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RESUMEN I 

t I 
En e l presente t raba  j o  se ee tud ig  l a  s ~ n t e s  i s de un I l p  i - 

e I 
do-trisac;rido y su papel en l a  b i b s ~ n t e s i s  de l a  po rc ion  azu- 

I 
ca r  de l as  g l i coprote I nas. Se pueden cons i derar  t r e s  aepectos 

I 

en e s t a  i nves't i gac i'on : 

~ i o s l n t e s i s  de l Do l icol-P-P-N-aceti lgluco4em ina. Microeomas de 

ov iduc t0  den ga l l i na incubados con do l i co I-P, big++ , detergehte 

y UDP ' 4 ~  GlcNac c a t a l  izan l a  t r s n s f e r e n c i a  de l a  GlcNac a un 
# e 

compuesto s o l u b l e  en l a  f r a c c i o n  l i p ~ d i c a .  

Por h id; l i s i s ;c i da suave de l I fpi&-az;car, seguida de croma- 
I t o g r a f  I a en pape I, se o b t  i ene un icamente G I  C N ~ C .  

La formacign de l  l:pido- da N-aceti lglucoeamina se increments 

por l a  a d i c i g n  de cant  i dadas c rec ien tse  de do l i co  I -P i  
# I 

Se estudiaron tanb ien  l a s  condicionee o p t  iaee de incubac ign .~e 

compararon es tos  resu l tados  con 10s obtenidos a p a r t i r  de micro I 

somas de h:gado de ra te .  

B i o s f n t e s i s  de l  Do I i co  I-P-P-di-N-acet i Iqu i tob iosa .  lncubarido 

do l i co l -P-P-N-acet i l g l ucosam i na r e d  i o a c t  i vo y UDQG l cNac, no mar 
CI 

cado, con m icrosomas de ov i ducto de ga l l i na, en presencia de 
I 

blgCC y detergente. se ob t iene l a  formacign de un nuevo 1  pid do_ 

Este nuevo compuesto es I ;bi l a l t ra tam ien to  ;c ido suave y e l 

r e s t o  h i  d r o f  f I i co f ue i dent if i cado por  cromatograf f a  en pape l 

y por  d i g s s t i g n  con 6 -N-aceti lglucosaminidasa como l a  di-N- 

-acet i l qu  i t o b i o s a  (2-acetoam ido -2 d e o i  i -0- (3 -D-gl ucopirano - 
s i I-( I-4)-2 acetoam i do-2 deox i -D-gl ucosa). 

Se estudi; tambign l a  s f n t e s i a  de e s t e  disacGr ido en d i s t i n t o s  

t e j i d o s  y l as  condic iones gptimae para obtener un mejor rend i -  



dim iento.  
I I 

Se presentan ev idencias de que este I~p ido -d i saca r ido ,  a l  igua l  

que e l de G l cNac son der i vados del  do l i co  l -p i r o f o s f a t o .  
I f 

La b i o s i n t e s  i s de estos dos I :pido-azucares h a b ~ a  s ido descr ip-  

t a  anter  iormente en es te  4.nst i tu to ,  ( l lo), con preparac iones de 
I 

m i crosomas de h I gad0 . 
Bios:ntesis de l  I :pido-tr isacgr  ido. Manosa puede ser t r a n s f e r  i- 

da desde guanosina d i f o s f a t o  manosa a l  dolicol-P-P-didN-acetiI- 

qu i tob iosa  cuando estos sus t ra tos  se i ncuban con m i crosomas de 

ov iducto de ga 1 l i na en presencia de ngU y detergents.  For h i - 
# 

dr6 l i s  i s -ac ida suave de l compueeto formado se o b t  iane un o l igo - 
I 

sac& i do qua por cromatograf I a an papa l con d i  s t  i n tos  so l ventes 

y por acc i6n de d i fe ren tes  g l i coe idseas parece ser  s l s i gu ien te  
I L.$ - 

t r -  i sacar i do : - J. 

1 
() r a n o s  i I-p -N-acet i I g I  ucosam i n  i I - (  1-4)-N-acet i IgIucosam ina 

Se estudiaron l a s  condic iones exper inenta les  para l a  formacign 
I 

de este I Tp i do- t r  i sacar i do. 
# 

E l 1 Tp i do- t r  i sacar i do puede ser s i n t e t  i redo con m i crosomas p re  - 
parades a p a r t i r  de o t r o s  t e  j idos.  

I 
En c i e r t a s  condic iones exper imentalee se puede t r a n s f e r  ir mas 

# f I 
mo l;culae de manosa formandose un I  pi do-o logosacar i do de mayor 

N 

tamano. 

Par te de es tos  resu l tados  se han presentado en l a  I X  y X 

~ e u n  ign Naciona l de l a  Sociedad Argent ina de Inves t  igaciones 

Bioqu:micas (151) (152) y han s ido publ icadas en e l  Biochemical 

and B iophys i ca l Research Commun i c a t  ions, ( 153). 
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GL ICOPROTE INAS 
# W 

Los u l t imos  anos se hen caracter izado por un gran i n c r s  

mento en e l estud io  de 10s mecan i smos de l reconocim ien to  ce l u- 
# 

l a r  y de l a  comunicacion e n t r e  las  ce lu las .  Estos es tud ios  cofi 
# t 

dujeron a un mayor conocimiento de l a  cornposicion q u ~ m i c a  y de 
# # 

l a  disposition de las  moleculap que forman las  membranas de 
# 

l as  c e l u l a s  y a l  mismo tiempo pusieron de re levanc ia  e l  papel 
# 

de 10s azucares en estos procesos. 

La c g l u l a  es l a  unidad bGsica de l a  vida. Casi nunca se 
# 

encuentra a i s lada  s ino re lac ionadq con o t r a s  ce lu las .  Se l a s  

puede encontrar asociadas formando t e j i d o s  , migrando de un tp 
# 

j ido a o t ro ,  f8atacando" o t r a q  ce l u  las, o defendigndose cont ra  

un "ataque". Todos eetos hechos son manifestaciones de un corn- 
# # 

portamiento s o c i a l  de las  celulas,  an e l  cual  10s azucares es- 

t a r  fan muy compromet idos ( I ). 
# 

Los azucares pueden encontrarse unidos e n t r e  s i  en fo r -  
t # 

ma de po l~meros ,  o asociados a pept idos como en 10s p e ~ t i d o g l i  
I t 

canos, o a l ~ p i d o s  como en 10s g l i c o l ~ p i d o s  o unidos cova len t2  
t I 

mente a p r o t e  I nas formando las  g l i copro te  Inas. Todas es tas  mo- 

I ;cu l as  son componentes importantes de l es  membranas. Son de 
# 

gran i n t e r e s  por l a  p o s i b i l i d a d  de ser responsables de l a  ex - 
# 

pres i6n de l a  i n d i v i d u a l i d a d  b io lGgica de l as  ce lu las .  
# 

Dentro de es te  grupo de moleculas han merecido especia l  
# I 

i n te res  l as  g l i c o p r o t e ~ n a s .  Estas pueden d e f i n i r s e  como pro - 
t e fnas  en las cua l e s  10s carbohidratos estan un idos cova lente-  

# t 
mente a l a  porc ion  p e p t ~ d i c a .  Se encuentran en toda l a  ebcala 

# t 
zoo Iogica, l o  que es un ~ n d i c e  , e i n  lugar a dudae, de su gran 

importancia b i o  l gg i ca  (2). 
. I  

La. g l  icoprota:nas se encuentran en di  a t  i n taa  Formem 11 

sicas, pudiendo en tar  como compuestoe so lub lee  o altamente ig 



# # 

solubles.Su localization puede se r  den t ro  o f u e r a  de l a s  ce lu -  
# N 

las. Los azucares pueden e s t a r  presentes en muy pequenas c a n t i  
f 

dades o tambign c o n s t i t u i r  l a  mayor p a r t e  de l a  molecula.. Se 

pueden p resen ta r  como un i dades. s imples o muy comp l e jas .  

En l a  t a b l a  I se observa algunas de l a s  d i s t i n t a s  g l i c g  
# 

prote:nas y se i n d i c a  l as  numerosas func iones  b i o  l o g i c a s  que 
N I 

pueden desempenar es tos  b iopo l lmeroe. Pueden t e n e r  a c t  i v idad* 
I 

de enzimas, de hormonas, tomar p a r t e  en l a s  reacc iones  a n t ~ g e -  

no-ant icuerpo, ackuar en e l t r a n s p o r t s  de mete les, se rv  i r como 

l ubr i cantes, t e n e r  f unc iones e s t r u c t u r a  les, se r  sustanc i as de 
# 

defensa ( como l a  segregadas po r  l a s  g l andu las  de a lgunos i n  - 
# 

sectos);  son impor tantes componentes de l a  membrana p lasmat  i c a  

donde cump len  func iones  en e l  proceso de l reconocim i en to  ce l u- 

l a r .  
# # 

La s i g n i f i c a c i g n  b i o l o g i c a  de l a  f r a c c i o n  ca rboh id ra to  

no ha s i d o  t a d a v i a  b i e n  d i  luc idada.  So lo  se ha estud iado e l 
# 4 # 

r o l  que juegan algunos ezucares, como 'por e jemplo e l  ac ido s i g  

l ico.  
# 

E l  t r a t a m i e n t o  con neuroaminidasa, que remueve e l  ac ido 
# I 

s i a l i c o ,  de a lgunas g l i c o p r o t e ~ n a s  con impor tante  a c t i v i d a d  
# # 

biologics muestra l a  impor tanc ia  de e s t e  azucar. Algunas horme 
# 

nas luego de e s t e  t r a t a m i e n t o  son inact ivadas,  o t r a s  moleculas - 
como 10s an t i cue rpos  no son a fec tados  (3). kd 

La ceru lop lasmina t r a t a d a  con neuroaminidasa e inyecta-  
# 

da en conejos  es e l im inada  de l a  c i r c u t a c i o n  en pocos minutos 
# < / 1 # 

y va a l a s  c e l u l a s  pa renqu~mat i cas  d e l  hlgado. Estas c e l u l a s  
# 

t i e n e n  gran a f i n i d a d  po r  l a  ga lac tosa  que es e l  azucar t e r m i  - 
# 

na l luego de l  t r a t a m i e n t o  con l a  enzima. S i  se remueve tambien 

l a  ga lac tosa  y se inyecza , t i e n e  l a  misma a c t i v i d a d  que l a  c g  

ru lop lasm ina  n a t  i va (4) ( 5 ) .  



- 4 -  

TABLA I 

# I G I  i c o p r o t e ~ n a  I Funcion 

I Brome l i na 

I Peps i na 

Ribonucleasa 

- ami lasa 

0voa l b6m i na  

1 9G 

19A 

1 gM 

Ceru loplasm ina 

l ~ r a n s f  e r r  i na 

8 

o l ageno 

Gonacjotrof i na 
c o r i o n i c a  

Fo I i'cu l o  e s t  imu I ante  

Fe tu  ina  

F i br i d g e n o  

Protromb i n a  
c 

-Fetoprote I na I 
H L-A 

H-2 

enz ima 

enz ima 

enz ima 

enz ima 

reserva  

reserva  

an t i cuerpo  

an t i cuerpo  

a n t  i cuerpo 

t r a n s p o r t e  

t r a n s p o r t e  

comp l emento 

comp l emento 

e s t r u c t u r a  l 

a g l u t i n i n a  

hormona 

I hormona 

hormona 

prot.Plasma. 

 rot. P l asma. 

prot.Plasma. 

prot.Plasma. 
f 

an t  ~ g e n o  de 
h i stocompat. 

< 
an t  lgeno de 
h i stocompat. 

Tipo de un ion  

Asn-G l cNac 

Asn-G l cNac 

Asn-GlcNac 

Asn-G l cNac 

Asn-G l cNac 

Asn-G l cNac 

Asn-G l cNac 

Asn-G l cNac 

Asn-G l cNac 

 AS^-G i c ~ a c  

Asn-G l cNac 

Hy l -Ga l 

Asn-G l cNac 

Asn-G l cNac 

Asn-G l cNac 

Asn-G l cNac 

Asn-G l cNac 

Asn-G l cNac 

Asn-G l cNac 

Asn-G l cNac 

Refe renc ia  



E l  componente C 9  que es e l  responsable de l a  fase f i n a l  
C I 

de l a  reacc ion de f i j ac  ion d e l  complemento forma que l a t o s  con 

e l  h i e r r o .  Se i n a c t  i va  s i  se ox ida con metaperiodato (6). S i m i  - 
I . .  C t  

l a res  resu l tados  se observan oxidando 10s azucares de l  f a c t o r  

I 
d r ;de i d i b i c i g n  de l a  migracign de lo. macrofagos, M l ~ ( 7 ) .  

En o t r o s  casos e l  I lamat i vo  e l  hecho de que haya i soen- 

zimas que se d i f e r e n c i a n  unicamente en que una de e l l a s  sea urn 

f e 
p r o t e ~ n a  pura y l a  o t r a  tenga una cadena.de azucares. Por ejem - 
p l o  l as  r ibonucleasas pancreat.ica llamadas t i p o  A y B. Hasta - a 

hora no se ha encontrado d i f e r e n c i a s  en sus propiedades enz ima - 
f f 

t i cas y f 1s icas. En esos casos ee d i f  r c i  l comprender l a  razon 

por l a  cual  durante l a  evo l uc ion  ee han conservado ambas fo r  - 
# 

mas de enzima. Ta l vez nuestro conocim ien to  sea aun l i m  i tado  

para entender es tos  prob l emas. 

En es ta  dgcada se han acumu lado muchas ev idencias de 

que las  mo lecu las  de azucar son las  encargadas de l reconocimiez 
? N f 

t o  ce l u l ar  y que podr I an actuar  como sena les  que cod if i c a r  I an 
' & 

e l  proceso de l a  comun icac ign  e n t r e  l as  ce l u  las. Estas mo lecu- 

las  pueden l levar  mucha informacion b io log i ca .  No so l o  por e l  
& 

gran numero de monosacaridos que se conocen, l o  que permi te  un 
& & 

enorme numero de combinaciones, s ino  tambien por  su propr i e  - 
# 

dad de rami f i carse ,  que aumenta aun mas l a  p o s i b i l i d a d  de nue- 

vas combinaciones. 

~uiz;s dentro de no muchos a k s  10s azucares puedan con 
I 

t e s t a r  a lgunas de l a s  muchas preguntas que l a  Bio l o g  l a  Mo lecu- 

I l a r  se p lan tea  sobre e l  muy in te resante  problema de las  r e l a  - 
ciones e n t r e  las  ce lu las .  



BlOSlNTESlS DE GLICOPROTEINAS 
I P 

En l a  bios:ntesis de l as  p ro ta lnas  y de 10s acidos nu - 
I 

c l e i cos ex i s ten  s i stemas enz imat i cos r e  l a t  i vamente s imp l es e l l  
I I 

cargados de l a  const rucc ion de estos b iopol  lmeros. La espec i f  - i 
I I 

c idad y l a  informacign qua cont ienen es tas  moleculas estan de- b" 
I ,a&,. - 

terminadas por e l  mensaje genetico. En e l  caso de l a  cadenas ! 
I I 

que hidrocarbonadas de las g l i c o p r o t e ~ n a s  su s l n t e s i s  s 
'P**,,. ;*I 

no es rea  l i zada por un mecan i smo de temp lado, s i no que se nece 
:;I;:& 

- i L 
I I 

* ,  1- 
s i t a  de un complejo enzimatico que I leve l a  informacion ade- 

L -.;. - . *. .* - CTL: 

cuada. La presencia o ausencia de estas enzimas o sistemas m u l  
# I I 

t i enz ima t i cos  e s t a r l a  determinado geneticamente, y e l l o s  se r r -  
*; : 
(; $$g. 

an 10s responsables de l a  e s p e c i f i c i d a d  . 
La bios:ntesis de l a  cadana de azucares de l as  g l  i c o p r o  8% 

!, '93 
I # i m  

t e l n a s  ha s ido muy estudiada en 10s u l t imos  aGos. En general 
# 

se Cree que 10s azucares son agregados secuencialmente de 10s 
# # 

respect  i vos nuc l e o t  ido-azucares ce ta  l i zados por  g l i cos i l t r a n s -  
I I 

ferasas espec lf i cas. Estas enz imas ser Ian r e s ~ o n s a b  les  de l a  
I 

e s t r u c t u r a  y secuencia de 10s o l igosacar idos de l as  g l  icopro - 
te:nas (8) (9). 

f 
~oseman( 10) propone que en -1 a - s I n tes  i s de l a  cadena h i - 

I I I 
drocarbonada, 10s nuc leo t ido  azucares se r lan  10s dadores de l  - a 

# f 
zucar. Estos se ir I an agregando en I a secuenc i a def  i n  it i va "dic - 

I 
tada" por g l i c o s i l t r a n s f e r a s a s  e s p e c ~ f i c a s ,  cuya e s p e c i f i c i  - 

t I I # 

dad no so l o  ser l a  para e l  azucar en cuest  ion, s in0  tambien p z  
. I I 

r a  su p o s i c ~ o n  en l a  cadena. De es ta  forma s i  un mismo azucar 

se encuentra repe t ido  en l a  cadena hidrocarbonada, l a  t r a n s f e  - 
t I 

r e n c i a  se r e a l i z a r ~ a  por dos enzimas d i s t i n t a s .  H a b r ~ a  l a  I l a -  

mada "espec i f i c i dad  secuencial cooperativa". E l  product0 de3":" - 
I 

una reacc ign ser I a e l sus t ra to  para l a  s i gu  i en te  g l i cos i l t r e n s  - 



. > 

- ?.. 
ferasa ( 1 1 ) .  , .! 

8 

De acuerdo con es tas  id;& l a  incorporac ign ae 10s azu- - .. , 

I 
- 

cares no es ta  c o d i f i c a d a  por  e l  RNA. En l a s  g l i c o p r o t e l n a s  que 
8 

poseen e l t i  po de un ign  asparragina-azucar, 10s ca rboh id ra tos  

I 
se u n i r l a n  unicamente cuando e x i s t e  l a  secuencia Asn-X-Treo o 

~ e r  (12) *  .- 
I . 8 *: w 

Todas l as  g l i cop ro te  ~ n a s  que t ienen e s t e  t ipo de un Ion 
8 8 # 

azucar-pept i do poseen e s t a  secuenc i a donde e l am i noac i do X se- 
8 8 

r:a l a  seLal para l a  g l i c o s i  l a c i o n  (13)(14). La un i ca  excepci-  
8 

gn conocida es e l  o l  igosacar ido de l a  f o s f o v i t i n a  de l a  yema 

de huevo, ( 15). 
8 8 

Ha s ido  propuesta tambien una r e l a c i o n  e n t r e  l a  p o l a r i -  

dad d e l  aminoGcido X y l a  compla j ided  d e l  oligosac;rido de l a s  
I 8 

g l  i copro te  I nas. S i e s t e  am i noac i do es nopo l a r  l a  cadena de azu - 
e I 

cares s e r ~ a  re la t i vamen te  s imp le  y p o d r ~ a  contener unicamente 
# 

manosa y N-acet i lg lucosamina.  S i  f u e r a  po la r ,  e l  o l i g o s a c a r i d o  
f 8 f 8 8 

ser l a  mas complejo y contendr l a  o t r o s  azucares ademas de 10s 

menc ionados ( 16). Estos r e s u  l tados  no han s ido con f  i rmados t o -  

t a  lmente y hay bas tan tes  excepc iones. 

Es tud ios  r e a l  izados con azucares r a d i o a c t  ivos, ya sea 
# 

incorporados * i n  v i vo"  o en c u ~ t i v d  de c e l u l a s  , hen aportado 

gran in formacign sobre LI lughr  y l a  secuencia de l a  t r a n s f e  - 
8 

r e n c i a  de es tos  a l a s  prote:nas (17)( 18)(19)(26jm 
I 

Redman y c o l i  (20) proponen para  l a  b i o s ~ n t e s i s  de l a s  
I I 

g l i c o p r o t e ~ n a s  d e l  suero, que o c u r r e  en e l  h ~ g a d o  de rata,una 

secuencia de l a s  d i s t i n t a s  t r a n s f e r e n c i a s  cuyo esquema se muez 
. 

t r a  en l a  F ig .  1.. E l  pr imer  azucar, que en e l  caeo de es tas  
I 

g l i c o p r o t e ~ n a s  e s  l a  N-aceti. lglucosamino, se une posib lemente 
# t 

cuando l a  molecula de p r o t e ~ n a  aun ee e s t a  e i n t e t i z a n d o  y se 

encuentra por  l o  t a n t o  un ida a l p o l  isoma( etapa b). Luego que 



f I f I 

l a  p r o t e ~ n a  es ta  s i n t e t i z a d a  se u n i r r a n  o t r a s  moleculas de N - 
I 

ace t i lg lucosamina  y probablemente tambien de manosa( etapa c y 
f d). En e l  r e t ~ c u l o  endoplasmatico l i s o  se incorporan o t r a s  mo- 

I f I 
l e cu las  de manosa y N-aceti  lglucosamina asr como tambien de ga - 
l ac tosa  (etapa e). F ina lmente en e l  aparato  de Go l g  i e l  o l igo-  

I f I 
sacar ido se completar ra  con l a  incorporation de o t r a s  molecu - 
l a s  de ga lac tosa  y tambien de Gcido s i a l  i co  y fucosa( etapa f ) .  

Algunos au to res  han observado l a  p resenc ia  de manosi l  - 
t I 

t r ans fe radas  t a n t o  en e l  r e t  I cu  l o  endoplasmat i co  rugoso como 

en e l  l i s o  (21) (22). ~ambi;n se ha determinado a c t i v i d a d  de 

g l i cos  i I t rans fe rasas  en preparac iones de m icrosomas de d i  s t  i n -  
f 

t o s  t e j i d o s  en 10s cua les 10s po l i p reno les - fos fa tos  bod r l an  a e  

t u a r  como aceptores i ntermed i a r  i o s  de es tos  azGcares(23) (24) 

(25). €;to ser: es tud iado mas ade lante .  





t Los carboh i d r a t o s  est& un idos e la. cadenas pept i d i c a s  

en forma de o l i gosac;r idos de tamano var iab le .  

Uno de 10s problemac importantes en e l  es tud io  de l a  ee 
II 

C # t r u c t u r a  de las  g l  i c o p r o t e ~ n a s  es l a  deterwinacion de l a  na tu  
II 

8 8 # 
r a l e z a  de l a  union azucar-aminoacido, D i s t i n t o s  t i p o s  de uhio- 

'? nes g l i copept ~ d i c a s  hen s ido deterninadas po r  d i f e ren tes  .;to- 
t .-. 

doe y estas pueden r e u n i r s e  en dos grendes grupos: I )  ~ n i g n  0- 1 .  . , . . < g l  i c o s ~ d i c a  y I I) unign N-gl icos:dice. 
4 

# La Fig.  2 muestra 10s doe t i p o e  de union. En A se obser - - 
va l a  un ign en t re  l a  galactosa y l a  h i d r o x i l i s i n a  y en B l a  N- 

acet i lga lactosamina y o l a  x i l o s a  con e l  grupo h i d r o x i l o  de 

l a  se r ina  o t reonina.  Amboe corresponden a l  grupo 0-gl  i c o s i d i -  

CO . 
# f E l  segundo grupo corresponde a l  t i p 0  de union N-gl i coe i  - 

d i ca, que es mas abundante, y se r e a  l i ra e n t r e  l a  N-acet i l g l  u- 

cosamina y l a  asparragina. La hexosamina es ta  unida por  su g r l  
# 

po raductor  a I s  func ign  am ida de es te  am inoacido. 
# 

No se ha encontrado una r e l a c i o n  e s t r u c t u r a l  e n t r e  10s 

amino;cidos y lo. az6cares que p a r t i c i p a n  de es tos  t i p o s  de u- 

nianes covalent... Cuando se observa lo8  t r i p l e t e s  de bases 
# 

qus forman 10s codones para estos aminoacidos, .a encuentra 

aus n c: caso cis l a  asparragina es AAU y AAC, mient ras  que en 

l a  oer ina  ee A6U y AGC, en l a  t r e o n i n a  es ACU y ACC y en l a  l i  
- 

a 

.ine ss A A A  y A@, Jet (27) propone re lac iones  f i logenet icas 
# 

e n t r e  10s d i s t i n t o s  t i p o e  de unionas de 10s azucares con # 10s 
# f 

ninoecidos que invo luc ra r ian  a l o  asparragina como e l  mas p r i -  
# 

m i t i v o  t i p 0  de union. 



# 

A )  Tipo de union ga lac tosa -h id rox i l i s i na .  ' r '. 
, - 

. I 
# 4-. i.' - ' 

La union ga lactosa-h idrox i  l i s i n a  representa uno de l o s  
t 

grandes grupo; en que 10s carbohidratos estan unidos a p r o t e l -  ,, , 

# . , 
nas. E l  d isacar ido  unido a l  grupa h i d r o x i l o  de es te  aminoic ido 

es e l  A - D - g I i c o s i I g a I a c t o s a .  .I?d 
# I I Este t i p 0  de union se encuentra en una gran var iedad de - - - 

' l co lGgenos de vertebrados(28) y da i nvertebrados(29). ~ a m b i  ;n 

b se encuentra an las  membranes basales, e n t r e  la6 que debemos 

mencionar, l a  de l  glom;rulo rena l  (30) y l a  de l a  c;psula d s l  

c r  i s t a  l i no, (3  1 ) (32). Estas membranas ti enen un gran numero 
# 

de h i d r o x i l i s i n a  que en un a l t o  porcenta je  es ta  unida a carbo- 
# # ( 

h idra tos .  E l  azucar es pr inc ipa lmente  e l  d isacar ido  formado por 
: 1 .. 11 

galactosa y glucosa. .I . 

j .- ,- I - .  , 
,.A - 1 : ~  .. -. % \ ,- 

.. 1 ' . - 

La t rans fe renc ia  de estos azucares es ta  ca ta l i zada  por 
I 

dos g l  icos i l t ran ferasas  espec:f icas (33) (34) que t rans f  ieren 
# # 

estos carboh i dra tos  desde sus respect  i vos nuc l e o t  i d o - a z ~ c a r e s ~  

B) Tipo ds uniGn con se r ina  o t reonina.  I :'. - 1  

\ t - P 
Dentro de l grupo de g l  i copro te  lnas con un ion  0-gl i c o s i d  

# # # 

d i ca tenemos ademas de l co l ageno, aque l l as  en que e l am i noaci - 
- 

do puede ser l a  ser ina o l a  t r e o n  ina, e n t r e  10s que se encuen- 

tram e l condro it i n  su l f a t o  y l as  mucinas submax i lares.  

Este ti po de un ion ha s ido estud iada en deta l l e  por Ro- 

seman y co I, ( 10) en l as muc i nas submaxi l a res  de ove j a  y cer - 
C 

do. Ambas son un buen e jemp lo  de como es tas  g l  i coprote I nas son 

s i n t e t  i zadas por  ad i  c iones suces i vas de carboh idratos,  a par - 
,:' 

ti r de 10s nuc leGt ido-az6cares r e b e c t  i vos, ca ta  I i zados  por 
t 

g l i c o s i l t r a n s f e r a s a s  espec~ f i cas .  I . 1 :  
1 

En l a  p a r t e  super io r  de l a  F ig .  3, se observa e l  meca - 
t 

n i smo de s I n tes  i s  de l a  muci na submaxi l a r  de ove j a  (35). €n l a  

f # 
p a r t e  i n f e r i o r  se muestra l a  s r n t e s i e  de l  o l igosacar ido de l a  



R 
o- 6 ~ -  coo* 

Nn, 

Fig. 2 - Tipo de ~ n i g n  ~r;car-amino;cido 

A -  Hidroxilisina- galactosa 

B - Ser i na o treon i na-N-acet i l ga l actosam i na 

C-- As~arragi na-N-acet i lg 1 ucosam i na 



F ig .  3. ~ T n t e s i s  del  o l i g o s a c ~ r i d o  de l a  nucina aubmexilar 

de ove ja  y cerdo, de acuerdo a Roeeman y col  (10).  



