

Chamberlain (98).

Marcadores de peso molecular

Para la determinacidéon de los pesos moleculares se
utilizaron proteinas marcadoras tratadas de la misma forma
que las muestras a analizar.

Los marcadores utilizados fueron una preparacion
comercial de Sigma Chem Co. (HMWS SDS-6H) que contenia:

anhidrasa carbodonica de eritrocitos bovinos (P.M. 28000),

albumina (huevo, P.M. 45000), albumina bovina (P.M, 66000),

54



fosforilasa-b de musculo de conejo (P.M. 97400), B-
galactosidasa de E. coli (P. M. 116000) y miosina de musculo
de conejo (P.M, 205000).

Los pesos moleculares de las proteinas en estudio se
determinaron utilizando una curva de calibracién obtenida de
graficar log P.M., de las proteinas marcadoras en funcion de

sus correspondientes R.,.



RESULTADOS-1) PROCESO DE RAMIFICACION

ENZIMAS RAMIFICANTES

DESARROLLO DE UN METCDO DE DETERMINACION ENZIMATICA

Teniendo en cuenta que, hasta el momento, no existia un
método adecuaddb para la determinacion de la actividad
ramificante desarrol lamos uno por el cual se miden
selectivamente las glucosas involucradas en los puntos de
ramificaciodn, Este método implica la sintesis de un
polisacarido ramificado, su purificacion Y posterior
degradacidon con fosforilasa y sistema de desramificacidn. De
esta forma el polisacadrido es degradado a Glc-1-P y a una &-
dextrina por la fosforilasa en presencia de fésforo
inorganico(Pi) (68). El sistema de desramificacidén degrada a
la $-dextrina mediante sus dos actividades: una oligo-«l, 4-
xl,4-glucantransferasa y una amilo-«l,6-glucosidasa. La
primera actividad transrfisre un fragmento maltotriosilo de
una cadena «l1,4 a otra dejando expuesta la glucosa «l1,6 del

punto de ramificacion. Sobre esta glucosa «ol,6 actua la

segunda actividad que es una glucosidasa, l|iberando glucosa
(Fig.2, reaccion 5). De esta manera la accidén coordinada de
la fosforilasa y el sistema de desramificacion dan como

productos finales Gl¢c-1-FP ¥y glucosa. Las glucosas se miden
como glucosas reductoras Juego de separar la Gle-1-P por

precipitacién con etanol.



Condiciones O6ptimas para Jla degradacién del polisacarido
ramificado

Para determinar ei tiempo éptimo de incubacidn dsl
polisacarido con el sistema de degradacidén (fosforilasa Yy
sistema de desramificacion en presencia de Pi) se hizo una
curva de tiempo utilizado 0,1 mg de glucdgeno standard (Fig.
7).

Como se ve en la Fig. 7 a las tres horas se llega a una
meseta para la liberacion de glucosas, siendo éste el tiempo
utilizado en ias determinaciones posteriores. También se ha
determinado la concentracion optima de Pi. Esta
concentracién es de 60 mM y produce la maxima liberacidn de
glucosas sin interferir en su determinacion utilizando el
método de Somogyi-Nelson (85). Por otro lado ni la
fosforilasa ni el sistema de desramificacidn liberan

glucosas per se y son utilizadas en un gran exceso.

Como se puede ver en la Fig, 8 (A) la medicidon de la
cantidad total! de polisacarido sintetizado utilizando el
reactivo de Krisman (19) o el método del fenol-sulfurico

(84) no es proporcionai a la cantidad de enzima ramificante
utilizada. PFor 1o tanto esta cantidad de polisacarido no
refleja la actividad enzimatica. Por el contrario, cuando se
miden las glucosas al, 6 iiberadas de los puntos de
ramificacion se observa una correlacidén lineal entre éstas y

la cantidad de enzima utilizada. Estos datos demuestran que



»

Glucosas liberadas (umoles/ml)

¢

Horas

Figura 7- Tiempo optimo de Incubacion para degradar
totalmente el polisacarido sintetizado en el paso "i" del
metodo B (Materiales y Métodos/.

Las condiciones de incubacion fueron las descriptas en
Materiales y MHétodos, en el paso "iii" del método B para l|a
determinacion de la actividad ramificante.
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Sintesis de polisacarido

(Glucosas umol/mt)

T 1] T
B
80 )10 130 '\
70 €
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60 £
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Enzima Ramificante (ug) Enzima ramificante de papa (mg)

Figura 8- Sintesis de un polisacarido ramificade a partir de
Ggic-1-FP por ia accion simuitanea de |la fosforilasa b y la
cantidad indicada de #nzima ramirficante.

Se siguid ei procedimientc aescripto en ol métodeo B (i) de
Materiales y Métodos.

a) Enzima ramiricante de nigado de rata.

b) Enzima ramificante de papa (Q).

Polisacarido sintetizado ageterminado por ei método del
fenol-suifurico t(e) vy can el reactivo de Kkrisman (&),
Glucosas invoiucradas en (o0s puntos de ramificacidén., o.
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un aumento en ia concentracidén de enzima ramificante implica
un aumento en el numero de glucosas unidas en «l,6 y no en
la cantidad de polisacarido sintetizado.

A partir de estos resultados era necesario comprobar
que el método desarrollado era funcional con distintos tipos
de enzimas ramificantes. Fara ello preparamos, a partir de
papa, la enzima {, que se sabe actua sobre la amilosa para
dar un producto similar a la amilopectina(59) y se aplicd la
metodologia propuesta.

Como se ve en la Fig., 8 (B), existe una correlacion
lineal entre las glucosgs unidas en «1,6 y la concentracion
de enzima, a pesar de que disminuyd la cantidad de
polisacarido sintetizado medido por fenoi-sulfurico (84) o
con el reactivo de Krisman (19). Esta disminucidén fue debida
a la presencia de una enzima degradante del tipo de la «-

amilasa presente en la preparaciodn.

Estudio de glucopolisacaridos al,4-«1,6

El principio wutilizado en el método desarrollado, ses
decir la medicion especifica de las glucosas involucradas en
los puntos de ramificacion, se puede aplicar al estudio de
estructuras de distintos polisacaridos ramificados «l,4-
x1,6.
En la tabla |l se analizaron distintos glucanos ol,4-«1,6
standards ramificados. Con este fin, solo se siguid el paso

del procedimiento recomendado.A !os polisacaridos en
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Cantidad de poiisacadrido Grado de ramificacion

(glucosa, wmoisml) (glucosa,%)*

Polisacarido [ FSe R(I1/FS) Nvo.método Periodato
1)Glucdégeno de 56 58 0.98 9.4 8.9

Hig.conejo
2)Glucdgeno de 68 37.5 1.8 7.9 11.9

de ostra
3)Fitogno. 111 58 1.5 7.1 6.4
4)®-dext. (G) 0.123 1.3 0.1 156.6 11.4
5)Amilopectina 106 56 1.7 5.7 3.1
6)%-dext. (A) 185 232 0.79 10.0
7)Amilosa 69.7 41.5 1.7 1.2 1.4
Tabla 11~ Forcentaies de ramiricacion de distintos

polisacaridos. Comparacion entre e/ nuevo metodo desarrollado
y la oxidacidén con periodato.

a)Porcentaje de ramificacion: relacidn entre las glucosas
unidas por uniones giucosidicas ol,6 medidas por el método
de Somogyi y ias glucosas totales determinadas por el método
del fenol-sulfurico.

Cantidad de ©poiisacarido: b’ determinado wutilizando el
reactivo de Krisman y <¢) utilizando el método del fenol-
sulfurico.

$-dext. (G): dextrina de fosforiiasa del glucdgteno de higado
de conejo.

