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S ¿LRIO GENEnAL DE Lnfi CONCLUSIOQES

Tanto en músculo como en hígado ha sido estableci­
da la existencia de dos actividades enzimáticas con capacidad
de hidrolizar al glucógeno. Ambashan sido separadas parcial­
mente en extractos de músculo y en forma más completa en ex­
tractos de hígado. En estos últimos, una de las enzimas se­
dimentó Junto con ls fracción de ¿lucógeno particulado y mos­
tró las prOpiedades de una cí-amilasa animal; la otra se lo­
calizó en el líquido sobrenadante y se caracterizó por libe­
rar glucosa tanto del gldcógeno comode los maltosil-oligosa­
cáridos, considerándola por ello una (X-glucosidasa. La o(-a­
milasa es por otra parte la enzima responsable de la formación
de los oligosacáridos a partir del ¿lucógeno.

El estudio de la actividad CX-amilásica con dife­
rentes polisacáridos mostró que la reacción con el glucógeno
comosustrato tiene lugar segun dos etapas. La primera, carac­
terizada por una rápida liberación de poder reductor, tiene
comoproductos a oligosacáridos lineales provenientes de las
ramas externas del polisacáriuo: maltotriosa, multotetraosa,
maltopentaosa y maltosa. La segunda etapa se caracteriza por
una lenta Íormación de productos reductores, principalmente
maltosa y oligoaacéridos ramificados, originados en el núcleo
central de la nolécula del glucógeno.

En extracto de higado han podido separarse nos ti­
pos diferentes de actividad glucosidáéica. Unade ellas, la
"¿lucosidasa ácida" es activa en el intervalo de pH 3 a 6;
la otra, "¿lucosidasa neutr ", lo es en el intervalo de 4 a
7,5. La "glucosidasa fields", degrada practicamente tonos les
¿lucosilCX-disacáriQOL, al ¿lucógcno y a los c(-glucósidos.



La "glucoaidusa neutra" es más específica hacia las uniones
(Y-l-‘4. Ambasglucoeidaaae mostraron poseer actividad gluco­
siltrunsferásica, pero la enzima "neutra" manifestó ser más

efecyiva que le correspondiente "ácida".
La distribución subcelular de las actividades glu­

cosidásicas mostró que la "glucosidusa ácida" se localiza
principalmente en los lisosomas, mientras ¿ue la "glucosidusa
neutra" lo hace en el líquido eobrenudante.



INTRODUCCION GENERAL

Todos los tejidos necesitan para mantener sus fun­
ciones a nivel adecuado, un suplemento constante de energia.
Aunqueen última instancia son los alimentos ingeridos la
fuente energética utilizada por los organismos, estos requie­
ren de la existencia de depósitos rápidamente movilizables
que aseguren una adecuada disponibilidad de intermediarios de
alta energia tales comoel adenosintrifosfato (ATP).

En músculo, la primera reserva disponible es el fos­
fato de creatina (l). Si bien este es un compuestode alta
energia facilmente movilizable durante el estado de contrac­
ción, adolece del inconveniente de agotarse rápidamente. De
mucho mayor envergadura es la reserva de glucógeno. En múscu­
lo, este polisacárido puede ser transformado rápidamente en
ácido láctico, con producción de ATPy sin consumoneto de
oxigeno, a través del camino de Embden-Meyerhof-Parnas (°).
En hígado, el glucógcno puede convertirse en glucosa libre,
de fácil utilización por otros tejidos, tales comoel múscu­
lo (Figura l).

El glucógeno, polisacárido de reserVa del metabolis­
moanimal, se caracteriza por una estructura del tipo arbo­
rescente. Cadenas lineales de 10 a 14 unidades D-glucopiranó­
sicas (unidas por enlaces CE-l-94) se ramifican por interme­
dio de enlaces glucosídicos dZ-l-üó de tal forma que seobtie­

(°) Otros tejidos animales exhiben una alta capaci­
dad de producción de ácido láctico en ausencia de oxígeno;
estos son: retina, cerebro, tejidos embrionariosy distintos
tipos de tumores. Noexiste una razón satisfactoria que expli­
que la causa de que estos tejidos tengan una velocidad de gli­
colisis anaeróbicatan alta (2).
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Figura l: síntesis y degradación del glucógeno en tejidos de
mamferos. Los números encerrados en círculos indican las
distintas enzimasparticipantes:

Glucógenosintetusa.
Enzimaramificante.
Fosforilasa.
Oligo-glucán transferasa.
Amilo CC-I—’6glucosidasa.
Q-Amilasa (fase "rápida“)o
d’Amilasa (fase "lenta").
CX-Glucosidasas ( X-Amilasas).
d-Glucosidusas.