I * 
I 

de cerdo . En es te  caso l a  cad.nCrg, s&ur ee mae comp 1 e ja .  E 1 
\ . - 

f 
o l i gosac& i do pusde tener  a c t  i v i  dad de grupoe sangu I neos A y H 

(36). La a c t  i v i dad de I' grupo A o e ~ e  ouando o t r a  mo l ;cu l a  de 

N-acet i lga l actosam i na se une a 1 2 m l r c t o e a  (37). Se adqu i ere  

a c t i v i d a d  de grupo B s i  se t r m & i * r e  galactose en lugar de l a  

N-acet i lga lactosam i na (38). La qremqgeia dt estas t rans fe rasas  

depende de 10s genes para A y B reopeotivaamnte. Cuando l a  f u -  
f I 

cosa es agregada se forma e l  grupo eangulneo H. Esta reacc ion  
\ 

es ca ta  l i zada por l a  f u m e  i l t r a n e f e ~ a o a  . y su preeenc i a depen- 

de &I gen H (39). 
I < 

En e l  c o n d r o i t i n  s u l f a t o  l a  un ion  0 - g l i c o s ~ d i c a  se rea- 

l i z a  e n t r e  l a  x i l o s a  y e l  grupo h i d ~ o x i l o  de l a  se r ina  (40) 

(41). 
4 I 

La t rans fe renc ia  de x i l o s a  de l  nucleotido-azucar a acef- 
I I 

t o r e s  endogenos f u e  observada en preparaciones l i b res  de- c e l s  

las de ov iduc t0  de ga l  l ina( 42) y cart:lago de l a s  ep:f i s i s  de 
I 

p o l  l o  ( 43). Esta reacc ion es l a  p r i n e r a  en l a  secuencia de l a  
i 

s f n t e s i s  de l a  cadena de carbohidretoe de eetos pro teog l  i ca  - 
nos. Su secuencia representa en e l  esquema siguimte:  

(G  l CUA- a l ~ a c ) n - G  l CUA-Ga l -Ga I -X i l -Ser P 
8 I 

Un nuevo t i p o  de union arucar- t reonina ha s ido r e c i e n t g  
I 

mente desc r ip to  por e l  grupo de Lundbland. E l  azucar es l a  fu- 
I 

cosa y es ta  un i gn  f ue estud i ada en b l igosacar id06 presentes  en 
I I 

o r  ina  humana norma I. E l estud io  de l  ane l i e i s  de azucares y ami 
I 

noGcidos muestra que es ta  formado por  glucosa, fucoee y t r e o n i  
I 

na en cantidades equimoleculares. Tambien es tud ia ron  l a  secuen 
I I 

c i a  y l a  configuration anomerica (44), siendo l a  s igu ien te :  



(3-D-g Iucopi ranos i I -( 1-3)- (3-L-fuoopiranosi I -( I -0)-L-treon ina  

C )  Tipo  de un i 6n  a s ~ a r r a n i  na-N-acet i lnlucosam i na. 
# f 

Este t ipo de un ion se c a r a c t e r  i za por  ser  N-g l i cos l d  i c a  
I # 

La N-acet i l g l  ucosam i na e s t a  un ida  a l grupo am ido de l a  aspa r rp  
f I 

g ina  po r  un en lace N - g l i c o s ~ d i c o .  Esta  un ion  f u e  determinada 

por  l a  a i s l a c i o n  de l N-acet i lglucosam i n i I -asparrag i  na, (2-ace- 

toam i do I ( L- @-aspartam i da)-I -, 2 6  i -deoxi -6 -D-gI ucosa), de 
I I 

ovoalb;mina y t a m b i i n  por  s l n t e s i s  qu:mica (45). Esta un ion ss 
# 

c a r a c t e r i z a  po r  se r  e s t a b l e  a t r a t a m i e n t o s  suaves con a l c a l i  y 

con ;c ido (46). 
# 

La Tabla II, muestra 10s o l i goeaca r i dos  de algunas de 
f . l as  numerosas g l i copro te  I nas que con t  i ene e s t e  ti po de un Ion . 

# f 
Los arucares c a r a c t e r  I s t  i cos son l a  N-acet i l g l ucosam i na y l a  

v 
manosa, conteniendo tambien galactosa, s i g l i c o  y ' fucosa.  

t 
La d i t t r i b u c i 6 n  b i o l g g i c a  de l a s  g l i c o p r o t e ~ n a s  qua po- 

# 

seen e s t e  t i po de un i o n  es muy amp1 i a, t a n t o  en p l antas como 
i 

en an ima les.  Se l as enbuentra en i lgunas. hormonas(53), (54); . 
# 

inmunoglobul inas (52) (55)(56)(57); r i bonucleasa (58);ovoa l bu- 

mine (59); t i r o g l o b u l  ina  ( 6 0 ) ; ~ l  icoprote:nas de l  plasma(3) (5 )  

(48) (49). 

La asparrag ina est; un ida  en todos  10s casos b i e n  estu-  
I 

d i ados, con l a excepc i on  de l o l i goeacar i do descr i p t o  por  Korn- 

f e l d ,  (52). a l  disac;rido formado por dos mol;culas de N - a c e t i 1  

g l  ucosam ina que cons t  i tuyen  l a  di-N-acet i l q u  i tob iosa .  Este  corn_ 
I 

puesto es l a  un idad e s t r u c t u r a l  de l a  q u i t i n a ;  un p o l i s a c a r i d o  
I 

que se encuentra en e l  exoesqueleto de 10s ar t ropodes,  en 
I 

o t r o s  invertebradoa, as: como t a n b i e n  en b a c t e r i a s  y hongos. 
I 

Ademas, en 10s casos en que l a  e s t r u c t u r a  ha s i do  b i e n  

d i luc idada ,  hay una manosa un ida a l a  N-acet i lg lucosamina no 
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I # 

r e d u c t o r a  de l a  d i -N-acet i  l qu i t ob iosa ,  cons t i tuyendo  una un ion  

p ( 1  - 4 ) m  
f 

En e s t e  t ipo  de g l icoprote:nas 10s es tud ios  de b i o s  l n t e  

I # # 

s i s  han s i d o  enfocados sobre 10s azucares de l a  p o r c i o n  t e r m i -  
# 

na l de 10s o  l igosacar idos. Estos son agregados d i rec tamente  de 
# I  

m 10s nuc leot ido-azucares r e s p e c t i v o s  c a t a l i z a d a s  po r  g l i c o s i l  - 

I t r ane f  erasas aspec:f i cas (62). 
I  

En canbio e l  es tud io  de l a  b ios:ntesis de l a  p o r c i o n  

I m:s i n t e r n a  de es tos  o  l igosac;r i dos  no ha s i d o  d i  luc idada t o d s  

I 
v f a  (9)  (63). M;S ade lan te  se va a  d i s c u t i r  e l  ~ o s i b l e  r o l  de 

f 
10s po l ip reno l ea - f os fa tos  en l a  s l n t e s i s  de e s t a  porc ign .  



E l  descubr imiento  de 10s ~ : ~ i d o s  i n t e r m e d i a r i o s  y  e l  Co- 
# 

nocim i e n t o  de su p a r t  i c i p a c i o n  en l a s  reacc iones de t r a n s f e r e n  
# < 

c i a  de azucares, c o n s t i t u y e  en l a  b i o q u ~ m i c a  de 10s h i d r a t o s  

de carbono, uno de 10s hechos m& sa l i en tes  de l a  decada de l 
t 60. Su impor tanc ia  p o d r ~ a  ser  comparada en c i e r t o  sent ido,  can 

# 

e l  enorme apo r te  que e  l descubr i m  i e n t o  de 10s nuc leGt i do-azucq 
# 

r e s  s i g n i f  i co  en l a  cmprens ign  dsl metabol ismo y e s t r u c t u r a  

de 10s h i d r a t o s  de carbono. 
< # 

Los l I p i dos i ntermed i a r  i o s  han y es tan  aportando enormes 

progresos en e l  conocimento de la. e s t r u c t u r a  y  de 10s mecanis- 
# 

rnos de l a  b ios:ntesis de p o l i s a c a r i d o s  y de algunas g l i c o p r o  - 
f # 

t e l n a s  asociadas a  membranas en su  l o c a l  i zac ign  o  en su b ioge-  

nes is .  
Z 

Los p r  imeros es tud ios  f ue ron  r e a l  i zados sobre l a  b i o s ~ n -  

t e s i s  de los  p o l i s a c a r i d o s  que forman l as  paredes bac te r ianas .  

Estos es tud ios  se han extend ido tambien a  o t r o s  organismos v i -  

vos como 10s vegetales.  Ult imamente se han cent rado en t e j i d o s  

animales donde se ha observado l a  impor tanc ia  de i s t o s  compuea 
# 

t o s  como i n t e r m e d i a r i o s  en l a  t r a n s f e r e n c i a  de molecu las  de a- 

z i c a r  (112)  (142) .  
I 

f < 
Los l ~ p i d o s  in te rmed ia r  i o s  es tan  cons t  i t u ~ d o s  por  una c g  

dena h id ro fGb i ca  formada po r  var i a s  unidades de isopreno, una 
# 

de l a s  cua les  con t i ene  una f u n c i o n  a l c o h o l  p r i m a r i o  (Tab la  I l l )  
# 

Los gs te rea  f o s f o r  i cos de es tos  p o l  ip reno les, t a n t o  10s mono - 
como 10s d i f o s f a t o s ,  son de gran impor tanc ia  b i o  lgg ica(65)  ( 6 6 )  

# 

coma veremos mas adelante.  
# < 

E l  numero de unidades de isopreno v a r ~ a  e n t r e  5 y 24. E s  
I 

t o s  compuestos pueden encon t ra rse  en l a  forma c i s  o  t r a n s .  (67). 



En genera l  10s p o l  ip reno les  son de dos t i p o s :  unos que c o n t i e -  

nen solamente l a  forma t r a n s  y o t r o s  que presentan ambas f o r -  
e 

mas. Estos Gl t imos son 10s mas abundantes en l a  na tu rd leza  y 

se ex t raen  generalmente como mezctas o f a m i l i a s  que se d i f e r e n  
Z 

c i a n  e n t r e  S I  po r  e l  numero de res iduos  c i s .  

Con respecto  a l  grado de sa tu rac ion  se ha observado que 

10s organ i smos eucar i o t e s  con t  ienen un isopreno saturado que 

corresponde a fa unidad o( , qua es  l a  que con t  inne e l  g r g  
0 

po a l coho l  ico. I I 

Z 
Hemm i n g  y co l a  ( 6 8 ) ,  en L i verpoo I, encont raron en e l h I g p  

do de cerdo un po l ipreno l cuyo numero de un idades isopreno va- 

r i a b a  de 17 a 24. Este p o l i p r e n o l  fue denominado d o l i c o l , (  d e l  

gr iego,  do1 ikos=largo), debido a l  l a rgo  de l a  cadena. Poste - 
r i o rmen te  se encont raron o t r d s  d o l i c o l e s  en d i s t i n t o s  o rgan i s -  

# 

mas 10s cua les pueden d i f e r e n c i a r s e  e n t r e  s i  por  e l  numero 

unidades de isopreno. Actualmente e l  termino d o l i c o l  designa a 

10s p o l  ipreno l e s  que t ienen l a  un idad isopreno 4 saturada y 
8 

que con t  ienen ademas do4 res iduos  en l a  forma t r a n s .  

La saturaci:n d e l  r es iduo  isopreno hace que l a  cadena 
8 f 

sea mas h i d r o f o b i c a  y es to  p o d r ~ a '  jugar  un impor tante  , 
I 

b i o  l o g i c o  ya que est09 compuestos actuan en l a s  reg iones  h id ro  

f g b i c a s  de l a s  membranas (69). 
Z 

Los po l i preno l es se encuentran amp l i amente d i s t r  i bu I dos 

en l a  na tu ra  l eza ( Tab l a  I I I). Se denom i nan genera lmente de 

f 
acuer do a l a  f u e n t a  de donde son e x t r a ~ d o s .  E l  la rgo de l a  c j l  

dens es va r i ab le ,  as: como tamb i rn  l a  p resenc ia  de forma c i s  y 

t r a n s .  En 10s t e j i d o s  animales y en levaduras son de t i p 0  d i  - 
t r ans ,  p o l  i - c i s .  

8 < f 
La concent rac ion de es tos  1 rp idos  var l a  en 10s d i s t  i n t o s  

e Z 

organos.El d o l i c o l  se encuentra en mayor concan t rac ion  en h l g g  



10s poliprenolss 

i. 

REFERENCIA N 0 M B R E FUENTE NmUm EbTRUCTURA 

Abodut 1 -T-T-c- [c] - c  - on 0 4 7 )  .a 
gmtulopronol ( 1  - 4 )  I 

goetoprenol g o ~ t a r l o  1 -7'-T-C- LC]-C- OH f 7 6  ) 
(0- 7 )  

0 1  - 1 '  L o v a d u r o  I -T -T-c - [c ] -~ -oY ( 1 4 8 )  
(*-ID) 

2; k= 
Momltmror I -7-T-C- [c]-8- (18- I 8) ( 6 7  - 

( 1 4 9 )  rieoprmnol, ) 4 HeJoe vmrd08 I -T -T-T-c - [c I -C-~  ( 4  - el 

m m * i * e  ArporglIIur 8 - 8 -T-T -[el - a - OH ( t 6 0 )  

f u m i g a t u @  t i  . .  
if - I  ' 

$olorw.ol Holar vmrdoe I - 8-TOT- [TI; T-OH ( 1 B 4 )  - 

. ^ .  . 
A 

I = rmrlduo dm loopreno, T = resfduo dm Isoprono Tronr , 

c = rrr iduo do Ir~prmno CIS. S = rmstduo do Iaopreno ~oturodo(dlhldr0). 



do ( 70-140 pg /g  de peso seco) en menor concentracign en bazo 
I 8 

y ri;on y menos de 5 Ag/g de peso seco en c a r t ,  lago y musculo 

esquel;tico (69). 

Estudios r e a l  izados por Dalner y c o l  (70) mediante e l  
I f raccionamiento c e l u l a r  de h ~ g a d o  de r a t e  muestran que l a  

8 
mayor concentracion de do l i co l-mono-fosfato corresponde a l a  

8 
f r a c c i o n  que cont iene nucleos, seguida de aparato de Golgi  y 

m icrosomas. 



PAPEL DE LOS PO~IPRENOLES EN LA SlNTESlS DE LOS GLICANOS DE LA 

PARED BACTER IAL 

t 
Los p r imeros  es tud ios  sobre e l  papel de 10s l l p i d o s  

f 
i ntermed i a r  i o s  en l a  b i o s  l n t e s  i s  de po l i sacar idos  f ueron r e a  1 1  

# 

zados en bac te r  ias .  En 1959 Co l v i n  ( 7 1 )  demostro que l a  p re -  

senc ia  de una sus tanc ia  s o l u b l e  en a l c o h o l  e ra  necesar ia  para  

l a  s:ntesis de c e l u l o s a  por  f r a c c i o n e s  p a r t i c u l a d a s  de Aceto- 

bac te r  x y l i n u n .  

En t re  10s a i o s  1964-65 simultaneamente y en forma in -  

dependiente 10s grupos de Robbins, Strominger y Osborn demos - 
t t 

t r a r o n  qua 10s preno l e s  i n t e r v e n l a n  en l a  s l n t e s i s  de 10s p o l  i- 
# 

sacar id03 de l a  pared bac te r  iana (66) ( 72) (74) (64). 

E l  I f p i do  invo lucrado en l a  t r a n s f e r e n c i a  de azucares 
i 

en es tos  casos es e  l undecapreno l - f os fa to .  Este  compuesto es 
f 

un po l i preno I de once un idades de i sopreno con un a  lcoho l a l I - 
l i co  en e  l i sopreno d de l a  cadena (76). 

t t 
Este l l p i d o  i n t e r m e d i a r i o  es responsable  de l a s  s l n t g  

# 

s i s  de var  i o s  t i p o s  de p o l  i s a c a r i d o s  de l a  pared b a c t e r  iana,ey 

t r e  10s que se destacan: 

a) p ip t  i dog I icanos (76) 

b) L ipopo l  i s a c s r i d o s  (66) (73) (70) (80) 

c )  Po l i sac& i dos capsu l ares  (82) (83) ( 109) 

d) Po l imananos (84) ( 10 1 ) 

e) Acidos Te i co i cos  (86) (87) 
En l a  F ig .4  se presenta  como ejemplo de p o l  i s a c a r i d o  

de l a  pared bac te r  i ana, l a  e s t r u c t u r a  de l ~ - a n t : ~ e n o  de Sa lmo- 

n e l l a  sp. (90) (91) (92). 
# # 

La p a r t e  mas ex te rna  d e l  l i p o p o l i s a c a r i d o  es e l  0-an6 

t # 0 
t lgeno. Este e s t a  formado po r  d i f e r e n t e s  azucares segun l a  es- 



I I 
espec ie  un idos e n t r e  SI  en forma de o  l igosacar idos. Estos 

I 
ponen l a  un i dad' e s t r u c t u r a  l de l po l i sacar ido de a  l t o  peso mo I= 

I t 
c u l a r .  La e s t r u c t u r a  de cada a n t  lgeno-0 var  l a  con e l  sero t ipo, 

\ 
d e l  organism'o d e l  cua l  f u e  a i s l ado .  En Salmonel l a  mewington e l l  

I 
o l i g o s a c a r i d o  que forma l a  un idad  r e p e t i t i v a  e s t a  c o n s t i t u l d o  ''IF 

I 
por  3 azucares que son: balactosa,  ramnosa y manosa. 

I 
La F ig .  5 muestra e l  mecan ismo de b i o s l n t e s i s  d e l  0 - a ~  

I 

t i g e n o  en S.newinnton, es tud iado p o r  Robbins y co I. (88) (89) 

(93). En e s t e  esquema se muestra l a  formac ign de l po l i preno I 
I 

I .  

t r i s a c a r i d o .  Ls tas  reacc iones  son c a t a l i z a d a s  po r  g l i c o s i l t r a ~ s  
I 

f e rasas  e s p e c l f i c a s  asociadas a  l a s  membranas. La p r ime r  reac-  

1 c i g n  c o n s i s t e  en l a  t r a n s f e r e n c i a  de l a  ga lac  osa- fos fa to  a1 

undecaprenol-monofosfato. Se forma e l  undecaprenol- d i f o s f a t o -  
I 

ga lac tosa  que es e l  p r imer  I~pido-azucar-intermediario en e s t e  
I I 

camino b i o s i n t e t i c o .  O t ras  g l i c o s i l t r a n s f e r a s a s  e s p e c ~ f i c a s  
I 

t r a n s f i e r e n  l a  ramnosa y manosa de sue r e s p e c t i v o s  n u c l e o t i d o -  
I I I 

azucar para  formar e l  I l p i d o -  t r i s a c a r i d o .  
I 

La segunda etapa c o n s i s t e  en l a  p o l i m e r i z a c i o n  d e l  t r i  
I 

sacar ido  qua es l a  un idad r e p e t i t i v a  d a l  p o l i s a c g r i d o  (81). 
I 

na lmente e  l PO l i sacar i do es t r a n s f e r  i do formando e  l l i pop0 l i s a  - 

c;r id0 (97- 
I I 

Este esquema de b i o s l n t e s i e  muestra qua 10s azucares 
I 

no son t r a n s f e r  i dos d i rectamente a l produc t0  f i na l ( po l i saca- 

r i do) s i no a  un compuesto ! i ntermedi  a r  i o  ( I Tp i d o - t r  i sac& i do). 

Este  a  su  vez, luego de p o l  imer izarse,  se t r a n s f  i e r e  a  l a  r e -  
I \ I 

g i o n  c e n t r a l  pa ra  formar e l  l i p o p o l i s a c a r i d o .  

Dankert  y co I., (77), hen descr i p t o  l a  formac i g n  de I f- 
I 

p  ido-azucares con preparac iones de Acetobacter  %y l i nun, obser-  
I 

vgndose l a  formac ign de I lpido-P-P-glucosaE I:pido-P-P-celobio 

I 
sa y I~p ido-P-ga lac tosa .  
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UND - P -  P -601 -  R a m  

UND-P-  P-Qo l  - Rom - W n  

U N D - P  - P - (Oo l -Ram-Man) .  

Region control- (@a1 -Ram - Man). 

< # 
F i g .  5 - Esquema de l a  s ~ n t e e i s  del  determinante ant igenic0 

"0" de S. new i ngton. (UNDP Undecapreno I )  



PAPEL DE LOS POLIPRENOLES EN LA SINTESIS DE GLICANOS EN LLVADU- 

BAS Y PLANTAS 

Tanner y co I, (85) ( 1 SO), t raba jando  con preparac iones 
Z 

p a r t i c u l a d a s  de Sacharomyces c e r v i e i a e  s i n t e t i z a r o n  un manol l -  
# 

pido, i c i d o  I I , e p a r t i r  de GDPMan. La formacion de e s t e  

compuesto es e s t  imu lada por  e  I agregado de do l i co l -P a  i s  lado 

i t 
de hTgado de cerdo. La manosa de l mano l I p i do puede se r  t r a n s f g  

I 
r i d a  a  una p r o t e ~ n a .  

I En veg r ta  l e s  super i o r e s  se ha mostrado t a m b i i n  l a  p re -  
< # 

sencia de I~p ido-azucares .  Se han a i s l a d o  v a r i o s  p o l i p r e n o l e s  

e n t r e  10s cua les  se puede mencionar e l  f i c a p r e n o l ,  be tu lap re  - 
no1 y d o l i c o l  (69). 

1 
Traba jando con preparaciones p a r t  i c u  l adas de Phaseo l us 

aurens, 10s grupos de ~ a u s s ( 7 8 )  W i  l lemer (79) ( 138) y Hemming 
L 

1 
Z (139) hah observado l a  t r a n s f e r e n c i a  de manosa a  un l  pid do a - 

# 

cep to r  endogeno. ~ a m b i c n  ha s i d o  denostrado por  Forsee y co I* 

I (47), l a  t r a n s f e r e n c i a  de manosa y glucosa, de sus r e s ~ e c t i v o s  
8 I 

I nuc leo t  ido-azucar, con preparaciones   art i cu ladas  de f i b ras  de 
8 8 

algodon. Esta  t r a n s f e r e n c i a  es tambien e s t  imulada po r  e l  a g r g  

1 
I I I 

gad0 de e x t r a c t o s  o rgan icos  de ese mismo m a t e r i a l  b i o l o g i c o .  

1 
Rec i entemente, Pont Lez i ca y co I., ( 173) han es tud  i ado 

I 
l a  t r a n s f e r e n c i a  de glucosa a  un l  pid do aceptor  de germen de 

1 
Z 

t r i g o  y de so ja .  Los r e s u l t a d o s  ob ten idos  sug ie ren  que e l  I  pi 
1 

do aceptor, que es ac ido  l a b i l  y t i e n e  propiedades cromatogra- 

1 I 
f i c a s  s i m i l a r e s  a l  d o l i c o l - P  de h~gado,  e s  un p o l i p r e n o l  4 8% 

turado.  



PAPEL DE LOS LlPlDOS JNTERMEDIARJOS EN LA BIOS~NTESIS DE GLlCO 

PROTEIN AS EN AN IMALES SUPER IORES. 

Los primeros i n d i c i o s  sobre l a  f6rmaci:n de un p o s i b l e  
I # t I I l p  ido-azucar i ntermed i a r  i o  en l a  s  l n t s s  i s  de g  l i copro te  I nas 

fueron obtenidos por e l  grupo de Ey la r  y  col. (22). Estos inves  

t igadores  observaron l a  t rans fe renc ia  de manosa c I 4  drsde 

GDPMan r a d i o a c t i v o  a  un i f p i d o  Gcido l gb i l  y  tambign a  p r o t r f -  
# 1 f # 

na. Esta reacc ion es ca ta  l i zada por r e t  I cu l o  endoplasmat i co de 
I I 

hlgado de consjo.Un mano l l p ido  s imi  l a r  f u e  encontrado por  Zatz 
# 

y co I, (94) con m i crosomas de cerebro de ra ton .  Para l e  lamsnte 

Tetas y co I, (95) y  Mo l nar y co I. (96) encontraron l a  formac ign  
I I 

de l l p  idos un i dos a  ga l actosa con h I gad0 de cone j o  y sug ir i eron 
I I 

su p o s i b l e  papel en l a  s l n t e s i s  de l as  g l i c o p r o t e ~ n a s .  

En este  l n s t i t u t o  lo8 Drs. L e l o i r  y Behrens (23) iden- 
f 

t i f  i ca ron  y a  i s l a r o n  por  p r  imera vez un I lpido-azhcar interme- 

d i a r  io. lncubando microsomas de hTgado de r a t a  con UDPGIC; mar 
8 

cado en glucosa, observaron l a  t r a n s f e r e n c i a  de es ta  a  un corn- 
# 

I pupst0 so lub le  en cloroformo metanol. La formacion de es te  g l i  
I 

co l l p i  do era a s t  imu l ado por e l  agregado a  l a  mezc l a  de i ncuba- 

1 # I 
c i o n  de Mg* , detergente y  un ~ x t r a c t o  de h lgado de cerdo.Es- 

1 
ts e x t r a c t 0  l i p:d i co f ue pur i f  i cgdo y  eu espectro en I R  era s i  

m i l a r  a l  de 10s po l ip reno les .  
I 

E l  p o l i p r e n o l  p u r i f i c a d o  parec la  ~ e i ' d o l i c o l - m o n o f o s f a -  

to .  Para ver i f  i ca r  l o  estos inves t  igadores pur i f  i ca ron  do l i co l 
I # 

de h  lgado y l o  f o s f o r  i la ron qu i m  icamsnte por e l  metodo de Cra- 

I mer (98) y  Popjack (99). La F ig.6 mueetra l a  r s t r u c t u r a  de l  do_ 
# 

l i co I. Cuando i ncubaron e  l nuc l eo t  i do-azucar r a d  i a c t  i vo con e  l 

I I 
do1 i c o l  f o s f a t o  en cantidades c rec ien tes  observaron que l a  SIE 

I # 
t e s i  s  de l I lpido-azucar aumenta proporciona lmente. Esto sugi - 

I r i g  que e l  aceptor de l a  glucosa es e l  d o l i c o l - f o s f a t o  y l a  



. ' 
reacc I on correspond i ente se puede escr  i b i r de l a  i gu i ente f o r  - 
ma: 

Do I-P + UDPGIc 4 Do I-P-G l c  + UDP 

# 

E I do l i co  I-monofosfato-glucosa es acido l a b i  l y por  h i -  
e # 

d r o l i s i s  ac ida suave l i b e r a  unicamente glucosa rad ioac t i va .  

Otro hecho importante es que e i  l a  preparacion de m i c r z  
32 I somas e ra  incubada con UDPGlc marcado con P no se obtenra 

I # 

g l uco t I p i dos r a d  i oac t  i vos. Esto conf i rma que e I po l i prano l -a22 

car cont iene solamente un f o s f a t o  y qua so l o  ee t r a n s f  i e r e  e l  

az6car (23). 
# 

Tambien se pudo s i n t e t  i zar e l  do l i co  l -monofosfato de rng 

nose y e l  de N-aceti lglucosamina (100). La formacign de l  d o l i -  

col-monofosfato-manosa es poster iormente estudiada por  e l  gru- 
# 

po de Hemming (24) qu i en o b t  iene es te  I Tp ido azucar en c a n t i d g  
I 

des s u f  i entes para hacer determ i nac iones qu ~m i cas. Med i ante e g  
# I 

t u d i o s  de l a  porc ion  l i p ~ d i c a  por  i n f r a r r o j o  y resonancia mag- 
# 

n e t i c a  nuc lear  estos autores pudieron comprobar que se t r a t a b a  

de do1 ico l -monofosfato (102) (139) (140). 
I 

Cuando se incubo do l i co  I-P-glucosa con microsomas de h l  

sad0 de r a t a  (23) l a  r a d i o a c t i v i d e d  disminuyG notablemente de 

l a  fase  cloroformo metanol donde es te  compuesto as soluble.  La 
# 

reaction se detuvo por e l agregado de c loroformo :metano I: agua 
# b w a j  

en l a  proporc ion 3:2: 1 . Sc formaron dos fasks. La fase  in fe - 
# I 

r i o r  u organica sstaba c o n t i t u l d a  por c loroformo metanol y en 

esta es so l ub le  e l do l i co l -P-gl ucaea. La fase super i o r  es po - 
lar(metano l :agua:cloroformo 16: 16: 1 ). Ent re  estas fases se e a  

# I 
cuentra una in te r fase  s o l i d a  formada por  l a  p r o t e l n a  microso - 
ma l desnatura l i zada. En eeta i ntar fase ee encuentra ahora l a  





a .!, 
t mayor p a r t e  de l a  r a d i o a c t i v i d a d  que provenla de l  do l i co l -P-  . 

glucosa. Este compuesto. debido a su inso l u b i  l idad an l a  mayo- , .. 
I # 

r i a  de 10s so lventes organicos, se penso que se t r a t a b a  de una .Q - .4 
t 

pro te lna  g lucos i lada,  Estudios p o s t e r i o r e s  rea l i zados  en e l  

l n s t i t u t o  por  Behrens y col., demostraron que este compuesto .91 
t 

puede ser ex t ra ldo  de l a  i n t e r f a s e  p r o t e i c a  con una mezcla de 

cloroformo:metanol:agua 10:10:3 (104). 
t # # 

Este nuevo compuesto es tambien un I  pid do-arucar acido 

l g b i l  y 10s productos de l a  h i d r g l i s i s  ac ida suave son so lub les  

en agua. Cuando se es tud ia  su comportam ien to  en co lumnas de 

Sephadex G 50 se observa que se e luye como compuestos de a l r e -  ;. 
# I 

dedor de 3500 da l tons. Corresponde a un o l i gosacar i do que po - 
see e n t r e  17 a 20 unidades de hexosae. Estos ' resul tados fueron 

# t 
tamb i en conf  i rmados por su movi l i dad en cromatograf I a en pape l 

I # 

comparando 10s con ma l t o o  l igosacar idos de glucosa ( 105). 
t # 

Cuando es te  I I p i do-o l i gosacar i do es t r a t a d o  con a l ca l i 

se l i b e r a  un product0 de aproximadamente igua l  peso molecular 1 a , 

# 

gtd 
# # , #-4 

que e l obten ido por h i  dro l i s  i s  ac ida euave pero que es ta  carga - 

do negat i vamente. t s t a  carga desaparece luego de i ncubar l o  con 

fosfatasas, l o  que ind i ca  que corresponde a un grupo fosfato.  
t 

Por cromatograf :a en DEAL-cel u losa  r s t a  I l p  ido-o l igosa- 
# I 

car ido se e luye como 10s preno I -p i ro fos fa tos ,  d i ferenciandose 

muy b i en de l do l i co l -monofosf ato-g l ucosa ( 104) ( 106). 