¥-dext.(A): dextrina de fosforilasa de la amilopectina de
papa.
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estudio se |les calculd el porcentaje de ramificacion por dos

métodos diferentes: a’) el descripto precedentemente y b) el
clasico de oxidacion con periodato (86). Los resultados
obtenidos por ambos métodos son comparables (Tabla 11). Cabe
destacar que, comparando un polisacadrido con su dextrina de
fosforilasa existen grandes diferencias en cuanto a sus
porcentajes de ramificacion. A pesar de tener el mismo

numero real! de glucosas wunidas en «l,®6 la dextrina tiene

ramas externas mas cortas, dando un porcentaje de
ramificacion mavor Asi, los vaiores de 15,6% y 10,0%
(Tabla Il, linea 4 y 6) obtenidos para las &-dextrinas son

mayores qQue ios de ios poiisacaridos de las cuales provienen
(Tabla 1, linea 1 y 5).

Para un poiisacarido como la amilosa (Tabla I1Il, linea
7) se obtiene un vaior de 1,2% del grado de ramificacioén.

Para tener una idea mads ampiia de la estructura de los
pol isacaridos analizados determinamos el parametro R
(19,99,100) que es una relacion entre los mg de polisacarido
determinados coh el reactivo de Krisman (19) y con el método
del fenol-suifurico (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
ramificacidn), en cambio el método del fenoi-sulfurico mide
las glucosas totaies del polisacidrido 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-sulfurico) es que una cantidad igual del
mismo cuantificada por ios dos métodos no da valores iguales
(R<1 ¥y R2»1). Tomando al glucdégeno de higado de conejo como
standard se obtiene wun valor de R= 0,98. Analizando

polisacaridos con ramas externas ma3s largas t(amilopectina,

amilosa) o mas cortas que el glucogeno (dextrinas) se
obtienen valorses de R mayores o menores que 1
respectivamente (Tabla [Il, lineas 5 y 6).

Analisis de la actividad ramificante utilizando el metodo
desarrollado

A diferencia de la gran cantidad de informaciodn
existente sobre la reguiacidon de la glucdgeno sintetasa y de
la fosforilasa es muy poco io que se conoce acerca de la
reguiacién de 1a enzima ramificante. Se asume que una alta
actividad de elongaciodn, esto es, sintesis de cadenas
glucos{dicas «l, 4, respecto de la actividad ramificante
daria como resuitado un pojisacadrido poco ramificado. Por el
contrario una baja actividad de elongacidn le permitiria a
la enzima ramificante introducir una mayor proporcién de
unidénes glucosidicas «l,6 (46).

En la naturaisza se encuentran polisacaridos con
distintos y muy variados grados de ramificacidn. Asi, la

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

estructuralmente distintas. Lo mismo ocurre con los



glucdogenos 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 relacidén entre actividad
ramificante y actividad sintetasa o] es debida a una
caracteristica intrinseca de la enzima ramificante. Para
ello cuantificamos los puntos de ramificacidn de distintos
polisacaridos al,4-al,5 nativos vy los sintetizados "in
vitro" con ias enzimas ramificantes obtenidas de los mismos
tejidos.

Analisis comparativos de 1los glucopolisacaridos al,4-al1,6
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 Meéetodos). De esta forma, en un primer paso se

sintetizd un poiisacériao en presencia de Glc-1-P, una muy
pequefia cantidad de glucdgeno como "primer" y la enzima a
estudiar.

Luego de purificar el polisacarido, se lo degraddé con
fosforilasa y sistema de desramificacioén. Las enzimas
ramificantes de higado de conejo y rata, papa y maiz dulce

se purificaron segun lo descripto en Materiales y Métodos.
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Para poder correlacionar el porcentaje de ramificacién

con la actividad ramificante se compardé un polisacarido
altamente ramificado como el glucégeno 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 1i]l se analizan las caracteristicas de los
polisacaridos nativos con aquellos sintetizados "in vitro"
por la enzima ramificante obtenida del mismo tejido.

Los polisacaridos, tanto el extraido como el
sintetizado, tienen casi la misma longitud de onda de maxima
absorcidn (Tabla 11, a y b,linea 1), porcentaje de
ramificaciéon(% Glc-al,6, Tabla IrI, a y b,linea 2) y
espectro de absorcidn determinado en presencia del resactivo

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

Definicion del parametro A

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 maxima absorcidn y un hombro a 410 nm que se obtuvo
en todos los casos analizados. A partir de ésto hemos
definido un parametro A como el cociente entre la
absorbancia a la longitud de onda de maxima absorcidén y la

absorbancia a 410nm (100), Como se ve en la Tabla IV, los

valores de A obtenidos para distintos polisacaridos standard

65



a)Parametro Glucdgeno de higado

de rata de conejo
E S E S
Aeswtnm) 475 470 460 465
glcal,B6(%) 7.2 7.0 9.4 10.4
A 1.49 1.48 1.38 1.65
b)Parametro Amilopectina Mafz dulce
de papa F A
E S E S E S
N =s= (nm) 500 520 470 475 525 500
glcal,B(%) 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
Tabla [11- Analisis comparativo entre los glucopolisacaridos

al,4-a1,6 nativos y los sintetizados "in vitro".

a) Polisacaridos de origen animal.

b) Polisacaridos de origen vegetal.

A= Absorbancia A .s-~/Absorbancia 40

R= Relacidén entre l|la cantidad de polisacarido
con el reactivo de Krisman y con el método

sulfurico,.
El! porcentaje de ramificacidén se determind como
en la Tabla 11.

determinada
del fenol-

se describe
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Polisacarido A R Puntos de ramificaciodn
(glucosasal,6,%)

Amilosa 4.7 1.7 1.4
Amilopectina 2.2 1.7 5.7
Fitogno. 1.6 1.5 7.1
Glucdégeno de 1.5 1.0 7.2

hig. de rata

Glucégeno de 1.4 0.98 9.4
hig. de conejo

$-dext. de 1.2 0.79 10.0
Ami lopectina

Tabla IV- Propiedades de diferentes glucopolisacaridos «l1, 4~
al,b6 standard. .

A= Absorbancia A.../Absorbancia 4.0

R= Relacidén entre l|la cantidad de polisacarido determinada
con el reactivo de Krisman y con el método del fenol-
sulfurico.

El porcentaje de ramificacidn se determindé como se describe
en ia Tabla 11!,
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varian segun el largo de sus cadenas externas. El valor de A
aumenta desde 1,2 para la ®-dextrina de amilopectina a 2,2
para la amilopectina y 4,7 para la amilosa. Para el
glucogeno de higado de conejo que se usa como standard el

valor obtenido es 1, 4.

Polisacaridos contenidos en el mafz dulce

Los granos de maiz dulce se procesaron segun lo descripto en
Materiales y Métodos para extraer |los polisacaridos y las
enzimas ramificantes. A partir de una precipitacidn
fraccionada con sulfato de amonio se pudieron separar dos
actividades ramificantes con distintas especificidades. Como
se ve 8n la Tabla Ili(b) el producto final sintetizado por
la fraccion precipitada a 30% de SAM fue amilopectina
(longitud de onda de mé&xima absorcion=500nm, Glc«l,6= 4,7%)
mientras que el poiisacarido sintetizado por la fraccidn
precipitada entre 50 'y 70% de SAM fue fitoglucdgeno
(longitud de onda de maxima absorcién=475nm, Glcoal,6= 7,2%).
Los espectros de absorcidn de los polisacaridos nativos y de
los sintetizados por las fracciones enzimaticas de 30 y 50-
70% de SAM presentan el mismo patrdn con longitudes de onda
de méxima absorcién coincidentes (Fig.10). Asi{ la fracciodn
enzimatica que precipitd ai 30% de SAM sintetizd "in vitro"
un polisacarido similar a +*la amilopectina nativa, y la

fraccion precipitada entre 50 y 70% de SAM sintetizd un

polisacarido del tipo del fitoglucdgeno.
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Absgrbancia

380 480 580 680
Longitud de onda (A)

Figura 10- Espectros de absorcion. en presencia del reactivo

de Krisman, ae los pojisacaridas al,4-x1.6 nativos 0%
sintetizados a partir de malz dulce.