Fosfioglucomutasa.
Glucosa-ó-fosfatasa.
Nucleósido-difosfato quinasao
Uriuina-difosfato-glucosa pirofosforilaea.

Símbolosutilizados:

9 D-glucosa.
99 Uniónglucosídica del tipo ok-l-fl.

g Uniónglucosídica del tipo d-l-fió.

lay Fosfato inorgánico.

ÏWFDUniónfosfo-monoester.

POP Uniónpirofosfato. .
U Uridina.

[a Adeninao

F30Ekfi3%Glucuno (sin implicar el tipo de unión).



ne una molécula de poiieacárido portadora de un solo grupo
reductor libre (°). La determinación del peso molecular mues­
tra una marcada polidispereión, Variando los resultados según
el método empleado para el aislamiento. En general se aceptan
valores que oscilan entre uno y diez millones para glucógenos
extraídos con ácido tricloroacétioo 5%o con hidróxido de po­
tasio concentrado. Aunquese desconoce el estado real del glu­
cógeno dentro de la célula, es posible obtener de higado por
extracción acuosa y ultracentrifugación, una fracción de glup
cógeno cuyo peso molecular oscila entre 50 y 400 millones.
Dicha fracción se denomina "glucógeno particulado" y fue des­
cripta primeramente por Lazarow (9). Al microsc0pio electró­
nico se visualiza comoformaciones "arracimadas" de hasta

1000 X de diámetro, constituidas por la agrupación de sub­
unidades de 14o a 250 X de diámetro (10). Utilizando altas
concentraciones de glucosa-l-fosfato y por acción combinada
de la fosforilasa de músculoy una preparación parcialmente
puriiicada de enzima ramificante de higado, Mordohy colabo­
radores (ll) consiguieron la síntesis "in vitro" de un polisa­
cárido con características de sedimentabilidad y visibilidad
al microscopio electrónico similar al glucógeno particulado
descripto por Drochmans (10). Según Mordohy colaboradores
(ll), las moléculas del referido glucógeno se iormarían por

"un proceso de "alargamiento" y "ramificacián" sumamenteirre­
gUlGIo

(°) Abundantesdetalles sobre la estructura del
glucógeno pueden hallarse en los trabajos de Illingworth y
colaboradores (3), Larner y colaboradores (4); en los rela­
tos de los Simposios que sobre tal tema auSpiciaron las fun­
daciones Josiah MacyJr (5) y Cibe (6); y en lOs trabajos
monOgrúfioos de Manners (7) y Stacey y Barker (8).
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Los trabajos de Leloir 5 colaboradores han dado lu­
gar a la dilucidación del proceso enzimático mediante el cual
se sintetiza "in vivo" el glucógeno. El mismoocurre por
transferencia de restos glucosilos cedidos por la uridina-di­
fosfato-glucosa (UDP-glucosa)a aceptores adecuados, según la
ecuación:

UDP-glucosa+ aceptor---‘ glucosil-Cfi-(l-D4)aceptor + UDP(I)

La enziaa que cataliza esta reacción se denominóglucógeno
sintetasa o más especificamente UDP-glucosazd-lfi glucán
cir4-glucosiltransferasa (2.4.1.11) (°), fué descubierta por
Leloir y Cardini (13) en extractos de hi¿ado y lue¿o estudia­
da en músculo (14, 15, 16, 17, 18), hígado (19, 20, 21), ce­
rebro (22), bacterias (23, 24). levadura (25). neurospora (26)
y granos de maíz (27).

La reacción I se encuentra desplazada hacia la sin­
tesis del polisacárido y su velocidad es máximacon ¿lucóge­
no comoaceptor. Pueden actuar además comotales las dextri­
nas de fosi‘orilasa y q-amilasa, el almidón soluble y la ami—
lopectina (15, 25). La reacción tiene también lugar en pre­
sencia de aceptores tales comooligosacáridos de la serie
(1rl—*4(28) y de oligosacáridos ramificados (29).