Todos estos hechos h i  c i eron pensar a Le l o  i r y co I. ( 108) 
t # 

que e l do l i co l -monofosfato-g l ucosa t r a n s f e r  I a su azucar a un 
# t 

acrp tor  rndogmo. ( E A). e I cue l ser 1.a un do l i co l -p i r o f o s f a t o  
# t 

o l  igosacarido. Se forma un nuevo l  pid do i n te rmed iar io  en e l  
# # 

cua l e l o l i gosacar i do t iene una o dos g l ucosas mas. Este nuevo 

compuesto f ue denom i nado GEA (aceptor endggeno g l ucos i l ado) y 
. ' t t 

l a  ecuaclon que represents su s l n t e s i s  se r la :  



4 
t l o l igosacar i do de GEA pudo s e r  t r a n s f e r  i do a una p ro -  

t e f n a  m icrosoma I. La g l  icoprote:na ob ten  i da  es so l u b i  l i zada 
# 

un icamente con t r a tam i e n t o s  muy d r a s t  icos.  Cuando se l a  d i g i e -  
f r e  exhaust ivamente con enzimas p r o t e o l ~ t i c a s  se o b t i e n e  un g l y  

# # 

c o ~ e p t i d o  cuyo peso mo lecu la r  es s i m i l a r  a1 d e l  o l i g o s a c a r i d o  

obten ido  de GEA. 

A f i n  de determinar  l a  p o s i c i g n  de l a  g lucosa t r a n s f e r i  

da, e l  o l igosac;r i do  de GEA f u e  t r a t a d o  con NaBHq . Luego de 
# 

reduc i do, e l o l i gosacar i do es h i d r o  l i zado comp l etaments y 10s 
# 

productos son cromatograf iados en papel  observandose que l a  

r a d i o a c t i v i d a d  t i e n e  l a  misma m o v i l i d a d  que l a  glucosa. E l l o  
# 

i n d i c o  que l a  g lucosa t r a n s f e r i d a  no se encuentra en e l  e x t r e -  

mo r e d u c t o r  ( 108). 
# 

E l  numero de res iduos  de g lucosa t r a n s f e r i d o s  fue es tu -  

d i ado ox  i dando e l o l i gosacar i do con p e r  ioda to  y determ i nando 
# 

e l  p o r c n n t a j e  de Gcido fo rmic0  radioactive formado. ESOOS r e  - 
su l t ados  i nd i ca ron  l a  p o s i b i l i d a d  de que sean dos l a s  g lucosas 

t r a n s f e r i d a s .  

I # 

E l  o l i g o s a c a r i d o  de GEA po r  e l e t r o f o r e s i s  en papel  se 

I cornporta como un compuesto neut ro .  Pero cuando es  t r a t a d o  con 

G lca l  i f u e r t e  y se somete a e l e c t r o f o r s s i a  aparecen doe p i c o s  

I cargados p o s i t  ivamente. Uno de e l  l o s  aparece a 10s 30 minu tos  

I 
de l  t r a t a m i e n t o  y e l  o t r o  a 10s 60 minutos.  Estos rasu l t adoe  



8 
pueden exp l i ca rse  por l a  presencia de dos mo lecu l as  de N-ace - 

I t i  l hexosam inas, l as  que podr Ian encontrarse en e l  extremo r e  - 
I L  . 

ductor  de l a  cadena de l o l i gosec;r ido ( 103). 1.1 . '  
I .  F,. 

Como ya se menc ion: Behrens y co 1. ( loo), encontraron 

que 
f C 

10s m i crosomas de h I gad0 ca ta  l i zan l a  formacign de un I I - 
I pido-az;car a p a r t i r  de UDPGlcNac rad ioac t i va .  Por analogla a 

I I 8 f 
l o  que o c u r r r a  en e l  caso de l  l ~ p i d o  azucar que contenla g l u c g  

sa y/o manosa l o  descr i b i eron como do l i co  l -monofosfato-N-ace - 
t i  lglucosamina. ii t 

Poster iormente Mo l nar y co 1. (95) incubaron m icrosomas de 
I 

h:gado de r a t a  con ( P ~ ~ P )  UDP ( I ~ c )  N-aceti lglucosamina y 11 
& 

p ido  aceptor y observaron que ademas de l a  GlcNac e l  f o s f a t o  
I I 

tambign se t r a n s f e r  l a  a l I  pid do en cant  idades equ imo leculares.  
I I 

S i e l l I p ido aceptor conten I a ya un f o s f a t o  se podr:a suponer 
# 

l a  formacion de un en lace p i r o f o s f a t o .  En apoyo de es ta  suposi  
# 

c i g n  es ta  e l  hecho encontrado por es tos  autores de que e l  U(P 

i nh ibe  l a  reaccign. -'lli:': , 1 I . #  Ill 

Le l o  ir y co I. ( 110) conf irmaron 10s exper imentos de Mo lnar  
I I 

por o t r o  cam ino. S i  se cromatograf l a  e l  l  pid do un ido a l a  N-aca 

t i  lglucosamina en columnas de DEAE-celulosa, ,que permi te  l a  s g  
& # 

paracion de 10s prenol-azucares con un f o s f a t o  de 10s di fosfa- 
8 8 

tos, este, e l uye en l a  zona de 10s preno les-pi  rofosfato-azuca - 
I # 

r e s  ( 1 10). Estos hechos ind ican que e l  I  pid do-azucar, s i n t e t  i- 
I 

zado en h ~ g a d o  , es un dolicol-pirofoefato-N-acetilglucosamina. 
8 

Entonces l a  reacc ion de t rans ferenc ia  se puede .'escr i b i r  de l a  

s igu ien te  manera: [ z d h a  

UDPG I cNac + Do I i co I -Pv Do I i co I -P-P-G I cNac + UMP 

A l m i  smo t iempo Lelo ir y co I. ( 1  10) observaron que es te  

I & # # 
Irpido-azucar puede aceptar tambien o t r a  molecula de N-acet i l -  

g l ucosam i na proven ien te  de l UDPG l cNac para formar e l do l i co l - 

d 
p i ro fos fa to -  d i -N-acet i Iqu i tob ioea.  Este d isacgr ido  e r : d & g ~ a d  



I I  p i  mil.. - -  

. Y ; l l l  

# . #  
importancia por ser un cons t i tuyente  de l a  porc ion  mas in te rna  

# f # 
de 10s o l igosacar idos de numerosas g l  icoprote lnas.  La union aa 

parragina d i  N-acet i lqu i tob iosa  se encuentra en l a  t i r o g l o b u l i  
f 

na (60). ovoalb&ina (59) y o t r a e  gl icoprote:nas (8). Podr la  
# I 

ser un i ntermed i ar  i o  tamb i en en l a  b i o s  I n tes  i s de l o l i gosacar i  

do de GLA a l cua l cont iehe dos haxosam inas ( 108). Ls te  I fp ido 
# 8 

d isacar ido  fue  tambien s i n t e t i z a d o  con preparaciones de pan - 
creas ( 145) y, r e c i  entemente ha s ido s i n t e t  i zado qu i m  icamente 

por Strom i nger y co I. ( 146). I - . I .. 
Poster iormente Behrens y co I. ( I I I ) incubando GDPMan ra 

d ioac t  i vo con do l i co  l -P y m icromomas de3.hfgado de r a t e  observe 

ron  que e l  mayor product0 formado es e l  do1 i c o l - m o n o f o s f a t o ~  
# # # 

nosa. Luego de l a  incubacion s i  se r e a l i z e  una h i d r o l i s i s  a c i -  
f 

da suave, y 10s productoe de l a  misma se cromatograf Ian en p a  

pel, l a  mayor p a r t e  de l a  r a d i o a c t i  v idad corresponde a l a  mano 
# 

sa y una pequeEa cant  i dad a o l igosacar idos que cont  i enen mano- 

sa rad ioac t i va .  S i  en es ta  incubacion se agrega tambien aceptor 
f # # l i p l d i c o  l a  formacion de 10s o l igosacar idos de manosa se i n c r ~  

f # 
menta. Por cromatograf I a en pape l m i gran como ma l t oo  l i gosacar i  

dos que cont ienen e n t r e  5 a I 6  res iduos de hexosas. En cromate 

f 
g r a f l a  en DLAL-celulosa eluyen en l a  xona correspondiente a 

10s preno lea-p i ro fos fa toe .  Por t ra tam ien to  con l ca  l i f u e r t e  
# 

se comportan en e l e c t r o f o r e s i s  igua l  que e l  o l i gosacar ido  de 

GEA, dando dos p i c o s  cargados posi t ivamente.  Ls to  i n d i c a  l a  

- .  11 h:l' ' 8 . - 
present i a de dos hexosam i.nas. 

I  

f 
La t rans fe renc ia  de manosa a es tos  l l p idos  aceptores p c  

d r f a  set- a p a r t i r  de l  GDPYlan o de l  dolicol-P-menosa o dc ambos. 
# 

A l gunos de es tos  I rp i do-o l i gosscar i do. da manosa c o n s t i  
f 

t u  i r I an e l aceptor e n d g g e n o ( ~ ~ )  , a l cua l e l do l i co l -?-a l ucosa 
I  C 



C 8 
t r a n s f e r i r l a  su azucar para formar e l  GEA. t s t e  acgp to r  endog2 

I 
8 8 

no manoai lado podr:a contener o t r o s  azuoarcs edemas de l a s  he- 

xosam i nas y manosas. 

Recientemente se ha pod,ido p u r i f i c a r  e l  GEA y detarminar  
t . 8 # 

par cromatograf  I a de gases, su.. compos i c Ion  cuant i t a t  j va en azg  

cares (167), l a  cwal es: 

( ~ l c ~ a c )  Man 
2 12 G1c4 

8 

Tanto e l  aceptor  endogeno manosi lado comp e l  GEA pueden 

t r a n s f e r  ir su po rc ign  carboh id ra to  a prote:nes \ l l I) ( 107). 
# 

La F i 9.7 esquemat i za l a  formac i o n  de l o l i goeacar i do de 
I C GEA y su t r a n s f e r e n c i a  a una p r o t e l n a  t o d a v ~ a  desconocida. Ls- 

C I 
t e  .mecan i smo podr I a ser  un i versa l para  l a b i o s  I n t e s  i s de l as 

I 
g l i c o p r o t e ~ n a s  que possen e l  t i p 0  de un ion  asparragina-N-ace - 
ti lg lucosamina ( 1  12). 



FINALIDAD DE LA PRESENTE INVESTIGACION 

I t l  ob je to  de es ta  t r a b a j o  cons is te  en e s t u d i a r  l as  p r i -  

. I 
meres etapes de l a  s:ntesis de 10s o l  igosacaridos de l as  g l  i c o  

f # 

.- pro ternas  que poseen l a  un ion e.ntre l a  asparragina y l a  N-ace- 

ti lglucosamina. 
f 

De acuerdo a l o  encontrado en e l  l n s t i t u t o  se podla p r e  - - 
.-- ! '' deci r l a  ex i s tenc ia  de una manos i l t r ans fe rasa  que ca ta  l i zara 

I l a  t rans fe renc ia  de manosa a l  do l i co  I-P-P-di -N,-acet i l q u i t o b i o -  
t 

sa. Este l  pid do dc qui tobiosa, como ya se ha mencionado, fue  

I f 
s i n t e t i z a d o  con preparaciones de h ~ g a d o  por L e l o i r  y cold (110). 

# 

I 
Por o t r o  lado, estos autores, tambien estudiaron l a  t rans fe ren  - 

C t 
c i a  de manosa a I :pido. endogenos de h ~ g a d o  de ra te ,  10s que 

I poseen tamb i l n  doa N-acet i I hexosam inas ( I I I ). Lo que aun f a  l t a  
I - 

- 
ba e ra  u n i r  exper imentalmente es tos  dos ha1 lazgos, l o  que fue  

I e l  o b j e t o  de es ta  t e s i s .  

I Para es te  es tud io  se t r a b a j o  con preparaciones p a r t i c u -  
t 

ladas de ov iduc t0  de g a l l i n a .  E l  70% de la*  p r o t e ~ n a s  so lub les  

I -s i n t a t  i'zadas en s s t e  t e  j ido corresponds a l a  ovoa l b;m i na. Este 

compuesto posee un o l igosacar ido cuya : .estructura es r e  l a t  i va- . #  
jmente s imple y es ta  formado un icemente por manosa y N-acet i l - RL:: a 

I 
! 

I glucosamina. 

La F i gura  7 esquemat i za e l mecani smo propuesto para l a  

I f 
# 

srn tes  i s  de estos o l igosacar idos. En e l  presents t r a b a  j o  se 

I cent ra  e l  es tud io  en l a s  t r e s  pr imeras etapas. 



Dol  - P-  P - Glo  N e o  

D o l -  P - P - ( O l e  N o o ) 8 M a n . @ l o  

P r o t e l n o - ( G l o  N o o k  M o n a  @ l o  

F ig .7 -Esquema de l a  bioe:ntas i s de l Do I -P - .P - (G ICN~C)~  

Man G 1c (GEA) y una g l  icoprote:na, propussto por 

Behrens ( 1 12). 



I I MATLR IfiL Y METODOS 
- .  

" - . . .G :, 
' t =+-.'c 

.. .. 
' ' -.I@?:. 1; . - I !  J :r.q:. mrn;*- . - 
. . . 5  - . , - 4 *'<: . . UDPG IcNac I4c y ' GDPMan I4c. son obtenidos de New 

tng land Nuclear Corporat ion (USA). UDPGlcNac, GDPMan, Tr  i s( ba - 
se I i bra). LDTA. GlcNH2 . GIcNac. mercaptoetano I, p - n i t r o f e  - 

# 

n i l  g lucosidos se obt ienen de Sigma Chemical Company. Deoxico- 
f 

l a t o  de sodio, gcido s i l ~ c i p  y concanava l ina A son compradas 

en Calbiochem (USA). Bio-gel. Dowex 50 X 4 y DCAL-celu losa son 

obtenidos en Bio-Rad Laboratory (USA) y Serva (Alemania) r e s  - 
I .  

pectivamente. Sephadex es adqu i r ido  en Pharmacia. Il 1 I 

I 
La di-N-acet i l qu i tob iosa  f u e  cedida gent i lmente por e l  

t 8 Dr .  Lu is  F.  L e l o i r .  H a b ~ a  s ido  preparada.de acuerdo con e l  me- 

todo de A r  ima y co I. (60). a p a r t  ir de q u i t  ina. I 

Todas las  o t r a s  drogas empleadas son de o r  igen d iverso  

y siempre de a l t o  grado de pureza. 
I 

2. MLTODOS 
- 

I - ' I  

a) ~rote:nas , ; 
I - I 

La determ inac ign de p ro te lnas  se efectuo de acuerdo e l  
# 

&todo de Lowry y col. ( 1  13). con albumina de suer0 bovino como 

estandar . 
., . . . *.:" , 8 . I .  

0) lntercambiadores Ion icos , ' .  ..J ,! .. _ 
La DEAk- ce lu losa  es lavada y ajustada a l  pH u t i l i z a d o  

da scuerdo a l  mgtodo de Peterson y Sober (114). .- - ; I  .. 

Douex 50 (H+ ) es lavada previamente con agua des t  i la-  

da a f i n  de e l i m  i nar las  impurezas co loreadas. 
t 

c) Cromatograf I a y t l e c t r o f o r e s  i e en paps I. 

Se u t i l i z a n  10s s igu ien tee  uolventee: A, b u t a n o l - p i r i d i  - 
na-agua 6:4:3 ( 1  15); B 8  butanol -p i r id ina-esua 4:3:4 (105); 



I C, acetato de e t i  lo-pir id ina-ague 2: 1:2 (137); D* acetato de 

I 
e t i  lo-Gcido acgtico-egua 3: 1 :  1 (437); E, Scido f6rmico a l  5% ; 

F, acetato de p i r i d i n a  p H  6 , s .  
+;I;; !. ! - 1 . I  

,1 Los pape l es de cromatograf !a u t  i l i zados son Whatman NQ 

1,4 y 3 MM. Estos son lavados siempre antes de usa r los  de acuer 

I 
- 

do a l mgtodo de Suther land y co I. ( 1 18). Whatman HQ I es usado 

, Z como t a l  o tambign previamente t r a t a d o  con ZnSOq IM, o NazBqO, . ' 
*: c : # 

0,2M y se a j u s t a  e l  pH a 8,5 con H2S04. Despues de es tos  t r a t a  

u - 
mientos e l  papel se seca y so usa. . I I 

# 

Los azucares son v i sua l  i zados con e l  r e a c t  i vo de p l a t a  
e 

a l c a l i n o  (119), t a n t o  en c r o m a t o g r e f ~ a  como en e l e k t r o f o r e s i s  '-. . z . . . 11' 
en pape I. . 
d) Medida de l a  Radioact iv idad. 

. .. 
- .  " . -5.: 

La r a d i o a c t  i v idad de 10s ex t rac tos  cloroformo-metano l y . . ' .. 

/ I # # 
de los productos de h i  dro l i s  i s ac ida suave es mad ida  en un con - 
tador  de f l u  j o  gaseoso secando p r e v i  amente l as  muestras en 

planqhetas de aluminio.  ~ u a n h o  loo icompuesto~ se quieren r e -  

cuperar son medidos en planchetas de v i d r  i o  y luego sa 10s ex - 
' 11 .. . I .  

. I 
t r a e  con e l  so l  vente apropi ido.  :: 1 LI: 

La mediciGn da l a  r a d i o a c t i v i d a d  de 10s cromatogramas y 

electroforogramas se r e a l i z a  en un de tec to r  Packard modelo 
:fi 

7201. Para obtener determinaciones c u a n t i t a t i v a s  de l a  rad ioac  - 
ti vidad , en 10s cromatogramas se eluyen l a s  zonas correspon - 
d ien tes  a cada p i  co y l u e ~ o  se m iden en planchetas como se des -.. 

# . 
c r i b e  mas a r r i b a .  ... . L 1 AS. -'.I LL. . 

.. C 3. PREQARAC IONES DL'# ICROSOMAS Y tHSAVOS LNZ IMAT ICOS ' # " a) Te j idos  u t i  I izados 

I Los ov iduc tos  son obtenidos de g a l  l inas Leghor de 36 se - 

'I 
manas, seleccionadas en e l  p i c 0  de postura, gent i lmente dona - 



das por C a r g i l l  Argentina. 
C 

H~gados de r a t a  se o b t u v i e ~ o n  da r a t a s  Wistar de 200 g 
C aproximadamenta. Los an ima les  son ayunados por  3 d !as sum i n  i s -  

trGndose l e  un icamente ague a d  i b i  t u m .  Una hora antes de ser  sa - 
c r  i f  i cados son i n  Jectados con 20 U I de i nsul  ina L i  l l y .  Luego 

# < 
de l a  decapi tac ion 10s h ~ g a d o s  son per fundidos con una s o l u c i -  

gn fr i a  de sacarosa 0.25 M que cont  iene LDTA 5 mM y mercaptoe- 

tan0 l 10 mM. 

I ! -  Bazo, r i n o n  rn # y corazon # son tambign obtenidos de r a t a s  

Wistar de 200 g. 

T i  r o  ides e h7gado de cerdo ,son sum i n  i st rados gent i lmente 

por e l  f r i g o r ; f  ico La Negra, Buenos A i m e .  

b) ~ r e ~ a r a c  i6n de M i crosomas 
# 

Los m icrosomas son preparados de acuerdo a l metodo de 
# 

Mou l e  y co lr ( 120), con a l gunas modi f i cqciones. A cont  i nuacion 
# 

se descr ibe una preparacion t i p o .  
< 

Los t e j i d o s ,  luego de e x t r a ~ d o s ,  se pesany se homogeini 

ran  con 1',5 vo lu'menes de sacarosa 0,25 Mi que cont  iene EDTA 5 mM 

y mercaptoetanol 10 mM, en un homogeinizador de v i d r i o - t e f l o n  . 
Todas es tas  operaciones se l l evan  a cabo a una temperatura en - 
t r e  0 y 4 QC. E l  homogenato se c e n t r i f u g e  a 14.000 rpm durante 

# 

20 minutos a f i n  de e l i m i n a r  nucleos, mi tocondr ias y r e s t o s  de 

t e j  ido. E l  sobrenadante obtenido se somete antonces a una cen - 
C 

t r i f u g a c i g n  de 3 horas a 105.000 xg, en una c e n t r t f u g a  prepara- 

I t i v a ,  Spinco, Modelo L. E l  p r s c i p i t a d o  obtenido de es ta  c e n t r i -  

I fugacign se homoge i n  i r a  con m:n ima cant  idad de b u f f e r  T r  i .-Ha - 
# 

leato 0, I M , pH 7,8 y se d i v i d e  l a  prcparec ion en pequeKos vo- 

I limenes 10s que se guardan haste su uso a -70QC. 



4, C) ~ e z c l a  de incubacion estandar 
I I 

La mezcla de incubacion para l a  s ~ n t e s i s  de 10s d i f e ren -  

t e s  I rp ido-az;cares se de ta  l l an en l a  Tab la  I V. 

I *  To'das l a s  incubaciones se r e a l i z a n  a 30QC y se agrega a l  - 
I 

rededor  de 2 mg de p r o t e ~ n a  microsomal. 

C I 
Los l ~ p i d o s  aceptores, do l i co l -P ,  dolicol-PP-GlcNac, do- 

I F 

I 
a 

11 i co l -PP-( G l c ~ a c ) ~  y I lp ido - X3 , qua se encuentran en so l u- 
'1 1 
I .  I . ' 

' 1  - c i o n  de cloroformo-mentano l 2: 1 se secan j u n t o  a l a  s o l u c ~ o n  
I 

1 de EDTA-Mg ba jo  atmGsfera de nitr:geno. 
I I 

I 
L I  volumen f i n a l  de l a  mezcla de incubac ion para  l a  s i n -  

I I 
t e s  i s de 10s d i f e r e n t e s  I ~p ido-azucares es  de 50 p~ I. 

I 
I I I 

d) A i s l a c i o n  de l o s  Ltp ido-azucares 

Las incubacionos con 10s d i s t i n t o s  aceptores siempre son 

@ deten i das por  e l agregado de una mezc l a de c loroformo-mstano I- 

MgCI2 en l a  r e l a c i G n  3:2:1 de acuerdo a F o l c h  y cole ( I O ~ ) . D ~ S  - 
# 

pues de a g i t a r  vigorosamente se c e n t r i f u g a  y se ob t i enen  dos 

I fases. La super io r ,  con t iene  l a s  sus tenc ias  s o l u b l e s  en agua , 
# I 

1 
como po r  e jemplo 10s n u c l e o t  ido-azucares que no han reacc iona-  

I 

do. La f ase  i n f e r i o r  e s t a  formada fundamentalmente por  c l o r o  - 
I 

I I 
formo-metanol. Es l a  l lamada tambien f a s e  o rgan i ca  y en e l l a  

C # 
se encuentran 10s I~p ido -azuca res .  E n t r e  ambas fases, l a  acuo- 

I I # 

sa y l a  organica,  se encuentra una i n t e r f a s e  s o l i d a  formada p o r  
c < 

1 l a  p r o t e ~ n a  microsomal desna tu ra l i zada .  Esta  p r o t e ~ n a  es reex-  
I # 

t r a ~ d a  dos veces mas con l a  mezcla de Fo l c h  y co I. 

I L ~ S  fases  opg:n i c e s  ob ten idas  po r  e s t c  t r a tam i e n t o  se 

I 
j un tan  y se e l i m i n a n  10s p o s i b l e s  r e s t o s  de sus tanc ias  h i d roso  - 

I 
l u b l e s  lavando l a  con una mczcla de composici:n semejante a l a  

I I f ase  supe r i o r .  De e s t a  manera 10s compueetos p resen tes  en l a  
# 

f ase  organ i ca quedan l i b res  de pos i b l e s  contam i nantes h.ldroso l - u 
# I 

b les .  Luego, se concentran b a j o  a tmosfera  de n i t r o g e n 0  y se 



I guardan a - 15 QC en cloroformo-metanol 2:l. 

f 8 I 
Los I tpido-azucares cuyos r e s t o s  h i d r o f  I l i cos  son de ma- 

I W I # yor tamano, como por ejemplo 10s I lpido-o l igosacar idos, no son 

, I 
# 

t o t a  lmente so l ub i  l i zados en l a  fase  organ ice, s i no que permane - 
I 

cen en l a  p ro te lna  desnatural izada de l a  i n te r fase .  Esta pro- 

I I I 8 
t e l n a  primer0 se lava con una mezcla de composicion semejante 

I 8 
a l a  fase  super ior  y luego se ext raen l o s  I ip ido-azucares con 

una mezcla de cloroformo-metanol-agua 10:10:3 (104). Esta ex - 
I 

8 
t r a c i o n  se r e p i t e  por l o  menos dos veees , y 10s ex t rac tos  se 

I 
concentran ba j o  n i t rogen0 y se guarda a -15 eC. 

I 
I # f 8 

e) Pur i f i cac ion  de 10s Llpido-azucaree , s d ,  8 I - '  
' ym?;+ 31 

I Para l a  pur i f  i cac ion  de 10s I lpido-azGcares se usan co lum - 
nas anal it i cas de DEAE-ce l u losa, forma acetato , de 1.2 cm de 

I d i  ;metro por 46 cm de a l t u r a  ( 121 ). Luego de lavar  e l  exceso 

de acetato de potasio,  se equ i l i bra  con c loroformo-metano I-a - 
8 

gua 10: 10:3. Despues de l a  adsorcign, l a  columna se lava con 

alrededor de 50 m l .  de l a  mezcla de e q u i l i b r i o .  

La e I uo ign  se efectGa hac i endo pasar un grad i ante l i nea l 

de formiato de amonio e n t r e  0 y 30 mM d i s u e l t o  en l a  mezcla de 

e q u i l i b r i o .  E l  f l u j o  de l a  columna se a j u s t a  a I m l .  por minu- 
8 

to .  LOS vo l umsnes correspondientes a l lavado y a l  g rad ien te  se- 

recogen en a lrededor de 50 f racc iones  de 4 m I. cada una. 
I 8 

I Los I l p  i do-p i ro9osfato-azucares e l uyen a una concentra - 
c ign  10 mM de fo rm ia to  de amonio. Las f racc iones  c o r r e s p o n d i e ~  

I I 8 # 
t e e  a 10s I lpido-azucares se concentran bajo atmosfera de n i  - 

I 
tr6geno. Entonces se agrega c loroformo-metano l -agua en l a  pro- 

8 8 

~ o r c i o n  3:2: 1 y l a  fase  organ ice  se lava repe t  idas veoes con \a 

I mezcla de composic:gn s imi  l a r  a l a  fase  super io r  hasta quedar 

l i b r e  de fo rm ia to  de amonio y entonces se guarda a -15 QC. 

I 
I 





- 
8 

Para de tec tar  10s I Tp ido-azucares r a d i o a c t  i vos se toman 
- 

a l  :cuotas de cada f r a c c i g n  y luego de secadas se m iden en un 

I contador de f l u  jo. En 'e t caso de l a8  preperaciones de do l i co l- 

, I  
8 

P-manosa, no rad ioac t ivo ,  luego de l a  incubacion se p u r i f i c a  

tambign en co lumnaa de DEAE-celutosa. Como no ee p o s i b l e  detec 

I 
. . - 

< 8 
t a r  l a  presenci a de eete I I pido-azucar, l a  co l umna es pt-evi a - 

- 

I 
mente ca l i brada con do l i co I-P-manosa r a d i o a c t  i vo. De es ta  mane - .. - I 

8 
r a  se determina l a  zona en qua e luye eete I :pido-azucar. 

f) H i d r o l i s i s  ac ida suave - 
f 8 La porc ign  h i d r o f : ~  i ce  de 10s I ~ p i d o s  azucaree, que p r o  

vienen ds l a  pur i f  i cac ign  por  colunnas de DEAE-celuloea o de . . - 
8 8 8 

10s productos de l a  reaccion, se obt ienen por h i d r o l  i s i s  ac ida 

suave. A t a  l efecto luego de secados ba j o  n i t rggeno son suspen - 
d idos  en 0,2 m l ,  de agua y se agrega H C I  0,s N haste que e l  

azul  de t i m o l  v i r e  a l  r o j o  ( pH 2). Las muestras son ca len ta  - 
das a I O O Q  C durante 10 m inutos. Lo. productos de l a  hidr:l i - 

t 
sis son entonces separados por  cromatograf l a  en papel. 

g) Tratam i ento A l ca l i no 
8 8 

Lo. as6carcs l i berados por h i d r o  l i s i e ac i da suave, l uego 

de c romatogra f ia r los  en papel y e l u i r l o s  con agua, son t r a t a  - 
dos con KOH 2 M a IOOQ C a tiempos var iab les.  Las so luc iones 

8 8 

son entonces n e u t r a l  izadas con acido p e r c l o r i c o  y e l  sobrena - 
dante es sometido e e l e c t r o f o r e s i  s en Gcido f g r m  i co  a l 5%. du- 

- 
r a n t e  210 minutos a 20 V/cm. 