Poiicacaridos nativos: «(O--13), amilopectina y (& --0),
ritogiucdédgeno.

Folisacaridos sintetizados "in vitro” con la fraccidn

enzimdtica precipitada con suifato de amonio hasta 30% de
saturacion (H--@) vy entre 50 y 70% de saturacion Q-JQU.



Especificidad de las enzimas ramificantes

- Medicidén de largos de cadenas.

Con el fin de determinar si ia especificidad de las
distintas enzimas ramificantes estaba dada por el numero de
glucosas que deja cada wuna de ellas entre puntos de
ramificacidén, se sintetizaron distintos polisacaridos con
enzimas de higado de coneio, papa, y maiz dulce (fraccidn
50-70% SAM). Los poiisacaridos sintetizados fueron tratados
con B-amilasa para obtener sus respectivas dextrinas. A
partir del grado de ramificacion de cada polisacarido y de

las glucosas iiberadas por ia B-amilasa se pudieron calcuiar

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 pPuntos de ramificacion, un numero

distinto de glucosas que se correlaciona en forma inversa
con el grado de ramifticacion de dicho polisacarido. A medida
que la enzima deja menos glucosas entre uniones glucosidicas
«1,6 mas ramificado resulta ser este polisacarido. Esto nos
llevo a pensar que cada enzima ramificante tiene wuna
especificidad distinta tanto respecto del tamafio de
oligosacarido que deja en las ramas externas luego de la
transterencia de «al,4 a o1,6 como de la distancia, medida en
numero de glucosas, Que mantiene entre puntos de

ramificacion.
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Enzima Polisacarido sintetizado
ramificante

glcal,B Aas. LC CE Cl

(%) (nm) (numero de glucosas)
Higado de 9.6 460 10.4 5.8 4.6
conejo
Papa 5.2 530 19.1 9.3 9.8
Ma{z dulce* 8.3 475 12.1 6.8 5.3

Tabla V- Especirficidad 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
saturaciodn con sulfato de amonio.



DISCUSION-1) PROCESO DE RAMIFICACION

Los métodos utilizados hasta el momento para medir la
yactividad ramificante (47, 68 Y 71>, si bien son
especificos, no son cuantitativos ni muy sensibles.

El meétodo propuesto en esta Tesis determina
especificamente las glucosas unidas por uniones glucosidicas
al,6 introducidas por l|a actividad ramificante. Este puede
hacerse mas sensible midiendo las glucosas |iberadas por
algun otro método cuya sensibilidad sea mayor que la del
Somogyi-Nelson (0,05 wumol de glucosas!). Otra opcién para

aumentar la sensibilidad consiste en sintetizar, en el paso

del procedimiento recomendado, un polisacarido con
(**C)Glc-1-P y medir la ('*Clglucosa Iiberada luego de 1la
degradacidn (paso "iiit). Bajo estas condicionses, el

porcentaje obtenido para el glucdogeno standard fue de 12,0%
y la liberacidén de glucosas en funcion de la cantidad de
enzima también fue lipeal. Como control, al precipitado
obtenido luego del tratamiento con etanol en el paso "iii"
se lo disolvid y se sometido a una electroforesis en papel en
buffer acetato de piridina 1,2M pH 6,5. Se recupero un B80%
de ('*C)Glec-1-P, lo que demuestra que el pProceso de
degradacion fue casi completo.

La wutilizacion de este método como herramienta para

determinacion de estructuras tiene ciertas ventajas respecto
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a3 la oxidacidén con periodato. E! método del periodato

requiere mas tiempo y su sensibilidad depende del cambio de
color de un indicador (86). Por otro lado, si los
polisacadridos son poco ramificados es necesario utilizar
mayor cantidad del mismo para poder determinar el grado de
ramificacion. Con el método aqui propuesto se puede utilizar
una cantidad 25 veces menor de polisacarido que la requerida
para la oxidacidén con periodato.

La sintesis de polisacarido fue |llevada a cabo en
condiciones tales que la actividad de elongacién
(fosforilasa) no fuera detectable en ausencia de enzima
ramificante. En estas condiciones nos independizamos de la
relacidon entre las actividades de elongacidn y ramificaciodn.
Es a través de la accidon coordinada de ambas actividades que
se obtienen glucanos «l,4-al1,6 con un grado especifico de
uniones glucosidicas «l,6 introducidas por la enzima
ramificante,

Los datos obtenidos para los polisacaridos nativos son
totalmente coincidentes con aquellios sintetizados in vitro.
Ademas, los parametros )\méx, %Glcxl, 6 y A de los
polisacaridos nativos y los sintetizados coinciden con los
standards (Tabla 111). Cabe destacar que 1la cantidad de
polisacarido necesaria para hacer el espectro y determinar

el parametro A es minima, por lo gque se puede tener una idea
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rapida y sensible de la estructura del polisacarido en

estudio.
Los valores de los pardmetros A y R dan una idea
similar acerca de la estructura de los polisacéridos

estudiados. Valores de R mayores o menores que 1 indican

ramas externas mas o menos largas que el standard (glucdgeno

de higado de conejo). La diferencia principal entre el A y
el R es que mientras e! valor R parece llegar a un platteau
de 1.7 (amilopectina y amilosa), el parametro 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 &#-dextrina de la
amilopectina) que ei standard (glucdégeno de higado de

conejo) (Tabla V).

Como es sabido e! almiddn y el fitoglucdgeno coexisten
en el maiz dulce (16)., Lavintman y Krisman encontraron en
esos granos una actividad enzimatica que transforma la
amilosa y la amilopectina en fitoglucdgeno (51). Mas tarde
Lavintman demostro que en esas preparaciones estaban
presentes dos actividades, una que sintetizaba fitoglucdgeno
y otra, de tipo Q@ que ramificaba la amilosa a amilopectina
(102).

Otros investigadores también encontraron m&s de una

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



.

actividades las separaban luego de una cromatografia por

DEAE-celulosa. La metodologfa wutilizada por estos autores
para medir la actividad ramificante era indirecta
(transformacidén de la amilopectina por accidén de la enzima
ramificante o aumento en la liberacidn 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 e! método
especifico desarrollado en este trabajo pudimos analizar
separadamente las dos actividades halladas en el maiz dulce
(Tabla 1i]), Las dos actividades ramificantes obtenidas son
responsables, en forma independiente, de la sintesis de dos
polisacaridos distintos, amilopectina y fitoglucdgeno. Por
otro lado, en maiz Ilechoso, no se encontrd una enzima
ramificante que sintetizara fitoglucdgeno. La unica
actividad presente sintetizdé amilopectina y este mismo
polisacarido fue el unico hallado en el tejido.

Boyer y Preiss demostraron la existencia de ma&s de una
forma de enzima ramificante en el maiz dulce y atribufan a
la forma | |3 formacidn del fitoglucdgeno, Sin embargo,
llama la atencidon que esta misma forma | la hallaron en
mafces que no acumulaban fitoglucdgeno (52).