Es interesante destacar que otros nucleótidos-azu­
car, distintos del UDP-glucosa, son tambien efectivos como
dadores de grupos glucosilos para la sintesis del glucógeno.
Con 1a enzima de músculo el UDP-glucosa es al mejor sustrato,

(°) La nomenclatura indicada, asi comola desig­
nación numérica adjunta, corresponden al "Report of the Comn
mission on Enzymesof the International Union of Biochemistry"
(12).



pero la timidina-difosfato-glucosa (17) y 1a adenosina difos­
fate-glucosa (283 30), tambien pueden actuar comodadores.
Este último nucleótido-azucar es por otra parte. el mejor sus­
trato para la sintesis del glucógeno de granos de maíz (27)
y de bacterias (24).

La enzima sintetizante de gluoógeno, solo puede
oatalizar 1a formación de uniones (fiel-'4. La sintesis de
las uniones Ci-1-6, que dan lugar a la estructura ramifica­
da del polisacárido, se efectúa por la acción de otra enzima
denominada"ramifiCante ((191.4-glucán:<1-1,4-g1ucán-6-gluco­
siltransferasa; 2.4.1.18) (31, 32). Su acción parece consis­
tir en la transferencia de una cadena (1-1-94 a otra cadena,
con formación de 1a unión (x-1-’6.

La degradación del glucógeno es llevada a cabo a
través de dos mecanismos generales. E1 primero comprende la
"fosforólisis" de la unión glucosídica, con adición de los
elementos del ácido fosfórico al producto formado. El segun­
do mecanismoinvolucra la "hidrólisis" de la unión glucosi­
dica, con incorporación de los elementos del agua.

La reacción de "fosforólisis" tiene comoproducto
a la glucosa-l-fosfato, según la ecuación:

glucosil<X(I-’4)glucano+ Pi'---‘ glucosa-l-P + glucano (II)

El proceso es catalizado por la enzima fosforilasa (C&-1,4­
glucán: ortofosfato glucosiltransferasa; 2.4.1.1) y se carac­
teriza por un equilibrio fácilmente desplazable hacia ambas
direcciones. La constante de equilibrio de esta reacción, de­
terminada a 30° y pH 7 es de aproximadamente igual a 0,088
(33). "In vivo", dado la concentración relativamente baja de
la glucosa-l-fosfato respecto del fosfato inorgánico, el equi­



librio se encuentra desplazado hacia la degradación del glu­
cógeno(°). Este hecho fue corroborado "in vivo", cuando se
demostró que incrementos en los niveles de fosforilasa activa
se acompañande aumentos en la glucogenolisis (36). La exis­
tencia de otros equilibrios favorece que los nivles tisurales
de glucosa-l-fosfato sean relativamente bajos; tales son los
correspondientes a las reacciones oatalizadas por la fosfoglu­
comutasa(D-glucosa-l,6-difosfato:D-glucosa-l-fosfato fosfo­
transferasa; 2.7o5.l) (ecuación III) y la UDP-glucosapiro­
fosforilasa (UTP:(x-D-gluoosa-l-fosfatouridiltransferasa¡
2.7.7.9) (ecuación IV).

Glucosa-l-fosfato -——-—>glucosa-ó-fosfato (III)v­
Glucosa-l-fosfato + UTP--— UDP-glucosa+ PPi (IV).._.__.

En la primera reacción coexisten en equilibrio (pH
7, 30°) 19 moléculas de glucosa-ó-fosfato por cada molécula
de ¿lucosa-l-fosfato; en la segunda,la reacción se desplaza­
ria marcadamentehacia la derecha por destrucción del piro­
1osfato, mediadapor pirofosfatasas inespecíficas.

La fosforólisis del glucógenoestá circunscripta ex­
clusivamente a las uniones glucosídioas Círl-ü4. El proceso se
detiene en las proximidades de la unión Ciél-ñG, cuando algo
menosde un cuarenta porciento de la molécula del polisacári­
do ha sido degradada con producción de glucosa-l-fosfato.

(°) Dadoque durante la reacción, la concentración
molar de yolisacárido cumbia muypoco, esta constante de equi­
librio puedecalcularse según el cociente: glurl-P]/[Pi].

En diafragma la relación [glu-l-P /tRfl es de 0,003
(34). mienLras que en levadura tiene un valor de aproximada­
mente 0,02 (35).