4.- PREPARACION DL LIPID0 ACtPTOR. - - - 
t l I :pido aceptor es prepsrodo a p a r t  ir de htgado de 
- - 

cerdo de acuerdo a Burgoe y co 1. (68), con lae modif  iceciones 

de Behrene y co I. (23). 

t l  hrgado de cerdo ee homogeneizado en una l icuedora 



. , 
I * ?  

- t  
'$ 

con dos vo lumenas de acetona fr:a.Luego de f i l t r a d o  e l  r es iduo  
# 

se seca a l  a i r e  y entonces *e e x t r a e  con 3 vo lumenes de c l o r o -  

formo-metano l 2: 1.  A l sobrenadante ee I e  agrega NaOH hasta  una 
# 

concentration f i n a l  de 0, I N y se incuba a 379 C duran te  15m i - 
nutos. Luego se l e  agrega HC I s u f  i c i e n t e  para  obtener una con- 

cen t rac ign  f i n a l  de 0.1 N y se h i e r v e  a r e f l u j o  durante  15 m i -  
# 

nutos. La f ase  cloroformo-metanol ee lavada de acuerdo a l  meto - 
do de F o l c h  y col . ( lOs).  

La f ase  org;n i ca es pur  i f icada en una co l umna p repa ra t  i - 
va de DEAL-celulosa, . , de 5 cm de d i h e t r o  po r  70 cm de a l t u r a  , 
en l a  forma acetato,  l a  ~ u a l  es equ i  l ib rada con c loroformo-me- 

t a n o l  2: 1 . 
I 

Luego de l a  adsorciGn d e l  Inp ido  aceptor, se e luye  con 

ace ta to  de amon i o  0, I PI pH 4, en c loroformo-metano l 2: I. Las f r a  - 
f 

cc iones kique con t  i enen a l l I p ido aceptor  se concentran y se l a  - 
van para  l i b e r a r  e l  aceta to .  

5-PRLPARAC ION DL MALTOL l GOSACAR l DO 

Los ma l t o  l igosac;r idos  se o b t u v i e r o n  de acuerdo a l meto - 
do de Thoma y co 1. ( 122). 

A 100 9 de ami l opep t i na  se l e  agrega 100 m l  de H2S04 

0,2 N y se ca l i e n t a  a 1OOe C durante 70 m inu tos.  Luego se neu- 

t r a l i z a  con carbonato de b a r i o  y se c e n t r i f u g a .  E l  p r e c i p i t a d o  

se lava v a r i a s  veces y 10s sobrenadantes se concentran y se 

vue l ven a l avar hasta  e l i m  i n a r  e l carbonato de bar  io.  

6- PRLPARACION Y LNSAYOS DL GLICOSIDASAS 

a) ~ r e ~ a r a c  i&n  dc d -manos idasa de brone l i na 
8 

L I po l vo seco de brome l i na de anana es sum i n  i s t rado  gen - 
t i l m e n t e  po r  Dole Co., Honolulu, Hawaii. k s t e  es suependido en 

agua d e s t i l a d a  y ag i t ado  30 minutos. Luego de c e n t r i f u g a r ,  a1 



sobrenadante se l e  agrega s u l f a t o  de amonio hasta l legar a una 

concentrac ion f ina  l de 50%. k s t a  operaci& se rea  l i za lentamen - 
# 

t e  y l a  so l uc ion  es agi tada cont  inumente.  Luego de dos horas 

se cen t r  i fuga y l a  d -manos idasa que se encuentra en e I sobre - 
nadante, es p r e c i p i t a d a  con s u l f a t o  de amonio hasta b levar  a 

# 

una concentracion de l  65 $. 51 p r e c i p i t a d o  obtenido es d i s u e l  - 

I t o  en b u f f e r  de fos fa to  de sodio de -10 mM, pH 7,O y se d i a l  i za  

48 horas cont ra  e l  mismo bu f fe r .  Todas as tas  operaciones se r e 2  

I i z a n  a 4". 
# 

Ssta preparacion es r e a  l i rada de acuerdo a l a l t o d o  de 

r 
L i y Lee ( 1 14) con a l gunas mod if i cac iones, l l egando so l amente 

I 
# 

hasta l a  etapa de su l f a t o  de amonio. La preparacion no t iene ac - 
t i v i d a d  de (3 -manos idasa y tampo-co de (3 ON-aceti Ig lucosa 

I 
- 

minidasa, dentro de l a  s e n s i b i l i d a d  de l  ensayo u t i l i z a d o .  

I b)preparaciGn de a( -manosidasa de poro to  

k s t a  preparaci6n se r e a  l i r e  de acuerdo a L i ( 124)con l i 

I 
- 

geras modif icaciones. 

I 5 1 po l vo de poroto (Canava l i a  ens i formes) se suspende 

en una so l ucign de su l f a t o  de amon i o  a l 33% y sa de j a  toda l a  

I I . ' f 
noche, con a g i t a c ~ o n ,  en e l  cuar to  f r ~ o .  Luego de cen t r i f uga r ,  

e l  sobrenadante se l leva a 40 $ de sa turac ign  con s u l f a t o  de a - 
# 

monio so l ido .  A l  sobrenadante obtenido de es ta  nueva c e n t r i f u -  

jac ign se l e  agrega s u l f a t o  de amonio hesta e l  60% de satura- 
. ' 

clon. 51  prec ip i t ado  obtenido en es ta  etapa se d i sue lve  en buf 

f e r  de fos fa to  de sodio 50 mM, pH 7,O. Se d i a l i z a  con t ra  buf- 

f e r  de acetato de p i r i d i n a  50 mM, pH 6,O . durante 24 horas,con 

k I d i a l  i redo ee pasa por co lumna de B io-ge l 9-200,equi 

l ibrado con acetato de p i r  i d i n a  50 mM pH6.0 y e l  eluTdo es r e  - 



# 
cogi  do . en f racc ionee de 3m I. ~ l f c u o t a s  de cada f r a c c i o n  se 

tomaron a f i n de determ i nar l a  a c t  i v idad de o( -manos idasa. To 
< das las  etapas son rea l i zadas  en e l  cuar to  f r ~ o .  

Ssta preparacign cont  iene alrededor de un 10% de a c t  i v i  

dad de P -N-acet i I g l ucosam i n  i daea per0 carece de a c t  i v i dad de 

() -manosidasam 

c) ~ r e p a r a c i g n  de g l  icosidasas de eel  i v a  humana 

Las muestras de sa l i va de cada dador, l uego de recog idas - 
! I , son centr i fugadas. 51 sobrenadante es entonces d i a l i z a d o  

cont ra  bu f fe r  de c i t r a t o  0,294 pH 4,6. Todas las  operaciones 

1 son r e a l  i zadas e n t r e  0 9 4Q C. 

Como se observa en l a  Tabla t V  , e x i s t e  una no tab le  va- 
# 

r i a c i o n  e n t r e  10s d i s t i n t o s  dadores con respecto a l a  a c t i v i  - 
dad de las  g l  icosidasas medidas. Zn cas i  todos 10s caeos se pu - 
do determ i nar una a l t a  a c t  i v i dad de fi -R-acet i I g I ucosam i n i da- 

sa. M i e n j r a s  que l a  a c t i  v idad de la. manosidasas era  muy var ia 
ble, . 'I' 

I 
d) ~ r e ~ a r a c i g n  de fi 

7 

-N-acet i lglucoeam i n  idaea de ov iduc t0  de 

ga l  l i na  

I Los ov iduc tos  de ga l l inas L e ~ h o r  de 36 semanas son homo- 

geneizadoscon b u f f e r  d e f o s f a t o  de potasio, 10mM pH7,5. E l  

I I homogenato es cen t r  if ugado a ' 1  2.000 xg durante 15 m i nutos. E l  
I 

prec ip i t ado  es r e e x t r a ~ d o  con e l  miemo b u f f e r .  E l  sobrenadante, 

es ajustado a 35 $ de sa turac ign  con s u l f a t o  de amonio so l  ido. 

I 
# # 

beta operacion se r e a l i z a  lentamente y l a  so luc ion  es agi tada 
# 

cant i nuamente. La so l uc ion se de ja  20 m i nutos y l uego se cen t r  i 

I 
- 

f uga. 5 1 sobrenadante es I l evado, con su l f a t o  de amon io, a 80% 
# 

de saturacion. 

Luego de es ta  6 It ima etapa es d i a l i zada toda l a  noche 

I1 cont ra  b u f f e r  de fos fa to  de po tas io  10 mM pH 7,5. 



Luego de l a  d i 6 l i s  i s e l sobpenadante se l leva cu i dadosa - 
mente a pH I I ,O con NaOH 0.1 N. beta oparacign ee r e a  l i za con 

# 

cont inua a g i t a c i o n  y m id iendo e l  pH constantemente. De acuer- 

do a Sukeno y co I,( 125), con es te  proced i m  iento se e l  i m  ina l a  
# 

-manosidasa que contamina l a  preparacion, l o  cua l es ver i- 

f icado.  Luego e l  pH de l a  so luc ion  se l l e v a  a 7,s y se c e n t r i -  

fuga. 51 sobrenadante obten ido es d i a l  izado cont ra  b u f f e r  de 

c i t r a t o  de sodio 5.M p H  4.5 que cont  iene adem;s acetato de Zn 

0, I mM y C INa 50 mM, toda l a  noche. E l  d i a l  izado es pasado por  

una co lumna de Sephadex 6-200, ds 1.5 cm. de d i k e t r o  por  50cm 
# # 

de a l tu ra ,  previamente equi l i b rada  con l a  so luc ion  de d i a l  i s i s .  

Se recogen f racc iones  de 5 m I cada una y l a  a c t  i v idad 
# 

enzimat ica se determina como mas adelante se describe. 

Por aLte mgtodo 86 o b t  i ene (3 ON-acet i 1 g 1 ucosam i n i dasa , 
l i b r e  de l as  o t r a s  manosidasas. 

e) ~ a t e r m i n a c i g n  de l a  a c t i v i d a d  de lea g l i cos idasas  

La a c t i v i d a d  de las  t r e s  g l i cos idasas  estudiadas es de- 

term inada por e l  mgtodo de Levvy y co 1. ( 126). 

La mezc l a  de i ncubacign cont  iene 1.8 mM de p-n i t r o f e n  i - l 
# 

g l icos ido ,  33 mM de b u f f e r  de c i t r a t o  pH 4.8 y e n ~ i r n a ( ~ l  i c o s i -  4 + 

dasa a estud i ar) haste un vo l umen f i na l de 300 p 1. La reacc ign ?- 

se r e a l  i za durante 30 m i nu tos  a 37Q C. 

5s detenida por e l  agregado de 2,7 m 1  de Na2C03 0, l M y 

se lee l a  absorbancia a 400 m y .  

La incubacign de 10s carbohidratos obtenidos de l os  l T p i  
# / 

do-azucares se hace bajo atmosfera de toluene, a f i n  de preve - 
# 

n i r  l a  contaminacion bacteriana.La reacc ion  se de t iene por  ca - 
lentamiento a 1002 C durante 5 minutoe o por  agregado de 0,s m l 

de cloroformo-metano l 2: 1 . Luego de c e n t r  i f u g a r  e l sobrenadan - 



Act i v idad  de g l i cos idasas en s a l i v a  de d i s t i n t o s  dadores 

( Dador Id -Manos idasa I fi -Hanos idesa 6 -N-acet i I g I ucosam i n idasa 

Lqs incubaciones se r e a l  izaron de acuerdo a l  ";todo de Levvy 
# 

y co1.(126). Se va r i g  con cada enzima e l  p -n i t ro fen i l -g lucos ido .  

Todas las  preparaciones de s a l i v a  fueron previamente c e n t r i -  

f ugadas . 
La a c t  i v idad enz i m i t  i ca  est: expreeada en un idades de enz imas. - 

B .  
L 



7 - INTSRACCION DSL OLIGOSACARIDO CON AGLUTIN INAS 

b I tr i sac& i do marcado es obten i do por  h i drg l i s i s ;c ida 
t 8 

suave de l I I p i do - t r  i sacar i do, segu i da de cromatograf  f a  en e  l 
f so lven te  A. A f i n  de p u r i f i c a r l o  se r e c r o m a t o g r a f ~ a  en papel  

Whatman 3 MM, en e l  m i smo so l vente y se e l  uye con agua. 

La a g l u t i n i n a  de a r v e j a  es ced ida gen t i lmente  po r  e l  D r .  

Rafael  Pont Lez ica d* l a  ~ u n d a c i g n  Bar i loche .  

Las a g l u t  i n  inas son d i s u e l t a s  (a l rededor  de 0,5 mg) en 

b u f f e r  Tr is-Maleato 0.1 M pH 7.0 que con t i ene  adem;s c l o r u r o  

de sod i o  3 M y c l o r u r o  de magnes i o  4 mM. Luego de i ncubar I ho - 
I 

r a  e l  t r i s a c a r i d o  con l a  a g l u t i n i n a  se c romatogra f la  en una co - 
lumna de Bio-gel  P 60 (~io-  ad) de 16 x 0,8cm. 

Se co l e c t a r o n  f r a c c i o n e s  de 0,s m l comenzando desde e l  
. ' 

p i c 0  d e l  dextrano azu l .  La muestras se m id ie ron  con s o l u c ~ o n  

de Bray (61). en un contador de cen te l l eo ,  Packard T r i - C a r b  . 



Estud m v i o s  efectuado. en es te  l a b o r a t o r i o  con p r e  - 
parac iones de m i crosomas de h:gado de r a t a  ( 100) y por  o t r o s  

inves t  igadores con d i f s r e n t s s  te j i dos (22 )  ( 9 5 )  ( 127) hab:an de - 
14 mostrado l a  t rans fe renc ia  de GlcNac de l  UDP ( C)  GlcNac a un 

I Tp i do aceptor. 

En e l  presente t raba  j o  se es tud ig  l a s  condic iones de 
c 

formac ign  de I I ~p ido-p i rofosfato-N-acet i Ig~lucosam i na con micro - 
somas de ov iduc to  de g a l l i n a .  k r a  de esperar que este sistema 

c 
fuera muy e fec t i vo  en l a  s ~ n t s s i s  de es te  compuesto ya que co- 

mo se ha dicho, e s t s  t e j i d o  s i n t a t i z a  p r inc ipa lmente  ovoelb6mi - 
# 

na cuyo o l igosacar i do cont  i ene un i camenta manosa y acet  i l g l uco - 
I samina (59). 

l d s n t i f i c a c i g n  de l  producto de l a  incubacign y es tud io  de a lgu  

m nas de sus propiedades. , ItcL Luago de incubar l a  f r a c c i g n  p a r t  icu lada de ov iduc t0  
# 

ga l l i na con UDPG l cNac , (mareado un iformemente en l a  mo l ecu l a 

I ' 
de glucosamina ) y do l i co l -P  , l a  raacc ion  80 detuvo por  e l  a- 

I 
gregado de cloroformo-metano I-4rJ1 MgC I 2  en l a  proporc ign 3: 2: 1 

De es ta  manera se forman 2 fases: fa super ior(acuosa), l a  i n fe -  

r ior(org;n i ca). l a  f ase org& i ca lavada y I l evada a sequedd se 
.' # # 

somet l o  a h i d ro  l i s  i s  ac ida suave, segu ida  de cromatosraf  :a en - - r pape I, como se i n d  ica  en Matsr i a  l y Metodos. La mezc l a  de reac - 
m , ~ i g n  se d e t a l l a  en l a  Tabla I V .  1-F' .- . . 

- I  I> + , * - .  La Fig.8 , muestra l a  apar i c i o n  de una sustanc ia rad ioac - 
I t i v a  que migra como l a  N-aceti lglucosamina estandar. 
- 

c # 

I 
E l  I gpido-azucar obtenido ee comporta como loe preno l - 

# # 

azucares. Setos son muy l a b i  l e s  a l  t ra tamiento  i c ido  suave a 

, I 
# 

d i f e r e n c i a  de 10s de l  t i p 0  d i g l i c e r i d o s  que requ ie ren  un v igd-  



roso t r a t a m  i ento ;c i do antes de ser  h i d r o  I i zados(76)( 128)( 129). 
# # # 

E l  azucar l i be rado  po r  h i d r o l i s i s  ac ida  suave, seguida 
t 

de cromatograf  I a en pape I, f u e  e l u l d o  y t r a t a d o  con ; I c a  l i (KOH 

2N 1009 C )  duran te  30 minutos. LO= p roduc tos  ob ten idos  d e l  t r a  - 
tam i ento  a l ca l i no f ueron entonces somet i dos a e l e c t r o f o r e s  i s 

en pape l como se i nd i ca en Mater  i a l y ~ g t o d o ~ .  G I  p e r f  i I de l a  
# 

r a d  i o a c t  i v i dad de l e l ectroforograrna muestra l a  formac i o n  de doe 

sus tanc ias  r a d i o a c t i v a s .  Una de e l l a s  m ig ra  hac ia  e l  p o l o  nega - 
t i v o ,  m ien t ras  quh l a  o t r a  permanece en e l  o r i gen .  Ambas c o i n -  

c i  den con l a  g l ucosam i na y l a  N-acet i l g l ucosam i na r e s p e c t  i va - 
# 

mente. k s t o  se puede i n t e r p r e t a r  como una d e s a c e t i l a c i o n  pa r  - 
c i a 1  de l a  N-acet i lg lucosamina.  

t # 51 I ~ p i d o - a z u c a r  ob ten ido  con preparaciorres de o v i d u c t 0  

se absorbe a columnas de DSAS-celulosa y Be e luye  en l a s  m i s  - 
# 

mas cond ic iones  que 10s preno l e s  p i r o f o s f a t o  azucares, ( ve r  Ma- 

t e r  i a  l y Sstos mismos r s s u  l t a d o s  se o b t  ienen con e l  

compuesto p r e  o con la-: e n z i m a ~ d e  hTgedo ( 1  10). 

# 
Condic iones gpt i nas  de incubacion 

# 

La incorporac ion  de a c e t i  lg lucosamina r a d i o a c t  i va a l do - 
l i co l -P es de l 5 a l 10% de l nuc l  e g t  ido-az6car marcado, presen- 

# 

t e  en l a  mezcla de incubacion. Ss te  rendimento es  v a r i a b l e  de - 
pendiendo de l a s  d i f e r e n t e s  preparac iones enz im;t i cas. La a c t  i - 
v idad  de d ichas  preparac iones es  en genera l  bas tan te  e s t a b l e  y 

m 8 # 

se observa una pequena d isminuc ion  deepues de algunos meses de 

conservada a - T O W .  

La Tabla V I ,  muestra e l  e f e c t o  de o m i t i r  v a r i o s  compo - 
# 

nentes de l a  mezcla de reacc ion.  i n te resan te  destacar  que 
# 

e l  s is tema adcmas de n e c e s i t a r  un detergente,  parece ser  depen - 
# 

d i e n t e  de M ~ ? '   or o t r o  lado e s t e  c a t  i o n  no puede ser  su- s t  i - 
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t u f d o  por  e l  Yn++ .kste hecho ha s ido  descr i p t o  tambign en l a  

I 
s I n tes  i s de I do l i co l -monofosfato-gl ucosa (23). Por e l  con t ra  - 
r i o  e l  h(n++esm;s e f e c t i v o  q u e e l  Mg++ en l a  t r a n s f e r e n c i a  

I # I f 
de o l i gosacar idos  de 10s I~p ido-azucares  a p r o t e ~ n a s  en h ~ g a d o  

de r a t a  (24). Tanner y co 1. ( 130), ( 131 ), usando preparaciones 

p a r t  i c u  l adas de levadura observaron que e l  ~ n *  es necesar i o  pa - 
# I 

r a  l a  t rans fe renc ia  de l  azucar a l a  p r o t e ~ n a ,  mient ras que en 

l a  formaciGn da l I fpido-az;car t a n t o  M ~ + +  como ~ n *  eran igue I- 

mente e f e c t  i vos. 

Por 10s resu l tados  expuestos en. l a  Tabla V I  se observa 

que e l  DOC es un,,poco m;s e f  i c i e n t e  que e l  T r i t o n  X 100 para 
& I 

l a  incorporacion de l  azucar a l  I ~ p i d o .  Ssta psqueza d i f e r e n c i a  

no se ha observado con todas l a s  preparaciones de enzima y de- 

pende d e l  grado de pureza de l  d o l i c o l - Q  u t i l i z a d o .  
& 

La ad ic ion  de cantidades c rec ien tes  de d o l i c o l - P  oe mues - 
t r a  en l a  F ig .  9. Como puede observarse, l a  incorporac ion de l  

I 
azucar es proportional a l a  can t idad de l  l i p i d o  aceptor agrega- 

do. Sste exper imento fue r e a l  i zado con do l i co  I-P obtenido de h l  - 
gad0 de oerdo y pur  if i cado como se i nd i ca en Hater  i a  l y ~ i t o  - 
dos. Resultados s imi  l a res  se ob tuv ie ron  con do1 i c o l  f o s f o r i  lado 

quim icamente por e l  mgtodo de Pop j a k  ( 9 9 ) .  cedi  do gent i lmante 

por e l  D r .  5. ~ g b o r a .  
# 

La incorporacion de acet i lg lucosatnina el prenol-P en ge- 

nera l  se ha observado que es mayor en la8 reacciones c a t a l i z a  - 
I 

das por microsomas de higado de r a t a  que por m icrosomas de o v i -  
# 

ducto de g a l l i n a .  Ademas se observa que e l  agregado de d o l i c o l -  

P incrementa bastante l a  incorporac ion con ambas preparaciones 
# I 

enz imat icas. Sstos reeul tados podr ran i nd i ca r  e l  ba j o  conten ido 

de prenoles de estos t e j i d o s ,  ya que como se muestre en l a  Ta - 
# 

b l a  V I, l a  incorporacion s i n  do! i co  I-P exogeno es muy baja. Tam - 



TABLA V I  
- 

I 

Transferenc ia de I4c GlcNac desde e l  UDP ' 4 ~  GlcNac a l a  fase  

c loroformo-metano 1 

Componente var i ado c0nc.f i n a l  CPm 

n i nguno 1.400 

- Dol-P - 200 

- M ~ + +  - 200 

- DOC - 280 . 

- Mercaptoetano l - 800 

+ hn* en lugar Mg* 15 p-mo 1 es 200 

+ T r i t o n  - X 100 en 
lugar de DOC 0,s % 1. 100 

+ Lnzima calentada 
( 5 m i n  a I O O Q  C )  2 mg 1 20 

3 
# 

La mezcla estandar de incubacion cont iene: 0,5pmoles MgEDTA, 

0.5 pmo las  MgC 12 . Fueron secados jun to  con 30 p g  Do I-P expre - 
sado comp. fos fa to  t o t a l  y se suependig en 2,O mg de protc:na 

de m i  crosomas de ov i ducto de ga 1 l i na en 0, I M de memaptoeta - 
nol, 0, I M de t r i s -ma lea to  b u f f e r  pH 8,4 y 0,5 $ de deoxico la - 
t o  en un vo l uman f i k a  l dr 50 p l y se agpego UDP ' 4 ~  G l cNac 

# 

(45 C i /M, 50.000 cpm). ~es~u :s  dc 30 m i nutos a 30QC se agrego 

cloroformo-metanol 0,4 mM hgC 12 3:2: I y l a  f ase  cloroformo- 
# # 

metanol luego de lavada con fase  s u ~ e r i o r  t e o r i c a  se mid io  en 

un contador de f l u  j o  gaseoso. 



# f 
b ien  p o d r ~ a  hacer descender e l  n i v e l  de dol icol-P, l a  d i f e r e n -  

t e  a c t  i v i dad de l a  preno l - f os fa to fos fa tass  en 10s d i s t  i n t i o s  

t e j  idos. Hemm ing  y co l a  (24) estudiando en higado de cerdo las  

condi c iones de formac i6n de I do I i co  I-monofosfato-manosa encon- 
# I t r a r o n  que l a  incorporacion de l  azucar a l  l ~ p i d o  se es t ihu laba - 

# 
I I 

en presencia de f luoruro de sodio 80 mM. l a  e s t  imulacion era 
C 

del orden de 10 veces, locual  se podla determinar disminuyen- 

do l a  cant idad de do l i co l -P  agregado. Lxperimentos s i m i l a r e s  
-. 

# rY 

se r e a l i z a r o n  con nuestro sistema observandose que e l  F , no 

I # 
t e n  I a n i ngun e f  ecto en l a  forrnac i gn de l do l i co l -P-P-N-scet i l- 

glucosamina. 
:+ 1 1  I Y Q  4 

La Fig.  10-A , muestra e l  e fec to  de v a r i a r  l a  concentr 
# # 

c i g n  de detergente en l a  mezcla de incubacion. Se estudio en 

p a r t i c u l a r  e l  deoxico la to .  En exper imentos s imi  l a res  se obse 
# # C 

vg que l a  concentracion optima de detergente dependla de l a  

cant idad de enzima u t i l i z a d a .  Trabajendo en l a s  condicxiones u- 
# 

suales de incubacion, ( es d e c i r  con una concentracion de 2 mg 
C # 0 

de prate I na), l a  concentrac ion mas conven i e n t e  de l detergente 

. r  - - . 1 
A..: 

E l  tiempo gptimo de incubacign para l a  t rans ferenc ia  

de l  azucar, de l  nuc leo t ido  a c e t i  lglucosamina a l  do1 icol-P, se 

muestra en l a  F ig .  10-B. Se observa que Is incorporacign de l a  

r a d i o a c t i v i d a d  aumenta cas i  l ines lmente hasta 10s 30 minutos 

de in tubacign y permanece constante por  Ib  mcnos hasta 10s 

I ' ! 
A, . I  . 

60 minutos. - - ' ., k; - *  : . ! :IF 
: j # 

I La Fig.  10-C, muestra l a  forrnacion de l  do1 ico  l -p i ro fos -  

I I 
fato-acet i lglucosam ina en func ion  de l a  cant  idad de p r o t e ~ n a  

I m i crosoma l agregada. Se observa que e l rend in i en to  aumenta con 
# 

l a  concentracion de enzima, hasta l legar a una mesete. No obs- 



F ig .  9 - Efecto de l a  est imulac ign de l a  formacign de Dol-P-P- 

GlcNac en funcign dc l a  conccntracign dc do1 icol-P. 



t an te  hay que destacar que 10. o t ros  componentee de l a  mezcla 
t 

de incubacion se mantentan conetentee, en t re  e l l o s  e l  detergec 

t e .  Esto t iene importancia por 1s v i s t o  anter  iormente a1 estu- 

d i a r  e l  e fec to  del  deoxicolato da sodio. 



F ig .  10- Ectudio de l a  condiciones gptimas de l a  s f n t e s i s  del  
Do I ~coI-P-P-( '~C ) GIcNac. 

# 

A= Var iac ion de l a  concentracign de Deoxi co l a t o  de so - 
dio .  

# 

B= ~ar iac i :n  del  tiempo de incubacion 
# # 

C= Estudio de l a  concentracion op t ima de enzima de 
ov i ducto . 



BIOSINTESIS DE UN LIPIDO-DISACARIDO QUE CONTIENE ACtTlLGLUCOSA 

M I N A .  - 
Cuando se i ncuba do l i co I -p i ro fosfato-N-acet  i lglucosam i- 

8 
na, (marcado en l a  mo lgcu l a  de l  azucar) en presenci a de UDPGlc- 

++ I Nac ( no r a d i o a c t  ivo)  Mg , detergente y l a  preparac ion enzi  - 
8 I 8 mat i ca de o v i  ducto de ga l l i na, se o b t  i ene un nuevo I I p ido-azu- 

car rad ioac t i vo .  E l  r e s t 0  h i d r o f T l i c o  se i d e n t i f i c g  como se des - 
8 

c r i b e  a cont inuacion. 

Ident  i f  i cac ign de l producto de i ncubac ign. 

Para l a  i d e n t i f  i cac ign  de l a  porc ign  carbohidrato de es - 
t e  nuevo compuesto se ha ten ido  en cuenta d i f e r e n t e *  c r i t e r  ioe  

8 

que a cont inuacion se exponen: 

a) ~ i d r g l  i s i s  Acida. 
8 8 

Esta nuevo azucar se obtuvo como ya se ind ico  en Mate - 
r i a l  y ~Gtodos .  Es dac i r ,  h i d r g l i e i s  gc ida ruave de l  i f p ido -  a - 
I I 

zucar seguida por  c romatog ra f~a  en papel en e l  so lvente A.En 

l a  Fig.11, se muestra e l  p e r f i l  de r a d i o a c t i v i d a d  de l a  croma- 
I 

t o g r a f  I a de 10s p r o d u c t o ~  h i d r o f  7 l i cos de l a  mezcla de i ncuba- 
8 

c ion  y se l o  compara con e l  p e r f i l  obtenido con igua l  t ra tami -  
f 

ento de l I I p i do-N-acet i l g l ucosam i ne. 
I E l  az;car formado,pico 11, F ig .  Il,fue e l u ~ d o .  Entonces 

8 1 
se estudio su comportam ien to  por cromatograf l a  en pape l con d i  - 
f e ren tes  so lventes. La Tabla V t I, mueetra que es te  nuevo com - 
puesto m i  gra como l a  d i  -N-acet i l qu  i t o b i o s a  estandar. Estos re -  

su l tados e s t i n  de acuerdo con loe obtenidos con e l  cotnpuasto 

s i n t e t  i zado con m i crosomas de hfgado de r a t a  ( 1 10). Estos auto - 
8 8 

r.s ademgs presentan evidenciae de que l a  porc ion  h i d r o f o b i c a  
8 8 # 

esta unida a l  azucar por un puente p i r o f o s f a t o .  La formacion 
f 

del  llpido-pirofoefato-di-~-acetilquitobiosa podr la  o c u r r i r  d i  



I l a  s i g u i e n t e  manera: 

do I i co I -P-P-(6 I c ~ a c )  A UDP 

Se someti: a  h i d r g l i s i s  gc ida f u e r t e  ( H C I  4N. 6h.I00Q~() 

e l  compuesto obtenido,( p i c 0  11, Fig.  1 1 ) .  Luego de e l i m i n a r  e l  
f f 

acido c l o r h l d r i c o  se p u r i f i c o  por  cromatograf la  en papel en e l  

so lvente A. Se obtuvo una unica sustanc ia r a d i o a c t i v a  que migra 

como l a g l ucosam i na estandar . 
b) ~ i d r g l  i s i s  A l ca l  ina. 