Tratando de entender que relacién habia entre el
fitoglucdgeno y el almidén varios investigadores propusieron

distintos mecanismos. Erlander propuso la desramificacién



del fitoglucdgeno para dar amilopectina y oligosacaridos
(104). En forma contraria, Hodges et. al. proponen que a la
amilopectina se le incrementaria el grado de ramificacioén
para dar fitoglucdgeno (103) y, final!lmente, Boyer et al.
sugieren que la enzima ramificante | es la involucrada en la
transformacién de almidén a fitoglucogeno (52).

De nuestros resultados se desprende claramente que la

amilopectina del almiddén y el fitoglucdgeno son sintetizados

en forma independiente por distintas actividades
ramificantes. Que se forme wun polisacarido o el otro
dependerad de 1la actividad ramificante 1involucrada en su

sintesis.

Es también a partir de estos resultados que proponemos
la existencia de una reiacion directa entre actividad de la
enzima ramificante vy la estructura correspondiente del
glucano «l,4-al1,6.

Estos resultados se ven corroborados por e! 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)., Segun el numero de
glucosas que haya entre puntos de ramificacidén la estructura

del polisacadrido serad mas o menos compacta.



RESULTADOS -11) PROCESO DE INICIACION

INICIACION DE LA BIOSINTESIS DEL GLUCOGENO EN CEREBRO DE
RATA

Como se describio en la I NTRODUCCION, en el ftem
relacionado con la iniciaciodn de la biosintesis del
glucdgeno , el modeio propuesto por Krisman (34) involucra
dos etapas: a) la sintesis "de novo" de glucanos al,4 unidos
a un aceptor proteico, cataiizada por, al menos una
glucdgeno sintetasa iniciadora y b) la utilizacidn de estos

glucanos como sustratos de la glucdogeno sintetasa y la
enzima ramificante, para dar moléculas de glucdgeno unidas a
la proteina.

Si este modelo es operativo en el cerebro, seria
posible medir dos actividades de transferencia de glucosas a
partir dei UDP-('*C)Glc, una a proteina y otra a un aceptor
exdgeno dei tipo del glucdégeno. La actividad de
transferencia de glucosas a la proteina (GSl) se mide como
incorporacién de radioactividad a una fraccidén insoluble en
TCA 10% frio (TCApp). Esto implica la sintesis de glucanos
unidos a3 una proteina (proteoglucanos). Por otro lado la
transferencia de glucosas a un aceptor exégeno del tipo del
glucdgeno, esto es actividad de glucdgeno sintetasa (GS), se
mide como incorporacion de marca radioactiva al precipitado
etandlico luego de una digestidn alcalina de la mezcla de

incubacidén (KOH-EtOHpp).
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Purificacién de Ilas actividades enzimaticas a partir de
cerebro de rata

Los animaies utilizados no fueron sometidos a ningan
tratamiento previo a la muerte y extraccion de los drganos.
Las enzimas fueron purificadas como se describe en

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

de las actividades enzimaticas cuando se pasan por una
columna de DEAE-celulosa. Se determinaron cuatro
actividades: a) fosforilasa, b) ramificante, c) GS
(glucogeno sintetasa) y d) GS1i (glucdgeno sintetasa
iniciadora). Las actividades de fosforilasa y ramificante
coeiuyeron en un pico entre 0,20 y 0,45 M de KCIl. Este pico
se superpuso, en parte, con el pico de elucién de la

glucdgeno sintetasa (0,25 - 0,45 M de KCli). Por otro lado la
actividad GS| eluyd como dos picos a la misma concentracidén
de KCI que la glucbégeno sintetasa.

Los tubos que tenian actividad enzimatica se agruparon
en dos fracciones, uno de ellos (P,) contenia la actividad
fosforilasa y ramificante y la otra (P;) tenia, ademas de
estas dos actividades, las correspondientes a la glucdgeno
sintetasa y la G5I1 (Fig. 5).

lLuego de cromatografiar P2 en una columna de W-
aminobutilagarosa (Fig. 6 ), las actividades de fosforilasa
y ramificante se obtuvieron en el liquido de lavado y las de

glucdgeno sintetasa y GS| se adsorbieron en ia resina.
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La actividad de glucodgeno sintetasa se eluyd como un

pico ancho entre 0,17 - 0,46 M de KCI y la actividad GSI lo
hizo en dos picos. Uno de ellos coeluyd con la actividad
sintetasa y el otro io hizo entre 0,54 - 0,6 M de KCI.

A partir de los datos obtenidos se construydé la Tabla
Vi, en la cual se resumen los pasos de purificacidon., Se
puede ver que las actividades especificas y el grado de
purificacién de la glucdgeno sintetasa y la GSI obtenidoos
no son muy altos (se purificaron 14 y 19 veces

respectivamente), probablemente debido a inactivaciodn.

Las actividades enzimaticas obtenidas luego de la
precipitaciéon c¢on sulfato de amonio fueron estables por
varios meses, mantenidas a -20°C, pero luego de la elucidn
de la columna de w-aminobutilagarosa el 80% de la actividad

GS| se perdfa en 24 hs a 4°C,

Por lo tanto, las propiedades de las actividades de
glucdgeno sintetasa y dé GSI se analizaron con la fraccidn
precipitada por sulfato de amonio (Tabla Vl(e,», paso 2). Las
actividades ramificantes y de fosforilasa se analizaron con

ei percolado de la columna de w-aminobutilagarosa.

Producto sintetizado por la enzima ramificante de cerebro

Las fracciones provenientes de la columna de w-

aminobutilagarosa que tenian actividad ramificante y de
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Actividad GS

Paso Voiumen Proteinas U, ! Act.esp. R P
(ml) (mg) unidades Ux103/mg % veces
1)S2s 200 1066.0 5.60 5.0 100.0 1.0
2)Ps, 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
As 20 10.4
Actividad GSI
Paso Volumen Protefinas U, ? Act.esp. R P
(ml) (mg) unidades Ux103/mg % veces
1)S:s 200 1066.0 1.59 1.5 100,0 1.0
2)Pso 38 617.0 1.28 2.1 81.0 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
As 20 10.4 0.30 98.0 19.0 18.7
Tabla VI- Purificacion de Ilas enzimas 1nvolucradas en 1/a

Inicraclién de

cerebro de rata.
GS: actividad

incorporacion
aceptor
iniciadora

incorporacion de
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Figura 11- Espectro de absorcion de/ polisacarido
sintetizado por ia enzima ramificante obtenida a partir de
cerebro de rata.

® -0 Polisacarido sintetizado en las condiciones descriptas
en el método B (i) para determinar la actividad ramificante
(Materiales y Métodos).

O -0 Polisacarido sintetizado a partir de UDP-Glc (25 mM),
enzima ramificante de cerebro parcialmente purificada
(lifquido de lavado de 1{a w-aminobutil agarosa, 50 ug) ¥y
glucogeno sintetasa ae cerebro (fraccidon As de la w-
aminobutil agarosa, 50 ug).
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fosforilasa se juntaron y concentraron por precipitacién con

sulfato de amonio hasta 50%. El precipitado se resuspendio
en un minimo volumen del buffer B y a partir de esta
fraccion se sintetizo "in vitro" un polisacarido segun lo
descripto en Materiales y Métodos. E| espectro obtenido en
presencia del reactivo de Krisman (19) se muestra en la
Fig.11. El! wvalor del parémetro A que se obtuvo es de 1,9 -
2,1 y la longitud de onda de maxima absorcidén fue de S00 nm.
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 polisacarido obtenido
fuera del tipo de la amiiopectina. Para descartar esta
posibilidad, se sintetizé un polisacdrido en presencia de
UDP-Glec, glucdgeno sintetasa de cerebro (fraccién A, Fig.
8) vy la fraccidon que contenia las actividades ramificante y
fosforilasa (liquido de lavado de la w-aminobutil agarosa
concentrado). Los resul tados obtenidos muestran que el
polisacarido sintetizado en estas condiciones tiene unNa.s.=
510nm y un A= 2.0 (Fig. 11) Estos datos dan la idea de un
polisacarido menos ramificado que el glucdgeno standard y
con ramas exterhas mas largas.