La dextrina remanente (°), se caracteriza por poseer ramas
externas con una longitud no mayor que cuatro glucosas (Figu­
ra l). La eliminación de la ramificación se efectúa por la
acción combinada de dos enzimas: 1a oligo-l.&->l,4-glucán—
transferasa y la amilo-l.6-glucoaidaea (glucán 6-glucanohi­
drolasa; 3.2.1.9). La primera transferiria a otras partes de
la molécula residuos preferentemente maltotriosilos, dejando
expuestos lOs restos monoclucosídicos unidos al remanente de
la dextrina por ligaduras ‘X-l-‘G (38, 39). Dichos restos mo­
noglucosídicos son hidrolizauoe específicamente por la segun­
da enzima (40, 41). Cuandoel obstáculo ofrecido por la exis­
tencia de la ramificación ha sido eliminado, la fosforilasa
puede continuar su acción hasta las proximidades de la siguien­
te unión q-1-v6 y así sucesivamente.

La glucosa-l-fosfato producida por la fosforólisis
del ¿lucógeno puede convertirse en última instancia en glu­
cosa libre a través de la secuencia de reacciones catalizadas
por las enzimas: fosfoglucomutasa (ecuación III) y glucosa­
6-fosfatasa (D-glucosa-ó-fosfato fosfohidrolasa; 3.1.3.9).
Esta última enzimahidroliza especificamente la glucosa-6­
fosfato, según la ecuación:

Glucosa-ó-fosfato + H20--i> Glucosa + Pi (V)

Su actividad es muymarcada en higado y riñón, mientras que
está ausente en músculo.

(°) Para diferenciar las dextrinas Qy (3 (provenien­
tes del ataque del glucógeno por la amilasas CLy p respecti­
vamente), de la dextrina de fosforilasa, esta última será
designada con el sufijo fi o Un completo estudio de la estruc­
tura de la dextrina fi ha sido realizado por Walker y Whelan
(37).



La secuencia de reacciones en ¿ue intervienen las
enzimas fosforilaün fosfoglucomutasa y glucosa-ó-fosfatasa
constituyen el denominado"caminofosforolítico" para la de­
gradación del glucógeno. con formación de glucosa libre, en
células hepáticas (42). La demostraciónulterior por el gru­
po de Sutherland (36. 43o 44) de los eficaces sistemas de re­
gulación hormonal a que están sujetos los componentesde esta
camino, sumado a la marcada actividad de las enzimas que lo
forman (46), constituyen evidencias claras del papel prOmi­
nente del mismoen la producción de glucosa en el tejido he­
pático.

El segundo mecanismopara la degradación del glucó­
geno es el hidrolitico. La magorparte de las primeras inves­
tigaciones sobre la metabolización del glucógeno, responsabi­
lizaban de tal función al sistema constituido por las enzimas
CI-amilasa y maltasa (46). El descubrimiento del "camino fos­
iorolítico" y la demostración del predominiode la actividad
fosforilásica sobre la Cl-amilásica en hígado perfundido de
conejo (45) restó importancia a la degradación hidrolítica
"in vivo" del glucógeno. Posteriores trabajos plantearon la
posibilidad de que la cL-amilasa hepática fuera una simple
contaminación del órgano con plasma sanguíneo (47. 48).

En los últimos años el problema de la degradación
hicrolítica del glucógeno en tejidos de mamíferosfue enca­
rado nuevamente. Las investigaciones sobre tal punto fueron
eniocadas según tres tipos de aspectos: l) Estudio de la dis­
tribución y origen de la C(-amilasa en higado.

2) Aislamiento y sin­
tesis enzimática en diversos tejidos de los maltosil-oligosa­
cáridos; asi comosu vinculación metabólica con los procesos

9



de sintesis y degradación del glucógeno-(°).
3) Estudio de otras

actividades enzimáticas distintas de la d-amilasa que parti­
cipan en el proceso hidrolítico del glucógenoy de los oliga­
secáridos.

El origen de la actividad.Cí-amilásica en hígado,
fue estudiado exhaustivamente por McGeachiny colaboradores.
Algunas interesantes conclusiones a este respecto fueron:
a) El tejido hepático posee una mayor concentración de cL-emi­
lasa que la esperada si dicha enzima proviniera exclusivamen­
te del plasma sanguíneo contenido en dicho órgano (51); en
este sentido se ha demostrado que en determinadas condiciones
el hígado posee cinco a diez veces más q-amilaea que la con­
tenida en el volúmen de sangre retenido por el mismo(52).
b) Células aisladas de hígado perfundido contienen actividad
<X-amilásica que no aumenta si las mismas son previamente pre­
incubadas con CX-umilasasalival (53).
c) Inmunológicamentela Ci-amilasa hepática presenta un com­
portamiento distinto de las provenientes de páncreas y glán­
dula salival (54, 55).