La sustanc ia que migra como l a  d i -N-acet i lqu i tob iosa  

f u e  somet ida a un t ra tam ien to  a l ca l ino, como se descr i be en Ma- 
e 

t e r i a l  y ~ g t o d o s .  La F ig.  12 muestra l a  a p a r i c i o n  de sustancias 

en func ion  del  tiempo de tratamiento,  que migran hac ia e l  cato-" 

do. A lo. 30 rninutos, se observa l a  a p a r i c i g n  de una so la  sus - 
t a n c i a  con este comportamiento. A 10s 60 minutos aparece o t r o  

# 

p ic0  mas. Esta nueva sustanc ia migra aproximadamente e l  doble 

de d i s t a n c i a  que l a  primera. 

Estos resu  l tados se pueden a t r  i bu i r a l a  desacet i l ac  ign -. i 
de las  dos a c e t i  lhexosaminas. A 10s 30 minutos de t ra tamiento  

* - -  
se l i bera  un grupo amino, mien t ras  que a 10s 60 minutos e l  d i s g  I .' 

cgr i do es ta r  :a +eta lmente desacet i l ado, E l azucar s  i n desacet i - 
l a r  permanece en e l  or igen. 

c)  D igeat  i gn  con -N-acet i igl ucoeam i nidaw 
# e 

La h i d r o l i s i s  enzimat ica con una g l i cos idasa  e s p e c ~ f i c a  

fue o t r o  de 10s c r i t e r i o s  u t i  l i rados para i d e n t i f  i c a r  a l  compo- 

nente h i d r o f  : l i co de l nuevo I Tp i do-azucar s i n t a t  i rado de acuee- 
# 

do a l a  ecuacion I. 



f 
Fiq .  I j  -4yomatograf1a en pape!, en e l  solvente A ,  de 10s pro - 

jductoe de h id rg  l i s i s  acida suave de lgs compuestos 

I 
1 1  - I , , .  t7hidrof:l icos obtenidos en: A-incubacion de UDP-(I%)- 

..-. ' ' G l d a c  y Dol icol -P de acuerdo a fig- 8; B - incuba - 
I 

oign de 001 icol-P-P-N-aceti Iglucosamina rad ioac t i va  
con UDP-GlcNac no rad ioac t i vo .  
G = glucosa, G2 = maltosa, e t c .  

I 



TABLA V I I  

< 
Cromatograf a en pape l de lo. productoe ds h i  drg l i s  i s  ;c ida sua 

ve de l  compuesto obtenido en I s  incubacign da Do I-P-P-I4c GlcNac 

con UDPG l cNac. 

a 

So l vente A A* B 

Sustancias Movi l idad con respecto a l a  glucosa 

G l cNac I t 2 5  9,e I f 2 3  

G l c 1,Ol I t o  1,02 

di-N-acet i lqu i tob iosa**  0,73 4,5 0,73 

GlcNH2 0,65 - 0,66 

Pico I I ( ~ i ~ .  I I)  0,72 4,4 0,73 

3 

t * E l  papel de cromatograf ia f u e  previamente t r a t a d o  con borato 
# # 

coma se d e s c r i b i o  en M a t e r i a l  y Metodos. 
# 

E l  nucvo compuesto r a d i o a c t  i vo obten ido de l a  incubacion del  

Do l -P-P-'~c- GlcNac con UDPGlcNec f u e  obten i do como ae des - 
I 

c r i b e  en l a  Tabla 1 1 1 .  Luegcj fue p u r i f i c a d o  y se es tud ig  su 
t 

comportam i ento en cromatograf I a en pape l en d i s t  i n tos  so l vep 

tes.  

** Preparado por h i d r d l i s i s  ;cida p a r c i a l  de q u i t i n a  de acuer- 

do a l  mgtodo de A r  ima y co I. (60). 



~ e s ~ u ; s  de una h i d r g l i s i s  i c i d a  e l  d isacgr ido  f u e  p u r i -  

I 
f icado, recromatograf ;&dolo en papel en e l  so lvente A, y l a  

r a d  i o a c t  i v i dad de l a  zona corraspondi ente se e l uyg con agua(ver 

0 Mater i a I y ~ g t o d o s ) .  

Las i j  -N-acet i I g I ucosam i n  i dasas u t  i I i zadas para esta 

;I d igos t i gn  fueron  obtenidas de dos fuentes  d i s t i n t a s .  Una dc 

I el las f u e  p u r i f i c a d a  de ov iduc t0  de g a l l i n a  como se descr ibe en 
# 4 

M a t e r i a l  y Metodos. La o t r a  es una preparacion so l o  d i a l  izada 

I de sa l i va humana. 
I # 

Ambas preparaciones t e n ~ a n  a l t a  a c t i v i d a d  enzimatica,lo 

cua l f u e  determ i nado de acuerdo a l  mgtodo de Levvy )I co I.( 126) . 
La preparac ign  de sa l i va humana &en:a tamb i ;n a c t  i v i dad de d- 

~ a n o s i d a s a  y @ manosidasa ( dador M). 

Se es tud ig  l a  a c t i v i d a d  de l a  B -N-aceti lglucosaminid= 
# 

sa a d i f e r e n t e s  tiempos de incubacion . En l a  Fig.13-0-C, $8 

exponen 10s resu l tados  obtenidos con preparaciones de s a l  i va  
# 

humana a dos tiempos de incubacion d i s t i n t o s .  En D se muestra 

e l  resu  l tad0 de l a  i ncubac i6n con l a  enr ima pur  i f i cada de o v i  - 
ducto de ga l l i na. 

La a c t  i v i dad de l a  (j -N-acet i I g I ucosam i n i dasa puede 
< 

ser d i s m i n u ~ d a  especif icamente por e l  agregado ds 2-acetoamido 

-2-deoxi-D-gluconolactona que es un f u e r t e  i n h i b i d o r  compet i t i  - 
vo. Este compuesto fue  preparado de acuerdo a F i n d l a y  y co l .  

# 

(75). La F ig .  14 muestra l a  accion de eete compuesto sobre una 

I I 
preparacion de s a l i v a  humana. A l l 1  se puede observar una apre- 

# # 

I 
c i a b l e  disminucion de l a  a c t i v i d a d  enzimat ica con respecto a l  

ensayo r e a l  izado s i n  e l  i nh ib ido r .  

Los resu  l tados presentado. i d c n t  i f ican a l a  porc ign  h i -  
t # 

d r o f  I l i ca  de4 do l i co  I-P-P-azucar, obtenido con m icrosomas de 



F i g .  12 - Tratamiento  a l c a l  ino  de l a  d i -N-acet i  l qu i t ob iosa .  
E l  d i e a c z r i d o  fue srcado y Oratado con I m I  de KOH 2N. 
A - no f u e  calentado, B y C s r  ca len ta ron  a IOOQC du- 
ranfe  30 y 60 minutos respec t  i vamente. 

# 

E l  a l c a l i  se n r u t r a l i z o  con ac id0  p e r c l o r i c o  y e l  s g  . ' brenadante se sometlo a e l e c t r o f o r r s i s  en pap. l en 

:cido fgrmico 5% ( 25 V/m, durante  3 horas).  



I 
de ov iduc t0  de g a l l  ina, couio un d i s a c a r i d o  de a c e t i  lg lucosami-  

na. Este  compuesto t iene una un ign de t ipo  p de acuerdo a l a  
I # I 

degradac i on  m z  irnat i ca. Esto apoyar I a, entonces, que e l nuevo 
f 

compuesto s i n t e t  i zado ser I a l a  d i-N-acet i Iqu  i t o b  iosa, (2-aceto2 

m i do-2-deox i -0- fl -Dog l ucop i ranos i I -( I - 4)-2-acetoam i do-2- 

deox i -0-9 l ucosa). 
I 

Condiciones de l a  mezcla de incubacion 
I I 

Ex i sten, como se descr i b i o  en l a  Introdute:ion, numerosas 
I 

g l i cop ro te lnas ,  que cont ienen d i -N -ace t i l qu i t ob iosa  un ida  a l  - a 
I 

minoacido asparragina.  De acuerdo a l  esquema propuesto se sup0 - 
I I I 

ne pr imer0 l a  formacion de l a  cadena de azucares un ida a un 1 1  - 
f 

p ido  in te rmed ia r io ,  l a  cua l  s e r l a  f i na lmen te  t r a n s f e r i d a  a l a  
f 

p r o t e l n a  aceptora. 
I I 

Con e l  p r o p o s i t o  de poder demostrar e s t a  h ipo tes i s ,  e ra  
I 

neccsar i o  d i sponer de gran can t  i dad de l I Tp i do-d i sacar i do. Pa- 
# 

r a  e l  l o  uno de 10s p r  imeros problemas que se p lan teo  f u e  estu-  

I f I d i a r  con qu& t e  j i do conven I a s i n t e t  i zar  e s t e  I I i do-azucar . 
Los t e j i d o s  estudiadoe fue ron  a n t r e  o t ros ,  t i r o  ides,ovi - 

duoto de ga l l i na, hTgado de r a t e  y de cerdo. De todos  es tos  se 
f 

encontrg que l a s  preparaciones ob ten idas  dr hlgado de r a t a  eran 
I 

l a s  mas ac t i vas .  
I 

A con t inuac ion  se es tud ian  en d e t a l l e  l a s  condic iones 
I 

exper imentales de l a  reacc ion  a f i n  de obtener  l a  mayor e f  i c i e n  - 
f I 

c i a  en l a  preparacign de es te  I l p ido-d isacar ido  con l a  enzima 
f 

de h ~ g a d o  de r a t a .  E l  problmma d e l  rend imien to  en e s t a  etapa de 
f I 

l a  s l n t e s i s  t i e n e  ademas una impor tanc ia  adic ional ,porque no es 
# I 

f a c i  l separar 10s productos obten idos. Una convers ion incompleta 
< 

d e l  I~p ido-9-9-N-acet i  lglucosamina en dolicol-P-P-N-aceti l q u i t o  - 
biosa, hace que en l as  etapas s i g u i e n t e s  d e l  t r a b a j o  se u t i l i -  



# 

Fig. 13 - Accion dr la (3 -Noaceti lgluco~aninidasa sobre la di- 
-Noaceti lquitobiosa. # 

A= contro l ; B= 46 h. de incubacion; C= 87 h.; estas 
incubaciones fueron realizadas con enzima obtenida de 
sa l i va humana, (dador M). 
Lasecondiciones dc incubacion sr drscriben m Material 
y Metodos. 



F i g .  14 - ~cci:n dr 6 -N-acetilglucosaminidasa sobre l a  di-N 
-ace t i  i q u i t o b i o s a .  
Se i n c u g  a l rededor  de 1500 cpm dr l d i  sac& i do con g l  i coa i  da- 
sa ob ten ida  de s a l  i v a  humana,(dador Tab la  v). 
A= incubac ion s i n  enzjma; 
B= 46 hr. de incubac ion con l a  g l i cos idasa ,  de s a l i v a ;  
C= igua l que B, pero con e l agregado de 2-acetoam ido-2-deoxi-D 

-g l  ucono lactona; 
e 

Luego de l a  incubac ion l a  r eacc ion  se detuvo por  ca lentamien-  
t o  y e l  sobrenadante se c romatogra f io  como se i n d i c a  en Mate- 
r i a l  y ~ g t o d o s .  



cen como s u s t r a t o s  una mezcla de e s t o s  compuestos. Esto hace 
# 

mGs d i f : c i l  l a  i n t e r p r e t a c i o n  de 10s resu l tados .  
# 

La ad ic iGn  de d o l i c o l - P  a l a  mszcla de incubac ion no i~ 
# t I 

crementa l a  formac ion d e l  I lp ido-azucar .  Esto  e f e c t o  fue es tu -  

d iado con do l i co l -P pur  if i cad0 de h:gado de cerdo y con do l i - 
< 

co l f o s f o r  i lado quimicamente. Estos r o s u l t a d o s  e s t a r   an de a - 
# < 

cuerdo con e l  esquema de formacion d e l  I t p i d o - d i - N - a c e t i l q u i t g  
. ' 

b iosa  que se desc r i be  en l a  ecuaclon I. 
. ' 

La F ig .  15 muestra 10s r e s u l t a d o s  ob ten idos  en func lon  
# # 

d e l  t iempo de incubacion. Como se puede observar  l a  formac ion 

d e l  I :pido-az;car aumenta de 10s 30 a 10s 60 m i n u t o s  y se man- 

t iene constante  po r  l o  menos hasta  10s 120 m inu tos .  De acuerdo 

a es tos  r e s u l t a d o s  l a s  reacc iones se incuban 60 m inutos.  
< f # 

La s r n t e s i s  d e l  I l p i d o - d i s a c a r i d o  as dependiente de l a  
I 

presenc ia  de de te rgcn te  en l a  mezcla do incubacion. Se observo 
# 

tambizn que e l  v a l o r  gptimo de l a  concen t rac ion  de DOC depende 
# 

por  un lado de l a  can t i dad  de enzima empleada y tambien d e l  dp 

l i co l -P-P-N-acet i l g l ucosam i na presente  en l a  mezc l a  de reacc  i6n 
La F ig. I 6  muestra 10s r e s u  l tados  consegui dos para  l a  forms 

< I 
c i g n  d e l  I lpido'-azucar con d i f e r e n t e s  concent rac iones de de - 
te rgen te .  

# I 
Por u l t i m o  se es tud io  e l  e f e c t o  d e l  pH. E l  experiment0 

# < # 

expuesto en l a  Fig.17, muestra l a  formac ion d e l  I l p i do -d i saca -  
8 

r i d 0  en f u n c i g n  d e l  pH. Se t r a b a j o  generalmante con b u f f e r  Tria 

Halea to  0,IM. E l  mzximo v a l o r  se obtuvo a pH 7,8. 
t 

Las preparac iones de microsomas de h ~ g a d o  de r a t a  t i e n e n  
# 

en genera l  una a c t i v i d a d  enz imat i ca  a l t a  y e s t a  capacidad se 

mant iene cuando se conserva a lgunos meses a -7OQC. 
C # 

Se r e a l i z a r o n  ensayos a d i s t i n t a s  temperaturas encon t rae  
< I 

dose que l a  formac ion d e l  I  pid do-azucar es opt ima a 30QC. 



F ig .  15 - ~ormaoiGn de l  ~ : ~ i d o - d i - ~ - a c e t i  lgui tobioea en funcion 
# 

del  tiempo de incubacion. 
E l  I :pido-disec;r ido f u ~  e i n t e t  izado a p e r t k  de do l i  

co l -P-P-G l cNac r a d  ioact  i vo y UDPG l cNac no marcado como se i nd i - 
ca en Mater i a  l Y ~ g t o d o s .  

A= 30 min; B= 60 min; CP 120 min. 



De acuerdo a es tos  es tud ios  se ha u t i l i z a d o  l a  mexcla de 
# I C # incubation para l a  s i n t e s i  s de l I i p ido-d isacar  ido, cuya compor 

. ' 
s i c i o n  y condic iones se descr iben en M a t e r i a l  y Metodos. Esta  

I 
mezc l a  ha r e s u  l t ado  bas tan te  e f  i c i e n t e  para l a  e l n t e s i  s de l IL 

# 

p ido-  azucar en esca la  p repa ra t i va .  

~ r e p a r a c i 6 n  d e l  ~ : ~ i d o - d i - ~ - a c r t i  l q u i t o b i o e a  r a d i o a c t i v o  
C 

De acuerdo a l a  ecuacion I l a  s i n t e s i s  d e l  dol icol-P-P- 

-d i -N-acet i l q u  i t o b i o s a  r a d  i o a c t  i vo puede r e a l  i zarse marcando 

una de l as. ace t  i l hexosam i nas o ambas. Para mayor c l a r  i dad se 

representan l as ecuaciones correspondi  entes, donde se i nd i ca 
# 

e l  azucar r a d i o a c t i v o :  
1 

8 8 ( a ) ~ a r c a c i o n  de l azucar en e l  sxtremo reduc to r .  I 
* * I do I i co I -P-P-G I cNac + UDPG l cNac - do l i co l -P-P-G l cNac -G l cNac I 

# # 

b) ha rcac ion  d e l  azucar en e l  extramo no reduc to r .  

do I i co I -P-P-G 1 cNac + UDPG l c~ac*-• do I i co I -P-P-G l cNac - G l c ~ a c *  
b I 

Cuando l a  incubacion se r e a l i z a  con e l  I i p i do -N-ace t i l  - 
glucosamina marcado y UDPGlcNac no r a d i o a c t i v o ,  en e l  d i s a c a r i  - 
do ob ten  i do l a  N-acet i l g l  ucosam i na marcada es l a  de l extremo 

8 f 
reduc to r ,  a). S i  l a  incubacion se r e a l  i za con e l  I ipido-N-ace- 

ti lglucosam ina  no r a d i o a c t  i vo  y con e l  nuc laot ido-azucar  marca - 
8 

do, l a  rad toac t i v i dad ,  en e l  d isacar ido ,  se encuent ra  en l a  a- 

cee i  l g l  ucosam i na de l extremo no reduc to r ,  b). En e s t e  t r a b a  j o  
8 

s r  ensay: l a  s i n t e s i s  de l I :bide-disacar ido por  ambos metodos. 

En e l  p r imer  caso, es d e c i r  a), e l  UDPG lcNac no estaba 

marcado. Los rendim i en tos  genera lmente fueron  super i o r e s  a l 80% 
0 

de l I fp i do-monoeacar i do r a d  i o a c t  i vo u t  i l i zado. En a l gunas pre-  

parac iones se alcanzo pract icamente e l  100%. 
# 

En e l  segundo metodo, b), 10s rend imien tos  son muy bajos.  
I 8 

Este r e s u l t a d o  p o d r i a  deberse a l a  menor conc rn t rac ion  d e l  nu- 



Fig. 16 - Efacto de variar la concentracign de deoxicolato 
de sodio. 

# 

La mezcla de -reaction se realiza como se indica 
# 

en Material y Metodos, var iando un icamente la co; 
centracion de l detrrgrnte. AP0,SJ; B=I%;O= -2% 

1 



# 

c l r g t  i do-azucar r a d i o a c t  ivo usado. 

I I Otro mgtodo alternative para l a  s ~ n t e s i s  de es te  I  pid do- 
# # # I I 

d isacar ido  es por incubacion de una f r a c c i o n  l i p ~ d i c a  de h ~ g a -  . - 
! 

do de cerdo, p u r i f  icada por DEAE-colulosa de acuerdo a Behrens 
# I I 

y co I. ( 1 I 1 ) .  Esta f r a c c i o n  parocer l a  contener I  pid do-acet i l g l u  - 
# I # 

cosam ina. A l incubar es ta  f r a c c i o n  l i p ~ d i c a  con e l  nuc leo t  ido- 
# 

-azucar r a d i o a c t i  VO, 10s rendim ien tos  obtenidos son generalmen - 
t e  muy bajos. La marca de N-acetilgEucosamina, en e l  d i s a c a r i  - 
do, 'se encuentra preferentemente en e l  extremo no reductor .  

# # 
Por la*  razones oxpuestas mae a r r i b a  se u t i l i z o  para l a  

< I # 
s , n t e s i s  de l  I ~ p i d o - d i s a c a r i d o  en escala p repara t i va  e l  pr imer 

# # 

metodo, donde e l  nucleotido-azucar no es rad ioac t i vo .  En Mate- 
# # 

r i a l  y Metodos se descr ibe con mas d e t a l l e  l a  p a r t e  experimen- 

t a l  empleada en es te  t raba jo .  
# # 

" , l ' v  

I 
P u r i f i c a c i o n  de 10s I  pid do-azuceras . $.:-! 

Dos m;todos se hen u t  i l i zado p r  i nc  ipa lmente l a  pur - i - 
# f # 

f i cac ion  de 10s I  pid do-azucares rad ioec t ivos .  Uno de - e l  10s es 
I 

por  cromatograf l a  en co lumnas de DEAE-ce l ulosa y e l o t r o  es 
I # f 

por columnas anal  tica as .de acido s i  11ciee.L 
I I 

# # 

En e l  pr imer  metodo e l  dol ico l -p i ro fos fa to-d isacar ido es 

adeorbido a una co lumna prepara t  i va de DEAE -c. l ulosa equi l i - 
# 

brada con cloroformo-metano I-agua 10: 10: 3 (ver  M a t e r i a l  y Meto - 
# . ' 

dos). Despues de l a  adsorc Ion l a  co l umna se lava con 30 m l de 
# 

l a  mezcla de e q u i l i b r i o .  La e l u c i o n  se efectua haciendo pasar 

un grad ien te  l i n e a l  de fo rmia to  de amonio e n t r e  0 y 30 mM, con 
# 

l a  so luc ion  de e q u i l i b r i o .  . - 8 9  
# # 

E l  p e r f i l  de e luc ion  cromatograf ica de un experiment0 t i  - 
# 

po se muestra en l a  F ig .  18 . Como puede observarse, e l  unico 

p i c 0  de r a d i o a c t  i v idad eluye de l a  co lumna con una concentra - 
' .' . :!TV; ,-. 

. . . . :fr 



Fig .  17 - Estudio de l  r f e c t o  del  pH m l a  formacign d6I  lTpi- 

do-d i sac& i do . 
E l  buffor usado r n  l a  mrzcla dr  incubacign r s  r l  

Tr i s-Ma leato O, I M 

A=pH 7,O ; B = p H  7.8; C=pH 8.4; D=pH 9 , O  ( en r= 

t e  c a m  s r  u t  i l i zg bu f fe r  carbonato). 
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c i o n  de form i a t o  de amonio 10 m#. A esta  concentrac ion  se l i be - 
r a n  los  I Tp ido-pirofosfato-az;caree( 104)( 106). 

E l  dolicol-pirofosfato-N-acetilglucosamina t i e n e  e l  mis- 
f < f 

mo comportamiento cromatograf ico que e l  I rp ido-d isacar ido  y e- 

luye j un to  a este. 
I 

Otra  forma a l t e r n a t i ~ a ~ u s a d a  para p u r i f i c a r  es tos  I l p i d ~  
f 

azucares,es adsorber los en columnas de DEAE-c~lulosa pero equ; - 
f 

l i brada con c loroformo-metano l 2: 1 . Luego de l a  adsorcion de l 
I f I f 

I ~p ido -azucar  se lava con l a  so luc ion  de e q u i l  i b r i o ,  despues 

con c loroformolnetanol  I:I , y f ina lmente se e luye con c l o r o  - 
formo-metanol-agua 10: 10: 3 con fo rm ia to  de amonio 30 mM. 

Esta metodo t iene l a  vanta j a  da que es rap ido  y que 10s 
I 

Irpido-azucares en general se eluyen en pocas fracciones,Fig. 
. ' 18. Tiene e l  inconveniente de que no permi te  l a  separaclon de 

I f 
10s I rpido-P-P-monosacar ido da 10s d i  sacar idos. Por o t r a  p a r t e  

f 

conviene destacar que es te  metodo an general permi te  obtener 

buenos rendimentos. 
I 

E l segundo metodo u t  i l i zado para pur i f  i c a r .  10s I fp i do-a- 
f < I I 

zucares es e l  de l a  c r o m a t o g r a f ~ a  en acido s i l ~ c i c o .  Los I ~ p i -  
I 

do- ezucares se separan en peque;as co lumnae anal r t i c a s  de 5mm 
f I 

de diametro por  15 mm de a l tu ra ,  de ac ido s i l  r c i co  en c l o r o f o r  - 
f 

mo. La e luc ion  se r e a l i z a  por un grad ien te  d iscont inuo de c l o -  

roformo-metano I. E l do l i co l -P-P-acet i lglucosam i na e l uye con 
I ' 

cloroformo-metano l 6: 1, m i e n t r a s  que e l  I rpido-disacar ido con 

2: 1. 

Eet. ;lt imo mgtodo de if i csc ign  ti ene l a  venta j a  de 
f I f 

p e r m i t i r  l a  separacion de 10s Irpido-azucaree, pero l a  recupe- 
' 

ration de 10s mismos es en general v a r i a b l e  y no siempra es 
I f 

muy reproducib le ,  ya que es d i f  l c i  l conocer cual  es e l  parame- 
I 

t r o  qua se va r ta  de un ensayo a o t ro .  Por 10s mot ivos desc r i  - P 



t 
Fig.  18 - ~romatograf:a m columna de DEAE-cmlulosa de l  I ,p i -  

# 

do-dieacarido. E l  ~ : ~ i d o - d i - ~ - a c o t i  I q u i L o b i o s a ( a I r ~  - 
dedor d r  120.000 cpm d r  r a d i o a c t  i v idad ) fu r  pur if ice 
do en columnas de DEAE-ccllulosa, forma acotato. Se 

# 

eluyo con unc grad ien te  l i nea l  de form;ato de amon i o  

en cloroformo:metano I; i gua  10: 10: 3 . Se co lec ta ron  

f racc iones  de 4 m l de lae cua lee se tomaron a l fcuo- 

t a s  de 0,2 m l  a f i n  dc determiner l a  medida de l a  

rad ioac t i v idad .  



# 
to. l a  pur i f i cac ign  de lo. Ifpido-arucarce se I levo d cabo por 

cronatograf :a en co l umna de DEAF-co l u losa mqu i I i breda con c 12 

roformo-metano l 2: 1 .  



Cuando so i ncuba do l i co I-P-P-di-N-acet i l q u i  t ob iosa  r a d i  ac - 
t i v o ,  p u r i f i c a d o  como se exp l i co  en l a  seccion an te r io r ,  y  

GDPMan no rad ioac t i vo ,  en presencia de bigfC y  detergente, con 

l a  f r a c c i g n  p a r t i c u l a d a  de ov iduc t0  de g a l l i n a ,  ee o b t i r n e  l a  

format ign de un nuevo I Tp i do-azucar . 
Est. nuevo compuesto, pr imer0 se l o  ex t rae  de acuerdo a l  

m:todo de Folch ( 103). encontrandoee m e l  e x t r a c t 0  c loroformo I 

metanol. Tst*  e x t r a c t o  luego de lavado y l levado a  sequedad se 
# ' 

l e  somete a  una h i d r o l i s i s  ac ida euave y  l a  porc ign  no I i p T d i -  
I 

ca se separa por c r o m a t o g r a f ~ a  en papel, como se i nd i ca  en Ma- 

t e r i a l  y  bigtodoe. 

La F ig.  19 muestra el p e r f i l  de r a d i o a c t i v i d a d  de l a  c r o  - 
I f 

matograf l a  de eetos compuestos. A l l  I se puede observar que an 
I I 

e  l nuevo I I p  i do-azucar l a  port i :n h i d r o f  f l i ca es d  i s t  i n t a  de 

l a  di-N-aceti  l qu i tob iosa  y  l a  N-aceti lglucoeamina. En .I solve: 
' ' 

t e  A este  nuevo azucar migra con respecto a 10s ma l t o  l igosaca- 

r idos estandar, cas i  como l a  ma l to t r i osa ,  Ha s ido denominado 

. ' 
Condiciones experimentales de l a  mezcla de incubaclon 

Entr. e l  60 y e l  70% de l do l i co  I-9-P-di-N-acet i l q u  i t o b i o  - 
sa r a d i o a c t i v o  presente en l a  mezcla de incubacion, es u t i l i z a  - 

I 
do en l a  sTntes is  de l  I l p i d o - X j  rad ioec t i vo .  Es una cond ic ign  

I 
fundamrntal para que se forme es te  nuevo compuesto que- e l  I l p L  

do-di sacar i do haya s ido p r e v i  amente pur if i cado por crometogra- 
0 

f:a en co lumnas de DEAE-cr  l u losa  (ver  Meter i a l  y  ~ e t o d o s ) .  