Es importante aclarar que no fue posible, por ninguno
de los pasos de purificacién wutilizados, separar las

actividades ramificante y fosforilasa.
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TRANSFERENCIA DE (' * C ) GLUCOSA A PARTIR DE UDP- (1 * C ) GLUCOSA
ACTIVIDADES DE GLUCOGENO SINTETASA (GS) Y GLUCOGENO SINTETASA
INICIADORA (GS 1)

Requerimientos

La maxima actividad enzimatica, en ambos casos, se
obtiene con la mezcla de incubacidén completa (Tabia VII). La
omisién de DTT, glc-6-P o EDTA disminuye notablemente las

actividades enzimaticas.

Naturaleza del producto TCApp formado

El producto formado por la transferencia de
(14Crglucosa del UDP-(!'*C)Glucosa a la proteina se analizd
por dos tipos de tratamientos: i) enzimaticos vy ii)
quimicos.

i) Tratamientos enzimaticos: i3 glucoproteina formada
en las condiciones descriptas en la Tabla VIIl fue incubada
con diferentes enzimas.

Es decir, el material radiactivo que fue sintetizado a
partir del UDP-('*C)Glucosa y precipitable por TCA 10% frio
(TCApp) se trato con las enzimas o y B-amilasa,
amiloglucosidasa y subtilisina. Todas las enzimas digirieron
el producto radiomarcado (Tabla VIII), lo que sugiere la
presencia de un glucano «l,4 unido covalentemente a wuna
proteina.

Por otro lado, el glucano al,4 unido a ia proteina se elufa

en el Vo cuando se pasaba por wuna columna de Biogel
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Mezcla de incubacidn (1¢Clglucosa incorporada al material

TCApPP TCA., o) ~EtOHpPP
Completa 100.0 100.0
- Gle-6-P 44,1 75.7
- EDTA 39.0 56.9
- DTT 16.0 11.0
- (EDTA y DTT) 3.8 48.0
Tabla _VII- Requerimientos para la transferencila de

('*C)Glucosa a partir del UDP-('*Clglucosa a la proteina
(actividad GSI!) y al glucbégeno (actividad GS).

-: sin el agregado de la respectiva sustancia.

Las condiciones utilizadas son las descriptas en Materiales

y Métodos para la determinacidn de las actividades GS y GSI.
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Tratamientos enzimaticos (1+C)Glucosa reprecipitada por
TCA luego de la digestidn

%
100
x-amilasa 32
B-amilasa 63
amiloglucosidasa 38
subtilisina 50
Tabla _ VIII- Digestion enzimatica de la glucoprotefna

sintetizada en Jas condiciones de determinacién de la
actividad GS/.

La mezcla standard de reaccidén (segun 1o descripto en
Materiales y Métodos para la determinacion de la actividad
GSI1) se incubd a 37QC durante 60 min. Se detuvo la reaccidén
agregando TCA 10% frfo. El material precipitado con el TCA
se lavd con butanol y se secdé. La proteina precipitada vy
seca se incubd con las distintas enzimas, en los medios Yy
por el tiempo descriptos en Materiales y Métodos. Luego de
reprecipitar la proteina con TCA 10% frio se midid la
radioactividad en el precipitado y en el sobrenadante,
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N2 de fraccion

Figura 12- dromatograria en Biogel P, del producto formada
par la actividad &S/,

Los proteogiucanos tuercn s3intetizados en las condiciones
descriptas en Materiaies y Métodos para 13 determinacion de
ta actividad G531, durante 1 hora.

(e-®) Froteoglucano sintetizado.

(o-0) Proteoglucano rratado con pronasa E segun lo descripto
en Materiales y Métodos.

La ferritina v 2i CoCi; indican los volumenes de exclusién y
de inclusion de ia 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 hidrdélisis &cida suave y otra alcalina.
La glucoproteina marcada fue sensible a la hidrdlisis &cida
suave (0,1N HC!, 10 min, 100°C). En la Fig. 13 se ven los
productos liberados al sobrenadante por l|a hidrdélisis acida

luego de reprecipitar con TCA.

Por otro  lado el producto TCAppP marcado con
(14C)glucosas sometidn a una hidrolisis alcalina en
distintas condiciones (Tabla 1X) no libero la marca

radiocoactiva de la proteina.

Especificidad del dador de glucosas

El agregado de cualquier otro nucledtido azucar
distinto del UDFP-gic no produce dilucidon de la marca (Tabla
X), mas aun, el GDP-Glc produce una estimulacién del 14 y
23% en la incorporacion de (!*C)glucosa a la proteina y al
aceptor exogeno. Cuando el nucledétido azucar agregado es
UDP-glc frio, entonces si hay dilucidn de la marca
radioactiva. Esto significa que sélo se transfiere glucosa a

partir del UDP-Glc.
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M. MM M M M
G 5 4 3 2 1
Figura 13- Cromatograria de los productos [iberados par

hidrolisis acida suave del proteaglucano sintetizado en la
reaccion GS/.

Los productos ssoiubilizados por el tratamiento con HCIl 0. 1N
a 100QC durante 10 min. se cromatografiaron en papel con
putanol/piridinarsagua (4:3:4) segun lo descripto en
Materiales y Métodos.

M, -M, : glucosa, -glucosa, .
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Tratamiento ('*C)Glucosa reprecipitada por

TCA luego de la hidrélisis (%)

100
NaOH O.1N, 1 min., temp.amb. 100
NaOH O.1N, 1 min., 1002C 100
NaOH O.5N, 12 hs., 49C 100

Tabla [1X- Hidrolisis alcalina del proteoglucano rformado en
las condiciones de determinacién 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 determiné la incorporacioén
de marca en el TCApp: a los otros tres se ios sometiéd a la
hidrdlisis alcalina en ias condiciones que se detallan en
cada caso. Luego de la hidrdlisis se neutralizd con HCl, se
reprecipito con TCA y se determind la marca remanente en el
precipitado.
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Agregado (1!4C)Glucosa incorporada al material

TCApp TCA, o1 -EtOHpPP
100 100
Glc-1-P 94 110
ADP-glc 102 110
GDP-glc 114 123

Tabla X- Especificidad del dador de glucosas,

Las condiciones de incubacidén para las reacciones de
transferencia de glucosa a ia proteina y al glucdégeno fueron
las que se describen en Materiales y Métodos. E]l tiempo de
incubacién fue de 60 min. para la actividad GSI y 30 min.
para ia GS, El! competidor no marcado fue agregado a una
concentacioéon de 10 mM. La especificidad se determind como la
variaciéon en ei porcentaje de incorporacién debido al
agregado del compuesto no marcado.



Efecto del pH

La actividad enzimatica de transferencia de las
(**Clglucosas a partir del UDP-('*C)Glc tanto a la proteina
como al glucodogeno fue estudiada en funcion del pH.

Como se ve en la Fig. 14 en ambos casos se obtuvieron
dos picos de actividad. La glucdgeno sintetasa y la GSI
comparten un pico de actividad a pH 7,9 y tienen el otro a
pH 7,2 y 9,0 respectivamente. Estos dos pHs o6ptimos (7,2 y
9,0) coinciden con los datos ya publicados para las enzimas
de higado (32).

OLIGOSACARIDOS UNIDOS A L; PROTEINA SINTETIZADOS POR LA
ACTIVIDAD GS'1

Para dilucidar la razon por la cual existia m&s de un
pH o6ptimos de transferencia de glucosas a la protefna y al
glucdégeno, se sintetizaron proteoglucanos a los tres pHs y
se analizaron en detalle.