E l  r ~ n d i m e n t o  do l a  e f n t e s i s  de l I fpido-x3 es bastante 

. 
constante, con una m i  sma p r e p a r a c ~ o n  enz imat ica. La a c t  i v idad 

de :stas es en general r a t a b l e  y  pusde coneervarse por algunas 



F i g. I 9  - Perf  i l cronatogr;f i co dr  loss productos de h i  dr; l i s i s  
f 

acids suave del I~pido-azucar formado por l a  incuba- 

c ign de do I -P-P-(6 1 c ~ e c ) ~ - r a d i o a c t  i vo y 0DP4an no 

marcado. Aqont ro l  Bzincubacion con preparaciones en - 
zim;ticas de oviduct0 de g a l l  ina. 



semanas. 

a) Espoc i f i dad de l compuesto dador de manosa a l I Tp i do-d i sac& i - 
do - 

Para ver if i car cua l es e l  compuesto dador de manosa en l a  
# I 

formac ion de l I ~p ido-X3 se rea  l i zaron incubaciones de do l i co l- 

P-P-di-N-aceti l qu i tob iosa  con GDPMan no r a d i o a c t i v o  y con do l i- 
# 

co I-P-manosa, tambien no r a d i o a c t  ivo. Esto meno l Yp ido f u r  s i n t e  - 
t i zado con m i crosomas de ov i ducto de ge l l i na, como se descr i be 

en M a t e r i a l  y ~: todos.  

En l a  F ig .  20 B-C , so muestra e l  resu l tado de estos expe - 
# 

r imentos. Se puede observar que pract icamente no hay formacion 

del  lYpido-x j  a p a r t i r  de l  dolicol-P-manosa. Eetos hochos nos 

permiten suponer que l a  manosa se t r a n s f i e r e  a l  dol icol-9-P-di  - 
-N-acet i l qu i tob iosa  directamente de l nuc leo t  ido-az;car. 

Como o t r o  c o n t r o l  a estos experimentoe, dado que 10s m i  - 
crosomas de ov iduc t0  de gal  l i na  tamb i in  s i n t e t  i zan do l i co  I-P-ma - 

# I # 

nosa, se incubo e l  I  pid do-disacarido r a d i o a c t i v o  con do1 i c o l -  P 

y GDPMan no rad ioac t i vo .  La Fig.  20-0, muestra e l  resu l tado de 
# 

este  experimento, donde se puede observar que no hay ningun i n  - 
# 

cremento en l a  cant idad de X3 formado. Ademas se puede obser - 
# 

var tambien l a  apa r i c ion  de un compuesto r a d i o a c t i v o  que no m i -  

gra en es tas  condiciones. Este compuesto parece corresponder a 
# & 

un o l i gosacar i do de mayor tamano y sera anal i zado en deta l l e  

m& ade l ante. 

Es naceser i o  destacar, que por 10s resu  l tados expuestos , 
# 

se puede pensar que es ta  preparacion de ov iduc to  de g a l l i n a  no 

t i ene GDPUlan mdggeno. Esto no ha ocu r r  i do con todae l as propa- 
# 

raciones; a lgunas t i e n e n  un a l t o  contenido de eete nuc leo t i do  - 
# 

azucar . 



b ) ~ f e c t o  de 10s d i s t i n t o s  componente~ de l a  mezcla de incuba - 

En l a  Tabla V I I I ,  se muestra 10s r e s u l t a d o s  ob ten idos  a l  - 
# 

o m i t i r  10s d i s t i n t o s  componentes de l a  mezcla de incubacion.El  
' 

efecto  d e l  do l i c o  I-P f u e  estud iado mas a r r  i ba, donde se obser-  
I 

va que PI agregado de r s t e  I lp ido-P no a f e c t a  l a  s:ntesis d e l  

I :pido-x3 . Es i n te resan te  destacar  l a  dependencia de blgU de 
' ' ' I 

e s t a  reacc ion  y que ademas e s t e  c a t i o n  no puede ser  s u s t i t u l d o  
' I I 

pop Mn* debido a que con r s t e  l a  s ~ n t e s i s  d e l  I tp ido-X3 se v r  

I I # 
La s ~ n t e s i s  de e s t e  I l p ido -azucar  es tambien dependiente 

' 
de l a  p resenc ia  de detergente, debido a que e s t e  s o l u b i  l i z a  a l  

C < ' I 
mas aqu l  tambien se v e r i f  i c a  l o  obscrvado en l a  s l n t e s i s  de 

C # ' # 
10s o t r o s  I lp ido-azucarcs :  l a  r e l a c i o n  e n t r c  l a  concen t rac ion  

d e l  de te rgen te  y l a  can t i dad  de enzima microsomal p resen te  en 
# 

l a  mezcla de incubacion.  La F i g .  21-A muestra e l  r e s u l t a d o  ob- 
# 

t c n i d o  a l  v a r i a r  l a  conccn t rac ion  de DOC, que es e l  de te rgen te  

usado pre ferenc ia lmente.  Con T r i t o n  X-100, se observa menor 
' 

format i on  de l I tp ido-x3. 
I 

En l a  F i g .  21-B, se observa e l  e f e c t o  d e l  pH en l a  s l n t e  - 
I ' # 

s i s  d e l  I lp ido-azucar .  E l  pH opt imo c o i n c i d e  con e l  oncontrado 
I I 

para  l a  s ~ n t c s i s  d c l  I lpido-disac;rido. E l  b u f f e r  empleado en 
' 

e s t e  experimento es  tambien Tr is -maleato  0,I M. 

En l o s  exper imentos mostrados en l a  F ig .  21, l a  rad ioac-  
' 

t i v i d a d  se determino luego de e l u i r  l a  zona cor respond ien te  a l  
' 

X3; despues dr c r o m a t o g r a f i a r l o  r n  la. c o n d i c i o n r s  q u ~  se d ~ t a -  



8 

F ig. 20 - Drtrrm inacign dr l dador dr nanoea a l I :pido-ditsaca- 

r ido.  

Dolicol-P-P-di-N-acet i lqui tobiosa marcada fue incu- 

bad0 con m i crosomas de ov iducto de ga l l i na , A= Sin 

ad ir ionrs; B= GDPMan 0.3 p o  l rs ;  C= Do l i co l -P-Man ; 

D=GDPMan 0,3pmoles y d o l i c o l 4 c  



TABLA V l l l  

Trans fe renc ia  de Man de GDP-Man a1 DoIicol-P-P-di-N-acrtilqui 

t o b i o s a  r a d i o a c t  i va, 

- - - -  -- 

Component~ var i ado c0nc.f i n a l  

n i nguno 1.600 

-Do l i co l -P-P-(G l c ~ a c k  - 
+ Dol-P 

- Mercaptoetano l 

3 o p g  P i  t o t a l  1.400 

- 700 

- DOC 400 

- GDP Man 100 

+ hn++ en l ugar de big* 200 

+ Enzima ca lcn tada  
( 5 mh.a I O O Q C )  110 

No incubado 100 

La n e z c  l a  estandar d r  incubaciGn r s t &  formada por Do l -P-P-di - 
N-acet i l qu i t ob iosa (a  l rededor de 2.000 cpm) marcada en l a  

GlcNac. Est. compuesto se s rca  j u n t o  con 0.5 pmo l es  de Mg-EDTA 

y 0,5 ymolas de WgCl y se agrega entonces 0, I M de mercaptoe - 
t a n o l ,  0,I k de Tr i s -Ma lea to  pH 7,8 , 0,5$ de deox i co la to  de 

sodio, 3mM de GDWan y microsomas de ov iduc t0  de g a l  l i naga l re  - 
cdedor de 2 m9 de p r o t r  fna). E l vo l urnan f i na l es de 50 p I. Lue - 

1 go de 4 horas d r  incubacign a 30QC, l a  r r a c c i o n  s r  dr t iene co - 
# 

mo ya se d e s c r i b i o .  



I 
c )  E f o c t o  d e l  t iempo de incubac ign en l a  s f n t e s i s  d e l  I lp ido-XJ 

t 
En l a  Fig.22, s. observa l a  formac ion d e l  I  pid do-X3 m 

f l  # . -- . 
f u n c i o n  d e l  t iempo dc incubacion. Estos r e s u l t a d o s  muestran que 

I # 
l a  i nco rpo rac ion  de manosa a l  I  pid do-disacar ido, pa ra  s i n t e t i  - 

I 8 
zar e s t e  nuevo I ~p ido-azucar, aumenta cas i l inea lmente hasta  

# 

l a s  4 horas de incubacion.  Esta  rmaccion se r e a l i z a  a 30% con 

a g i t a c i o n e s  f recuen tes .  ,=, .. 
,-p 3. . L. -. * CLgTd . 

w :. GI. 
1 Es i nt * resan te  destacar  que con a lgunas preparac ' ionrs m- 

e f l  

z ima t i cas  se observa l a  a p a r i c i o n  de un compuesto que queda en 
e 

e l  o r i g e n  d e l  papel  de c r o m a t o g r a f ~ a  en e l  so1vente.A. Cste he - 
I 

cho p o d r l a  deberse a un mayor conten ido de do1 i co l -P  y n u c l e g t i  - 
# 

do-az;car ( G D P M ~ ~ )  en l a  p reparac ion  de microsomas de o v i d u c t 0  
# 

de g a l l i n a .  Esto se va a e s t u d i a r  mas ade lante .  

I 
l d e n t  i f  i r a c i g n  de ee te  nuevo I lp ido-azucar 

. . .  

' 1; i l ; ~  8 # 

a) Prop iedade i  cqbb 1'; conf  i e r e  su p o r c i o n  h i d r o f o b i c a .  

. I .  t I 
Este nue-vo 'compuesto se comporta como un I I p i do-azucap 

por  su  s o l u b i  l i dad  en 10s so l ven tes  organicos.  Se l o  puede ex - 
t r a e r  con c loroformo-metano I, de acuerdo a l  metodo de Fo lch. 

t . . Por cromatograf  l a  en pape l en e l so l vente A, ti ene un corn - 
I 

portam i e n t o  s i m  i t a r  a o t r o s  I ~pidos-azucares-der  i vados, m ig ran-  
; 

do con e l  f r e n t e  d e l  so lvente .  .' 1 '.I 

P ; Cste lTpido-sac;rido r s  muy lgbi  l a l  t r a t a m i e n t o  ac ido 
t 

suave a l  i gua l  que 10s g l i c o l ~ p i d o s  d e l  t i p 0  prenol-azucar.  En 
t 

es tas  cond i c iones l i bera un r e s t o  h i  d r o f  I l ico, que como se des- 

c r i b i g  m& a r r i b a  se denomina X 3- 8 I 

Puede ser  tambicn adgorbido a co , 
# 

preparadas como se descr ibe  en M a t e r i a l  y Metodoe. Se l o  puede 

e l u i r  en forma s i m i  l a r  a l  do1 icol-P-P-di-N-aceti l qu i tob iosa .Es  - 





I F ig.22 - ~ormacign del ~ : ~ i d o - ~ ~  r n  funciGn del t irmpo de incg 
bacion. La mrzcla de r racc ion usada r s  la  que SP drta- 

I 
# # 

I la  r n  Mater ia l  y Mrtodos. Luego dr l a  incubagion l a  - 
# 

fraction cloroformo-metanol se somrtr a h i d r o l i s i s  a c i  

I 
da suave y sr  cromatograf (a en papr l en r l sol v rn t r  A. 
A= incubacign en eusrncia dr GDWan; B= Ih. ;C= 3 h. ; 
D= 4 h. 



# I 
t o  es un i n d i c i o  de que l a  porc ign h idrofob- ica podr ia  e r r  l a  

misma en ambos compueetos , como. e ra  de esperar, de acuerdo a 

l a  forma como es s i n t e t i z a d o  este compuesto. 

Otro hecho ad ic iona l  sobre l a  na tura leza  de l a  p a r t e  lj. 
. e  
p ~ d  ica de es te  compuesto es su comportam ien to  en co l umnas ana- 

# I 
1:ticas de acido s i  l i c i co .  La F ig.  23 mucstra que e l  X3 n luye  

I 
con cloroformo-metanol 2: l  , a l  igua l  que e l  I~pido-P-P-di-N - 
a c e t i  lqu i tob iosa .  

b) Estudit: dc  l a  e s t r u c t u r a  del  ree to  h i d r o f i l  ico. 
f t # 

La porc ion  h id ro f  I l ica, de es te  nuevo I  pid do-azucar, o h  
I 

t e n  i da por cromatograf I a en pape l en e l so I vente A, ha s ido ci= 

nom inado X3 , porque t iene un Rf baetante prgx imo a l a  malto- 

tr iosa. 

Para determinar l a  e s t r u c t u r a  de es te  compuesto, t r e e  eQ 

foques d i s t i n t o s  se rea l i za ron :  
# # 

I.- Se determino su composicion en azucares. 
# 

2.- Se es tud io  su tamaEo. 
# 3.- Estudio de l  t ipo de union e n t r e  10s az;cares qua l o  

componen . 
# . I. - Composi c ~ o n  en azucaresm0 

# e # 
Para l a  determination de l a  composicion de azucares del  

# 
nuevo compuesto s i n t e t  i zado se r e a l  i zo una i ncubac ion, como se 

descr ibe en M a t e r i a l  y Metodos;sn l a  cual  ambos eustratos:GDMan 

y do1 ico  I-di-N- acet  i l qu i tob iosa  esteban marcados con C 1 4  . Lu2 

go de l a  incubacion, l a  fasc c loroformo- metanol de l a  e x t r a c  - 
# 

c i o n  de Fo lch  fue h i d r o l i z a d a  y crometografiada an papnl en l a  
# 

forma que ya se descr i bio.  Despuas de de tec tar  l a  zona de r a d i o  - 
# 

a c t  i vidad correspondiente a l  compuasto denom inado X3, r s t a -  f ue  

< # # # 
e l u ~ d a  con agua y se sometio a una h i d r o l i s i s  ac ida m& f u e r t e  

( H C I  4N, 6 h. 1009~) .  E l  h i d r o l i z a d o  f u e  cromatografiado por  
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# 

una co l umna de Amber l i t a  MB3, forma acetato. Se e l  uyo p i  imero 
# 

con HC1 0, I N y luego con agua, recuperandose toda l a  rad ioac  - 
t i v i d a d .  

# 

t l 0lu:do luego de concentrsr  l o  se cromatograf i o  en pa - 
# 

p e l  con e l  sofvente.A.  Para es ta  separacion cromatograf ica e l  

papel usado fue  Whatman Na I, impregnado con Zn como se des - 
# 

c r  ibe en M a t e r i a l  y Metodos. De es ta  manera se tuvo  una bue- 

na separaciGn y fueron  mcontradoe dos p icoe de r e d i o a c t i v i d a d  

Estos m igraban como l a  glucosam ina  y manosa estandar. Estos r e  - 
# 

au l tados conf i rman que e l nuevo sacar i do s i n t e t  i zado cont  i ene 

manosa y N-acet i l g 1 ucosam i na. 

2. Estudio do l  tamano d r  l a  porciGn h i d r o f 7 l i c a .  
# f 

Para determ i nar P I tamano d~ l X j  se uso cromatograf I a 

en papel con d i s t  i n t o s  so l ventes, a pesar de que no se contaba 
# 

con buenos o l i gosacar i dos de manosa y acet  i l g  l ucosam i na como 
# # . ' 

estandar. Se p r e f i r i o  es te  metodo con respecto a l a  separaclon 

por f i l t r a c i o n  mo lecu la r  en co lumnas de Bio-ge l o Sephadex, ya 
I (1 

que es mas econgm ico y perm i t e  t r a b a j a r  con pequenas cant ida - 
des de l nuevo compuesto. 

# 

Con e l  so lvente A, y usando ademas como estandar matto- 
# 

l igosacar idos, es te  compuesto migra un poco menos que l a  malto - 
# 

tr iosa como ya se descr i b i o  an ter  iormente. 
# 

En l a  Tabla IX ,  $0 muestran 10s R-lactosa de es te  saca- 

r i d o  cromatograf iado en 10s so lventes C y D. Estos resu l tados  

se comparan con 10s datos obtenidos por  e l  grupo de Lumblad,en 

Estoco lmo, ( 135)( I%)( 137). t s t o s  invos t  igadores estudiaron, 
I # 

por  cromatograf I a en pape I, o l i gosacar i dos de manosa y acet  i I- 
I 

glucosamina de o r i n a  de pac ientes que s u f r ~ a n  de manosidosis . 
Como se puede observar en l a  Tabla I X ,  10s R-lactosa de l  com - 



I i 
puesto X 3  se encuentran en l a  r e g i o n  de 10s t r i s a c a r i d o s ,  d i -  

e 
d i f e r r n c i  andosr pe r f r c tamrn te  dr l grupo de 10s d i  sacar i d o s  y I 

* . 
de 10s t e t r a s a c a r  idos  que se usaron como estandar. Esto  da bas ' '  * '  - 
tant. con f ienza  para  pensar que e s t e  compuesto ee t r a t a  de un 

# 

tr i sacar i do. 1 '  :m$ ; . . . . . 
Por o t r o  lado, es tos  r e s u l t a d o s  no nos permiteii a f  i rmar  

s i . ' e s te  tr i sacar ido  est;! formado po r  doe mo l ecu  l a s  de manosa 

y una de N-acet i l g l ucosam i na, como e l  tr i sacar i do ob ten  i do p o r  

e legrupo de Lumblad, o s i  en cambio t i e n e  una s o l a  molecu le  de 

manosa y dos molecu las  de N-acet i  lglucosamina, 

e • 
3 - Estud io  d e l  t i p 0  de un ion  e n t r e  10s azucares que l o  compo- 

nen. 

Con 10s da tos  ob ten idos  , sobre l a  e s t r u c t u r a  d e l  com - 
# 

puesto X 3  se puede d e c i r  que se t r a t g  de un t r i s a c a r i d o  y que 

con t  i ene manosa y N-acet i l g l ucosam i na, 

E l  pr imer  problema a e s t u d i a r  e r a  determ i n a r  su composi- 

c i o n  c u a n t i t a t i v a  en azucares. 
# 

Para e s t e  e s t u d i o  se u t i l i z o  e l  t r i s a c a r i d o  previamente 
< 

~ u r  if i cad0 por  c romatograf  I a en pape I .  En e s t e  compuesto l a  rr - 
marca se encontraba en l a  N-acet i lglucosam ina  de l extremo r e  - 

I 

ductor .  
: ' I  

1''  
s .  ' I 

Se t r a b a  jg con t r e e  g l  i cosidasas:  2 -manos idas:, '@-ma 

nosidasa y (3 -N-acet i I g I  ucosamin idasa, dr d i f r r e n t e s  fuen tes .  
# 

En cada preparation enz imat i ca  l a  a c t i v i d a d  f u e  t e s t a d a  con 10s 

p-n i t r o f e n  i l d e r  i vados de acuerdo a l &todo de Levvy y co I.( 126). 

Una v r z  f i n a l i z a d a  l a  incubacion d e l  X 3  con una g l i c o s i d a s a  , 
10s p roduc tos  de l a  r eacc ion  f u e r o n  c romatogra f iados  en papel  , 
coma se descr ibe  en Matpr i a l  y Metodos. 



< 
Cromatograf la en papel  d e l  o l  igosac&ido X 3  en d i s t ~ n t o s  s o l -  

ventes. 

TABLA I X  

* Resul tados ob ten idos  por  e l  grupo d e l  D r .  ~ u m b l a d (  137). 

E l  X 3  f u a  s i n t e t i z a d o  como se d r t a l l a  en l a  Tab la  I l l .  

Luego de h i  dr4 l i s i s  ac i da  suave f u r  pu r  i f i cad0 p o r  cromato - 
f 

g r a f ~ a  en papel .  



a) Estudio con & -Manosidasas. 

Dos preparacionee de dt =manosidasa fueron  u t  i l i zadae. 

Una de e l  l as f u e  pur  if i cada a par t  ir de po ro to (~anava  l i a ens i - 
forme ) de acurrdo a l  m;todo de L i  (124). La o t r a  enzima se PU: - 
r i f i c g  a p a r t i r  de bromelina aeg;n i s  t z c n i c a  de L i  y ~ ~ ~ ( 1 2 3 ) .  

I, 

Los d e t a l l e s  de estas preparacionee enzimat icas se encuentran 

en M a t e r i a l  y MX~OCIO~. 
En l a  F ig .  24 s* observe qwe l e  o( manosidasa de brorne- 

I 

l i na no t ipne acc ion e o b e  e I X 3 . Resu l t ados  seme jantee se 

ob t ienen con l a  g l  icosidasa ob ten ids  de porotos. Como c o n t ~ o l  
I C 

de l a  a c t i v i d a d  de estae p r e p a r a c i o n ~ s  enzimat icas se r e e l i z o  
I, C 

incubaciones con o l igosacar idoc qua conten l an  manoea radiose- 

t i v a .  En l a  F ig .  24 em observa &a l i b e r a c i g n  de maRosa & r e  - 
to. substrates, por  accign dr l a  Of -manoeidasa 6 bromr l ina.  

Reeultados eme jgn tes  s r  han o b t r n i d o  con l a  g l  icosidaea de la 
" -'$$ E:'T,dch;- . -  . , .  i - -.'= F~ 

o t r a  fuente.  '" 8- 

. - i 41.  . . . . . =. .? 

Eetos o l igosacar idos d* r a w s *  l'k se ob tuv ie ron  por h i  - 
I 

drgl i i i i  acida suave, seguida dr ~ r o m a t o ~ r e f f a ,  de lo. l fpido - 
I 

o l  igosacar idos r a d i o a c t  i vos. A mu vez es'tos compuestos fueron 

e in te t i zados  a p a r t i r  de GDPMan radioactive e incubados en p r e  - 
eoncia de microsomae de o v i d u ~ t o  & s a l l i n a .  En es tas  condic io  

e # 
nes hay t rans fe renc ia  de manesa a I t p i d o e  endogenos, de acuer- 

8 
& a l o  que se descr i  b i o  en es te  I n e h i t u t o  con microsomas de 

hisado ( I  I I). 

€eta  ~ n z i m a  fue obbcn+be a pwtir dA e a l i v a  humane d ia -  
I 

l i rada,  de d i s t i n t o s  d a a r e s .  Se encontra que en s a l i v a  l a  ac- 

t i v i d a d  de l as  d i f e r e n t e  g l i cos i$asas  es muy v a r i a b l e  y depen- 

de de l os  d i s t  i n t o e  donante.. 
I I 

Para es te  es tud io  se e l i g i a  une preparation que t e n l a  



Fig.  24 - ~ c c i G n  de l a  d-manos!dasa sobre X 3  .Con0 c o n t r o l  
# 

se u t  i l i zo un o I i gosacar i do de manosa r a d  i o a c t  i vo de 
o v i  ducto preparado en forma s i m  i l a r  a l o  exp l  i cad0 
en Resu l tados. 
A=X3 i ncubgdo con OC -manos i dasa de brome l i na; 
B= o l igosacar ido de manosa r a d i o a c t  i vo  no incubado; 
C= igua l a B per0 incubado con d-manos idasa de bro-  

me1 ina. 
Sim i l a r e s  r e s u  l t ados  se o b t u v i e r o n  con 04 -manos ida- 
sa de Canaval ia ensiforme. 



1 *w,:- 
I 

I . . 
I I I I  . 

u n a a l t a a c t i v i d a d d e  (3 -manos idasa ,muypocaac t i v idadde  

d -manosidasat y a c t  ividad.: normal de -N-aceti IgIucosami- 
rPlr 

nidasa.( dador P ) . - ' ~ I  1 1  1 1 '  " I 

I I I  7 
La F i g .  25 A-B,' muestra 10s r e s u l t a d o s  ob ten idos  de l a  

' ' 
ecc ign  de e s t a  p reparac ion  enz imat i ca  sobre X 3 luego de 25 ho- 

I 

. ' 
r a s  do i ncubac~on .  Se muestra qua p d r t e  d e l  X3 es h i d r o l i z a d o  

ob ten i i ndose  un p i c 0  da r a d i o a c t i v i d e d  qua corresponde a l a  N- 

ace t  i l g l ucosam i na. Este  r e s u  l tad0  puede se r  exp l i cad0 po r  l a  - 
- 

- 

act i g n  de I a (j -N-acet i I g l ucosan i n idasa que contam i na e s t a  p r e  - 
' ' 

parac ion .  Con e l  o b j e t o  de b loquear  l a  acc ion  de e s t a  enzima 
, ..I 

se agrega a l a  mezcla de incubacion, 2-acetoamido-2-deoxi-gluco - 
nolactona,  que es un f u e r t e  i n h i b i d o r  de l a  misma,(este f u e  p r a  

parado de acuerdo a F i nd lay  y co 1. (75). 
E l  e f e c t o  de e s t e  i n h i b i d o r  ya f u e  ss tud iado  con e k e  

# ' . . ' 
misma preparac ion  enzimat i c a  p o r  su  a c c ~ o n  sobre l a  di-N-ace - 

l1 a .  
t i  l qu i t ob iosa .  7 ; 

En l a  p a r t e  C de l a  F i g .  25 ee muestra e l  r e s u l t a d o  de 

e s t e  exper imento con e l  agregado de inh i b i d o r .  Se observa l a  
' 

formation de un nuevo compuesto que m ig ra  como un d i s a c a r  ido.Es - 
t e  compuesto f u e  i d e n t  if icado como di-N-acet i l q u  i tob iosa .  

d 4 ,  
c )  Es tud io  de l a  acc ign  de l a  13 ON-acetiIgIucosaminidasa. 

La t e r c e r  g l i c o s i d a s a  u t i l i z a d a  f u e  l a  (3 -N -ace t i l g l u  - 
cosaminidasa de doa f u e n t e  d i s t i n t a s .  Una de e l  l a s  se obtuvo 

' *? 

de una p reparac ion  de s a l i v a  humana d i a l i z a d a  de o t r o  donante 
f 

que con ten ta  una a l t a  a c t i v i d a d  de e s t a  enzima y muy b a j a  de 

l a s  O( y 4 -manosidasas. 
' 

La F i g .  26, muestra que e s t a  praparac ign enz ima t i ca  no 
' 

t i e n e  acc ion  sobre e l  t r i s a c a r i d o  X 3  . M i e n t r a s  que en l a s  
' 

m i smas cond ic  iones de i ncubac i on  se h i d r o  l i za p a r c  i a  lmente l a  



s,.. 

# 

di-N-acet i l qu  i t o b  iosa.' La o t r a  preparacion enz imat i c a  se obtu- 

vo de ov iduc to  de g a l l i n a  y f u e  p u r i f i c a d a  como se d e t a l l a  en 

M a t e r i a l  y h4;todos. Esta preparacign no ten:a a c t i v i d a d  d e d  y 
/ p -manos idasas dentro de 10s I ,mi tes de detecciGn con e l  en- 

sayo estandar . R . ,I ,'C ' ,$ 

La F ig .  26 muestra e l  resu l tado de l a  i ncubaciGn de X3 

Con l a  /3 ON-acetilglucosaminidaea p u r i f i c a d a  de ov iduc to  de 

ga l l i na, donde puede aprec i arse qua por  su acc i gn  se l i bera u- 

n i camente N-acet i l g l  ucosam ina. Este resu l tado  es d i  ferente a 

l o  esperado. I ' #  

8 .  

# 

Teniendo eh c i e n t a  es tos  resu l tadds  se planeo una ser i e  

de experimentos en 10s cuales e l  X 3  t u v i e r a  l a  marca radioac- 

ti va no en l a  N-acet i l g l ucosam i na de l extremo reduc tor  s ino en 

l a  manosa. Para s i n t e t i z a r  e l  Xg marcado en l a  manosa se r e a l 1  
# # 

zo una incubaciGn, de acuerdo a l o  descr i p t o  en Meter i a  l y Me- 

todos, per0 a p a r t  i r de do l i co I-P-P-N-acet i l qu  i t o b  iosa no mar- 

cado y de GDPMan r a d i a c t i v o .  Luego se e x t r a j o  e l  ~ : ~ i d o ,  sa l o  

h i d r o l  is; y p u r i f  i c g  en l a  forme que ee d e t a l  l a  anteriormsnth;. 

S i  entonces se incuba X3 marcado en l a  manosa con (3 -N- 
# 

acet i lglucosam in idasa de ov iduc to  ee o b t  iene l a  formacion de 
# 

un nuevo compuesto, F ig .  27. Este nuevo azucar en e l so lvente 

A migra como l a  ma l t o s a  y ha sido denom inado X2. 

La Tabla X, muestra 10s R-lactosa de es te  compuesto ob- 
t 

t e n  ido por  cromatograf ta  en   ape I en t r e s  d i f e r e n t e s  so l ventes. 

Estos i tesultados apoyan l a  idea de que e s t e  nuevo compuesto se 
# 

t r a t a  de un d i  sac&- i do y gue ademas es d i  s t  i n t o  de l a  di-N-ace 
.' ' !!) '&" 

ti l qu i tob iosa .  
' :;g;& i !  , 

I I I . - . ?  4 . I I 

Se anal i za con m;s data l l e  10s datos obten i dos por  oro- 

matograf:a en papel con e l  so lvente D de es te  nuevo compuesto 



# 

Fig .  25 - Accion de g l icosidasas sobre X 
A= cont ro l  s i n  incubar. 

3 

B= incubado 25 horas con P-manosidasa ma's P-N-ace - 
t i l g l ucosam i n idasa de ea l i va humana, (dador P. . , 
Tabla V )  

# 

C= l a  m i  sma incubacion que en B per0 en presencia 
de 2mg de 2-acetoam i do-2-deox i g l ucono l actona. 

1 l ' x l h ; l l !B  



# 

y se l o  compara con 10s R-lactosa de 10s o l  igosacar idos de ma- 

nosa y N-aceti  lglucosamina obtenidos por  e l  grupo de Lumblad 

(137) con es te  mismo solvente. Graf icando 10s logar i tmos de 10s 
# 

R-lactosa de 10s o l igosacar idos de manoga y a c e t i  lglucosarnina , 
# 

d s l  grupo de Lumblad, en e l  so lvente DI en funcion de l  numero 

I # # # 

de r e s t o s  azucares, se ob t iene una rec ta .  S i  es ta  ee cont inua 

I se puede determinar e l  va lo r  de l  logar i tmo d e l  R-lactosa de l  
# 

d i  sacar ido formado por manosa y N-acet i lglucosam ina. Este va l o r  

I calcu lado co inc ide  con e l  logar i tmo de l  R-lactosa del  compuesto 

I 
X 2  , obtenido experimentalmente en e l  so lvente  D. F i g  28. 

Conviene destacar que es tos  reeu l tados son una aprox imz 

I 
# 

ciGn ya que se e s t a  comparando con una fami l i a  de compuestos 

l i nea l e s  donde todos t ienen una N-acet i l g  lucosam ina en e l ex - 
tremo reduc tor  y manosa en pos i c ign  d . No obatante , se pu= 

# 

de pensar que es te  compuesto ( X2) ee un d i saca r ido  y qua e s t e  - 
I r l a  formado por  manosa y N-acet i lglucosam ina. 

d) ~ n i 6 n  hl t r i s a c G r i d o  a una a g l u t i n i n a  de arve ja.  
# 

Se busco v e r i f  i c a r  10s resu l tados  obtenidos por e l  t r a -  
# 

tamiento con las  d i s t i n t a s  g l  icosidasas sobre e l  t ipo de union 
# 

de l a  manosa a l a  di-N-aceti lqu i tob iosa .  Se es tud io  l a  union 

de I tr i sac& i do a l a concanava I i n e  A y una ag l u t  i n  ina de arve - 
ja. 

Debido a que no precipi i taba e l  compuesto X 3  r a d i o a c t i  - 
# # I 

vo con las  a g l u t i n i n a s  , se es tud io  su i n te racc ion  con l a  tee- 
# 

n i c a  de f i l t r a c i o n  en columna de Bio-gel (108). A t a l  e fec to  

se u t i  l i r 6  columnas de Bio-gel P-60 ( 1 6 ~ 0 ~ 8  cm) equi l ibradas 

en un buffer de tr i s -maleato 50 mM, pH 7,o conteniendo MgC IZ 

4mM y NaCl 94. 

La Fig.  29 muestra e l  resu l tado  de e s t e  experimento, 



Fig .  26 - Estudio de la  accign de l a  @-N-aceti lglucosaminida - 
ea sobre X3.( este compuesto eeta marcado en l a  

GI cNac de l extremo reductor). 

A= contro l i ncubado 8 i n  enz ima; 

B= X 3  i ncubado con enz ima obten i da de sa l i va hu- 

mana; (dador M Tabla v) .  
C= X j  i ncubado con l a  g l  i cos idasa pur i f i csda de o- 

viducto de gal l i na .  
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TABLA X 

t 
Cromatogra f~a  en papel de l  product0 de l a  incubacion de X3,nap 

I 

cad0 con ( I4c)  Man, con (3 -N-scetilglucosaminidasa de oviduc- 

t o  de g a l l i n a .  

- ' . I  pp-1: ,.i: 
I .L.. -- = 

So l vente A C D 

I Sustanc i as 

-- -- - 

Movi l idad con respecto a l a  lactosa 1 

t o h r  iosa 

I Ma l t o t e t r a o s a  0.40 0.82 0.25 I 
E t compuesto denom i nado X2 f u e  obten i do como se deta l l a  en Re - 
sultados; por acc ion de l a  (3 -N-acetilglucosaminidasa de o v i  - 
ducto de g a l l i n a  sobre X3 s i n t e t i z a d o  a p a r t i r  de Dol-P-P-di- 

N-acet i l qu  i t o b i o s a  Y BDP ( 14c)~en.  La movi l idad de es te  compuas - 
( x2  ) con respecto a l a  lactosa en d i s t  i n t o s  so l ventes perm i t e n  

4 

apoyar l a  idea de que se t r a t a  de un d isacar ido.  



I .  

1 . .  
:. . . 

I I  I 

donde se puede observar que e l  t r i s a c a r i d o  se inc luye  en l a  co - 
I 

lumna, de acuerdo a l o  que se podia esperar por  su bajo peso 
,j KI molecular. S i m i l a  resu l tado se obt iene cuando se agrega l a  mez - 

c i a  donde e 1 X j  se p re  i ncuba con concanava l i na  .A .  En un exper i - 
mento semejante, donde e l  tr i sacar ido se p r e  incuba con l a  aglu- 

.. . 
t i n i n a  de arveja,  e luye con e l  voiwnen muerto de l a  columna. .. : . . t:;! r I : j r  , 
~ t n t e s i s  de l  I tp  ado-tr I sacar ido en d i s t  into.' t e  j idos. . .  

I 
E l  tr isac;r ido obtenido por este  mecan ismo de s ~ n t e s  i s  es 

, I I 4 
com;n a un gran numero de g l i coprote I nas cuyo r e s t o  azucar e s t a  

# 

unido a l a  asparragina. Este t r i s a c e r i d o  se encuentra en todas ' ' 
1. 

I , , 
estas  g l i coprote I nas en l a  porc ion  mas in te rna  de l a  cadena de ' 

f 
az;cares ( 162). Entre es tas  g l  i coprote I nas tenemos por ejemp 10 

, 1 .  .- 
e l  oligosac;rido de l a  ovoalbumina. ,I-. ' 1  I. . I .. 

(1. 
Debido a es tos  hechos e ra  de Bran inter;* de termin8~ ' :s i  l a  

I 
formac iGn de es te  compuesto ocu r r  I a un icamente con preparac i o  - 
nes de ov iducto de ga l l i na, o s i este  es un mecan i smo genera 1 

para l a  s:ntesis de es te  t r i s a c a r i * .  1 : 
A t a l  e f e c t o  se h i c i e r o n  preparaciones de microsomas de 

, 
d i s t i n t o s  t e j i d o s ,  como se d e t a l l u  en M a t e r i a l  y Metodos. Se 

r e a l  i zaron incubaciones en l as  mismae condic iones que con o v i  - 
ducto de gal  l ina y se encontro que todas l a s  preparaciones en- . r  

m ,  5 
z i m i t i c a s  de l o s  t e j i d o s  estudiados, e n t r e  e l  los, bazo, r inon,  . .- .. . -4 
ti r o  ides, htgado, s i n t e t  i zaban es te  compuesto. Luego de l a  i n- 

t , t 
cubacign, 10s I  pid do-azucares formadoe fueron  e x t r a ~ d o s  por e l  

m;todo de Fo lch  y se cromatografi; en papel 10s productos h i  - 
d r o f y l  i cos  obtenidos por l a  h i d r o t  i s i s  ac ide suave. 

La Tabla X I ,  compara 10s va loree de 10s R de 10s compuel 9' 

t o 8  s i n t e t i  zados con microsomas obtenidos de 10s d i s t  i n t o s  t e -  
. i l  

j idos estudiados. - ' .  1 
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F ig .  28 - Log. de 10s R-lactooa ae 10s o l  igosacaridos de ma 
nosa y N-aceti lglucosamina obtenidos por Lumblad 

8 

( 136) y ( 137), en funcign del  numero de res tos  de 
8 

azucares. 
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Fig .  29 - ~ i l t r a c i G n  en g e l  d e l  t r i s a c a r i d o  incubado: 
A= so lo; B= en p resenc ia  de concanava l i na  A; C-n 
p resenc ia  de a g l u t i n i n a  de a rve ja .  
Las muestras con o s i n  a g l u t i n i n a  fueron puestas en 
columnas de Bio-Gel P60. Frac io9ea de 0,s  m l  f ue ron  
co lec tadas y medidas con so l u c i o n  de Bray en un coy  
t a d o r  de c e n t e l  leo. 
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Formacion de o l igosacar idos mayores. .c, b '  , *  

Cuando se incuba dol icol-P-P-N-acet i lqui tobiosa r a d i o a c t i  - 
va, en presenc i a de do l i co l -P y GDPMan no marcado, con m i  croso - 

f mas de ov iduct0 de ga l  l ina se o b t  iene, por  cromatograf l a  en pa - 
I 

p e l  de 10s productos h i d r o f f l i c o s ,  ademis de l a  formacion de 

X3 , un compuesto que en es tas  condic iones permanece en e l  o r  i - 
# 

gen y que parece corresponder a un o l igoeacar ido & mayor tama - 
m 

no. 
I 

A f i n  de e s t u d i a r ' c o n  mayor d e t a l l e  l a  formacion de es te  
I 

compuesto se i ncubo m icrosomas de o v i  ducto de ga l l i na, I Yp ido- 

tr i sac& i ~ a d i o a c t  i vo y do l i co l -PI en presenc i a  de Mg++ y da 
I I 

te rgente  y ademas se agrego GDPMan no red ioac t i vo .  E l  l :~ ido-  

X3 habra eido previamente pur  if ica& por  cronetogref  :a en DEAE 

ce lu losa  y contenfa algo de I Tpido di-N-ecet i lqu i tob iosa,  como 
I I 

impureza de l a  preparacion enzimgt ica. 
I 

~as~u;e de incubar 4 horas a 300 C, l a  reacc ion  fue deteni  - 
i / 

da y 10s productos I ~p I d i  cos se e x t r a  j e ron  por e l mgtodo de 

Folch. La fase o r g i n  i ca  f u e  lavada y l a  prote:na de l a  i n t e r f a -  
I t 

se de l a  p a r t i c i o n  f u e  entonces e x t r a ~ d a  3 veces con cloroformo - 
metano l -agua en l a  proporc i on  10: 10: 3. Esta mezc l a c loroformo - 
metanol, cas i  saturada con agua, es baetante p o l a r  y permi te  l a  

I t 
ex t racc ign  de I :pido-azucares en lo. que l a  porc ign  h id ro f  I l i ca  

I I I 
es ta  formada por  un gran nwnero de monosacar i dos; ( como f ue en- 

a n t r a d o  en e l  l n s t i t u t o ,  para e l  caso de l  lTpido o l i g o s a c ~ r i d o  

que cont  i ene g l ucosa ( 104). 
# 

Parte de es tos  compuestos se ex t raen en l a  fase  organica 

de l  Fo lch  y e l  r e s t o  se l i b e r a  a l  t r a t a r  l a  p ro te fna  do l a  in- 
I I 

ter faee con l a  mezcle r e c i g n  descr ip ta.  Despues me l lev0 a se- 
# 

quedad estos ex t rakos  y se efectuo una h i  d rg  l i s  i s  :c ida suave. 



TABLA X I  
t-. . 

< 
Cromatograf I a en papa l de l tr i sac& i do s i n t e t  i zado cob m i cro-  

somas preparados de d i s t  i n t o s  t e  j idos. 

w 

So l ventes A C 

# i crosomas de: k o v i  l i d a d  ccn respecto a l a  glucoaa 

Ri;gn de r a t a  0140 O I 5 1  

~ T ~ a d c  de r a t e  01 39 Ot50 

O Y  iducto de ga l l i na 0139 O t 5 1  

Bazo de r a t a  014.0 0149 

T i r o i d e s  de cerdo 0139 01 49 "H. : ? $ : $ . A  
J 

Los resu l tados  mostrados corresponden a l a  movi l idad r e l a t i v a  
# * 

con respecto a l a  g l ucosa' de 10s tr i sacar i dos 6 i n t e t  i zados de 

1 1 ,  acuerdo a l a  Tabla I I I I var iando l a  fuente  de enzima. Los X j  
I 
I 

' 4 

< 
u t i l i z a d o s  fueron previamente p u r i f i c a d o s  por  c r o m a t o g r a f ~ a  

en papel I como ya se descr i biG,(vsr M a t e r i a l  y ~:todos).  



I # 
Los productos h i  d r o f  I l i cos de es ta  incubac ion  se 10s separo 

I 
- - .. ' : 

por cromatograf I a en pape l en e l  s o l  vente A. . . - I- . 
La Fig.  30-6 , muestra e l  resut tado de es te  experiment0 

donde se observa l a  apar i c i o n  de compuestos r a d i o a c t i v o s  que 

no migran en es tas  condiciones. En cambio en l a s  incubaciones 
# 

en l a s  cuales no se adic iona do1 ico l -P l a  formacion de es tos  " .  

compuestos es mucho menor, como puede observarse en l a  F ig.30-C 
# 

Por o t r o  l ado cuando e l nuc l eo t  i do-azuear ( G D Q M ~ ~ )  es reemp la-  

zado en l a  mezc l a de i ncubaciGn po r  e l do l i co l -P-manosa no r a -  
# # 

d i o a c t  i vo se observa increment0 en l a  formacion de o l igosacar i - 
m 

dos de mayor tamano, F ig .  30-D. 
I 

Cuando e l  r e s t o  h i  drof !  l i co de eqte nuevo l  pi do o l igoqa- 
# f 

car i do se cromatograf l a  en e l so l vente B se observa l a  apar i - 
c ign  de 3 p icos  de r a d i o a c t i v i d a d  , Fig.  31. . 

. 1 

I E l  solvents  6, ( butanol, p i r i d i n a ,  agua 4:3:4), da una 
# m 

nuy buena separac ign de o l igosacar idos de gran tamano, ( 105). 

E l  mayor p i c 0  de r a d i o a c t i v i d a d  co inc ide  con 10s m a l t o l i -  
8 # 

gosacaridos de 9 unidades de glucosa, e l  o t r o  con 10s de 5 a 6 

unidades y e l  menor con 10s de 7 unidades. 

Actualmente l a  e s t r u c t u r a  de l a  porciGn h i d r o f y l  i ca  de es - 
# 

t o s  compuestos e s t a  siendo estudiada en e l  labora tor  io. A l gu  - 
nos ensayos p re  l i m  inares con g l  icos idasas muestran que es tos  . ' 
compuestos t ienen a lgunas manosas en pos i c  1 o n 4  . 
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Y 

n- 
lncubacign del I :p ido-x3: l rd ioact  i vo con m icrosodas 

de oviduct0 de g a l l i n a  y: A= s i n  adiciones; B-GDPMan 

0,3 m o l e s )  y do l i co l -P I  C= ~ ~ P M a n ( 0 , ~ ~ m o l e s ) ;  Dx 

do1 icol-P-Man no rad ioac t i vo .  
I 

E 1 1 1 p i  do-X3 e s t d  marcado en l a  N-acet i l g l ucosam i na 

de l extremo reductor .  



C # 

Fig.  31 - P e r f i l  de ct-omatograf~a en papel de l  o l i gosacar ido  
f 

s i n t e t i z a d o  a p a r t i r  de l  I ~ p i d o - X  y dol icol-P-Ma 3 - 
nosa. 

E l  p i c 0  de r a d i o a c t i v i d a d  correspondiente a es te  
# f 

o l igosacar ido ob ten i  do pot8 cromatograf l a  en pape l en 
C 

e l  so lven te  A f u e  e l u ~ d o  con ague y recromatograf  i a  - 
do en e l  so lvente B, como se muestra en es ta  f igura. 



I V D l SCUS IQN 

t En es te  t r a b a j o  se ha estudiado l a  s f n t e s i s  de un l ~ p i d o -  
t # tr isacgr ido y su r o l  en l a  b i o s t n t e s i s  de l a  cadena de azuca - 

I I r e s  de l as  g l  i copro te lnas  cuyo t i p o  de union es asparragina-N- 
f 

-acet i lglucosam ina. La s l n t e s  i s  de eete compuesto t iene cepe - 
' . ' c i a 1  i n t e r i s  porque estos t r e s  azucares forman l a  porc lon  m 

# 

i n te rna  del  o l  igosacar ido de un muy importante grupo de g l i  

p r o t e  Tnas ( 1 62). 
I 

Como se puntua l i zo  e l  mencionarse lo; o b j e t i v o s  de 
I 

sis,  t e n l a  mucho i n t e r e s  e s t u d i a r  l a  b i o s f n t e s i e  de eotoe tre+* 5 -  
I 

az6cares unidos a l  l  pid do ( en p a r t i c u l a r  l a  t rans fe renc ia  de : * , 1, 

manosa ) y oe e l i g i g  e l  ov iduc to  de s a l l i n a ,  po r  ser  un 

muy a c t  i vo, fabr i cando ovoa l b& i na en forma preferenc i  a I( a l 

7% de l a s  g l  icoprote:nas so lublee). Conviene recordar  que es- 
t 

t a  g l i c o p r o t e ~ n a  es del  t i p 0  asparragina, cuya es t ruc tura ,  que 

es r e  l a t  i vamente senc i l la, ha s i do d i l uc i dada r e c  i entemente ( 

17%). 
E l  i n te rgs  de es tud ia r  l a  b i o e f n t e s i s  de ec tos  l f p ido -o l  - i 
# / 

gosacar idos, r a d i c a  en e l  hecho de que ya se h a b ~ a  encontrado 
f 

en e l I n s t  i t u t o ,  que son d i r e c t o s  precursores de gl i copro te  ~ n a s  
# 

e l  t r a n s f e r i r l e  " en bloque" l a  cadena de azucares. 
I 

Como l a  t r a n s f e r e n c i a  de l a s  N-aceti lglucosaminas a1 I ~ p i  

do habign s ido  descr ip taa  por p r i n e r a  vez en e l  h:gado(100)era 
' 

fundamental ver if i c a r  s i  tambien ocu r r fan  en e l  oviducto,por l o  

que se es tud ia ron  cada una de la8  etapas de t r a n s f e r e n c i a  de 
# 

estos  t r e s  azucares por separado y con c i e r t o  d e t a l  le. 

Otro problema que hub0 que encerar en e l  t ranscurso de e= 
t # 

t a  Teeis, f u e  e l  de obtener cada uno de es tos  I lpido-azucares 

en cant  i dades p reya ra t  i vcis y l o  menos contam i nados e n t r e  e l 10s. 



Con e l  do l i co I-P-P-di-N-aceti l qu i tob iosa  obtenido f u e  en- 

tonces p o s i b l e  es tud ia r  l a  t raneFerencia de manosa a e s t e  com- 

e 8 puesto. Se obtuvo de es ta  manera un nuevo I I p ido-azucar que p= 
8 

rece ser e l  eslabon a ub icar  en l a  s e r i e  de etapas que compo - 
nen e l  modelo propuesto en e l  l n s t i t u t o  phra l a  g l i c o s i l a c i g n -  

I 8 
de l as prote:nas. (Esto se d i scut  i r e  mas ade l ante). 

t I 
Se estudiaron l as  condic iones de s ~ n t e s i s  de es te  I ~ p i d o -  
I 8 

t r i s a c a r  ido, 10s azucares que l o  forman, l a  secuencia de 10s 
8 

mismos, e l  t i p 0  de union e n t r e  e l l o s  y l a  un i ve rsa l i dad  de es- 
f 

t e  mecanismo de scntes is .  
8 

Para mayor c l a r  idad en l a  exp is  i c i o n  de 10s d i  s t  i n tos  r e -  
8 8 8 

F sul tados obtenidos en es ta  inves t igac ion  , estos  seran d i s c u t i  - 
dos en forma separada. 

Los resu l tados  muestran que preperaciones p a r t i c u l a d a s  de 

ov iduc t0  de ga l  l i na ( como ya heb:a s ido  dascr i p t o  en higado) 
8 

cata l i zan l a formac ion  de do l i co l -P-P-N-acet i l g I ucosam i na y do - 
l icol-P-P-di-N-aceti Iqu i tob iosa .  

8 

La s i n t e s  i s de ambos compuestos requ ie re  ademas de l a  pr= 
I 

parac Ion de enz ima, detergente y hg* . Este c a t  ion, al igual  

t t 
que en l a  scn tes i s  de o t r o s  l~p ido -azucares  como e l  do l i co l -P-  

Glc y do l ico l -P-Man, no puede ser su s t  i t u l d o  por e l  Mn* (23) 

(24). 
I 

En l a  scn tes i s  de l  dolicol-P-B-N-acetilglucosamina es ade - 
8 8 

mas necesar i o  e l  agregado de do l i co  I-P exogeno (ver  Tabla V I ). 
t 

E l do l i co t -P agregado, prov i ene de h I gedo. En o v i  ducto no se 

ha es tud i  ado l a  presenc i a de es te  po l i preno I. No obstante hay 
I 

evidenci  as i nd i r e c t a s  de su presencia ( o de un l ~p ido muy s i - 
I 

m i l a r )  en preparaciones enzimaticae obtenidas de es te  t e j i d o .  



. . $:. ,< 

F I 

:' 
8 'E 

Ademas e l  dolicol-P-P-N-acetitglucosamina s i n t e t i z a d o  con pre-  

C paraciones de ov iduc to  se comporta como e l  obtenido de htgado 
8 

de r a t a  y l o  mismo sucede con loe o t r o s  p o l  iprenol-P-P-azuca - 
8 

res.Por o t r o  lado , 10s lTpido- es s i n t e t  i zados en hTgado 

son intercambiables para estee 

C 
oviducto.  Esto nos permi te  euponar que s i  10s r e s t o s  l i p t d i c o s  

no son iguales p o r  l o  menos deben aer muy parecidoe. 
C 

En vegeta l e s  recientemente se ha encontrado un l  pi do ee- 

me jan te  a l do l i co l, que parece ser de d i  s t  i n t o  tama;;o, per0 
C 

que puede formar I Tp ido-az;cares con l as enz imas de h I gado(dlj). 
8 

En cuanto a l a  gegunda etapa, es d e c i r  a l a  formacion de l  
f 

do l i co l -P-P-d i -N-acet i l qu  i t ob iosa  se harsa por l a  t r a n s f e r e n  - 
# 8 

c i a  de l a  N-aceti lglucosamina de l  nucleot ido-azucar y no a pay 
C # 

t ir d e l  I lpido-azucar. Esto se es tud ig  en hTgado (I lO)(como se 
.+  8 

ver; m;s adelante) y hay var i a s  ev idsnc ias  de que tambten es to  
# 

ocur re  en l a  reacc ion  ca ta l i zada  por l a s  enzimas de oviducto.  
f 

Un i n d i c i o  l o  podr ta  dar e l  requer imiento de big++. Se ha 
8 < 8 

v i s t o  que en o t r a s  t rans fe renc ias  del azucar de un I tpido-azu- 
C 

I 

car a o t r o  I I i do-aceptor , (como par e jemp l o  e l do l i w l -monof on 

fato-glucosa a l  ~ : ~ i d o - o l  igosac;ri& en e l  hfgado ( 1 0 4 ) ~  no ee 
8 

neces i ta  es te  c a t  ion. ~demgs en ee te  t r a b s j o  se ha observado 

que con las  preparaciones de ov iduc to  a l  igua l  de l o  que ocu - 
pre en hfgado, l a  s:ntesia de l  i fp ido-d isacar  ido no se es t imu la  

C 
por e l agregado de do l i co l -P , m i e n t r a s  que s I , depende de l a  

# # 

presencia de l  nucleotido-azucar. Este argument0 puede ser d i s -  
8 

c u t  i b l e  por l a  presenc i a de do l i co i-P endogeno en l as prepara- 
# 

ciones enzimaticas; s i n  embargo conviene recordar  que con l a s  
8 

m i  smas preparac iones se puede observar e s t  imu l acion de l do l i c o l  
8 • ' 

P agregado en l a  pr imera reaccion, es d e c i r  en l a  formacton de 

do l i co l -P-P-N-acet i l g l ucosam ina  ( ver F i g. 9). 
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t # 
En e l  caso de l a  s l n t e s i s  de l  lTp ido-d isacar ido  con m i c r o  

t # 
somas de h ~gado ,  Le lo  ir y co I., han estud iado mas exhaust  i va - 

t # 
mente e s t e  problema ( 110). Prepararon e l  I l p ido -d  i saca r  ido a 

~ a r t i r  de dolicol-P-P-N- ace t i l g l ucosamina  I ~ c  y de n u c l e g t i d e  
I I 8 # # 

aaucar no r a d i o a c t i v o .  Despues de una h i d r o l i s i s  ac ida  suave 
# 

r e d u j e r o n  e l  d i saca r  ido r a d i o a c t  i vo  con bo roh id ru ro  de sod io  . 
# # 

Por h i d r o l i s i s  ac ida  . f u ~ t e  o b t u v i e r o n  solamente g lucosamin i  - 
C # t o 1  I ~ c  . En cambio, duando l a  d i - N - a c e t i l q u i t o b i o s a  e s t a  mar- 

cada en l a hexosam i na no rneductora, se o b t  i ene un i camente g l u- 

cosam i na r a d  i o a c t  i va. . 
Esta d i s t r i b u i c i 6 n  des igua l  de l a  r a d i o a c t i v i d a d  luego d e l  

# # 

t ra ta rn ien to  con bo roh id ru ro  y p o s t e r i o r  h i d r o  l i s i s  ac ida  f u e r -  
# 

* 
- t e  l e s  perm it i o  demostrar que l a  N-acet i l g l  ucosam i n a  se t r a n s -  . . 

# 

2 f i e r e  d i rec tamente de l UDPGl cNac a l do l i co l -P-P-azucar. De l o  
< 

c o n t r a r i o  ambas hexosaminas deber lan  e s t a r  igualmente marcadas. 

O t ro  i n d i c i o  que apoyar:a e s t e  hecho surge a l cons idera r  
# # 

l a  c o n f i g u r a c i o n  de 10s azucares. Aunque 10s casos que a c t u a l -  

mente se conocen no son muchos, se puede suponer que l a  reac  - 
# t 

c i g n  de t r a n s f e r e n c  i a de un azucar a un l l p  ido o c u r r e  con i n  - 
# 

v e r s i o n  de su conf i gu rac ion  anomerica. Por ejemplo, se conoce 
# C . ' 

que en e l  caso de 10s nuc leot ido-azucares l a  con f  i g u r a c ~ o n  d e l  

azccar es O( . E n  cambio en e l  do1 icol -P-Glc se ha observado 

que luego de un t r a tam i en to  a l c a  l ino se forma e l 1,6-anh i d r o  - 
t . ' t 

glucosano, l o  que i n d i c a r l a  que l a  c o n f i g u r a c l o n  s e r l a  (3. Es- 
W t 

t e  hecho s e n a l a r l a  que a l  g l i c o s i l a r s e  e l  ' p o l i p r e n o l ,  h a b r i a  
# # # 

una i n v e r s i o n  en l a  conf  i g u r a c i o n  d e l  azucar (23). Lo mismo s g  

cede con e l do l i co l -P-Man ( I I I ) . . 
# # 

La N-acet i 1 g l ucosam i na de l a  po rc  i on  mas i n t e r n a  de l a  d i  

-N-aceti l q u i t o b i o s a  posib lemente sea 0( , dado que se t r a n s  - 
# 

f i e r e  j u n t o  con e l  f o s f a t o  d e l  nuc leo t i do .  La segunda hexosami 



na, ( l a  de l  extremo no reduc tor )  deberya ser (3 s i f u e s e  
# 

t r ans fe r  i da d i rectamente de l n u c ~ d t  ido-azucar . Esto es l o  que 

ocu r re  en e l caso de es te  compueato. Este hecho f u e  conf i rmado 
I 

por  l a  accion de l a  (3 -N-acetilglucosaminidasa.( ver F ig .  13). 

Una vez d i  lucidado e l  problena de l a  s i n t e s i e  de l  l i p i d 0  

di-N-acet i l q u i  tob iosa  en o v i  ducto, se p lan teg  l a  neces idad de 

obtener l o  en cant  i dades su f  icientes,marcado r a d i o a c t  i vamente . 
I 

Para e l  l o  se es tud ia ron  l as  condiciones optimas de l a  mezcla de 
I 

i ncubac ign  ( ver Resu l tados). Se lograron cond i c iones de s I nte-  
# e 

s i s  en l a s  cuales l a  formacion de l  I~pido-di-N-acetilquitobiosa 

I4c era  super io r  a l  80$ de l  lTpido-de N-aceti lglucosamina r a d i e  

a c t i v o  presente en l a  reacc ign y en algunes preparaciones se 

alcanr; e l  100%. Por o t r o  lado tanb ign  se es tud ig  l a  s:ntesis 
# 

de es te  compuesto en d i e t i n t o s  t e j i d o s .  Se observo que 10s m i  v 
e # 

crosomas de hrgado de r a t a  eran 10s mas e f i c i e n t e s .  Este r e s u l -  
# e 

tad0 es ta  de acuerdo con e l  hecho de que e l  hrgado s i n t e t i z a  un 
# 

gran n&nero de g l i coprots!nas ( 132) ( 133). Muchas de es tas  son 
I # # 

Ias de l t ipo de union am inoacido-azucar que corresponde a l a  

asparragi  na-N-acet i lglucosam ina. Por es te  mot i vo  l as  p reparac ip  

pes en escala mayor de l  prenol -d isacar ido se l l eva ron  a cabo 
I 

con m icrosomas preparados a p a r t i r  de hlgado de r a t a .  