Los proteoglucanos sintetizados a pH: 7,2 7,9 y 9,0 se
sometieron a wuna hidroélisis &cida suave y los productos
liberados se analizaron en una columna para resolucidn de
carbohidratos en HPLC (Fig. 15). Los oligosacaridos
obtenidos por hidrolisis de los tres proteoglucanos fueron
distintos. A pH 7.2 sélo se obtuvo (!*C)glucosa y en algunos
casos ('*C)h)maltosa. A pH 7.9 se obtuvo wuna serie de

oligisacadridos de hasta 6 ¢ 7 glucosas (Ms-M;) y a pH 9.0

92



idad

vi

-

ct

axima a

% de m

100 -

80

60

40

20

O 1 1
65 69 73 77 81 85 89 93
pH

Filgurs l4- Jurva de prH & fas actividages oy v G5/,

i,as —~onaio Je inonnaction rueron laT 0escriptas en
Mar ria.ec Mernooos Lara e forerminacion de las
1crivigaces — (R RN respectivamente con
2xCcENCION ade DUITBITE IasQe0s. Lo reswuitados se expresan

=g

A.

ativos
rHepes:




Gle

200

C.p-m

100

\o

1 1 1

10 20 0

Numero de Fraccion

Figura 15- Cromatograria liquida de alta presion (HPLC).

Los productos 1iberados por hidrolisis acida suave (HC)
O. 1IN, 100QC., 'O o min. v, a partir de ios proteoglucanos
sintetizados a w©H: 7.x(8),7.9@)y 9.00@en las condiciones
descriptas en Materiazies y Mérodos para ia determinacidn de
la aecrnividad GSi pero sin ei agregado de Gle-6-P, fueron

cromatografiados en una columna para resolucion de
carbohidratos v 30 cm X 3.9 1D, eluyendo con

HO/acetonitriic (21:79) con un fluio de | mi/min,
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los picos obtenidos son menos definidos y llegan hasta 4
glucosas (M, ).

Los resultados obtenidos por HPLC se vieron confirmados
cuando a los productos liberados por Ja hidrdlisis &cida
suave de los tres proteoglucanos sintetizados (a pH 7,2 ;
7,9 y 9,0) se los sometid a una cromatografia en papel(95) y
luego se detectd |a marca radioactiva por Scanning (Fig.
16). Los Picos marcados que se obtuvieron para los
proteoglucanos sintetizados fueron los siguientes:M, y M
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 hidrdélisis &cida suave de 10os tres proteoglucanos se
obtuvo un pico marcado en el lugar de ia siembra.

PAGE (CON SDS/UREA DE L0OS PROTEOGLUCANOS SINTETIZADOS A PH 7, 2;
7.9 Y9.0

Para corroborar jias 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 condicidénes desnaturalizantes con SDS 1% y sin
urea los proteoglucanos no entraron al gel concentrador vy,
por Jo tanto, no corrieron, Por esta razén los geles

utilizados fueron con SDS/urea.
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Mg M, M; M, My

79
Mo Mg M, M, M, M,

9.0
Mg M, My M, M,

Figura 16- (Cromatograria en papel de productos iiberados por
hlidrolisis acliaa suave (HC] C.IN, 1¢Qo@C., 1¢ min./), a partir
de Jos prorteog/ucanos sintetlizados a pH: 7.2, 7.9 y 9.0 en
las condiciones aescriptas en ia Fig. 15.

Los rroductos iiberados se cromateograriaron en papel con
butanoi/piridinaragua (4:3:4).

96



En la Fig. 17 se muestra el perfil de corrida de los
tres proteoglucanos luego de autorradiografiarios. La banda
radiomarcada de 64,6 kDa es visible para los proteoglucanos
sintetizados a ios tres pHs. A pH 7,2 1la radioactividad
también se incorpord a una variedad de bandas con pesos
moleculares entre 64,6 y 110 kDa. A pH 7,9 , ademds 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 mas
notorias son las que corresponden a pesos moleculares entre
42,7 y 64,6 kDa

Las diferencias en Ilos perfiles de corrida de |los
proteoglucanos, ijunto con los datos presentados en las Figs.
15 y 16 se puedsen atribuir al distinto grado de
polimerizacidn del (**Clglucano al,4 unido a la proteina que

existe en cada caso.

Curvas de tieampo

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 incorporacidn de glucosas a la fraccion TCApp a pH
7,2 3 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 veiocidades, una lenta, hasta los 15 min., ¥y un

posterior aumento muy brusco de la incorporacioéon de marca. A
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Figura 17- Electroforesis en presencia de SDE
proteoglucanos sintetizados a PH ¢ 7
Autorradiograria.

Los proteoglucanos fueron sintetizados en las condiciones
standard a excepcion de los PpH's utilizados y sin el
agregado de Glc-6-P, Las incubaciones a pH: 7.2 (carril 1),
7.9 (carril 2) y 8.0 (carril 3) se realizaron a 37QC durante
1 hora.

Los pesos moleculares de las bandas radioactivas se
calcularon como se describid en Materiales y Métodos,
tomando el punto medio de cada banda.

Standards de peso molecular (carril 4) miosina CRMis
205000), AB-galactosidasa (PM: 116000), fosforilasa b (PM:
97000), albumina sérica bovina (PM: 66000) y ovoalbumina
(PM: 45000).
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los pHs 7,2 ¥ 7,9 las curvas analizadas en presencia o
ausencia de Glc-6-P presentan la misma forma sélo que,
cuando esta presente ia Glc-6-P, @l disparo de la reacciodn
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-6-P, pero sin éste agregado se llega
a una meseta en l|la incorporacién al TCApp. En todos |los
casos se analizd el producto radioactivo que pasaba al
TCAsol-EtOHpp. En presencia de Glc-6-P, la curva de
aparicion de producto en esta fase siguid la misma forma que
la de aparicidn de producto en el TCApp. En ausencia de Gle-
6-P el pasaje de marca al TCAsol-EtOHpp se hacia mucho mas

lento.

Efecto del agregado de Mm?

Cuando las curvas de tiempo analizadas en Jla seccidn
anterior se hacian en presencia de MnCl., tanto con o sin
Glc-6-P, el perfil obteﬁido a los tres pHs utilizados era el
mismo y diferf{a significativamente de aquellos casos en los
que no estaba presente el Mn*?2.

Como se ve en la Fig. 18 (panel d) en presencia de
MnCl: no se observa la etapa lenta y la incorporacidén llega
a una meseta a los 15 min.

En presencia de Glc-6-P y MnCl. la cantidad de

(*4*C)glucosa incorporada al TCApp cuando se lliega a la
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meseta s sustancialmente menor que en ausencia del azucar

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 TCApp en
presencia de MnCl, y Tris/HClI pH 7,5. En este caso se
obtiene una cu;va igual a la del caso anterior (Fig.19)., Si
a los 15 min., durante la fase lineal de incorporacidn, se
le agrega Glc-6-P, inmediatamente se frena la incorporacidn
de marca a la fraccidon TCApp. En estas condiciones, la

cantidad de marca que pasa a l|la fraccidon TCAsol-EtOHpp es

muy baja y no se estimula por el agregado de Glc-6-P,



e 50001 —e —0
o 4000
3000F a
D
2000
10001
1 1 1 L
15 30 60
Tiempo ( min )
Figura 19- Curva de tiempo de incorpaoracion de (!4 Clglucosa

a la proterina en ia reaccion GS! en presencia de Tris/HC! y
NnC'I; . !

Las incubaciones se realizaron en presencia de Tris/7HCIl 40
mM, pH: 7.5, MnCi, % mM, DTT 10 mM, en presencia (©=QO) O
ausencia (@€ ) de Glc-6-P 10mM.

La flecha indica ei agregado, a ése tiesmpo de 0.1 umol de
Glc-6-P.
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DISCUSION-11) PROCESO DE INICIACION

La acumulacion de glucdgeno en el cerebro esta asociada
a ciertos tipos de patologias. En estos casos la cantidad de

polisacadrido acumulada es mayor que en el estado fisioldgico

(77).

Utilizando ratas normales no fue posibile aislar
glucdgeno a partir de sus cerebros, debido a la baja
concentracion presente del mismo (77), Sin embargo una
primera aproximacion sobre la estructura del glucdgeno
cerebral se pudo hacer analizando el polisacarido
sintetizado "in vitro” con la enzima ramificante
parcialmente purificada (proveniente del percolado de la
columna de w-aminobutil agarosa). El producto obtenido

presenta una iongitud de onda de maxima absorcidén 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 polisacarido menos ramificado y con ramas
externas mas largas que el glucdgeno standard ( max: 460 nm,
A: 1.4), Ambos valores ubican al glucdgeno de cerebro, en
cuanto a estructura, entre el glucdgeno standard y la
ami lopectina. Otros autores demostraron que, en casos
patoldégicos como Ia glucogenosis tipo IV y la epilepsia de
Lafora, el glucdgeno acumulado presenta un bajo porcentaje

de ramificacién y wun espectro en presencia de l2 que

recordaba al de la amilopectina (79,80).
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A diferencia de 1lo que ocurre con otros tejidos de

mamiferos como el corazon (38) e higado (32) de rata, las
preparaciones de cerebro no poseen glucodgeno enddgeno, o si
lo tienen es en una cantidad tan pequefila que no es necesario
ningun tratamiento previo o posterior a la extraccion de los
cerebros.

El homogenato de 1los cerebros sometido a los pasos de
purificacién detallados en la Tabla VI permitid detectar
todas las actividades enzimaticas involucradas en la
biosintesis del glucdgeno.

Las enzimas ramificante y fosforilasa copurificaron en
todos los pasos y cromatografiaron en forma distinta a la
glucdgeno sintetasa (GS) y glucdgeno sintetasa iniciadora
(GSI1) en las dos columnas utilizadas.

E!l hecho de que la actividad de glucogeno sintetasa vy
glucdgeno sintetasa iniciadora cromatografiaran juntas en la
columna de DEAE-celulosa (Fig. 5) podria deberse a que las
actividades enzimaticas y ol aceptor enddégeno fueran la
misma proteina., o que debido a sSus cargas no fueran
separables en las condiciones wutilizadas. Sin embargo, la
utilizacidén de w-aminobutilagarosa permitidé separar las

actividades de glucdgeno sintetasa y glucdgeno sintetasa

iniciadora (Fig. 6), demostrando que existen diferencias
entre ambas. En este <caso el wesquema de purificacidn
permitid obtener las actividades separadas, parcialmente
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puras y con un alto grado de insstabilidad (Tabla VI).
Passoneau y col. purificaron 200 veces la glucdgeno
sintetasa de cerebro de cerdo pero con un rendimiento muy
bajo (106).

La fraccidén Ay, con actividad GS! eluida de la columna
de w-aminobutilagarosa (Fig. 6) resultd ser muy Il&bil vy
perdid su actividad a las 24 horas mantenida a 42C. Esto
pudo deberse a una pérdida de la actividad enzimadtica o por
degradacidn proteclitica del aceptor enddgeno.

Los resultados expuestos en la Tabla VIII confirmaron
que el producto sintetizado por la actividad GSI a partir
del UDP-gic es wun glucano al,4 unido a una proteina. La
sensibilidad que presentd el producto precipitable por TCA a
la acciodn de proteasas como pronasa E vy subtilisina
demostraron que esta insolubilidad se debia a que el glucano
al,4 estaba unido a una proteina. Por otro lado, luego de la
digestidén con proteasas |ibre de amilasas, el producto no
era reprecipitable por TCA lo que descartd la posibilidad de
que la insolubilidad en TCA se debiera a la presencia de
glucanos al, 4 no unidos a proteina y que fueran
retrogradables en el medio acido. El porcentaje de
degradacidén con proteasas fue menor que el obtenido para
preparaciones de corazdn (38) e higado (32) de rata.

Analizando las actividads GS y GSI se comprobd que ambas

son especificas para el UDP-gle como dador de glucosa vy

105



reaquieren DTT y EDTA (Tablas VIl y X)) tal como ocurre en el
higado (32) y ei corazdn (38).

Respecto a ia hidrélisis &cida suave, el producto
precipitable por TCA liberd un 60% de la marca radioactiva.
En las condiciones utiiizadas las uniones glucosidicas «l1,4
no se hidrolizan por 10 gue se concluyd que la liberacidon de
la marca radioactiva se debia a l|a ruptura de la unidn
aminoacil-azucar. La sensibilidad de la unidén del glucano a
la proteina se demostrd en higado (33) y corazdén (38) de
rata, E. c¢coli (107), y Neurospora crassa (37). Analizando
los t,,2 de la iabilidad al &cido, se demostrd que existen
diferencias entre las uniones aminoacil-azucar del corazén y
las otras fuentes utiliizadas.

Por otro lade, a diferencia de lo que ocurre en tejidos
vegetales(108) ia unidn glucosil-aminoacido no fue sensible
a la hidrolisis por NaOH en las condiciones de B8-eliminacidn
utilizadas (Tahis !X). Con |os datos obtenidos no se puede
conciufr cual es el aminodcido 1involucrado en la wuniodn
glucosil-aminoacidon. Wheian y c¢col.(109) y Curtino y col,.
(110) sugirieron, pPor experimentos contrapuestos, que en
musculo de conejo, ia unidn seria a través del grupo
hidroxilo fenolico de la tirosina. Trabajos mas recientes
del grupo de Cohen y coi. demuestran que en la glucogenina

de higado de coteio ia unidn aminoacil-glucosa seria también

por medio de ia tirosina (111),
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Los pHs optimos para 1|a transferencia de glucosa del

UDP-Glc ai giucogeno y a la proteina son claramente
distintos (7.2 y 9.0)., Estos datos son coincidentes con los
publicados para |la trénsglucosilacién en higado de rata
(32).

La presencia de mads de un pH dptimo para cada actividad
(GS y GSI1) hizo sospechar la presencia de una actividad
adicional invoiucrada en 1la formacién del proteoglucano
(Fig.14).

Los glucanos «l,4 unidos a la proteina, sintetizados a
pH: 7.2, 7.9 yv 9.0 fueron analizados por diferentes métodos.
La hidrélisis acida suave liberd oligosacaridos distintos en
cuanto al numero 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 PpH:7.2 Iliberd
solamente glucosa luegno de la hidrélisis acida. En todos los
casos anailizados por cromatografia en papel, se obtuvo un
pico radiomarcado en el lugar de la siembra, lo que podria
estar indicando ia presencia de oligosacadridos preexistentes
unidos a la proreina. Este resultado estaria de acuerdo con

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

poliacrilamida de ios proteoglucanos sintetizados por el
sistema de iniciacidon del cerebro indicé que, segun el pH
utilizado en ia sintesis, las bandas de proteinas
('4*Clglucosiladas que se obtienen son distintas (Fig.17).
Como ocurre c¢on la preparacidén de corazén, se obtienen
bandas de pesos moleculares variados que se atribuyen al
diferente grado de poliimerizacidén del glucano sintetizado.La
banda de 64.6 kDa, comun a 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 giucogeno 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 glucodgeno 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 polimerizacidén de glucosas menor que a
PH:7.2 y 7.9. Estas bandas serian las que aun no han sido
elongadas por la glucdgeno sintetasa. A este pH estariamos
midiendo sélo las actividades GSI.