BIOSINTESIS DEL L IPIDO-DIFOSFATO-TR ISACAR ID0 

Como e s t e  problema es e l  m;s impor tante  de e s t e  t r a b a j o  y 
I 

s i g n i f i c g  e l  apo r te  mas o r i g i n a l  de e s t a  Tesis, g ran  p a r t e  d e l  
# 

es fuerzo  r e a  l i zado se c e n t r o  en e l m i smo. Los r e s u l  tados p r e  - 
sentados demuestran l a  p resenc ia  de una manosi 1 t r ans fe rasa  en 

I 

preparac iones enz imat i cas  de ov iduc to  de g a l l i n a  que c a t a l i z a  

l a  t r a n s f e r e n c i  a de manosa a1 do l i c o  I-P-P-di-N-acet i l q u i  t o b i o - t  

sa. 
f I E l  producto  formado es muy sim i l a r  a l I l p ido -d  i sacar ido , 

I 
dado qua no puede ser  separado de e s t e  p o r  cromatograf:a en cg 

I f < 
lumnas de ac ido  s i  l ~ c i c o ,  as1 como tampoco en DEAE-celulosa . 

I 
En es tas  u l t  imas co lumnas e l  compuesto e l u y e  en l a  zona c o r r e g  

I 

pondiente  a l a  de 10s preno I - p i r o f o s f a t o s .  
< # I E l nuevo I I p i do-azucar , a l i gua l que 10s preno l -azucares 

< I I 
estudiados,  l i b e r a  su r e s t o  g l  i c o s r d i c o  po r  h i d r o l  i s i s  ac ida  

suave ( 1  10) (23). E l  producto  h i d r o s o l u b l e  ob ten ido  p o r  e s t e  
< 

t r a t a m i e n t o  puede d i f e r e n c i a r s e  en c roma tog ra f l a  en papel  de 

10s ob ten idos  a p a r t i r  d e l  do1 icol-9-P-N-aceti lg lucosamina o di 
I 

-N-aceti l qu i t ob iosa .  Con e l  so l ven te  A mig ra  ademas en forma 
I 

semejante a l a  m a l t o t r i o s a  u t i l i z a d a  como azucar de re fe renc ia .  
I 

Por d i cho mot i vo, ese o l i gosacar i do fue denom i nado X3, nomenc 1s 

t u r a  usada en todo  e s t e  t r a b a j o .  
I e 

Behrens y c o l .  ( I  I I) como ya se menciono, e s t u d i a r o n  en h t  
< 

gad0 de ra ta ,  l a  t r a n s f e r e n c i a  de manosa a un l l p i d o  acep to r  e l l  
I f 

dogeno que t e n  I a l ugar a p a r t  i r de GDPMan o do I i co l -P+an. 

DOS p o s i b i  l idades ( o embas) pod:an darse en e s t e  caso: 
I 

a) que l a  t r a n s f e r e n c i a  d e l  azucar f u e r a  d i rec tamente  a p a r t i r  
I # 

d e l  n u c l e o t i d o  azucar; b) que l a  t r a n s f e r e n c i a  f u e r a  a p a r t i r  

d e l  dolicol-P-Man, e l  cua l  a su vez se s i n te t i za r : a  a p a r t i r  

d e l  d o l i c o l - P  y GDPFlan. En e l  caso d e l  ov iduc to ,  ambas p o s i b i l i  



I 
probo que an estae condicionoe hay- t rubi in  s:ntesie de l do l i c o l  

P-Man. Los rasu l tados  exparimentale. obtenidos ind ican qur en % 

I l a  formacign da l  l:pido X3 , e l  dado= de menos. es  r . 1  n u c l e 6 t i -  

do azucar. (ver  F ig .  20). Las ev idsnc iss  se puuden reeumir:  

I a) A l asregar GDPMan a l a  m ~ r c l a  d. reacc i&  se o b t i r n e  l a  f o r -  

nac ign d r l  l : p i d o - ~ ~  (ver  F ig .  20-8 ). - .  
: .:.. 

b) Cuando se eue t i t uye  e l  nuc legt ido-  azhcsr p o r  el do1 ico l -P - 
8 .' 

manosa no hay t ransferenc ia.  

c)  ~demgs, a l agregado da do l i co l -P a l a  n n r c  I a dr reacc ign  en 

prasenci a dc l nuc le6 t  i do a r i c a r  no produce e e t  imulaci6n en 

l a  formacign de l  I f p ido  X 3  . . . . . .-  . ._ I .  ... : I P - 
e 

d) Esta s ~ n t e s i  s as dependiante de Mg* , a l  i gua  I. como ocur re  
# 

en l a  formacion da o t r o s  prenol -  azucar iw en que el dador es 

e) Todos estos hechos mueetran qum el compuesto dador para l a  

e 
s ~ n t a s i s  de l  l i p i d 0  X j  a. el n u c ~ d t i h  de nanosa.. .,. 

I 

- . I  : L 



D i s t i n t o s  es tud ios  fueron rea l i zadoe para determinar e l  
I I 

r e s t o  g l  i c o s ~ d i c o  de l I  pid do-X3 . 4.0s resu l tados  obtenidos pus - 
den ser agrupados en l a  s i g u i e n t e  forma,( ver Tabla X I  I): 

I I.-Las incubaciones rea l i zadae con e l  l ~ p i d o  de q u i t o b i o -  
I 

sa y GDPMan, ambos con I ~ c ,  muestran claramente qua loe  azuca- 
1 

r e e  que componen es te  nuevo compuesto son unicamente manoea y 

N-acet i l g  lucosam i na. 
I 2. -Los resu  l tad09 obten i doe por  cromatograf I a en pape l con 

I 
d i s t  i n t o s  so l  ventes y l a  comparacion de 10s R-lactose de es te  

I 

compuesto con 10s o l i gosacar i dos de manoea y N-acet i l g  l ucosami 

na, obtenidos por  e l  grupo de Lundbled ( 1 3 7 ) ~  nos permiten su- 
I 

poner que es te  azucar se encuentra probablemente en e l  grupo 

de 10s t r i s a c i r i d o s  (ver  Tablas IX,  x). 
I 

3.-Este s a c i r i d o  (X3)  f u e  .onetido e l a  acc ion de d i s t i n -  
I 

t a s  g l  icosidasas a f i n  de conf i rmar exactamente 10s azucares 

que l o  componen y determinar e l  t i p o  de unign e n t r e  10s mismos. 

La o( -manosidasa obtenida de dos fuentes  d i s t i n t a s  no 
I I 

t i e n e  accion sobre e l  t r i s a c a r i d o ,  mient rae que es te  compuesto 

es h i d r o l  izado por  l a  (3 -manosidase. Eeta:eniima fue  ob ten i -  

de s a l  i va  humana y e s t i  contar inada con p -N-acet i lg luco-  

.am i n  idasa y O( -manosidasa. ( Hay qua dastacar que a l tr i sa- 

c& i do estaba marcado en l a  hexosem ina  de l extrema reductor.)  

E l  product0 r a d i o a c t  i vo obten ido fue N-acet i l g l  ucosamina.Cuan- 
I t 

do se agreQo a l a  enzima de s a l i v a  un i n h i b i d o r  e s p e c ~ f i c o  de 
I 

l a  (3 -N-acetilgluco~aminidasa, es obtuvo l a  formacion da d i -  
I 

-N-acet i l qu  i tobiosa, ademas de N-acet i l g l  ucosam ina. Este hecho 
I 

es muy importante porque ind i ca  que l a  manoea e s t a r  re unida a 



l a  d i  -N-acet i l qu  i t ob iosa  por une u n i g n  t i p 0  p Cuando e l  X j  

ee- irlaubado en presenci a de (3 -N-acet i I g I  ucosam i n idasa. de 

dos fuentes d i fe ren tes ,  10s resu l tados  obtenidos son d i s t  in tos.  
# 

Cuando l a  enzima proviene de ee l  i v a  humane no t i e n e  acc ion 

h i d r o l r t i c a  sobre e l  Xg . aunque h i d r o l i z a  l a  d i -N -ace t i l qu i to  - 
biosa. E l l o  i n d i c a  qua en e l  X j  l a  uni:n (3 de las  N-ace - 

# c 
ti lglucosam inas est; p ro teg ida  de la  accion h i d r o  1 ~t i ca  de as* 

f C t a  enrima. Esto apoyar la l a  idea de que l a  manosa ocupar la  e l  
f # 

extremo no reduc tor  y emtar la  de acuerdo tambien con e l  reeu l -  

tad0 obten i do con l as manos i dasas. 

Em cambio con l a  enzima pur  if iceda de.;oviducto se obee~wa 

l i b e r a c i g n  de N-aceti lglucosamina r a d i o a c t i v e  ( l a  marca en e t  
# # 

X j  esta  como ya se menciono en l a  hexosamina de l  extremo reduc I 

t o r ) .  Este resu  l tad0 es un poco d i f  I c i  l C i n t e r p r e t a r ,  per* 
C 

se podr ta  suponer que es ta  enzima t i m e  acc ign de sndogl i coe i -  
# 

daea; es deci  r, podr:a h i d r o  1 i zar a I tr i .scar i do por  e l  ex t re -  

no reductor .  Por es tos  datos no se puede caber s i  es te  r a r o  e- 
# 

f e c t o  h id ro l : t i co  l o  hace con igua l  s f i c i s n c i a  que l a  h i d r o l i -  
# . # 

a i s  de l  azucar de l extremo no reductor .  Como cont ro  l se incubo 
# 

con d i a - a c e t i l q u i t o b i o s a  obeerv;ndoee h i d r o l i s i s  y I iberac iGn 

de l a N-acet i l g l ucosam i na de l extremo reductor .  
# 

Esta i n t e r p r e t a c i o n  se ve tambien apoyada por  10s r e s u l t e  - 
doe de l  grupo de Haley (141) quienss es tud ia ron  as te  tr isacGri  - 
do obtanido de o t r a  g l  icoprote:na ( l a  r ibonucleasa).  Cuando e l  

# # 

t r i s a c a r i d o  ee ta  unido a l a  asparragina. l a  (3 -N-acet i lg lu-  
f 

cosaminidaea. no l o  h i d r o l i z a ,  p e w  e l  l i b e r a  N-acet i lg lucosami - 
na cuando p r e v i  amente se ha sacado l a  asparrag i na con I a g l  i co - 
i l -asparrag i nm, de jando por  l o  t e n t o  l i b r a  e l extremo reduc - 

t o r .  

Cuando ea i ncube e l  tr i eacer ido (x3)  narcado i n  iosmente 



TABLA X I 1  

. . 

ca de l  I i p ido-X j  , ob t rn ido  por incubacign dn l  do l i co I-P-P-di- 

+-acet i  l qu i tob ioea  y GDPMan con prcparac ionrs enr imGticas da 

ov iduc t0  de g a l l  ina. 

' I . EXPER lMENTO DOBLE MARCA : t i enr Manosa y N-acet i l a l ucosam i na 
+ 

2. CROMATOGRAF~A EN PAPEL : as un t r i s a c a r  ido. 

eaccion de H idrh Producto f o r  I 
Enz ima 7i.i. de l  X3 (**f mado 

a) d - manos i dasa negat i va --- 
b)o l -  manos idasa + 

b - G I  cNac-asa (*) negat i va ....I- 
c) p -  ~ l c ~ a c - a a a ( * ) ( d a d o r  M) negat i va --- 
d) f i  - GICN~C-ass(*) (ov i  d u c t ~ )  p o s i t i v a  GlcNac 

e) p - GICN~C-asa(*) (ov i  ducto) p o s i t i v a  X2 " 
f) (3 - manos i dasa + 

(3 - G l c~ac-asa(*)  (dador P) p o s i t i v a  GlcNac 

g, P - manosidasa + 
- Glc~ac-asa(*)  (dador P) 

+ I nh ib ido r  de Glc~ac-asa(*) p o s i t i v a  Q + GlcNac 

4. INTERACC ION CON LECTINAS: 

I a) Concanava l i na A : no i nteracc iona 

I b) A s l u t  i n i n a  de> arve ja :  s i  in te racc iona 

(*) GIcNac-asa fi -N-acetiIgIuco~aminidasa; 9-d i -N-acet i1  - 
qu i tob iosa  

@ 

(**) La marca r a d i o a c t i v a  en e l  X 3  en todos 10s caeos e s t a  en 

l a  hnxosam ina  de l r x t r e a o  raduc tor  con excopcign de l  e x p e r i  

mento (e) donde e l  X 3  rst ;  mercado en la Man. 



I - 
'I . . .,d 4 

21. -9 
f 

an l a  mo lecula de manosa, con I. fl 4 - a c e t i  l ~ l u ~ o e a n i n i d a ~ a  .. - .  
pur if icada de oviducto, ee l i b r a  un oompuneto rad ioac t  i vo que 

- 

por cromatograf :a en pap. l con e l  mo-l vent* A rn i g ra  como l a  ma I - 
toea. Eete p ic0  rad ioact ivo-  he aSdo denominado "X2 ". Dabido a 

l a  poca cant idad que hab:a de. r a t e  eompu.eto no ee..pudo.-retu - - 
d i a r  eu re t ruc tu ra  con deta l  le, p r o  ea v i g  que puede eer d i f e -  I 

. '. 
renciado de la-di-N-aceti lqui+obio.a por eu ~ s p o r t a m i e n t o -  en 

- I . . .  . . 
cromatog~af :a en papa l con. d i e t  i ntoe .o l veptm.. Como i e  d e e c r i  

. 

bi6 en Reeultados, con c i e r t a e  l imitacionee, 8. puede penear 
. 

que ea un.dieac;rido-.da nanoea y N- acetilglucoeuin.. . I' 
Rrc ientment*  C b n  y co I. ( 158) conf irmaron ..toe reeuLP ' 

4 
tadoe trabajando con e l  o l  igoeac;rido de .un I fpido-azucar, s in -  -.-. .' 

r. 

te t izado con preparsoionne de oviducto de gal l ina ,  qua contiene 

laanoea y N-acat i I g l ucosm i na, Pr imam' l o  reducen con  boro h i  dru- 

r o  da eodio y l i beran N-act& i I - g l u c o e u i n i t o  l por acci6n de una 
- i 

ando p -N-scet i Iglucoeaminidaes, A l  rneto  de l o l i90sac;r ido . 
- 5 

l o  t r a t a n  con d y 0 nanoeidaaa y obt i rnen N-a&ti  l g l u c o y  - .Ir, 

mina y manoea. S i  l o  incuban ;nicam~nt* con nsnoeidasa ob - . I 

ti enan e I d i eac;r i do formado por manoma y N-acnt i l g  l ucoeam i nai - , 
1 * 

que t i r n e  - una unign (d-(I - 4 ) y 8s l i b r a  tanbign manoes. 1 . . - ,r 
I - 

, '-LS . 1 .  x: I ' 8 8 3, 

4. - Loe resu l tados obtenidae. cori I s  Concanava l ina A y I n  

l a  s g l u t i n i n a  de arvaja p e r m i t m  eugerir*,tabi;n que l a  uni6n 

de l a  manoea a l a  di-N-aceti l q u i t o b i o w  ~s de conf igur rc ign . 
€ 1  t r i e a c i r i d o  interacciona con Is  .glutinin. de arve ja  qua re -  

conoca. a l a  manosa y no l o  hacs con l a  Concanavel ina A qum t i e -  

ne eepec i f i c i dad por d -D-g l ucop irard. ldo. o O( - ~ c r a n o ~  i ra& 

didos (1551, (156). 
Teniando en cuenta todoe eeltoe reebltadoe 80 puede. p r p  

poner que l a  porci6n hidrof:  l i ca  d ~ l  I :pido-artcar e i n t e t i  zado 

- 
' l,. ' 

' I , .  , . . ,. .>: - .  ... 
. -. , -,.3;5-- , 

.. :, .- -:..&. .::: : ..- . ,  * 



con enzimas de ov iduc t0  de g a l l i n a  e p a r t i r  de dol icol-P-P-di- 

N -ace t i l qu i tob iosa  y GDPMan tendr:a l a  e igu ien te  fgrmula:  

-manosi I -p  -N-aceti Ig lucosamini  I - (1=4) -~-acet i  Iglucdsamina. 
. . 3 ' ,; 

A. 
"7 . L . . *: .. 

I. . - .'a - 
.-l h - 

MODEL0 DE LA SlNTESlS  DE LA PORClON AZUCAR EM GLICOPROTE INAS 

DEL TIP0 ASPARRAGINA I m i ,  : - h t 

- .. 
E l  aodelo propuesto en 

I f 
l a  .Tntesis de l a  porc ign azucar de la. g l  i c o p r o t e ~ n a s  que ti= 

t 
nen l a  un ign  asparrag ina, i nvo l ucrar  l a  d i s t  i n tas  reacc ionee da 

t rans fe renc ias  que se pueden r e u n i r  en t r e s  grupos: , - .. . ' -4q I 

# f # 

. . I.-Formacion de I~p ido-azucaree in te rmed iar ios  
I # 

2.-~dici;n de o t r o s  arucaree,sintet  i randose e I o I igosa- 
I 

. . 
car ido completo o cas i  completo pero siempre mido  

f 
a l  I  pid do. 

# 

3.-Transferencia de l  o l i gosacar ido  de l  p o l i p r e n o l  a l a  

prate :na aceptora. 
I t I 

Como se menciono en l a  ln t roduoc i&  e l pr imer  I ,p ido-azu- 

car in te rmed iar io  f u e  s in te t i zado,  en e l  I n s t i t u t o ,  por  lo9  

Dres. Behrens y Le l o  i r (23). Estudiaron l a  t r a n s f e r e n c i a  de g l u  - 
e 

msa, ca ta l i zada  por microsomas de h ~ g a d o  de ra ta ,  desde e l  
t 

UDPGlc a un aceptor l i p td ico .  La ml;cula I ip:dica f u a  i d e n t i -  

f icada por  datos i nd i r e c t o s  como do l i co l -P, l o  Cua l f u e  poste- 
I 

r iormente conf irmado en o t r o  labore tor  io(24). Ot ros  do l i c o  I-azu - 
# 

cares fueror i  tambien s i n t e t i z a d o s  &or mecaniemos semejantes,en I 

t r e  e l l o s  e l  dolicol-P-P-di-N-ecetilquitobiosa.Conviene hacer 
# 

nencign e l  hecho de que eete d i  sacer ido a l cual  est&.utiida una 

mo lgcu la  de manosa en e l  extremo no reductor ,  parece teper, md - 
# # 

cha importancia porque se encuentra en l a  r e g i o n  mas i n t e r n e  

de todas l as  g l  i coprote :nas(cuya ee t ruc tu ra  ha s ido eetudiada) 



# 

de l t ipo asparragina con una excepcion de una imnunoglobul ina  
# 

coma se ac la ro  en l a  Introduccion. 
# 

En es te  t r a b a  j o  se mueetra e l  mecanimo de formacian de 
# 

eete t r i e a c a r i d o ;  e l  cual  es e in te t i zado  por ad ic iones  sucesi-  
# # 

vas de az6cares ( provenientee de loe  nuc leo t i do  arucaree) so- 

b re  e l  do l ico l -P.  

Esta s:ntes i s  se r e a l  i ra en t r e e  etapa.: 

a ) ~ o r n a c  ign de I do I i co I -P-P-N-acet i I g l  u c o e a  i na a p a r t  i r de do - 
I i co l -P- y UDPG l cNac. 

# 
b)Transferencia de o t r a  molecula de hexoeamina, a p a r t i r  de l  

UDPGlcNac, para l a  formaciGn del  do 1 ico I-P-P-di-N-acet i l q u i -  

tobiosa. 

c)Transferenci  a de manoea a p a r t  ir de OOPMan para formar e l  do - 
l i co l -P-P-tr i sac& i do. 

La s l n t e s i s  de es te  tr isacGr ido f u e  estudiade, como se 

d e s c ~  i b i G ,  con preparac ionee p a r t  i cu l adaa de o v  i ducto de ga l l - i 
# 

na. Este puede ser tamb i en s i n t e t  i zado con m i crosomas prepare- 

doe a p a r t i r  de o t r o s  t e j i d o s  (ver Tabla X I ) .  Esta hecho es de 
# t 

gran importancia porque permi te  peneer qae e s t e  s e r l a  e l  meca- 
t # 

nismo general para l a  s l n t e e i s  de l a  regiort  mas in te rna  de 10s 
t t 

oligosac;ridos de es te  t i p 0  de g l i c o p r o t e ~ n a s ,  y s e r l a  un ee la  - 
G n  mGs a ub icar  en e l  modelo propuesto ( Fig .  7). 

e 
De acuerdo a es te  esquema luego de s i n t e t i z a d o  e s t e  I ~ p i -  

# t # 

do- t r  i sacar i do se podr I a ad i c ioner  o t r o s  azucaaei. Estoe 
t # # 

d r l a n  ven i r  d i rectamente de l  nucleotido-azucar en una eo la  e t a  I 
# 

pa de t r a n s f e r e n c i a  ( como ocur re  an l a  formacion de Xg ) o 
# 

por un camino un poco mas largo, en doe etapas de t r a n s f e r e n c i a  
e # 

con formacign intermedia de un i lp ido- foefeto-azpca~.  Eete com - 
t # 

pueeto ceder la  su azucar a l  o l igosacar ido  que ee va formando y 

que permanece unido a l  d o l i c o l  por un puente p i r o f o s f a t o .  
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Dol-P Man ' '- - - *  0 - \ 

Protmina 

W-P-POlo Nae 

F ig .32  - Esguena de l a  bios:ntesie de GEA y de una g l  icoprc - 
< 

t e  1 na, propuesto por Behrsns ( 1 12), en e l cua l se i n  - 



I I 

S i  se supone tambien que en ceda t rane fe renc ia  de azucar 
I 

hay una inve rs ign  en su conf igurac ion anomer i c a  ( y en lo. ca- 
# C - 

80s conocidos parece conf irmarse eeto), entoncee se podr l a  pre - 
I I # 

deci  r e l  ti po de union de l azucar en e l o l igoeecar ido segun .- - rn 

provenga directamente de l  nucleGtido-.=;car ( s e r i a  () ) o de 
I' I 

o t r o  ~ : ~ i d o - a z ~ c a r  ( s e r l a  0( ). 
!,: ;q F$ r :  

C i .  .- 
! I # ,  

Anteriormente en es te  l n s t i t u t o  ee ds*crlbi;  l a  a d i c i o n  :; 

# 

de glucosas te rmina les  en e l  o l i gosacar ido  de GEA, a p a r t i r  
# 

del  dol icol-P-Glc, y tambien l a  t rens fe renc ia  de manosa a una 
I 

fam i l i a de I lp i do-o l igosac;r idos endogenos de h I ga o que ocu -- I 
r r e  en algunos casos a p a r t i r  de l  dol icol-P-Man ( 1 1 1 ) .  

 LO^ r e s u l t a d o s  presentados en es te  t r a b a j o  muestran l a  
# C I 

formacion de un l l p i d o  o l igosacar ido  en e l  que l a s  manoeas p ro  

vendrfan de l do l i co l -P-Man y por  cone i gu ien te  su conf i g u r a c ~  - 
I I I 
on anomgr i ca ser I a Q( (ver  F ig.30). ~ i t o  e s t a r  I a de acuerdo 

t- con ' l a  h i  drg l i s i s p a r c i  a l de es te  compueeto por  l a  o( -manoe~ - 
dasa. ~ a m b i i n  estar:a de acuerdo con l a  e e t r u c t u r a  de l a  cede- #: i- p . I .  
na de az;cares de l a  ovo8;n ina ( ver Tabla II). - 

Recientemente M n i n a t t h  y co 1. ( 164) y Chen y co1. ( 158), en 

forma independiente y con un enfoque parecido, ob tuv ie ron  l a  
I C 

t r ans fe renc ia  de es te  o l i gosacar ido  a una pro te lna .  Resultadoe 

s imi  l a r e s  fueron  descr i p t o s  por  Heath Y co 1. ( 144) con prepera - 
. .Y.. -P- ,F q- 

I 3:+' . . 
ciones de mieloma de raton.  - I;- I I  

r . Ih  

La ;lt ima etapa de l  mo,delo eer l a  entoncee l a  t rans feren-  
I f 

c i a  de l  o l igosacar ido,  completo o caei completo, a l a  p r o t e ~ n a  

aceptora. Esta etapa, como se ha indicado en l a  ln t roducc ion  , 
I 

tambign fue  demostrada por  Behrene y co I. con* e l  o l igosacar ido 

de GEA ( 112 ) y poster  iormenta con 10s o l i gosac& idos de MEA 

( 1 1 1 ) .  i J L  

E n  l a  F ig.32 se m u e ~ t r a ,  de acuerdo a l  modelo propuewto,e l 
1, 



I .  . .. I . . - . I m .  - I - ' 

esquema de b i o s l n t e s i s  de l  I :pida-ol igosac;r ido (GEA) y su +. - 
Z # t r ans fe renc ia  a una p r o t e ~ n a  microsomal eceptora. En e l  se i n  - 

e c luye  tambign l a  formaciGn de l  1 lp ido-tr isacGrido, e l  cual  po_ 
f d r  f a  corresponder a una de la. primere. etapas de l a  s ~ n t e s i s  

t del  oligosac;rido t r a n s f e r i d o  a l a  p r o t e ~ n a .  Conviene a c l a r a r  

qua no hay pruebas d i r e c t a s  qua en e l  hTeado e l  I Tpido tr i sac; - 
I r ido, descr i p t o  en es te  t r a b a  jo, eea un precureop de l GEA,aun 

I 

I 
que es bastante probable que (a sea. En l a  F ig .  32 ee l o  ha co- 

locado en forma t e n t a t i v a  en base a l  hecho de que es precursor  
I 

I de l  o1igosac;rido de l a  g l i c o p r o t e ~ n s  eetudiada en ov iduc t0  y 
t 

que m i crosomas de h I gad0 l o  s i n t e t  i zan a c t  i vamente. 

I Z 
"unque no se i ndique .en forrna exp l  I c i  t a  en e s t e  eequema , 

I # 

1 no se exc luye l a  pos i  b i  l idad de que o t r o s  ezucares mas externos 
I I # 

de l  0 1  . igosacarido, - como e l  acido s i a t  ico, galactosa, N-aceti  1- . - 

4 
. - 

g I ucesarn i na, f ucosa, etc., pusdan r e r  a g r e ~ a d o s  d i  rectamente a 
I I 

I 
p a r t  ir de lo. nuc leo t  ido-azucares a l a  cadena g l  i c o s f d i c a  un i -  

t 
da a l a  p r o t e ~ n a .  

I A l  considerar e l  modelo propueeto surge e l  i nterrogante de 
# 

expl  i car e l mot i vo por e l cua l en ta  ce l u  l a  eon necesar i o s  doe 

I # 

mecani smos de s:ntesis de l a  csdena de ezucares de la. g l  i co  - 

1 
prote:nas: I )  t r ans fe renc i  e d i r e c t a  a p a r t  ir de l nucleGt ido-aza - 

I I 

car; 2) t r ans fe renc ia  en dos o mas etapas con formation i n t e r -  
t I 

media de l r p i dos azucares. 1 1  - , -,; . -  . '  1 - .  
t 

Por ejemplo, en e l  caso de l a s  e l  i c o p r o t e ~ n a e  que poseen 
I 

d i s t  i n t a s  cadenas de azucares, como l a  t i r o g l o b u l  ina  que t iene 
f 

oligosac;ridos de d i f e r e n t a  t i p o ,  e l  mecanisno de b i o e i n t e s i e  
t 

deber la  ser d i s t i n t o  para cada uno de e l l o s ,  4 0  cual  hace mas 

complejo a l  problema. 

En es te  nonento l a  i n fo rnec ign  quo sa poeae sobra l a  fun- 
# t 

c i o n  de 10s I  pid do-intermediar i o s  es l imitada. S i n  embargo es- 



: I 
I 

tudiando l a  d i s t r i b u 6 i g n  subcelu lar  de l as  enzimas invo luc ra  - 
i I 

das en l a  formacign de 10s I tpido-arucares se observe que se 

I I encuentran f undamenta lmente en l a f r a c c i g n  m i crosoma I, ( 70 )  ( 143) 

Es deci r ,  son enzimas par t icu ladas,  l o  que permitenpensar que 

estan asoci adas a membranas. 

Lennarz ( 1 4 2 ) ~  propone cono hi&tesi$ de t r a b a j o  que 10s 
f 8 

I :pido. intermediar i o s  ser  an 10s encargados de I lever  10s azu - 
f < 

cares a las  p r o t e  I nas nac ien tes  l au cudlee e s t a r  I an asoci adas 
I 8.- 

a l r e t  I cu l o  endoplasm ico rugoso. Dado e l  ca rac te r  no po l a r  de 
f 

10s pol  ip reno les  , estos  se i n t r o d u c i r ~ a n ,  y a l  t ranspor te r  e l  
f I 

o l  igosac;rido se f a c i  l i t a r ~ a  l a  g l  i coe i  l a c i o n  de l a  p r o t e ~ n a .  

De cua lqu ie r  forma, en es ta  h ipotesds quedan muchos puntos os- 

curos s i n  ac la ra r .  

La d i l u c i d a c i g n  de l a  bios:ntesis y funcign de as te  t i p o  
f 

P 
de glicoprote:nas es uno de 10s campos da l a  B i o l o g ~ a  Molecu - 
l a r  m;s i nteresante y es pos i  b l e  pensar qua a medida qua se 

progrese en e l  conocimiento de es te  tema se van a poder contes 
I 'I I 

1 t a r  muchas de l a s  in te r rogantes  que sobre e l  problema de l a s  

I re laciones e n t r e  l as ce l u las(  comportamiento s o c i a l  de l as  m i  - s 
C 

8 mas) se han planteado en lo. u l t imos  a;os. 
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