Por 1los resultados obtenidos en Ila Fig.15, donde a
pH:9.0 sdilo se ven picos correspondientes a glucosa,
maltosa,maltotriosa maltotetraosa (M -M.), es légico

pensar que las actividades GSI involucrarif{an, al menos, una

actividad de transglucosilacidén de Ila primer glucosa sobre
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el "primer” proteico (GSl,) y otra (u otras) que incorporaria
las glucosas (3 & 4) subsiguientes (GSl,). Estas dos
actividades tendrian especificidades distintas ya que |la
actividad GSl,seria |a responsable de la formacidén de una
unién aminoacii-glucosa, mientras que la actividad GSI;
generaria uniones glucosidicas «l, 4. Estas actividades
estarian de acuerdo con el modelo sugerido y no demostrado
por Cohen para el proceso de glucosilacidon de la
glucogenina (112)

Segun Ios resultados de las Figs. 15, 16 y 17 al pH: 7.2
las actividades GSI1, y GS (glucdgeno sintetasa) serian las
activas, mientras que a pH: 7.9 todas las enzimas actuar{ian
en forma concertada. En la Tabla XI se muestra una
correlacién entre las actividades transglucosilantes y los
pPHs 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-6-P. Durante la etapa lenta se formaria
el aceptor glucosilado <capaz de ser sustrato para la
glucdgeno sintetasa. A los pHs: 7.2 y 7.9, donde es muy
activa la GS, luegn de 1la etapa lenta la reaccidén de

transferencia ocurre en forma radpida por elongacidén de los
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pH Actividad enzimatica

7.2 GSI, + GS

7.9 GSI,+ GSl.+ GS

9.0 GS1l,+ GSI.

Tabla XI- Correlacion entre las actividades

transglucosilantes v los pH’s Gptimos aobtenidos.



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 ias Figs. 15, 16 y 17. La meseta
representaria }a formacién 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-6-P, En
presencia de glc-6-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 incorporacién de glucosa
alcanza un meseta a los 30 min y éste no se debe al pasaje
de marca a la fraccion soluble en TCA y precipitable por
etanol. El Mn? - estaria estimulando la formacidén del
"primer" sobre el cual se sintetiza luego una molécula de
glucdgeno.

Por otro lado, el agregado de Glc-6-P a estas
incubaciones (en presencia de Mn2?°) produce una disminucioén
en la incorporacion de (!'*Clglucosa a la proteina. Una vez
iniciada la reaccidén de transglucosilacidén ésta se puede
detener en forma inmediata por el agregado de glc-6-P (Fig.

19). Esta activacién de la transferencia de las primeras

glucosas a la preoteina por efecto del Mn?* esta de acuerdo



con lo observado por Lomako en musculo de conejo (113) y por
el grupo de Cardini en tejidos vegetales (105).

El hecho de que 1|a transferencia de glucosas a la
proteina, en presencia de Mn2?*, alcance una meseta hace
pensar que una vez formado el "primer" (actividad GSI,) éste
no puede crecer hasta hacerse sustrato de Ila glucdgeno
sintetasa. Asi, la actividad GS1i: que sintetiza el
proteoglucano sustrato de la GS es inhibida por el Mn2* y
mucho mas por ei Mn?° en presencia de glc-6-P.

Recientemente Pitcher y col. sugirieron también la
existencia de dos actividades GSI, wuna que wuniria una
glucosa a la tirosina de la glucogenina y otra encargado de
unir los 4 6 5 restos glucosilos subsiguientes, Estos
autores basan su sugerencia en analisis indirectos y no por
estudios sobre ios distintos productos formados por las dos
actividades en cuestion. A diferencia de nuestros
resul tados, estos autores (112) obtienen estimulacidén por
Mn?2* en el paso que involucra al actividad GSI,.

Tanto el grupo de Whelan (113) como el de Cohen (112)
proponen una actividad autoglucosilante de la glucogenina
que seria la gque nosotros denominamos GSl..

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis
confirman la presuncidn original de Krisman y Barengo

respecto de la existencia de mas de una actividad de

glucdgeno sintetasa iniciadora (34),.

112



En la Fig. 20 se esquematiza la sintesis del "primer"
con Jas enzimas involucradas en la misma y se correlaciona

cada paso con los resultados obtenidos en este trabajo.



UDPG, GSl, GSI,
—_— ———
UDPG’
Precursor

proteina ‘/////////
UDPG*

GS + Enzima ramificante

GS 1,
Proteina aceptora 3 Gleca.-aceptor proteico
UDP-Glc
n= 1, 2
GSI,
Glca, ~aceptor proteico —y» Glc.-aceptor proteico
"Glucogenina"
UbDP-Glc

GS + Ramificante
"Glucogenina" >

UDP-Glc

Glucédégeno-Glucogenina

Figura 20- Modeic reopuestc en esta Tesis para la iniciacidn
de l!a bilosintes!s dei/ giucégeno en cerebro de rata.



CONCLUSIONES

PROCESO DE RANIFICACION

Se desarrolléd un método especifico, sensible y
cuantitativo para medir |la actividad ramificante. Este se
basa en la determinacion especifica de las glucosas
introducidas, por 1Ia enzima ramificante, en los puntos de

ramificaciodn.

Se demostrd que la estructura final ramificada de un
polisacarido depende de la especificidad propia de la enzima

ramificante involucrada en su sintesis.

PROCESO DE INICIACION
-S5e demostrd que el modelo propuesto por Krisman (34) para
la iniciacion de la biosintesis del glucdégeno es operativo,

también, en el cerebro.

-Se confirmdé y demostrd Ila existencia de mas de una
actividad de glucdgeno sintetasa iniciadora, corroborando no
s6lo 1o sugerido por Krisman en afio 1975 sino también
proponiendo y demostrando la participacién de una actividad

adicional para ei proceso de iniciaciédn.

(0.0 (0 s
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Buenos Aires, 28 de mayo de 1990

Sres. Miembros de la

Subcomisidn de Doctorado

De mi mayor consideracioén:

’ Por -la presente -"~elevo ante
ustedes la Tesis Doctoral de la Licenciada Diana S. Tolmasky
realizada en mi laboratorio en el tema "Biosintesis ds
polisacaridos. Iniciacidn en la biosintesis del glucdgeno.
Enzimas involucradas™, en cerebro de rata.

Los :resultgdos obtenidos se
detallan a continuacién: |
1-Se desarrol lé un método especifico, sensible y
cuantitativo para determinar la. actividad ramificante. La
metodologia propuesta consiste en “1a determinacidn
especifica de las glucosas invo}ucrédas en Jos puntos de
ramificaciodn.
2-Se demostrd que la estructura final de un polisacarido

depende de la especificidad de la enzima ramificante

involucrada en su sintesis.
3-Se demostré que en el cerebro, tejido que no acumula

glucdgeno en condiciones normales, también es operativo el



modelo propuesto por Krisman para la iniciacidén de la

biosintesis del glucogeno.
4-Se estudiaron, en particular las actividades involucradas
en la formacion del glucano wunido covalenfemente a la
proteina. Se demcstrd gque en el proceso de 1iniciaciodn
propiamente dicho participan por lo menos dos actividades
enzimaticas (GSI, y GSIz) en |la formacién del "primer™
apropiado para ia glucogeno sintetasa.
Los resultados de los items 1 y 2 ya haﬁ sido publicados en
revistas internacionales, y los co?respondientes a los {tems
3 y 4 han sido enviados recientemente.

Sin otro particular saludo a

uds. muy atentamente,

e

Oloee et

Dra. Clara R. Krisman
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