La presencia de maltosil-oligosacáridos fué deter­

(°) Los multosil-oligosacáridos son polímeros de
glucosa de cadena relativamente corta, conteniendo exclusi­
vamenteenlaces ¿lucosídicos del tipo d -l-P4, de estructura
¿general 0—o(-1)-glucopiranosil-[l-’( 4-0- C!—D-¿;luc0pira.nosil­
l)nfi4]-D-glu00piranósido. Los componentes más comunesde es­
te serie son: maltosa, maltotriosa, multotetraosu, maltOpenta­
osa, maltohexaosa, etc. Unarecopilación de los estudios so­
bre estructura y prepiedades de oligosacáridos de dife2entes
tip» podrá encontrarse en Los trabajos monográficos de Hassid
y Bellou (49) y Bailey y Pridhum (50).
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minada en extrectos de distintos tejidos tales como: músculo
(56), grasa garda (57), hígado (58) y cerebro (59)o

Beloff-Chain y colaboradores (56) obáïvaron la for­
maciónde los maltosil-oligosacáridos cuando se incubaban dia­
fragmas de rata con glucosa-014. En dichas condiciones deter­
minaron que el agregado de insulina incrementaba la radicac­
tividad tanto del ¿lucógeno comode los oligosacáridos. De
:Stas observaciones surgió la posibilidad de que los oligo­
Sacáridos constituyeran una etapa en el caminode sintesis
del ¿iucógeno.

Sie y Fishman (60), determinaron que los cambios
¿n el contenido de glucógeno y oligosacáridoa que ocurrían
en higado por acción de distintos agentes eran cuantitativa­

14 a los animalesmente similares. Administrando bicarbonato-C

en estudio, observaron ademásque la radioactividad se incor­
poraba tanto en el glucógeno cono en los oligosacáridos. En
estas condiciones la actividad especifica de estos últimos
era mayor que la del glucógeno y crecía durante las prime­
ras tres horas que seguían a la administración del radioacti­
vo; luego de lo cual se estabilizaba. En el ¿lucógeno, por
otra parte, la actividad específica continuaba en aumentohas­
ta la sexta hora, hecho que hacía presumir que podía ser for­
madoa partir de los oligosacáridos (61).

Las conclusiones formuladas por Beloff-Chain y Sie,
fueron discutidas por Olavarria (62) sobre la base de nuevos
hallazgos. Este autor determinó que preparaciones parcialmen­
te purificadas de ¿lucógeno sintetasa de hígado pueden formar
oligosacáridos a partir del ¿lucógeno. Utilizando UDP-glucosa­
Ql4 comosustrato, Olavarria determinó que la actividad eSpe­
ciiica era mayor en glucógeno que en oligosacáridos cuando
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las incubacicnes eran efectuadas durante tieaeos cortos (me­
nos de cinco minutos). A tiempo mayor, la relación de activida­
des específicas se invertia. En todas las observaciones rea­
lizadas pudo demostrar que la actividad especifica de la molé­
cula de glucógeno era mayor en las ramas externas que en el nú­
cleo central; mientras que los oligosqcáridos mostraban un pre­
dominio en los ce cadena larga respecto de los de cadena cor­
ta. Tales hallazgos, sumados al Lecho de que en ningún caso pu­
do este autor obtener transferencias de radioactividad de los
olibosacáridos al ¿lucóbeno, constituyeron un claro indicio
de que aquellos constituian productos de la catabolización del
polisacúrido a través de un caminoposiblemente hidrolítico.

Recientes hallazgos han cuestionado la existencia ¿e
losmaltosil-oligosacáridos comoproductos cuantithtivamente
importantes en la degradación del glucógeno. Mordohy colabo­
radores (63), utilizando métodosde extracción e inactivación
enzimática adecuados, han establecido que la concentración de
maltosil-oli¿osacáridos presente en hígado de animales ayuna­
dos es mucho menor que la señalada por Sie y Fishman (60) y
que la mismano se incrementa por la alimentación. En la mis­
ma linea, Sandruss y colaboradores (64) han indicado que di­
cha concentración no varía por efecto de múltiples condicio­
nes metabólicas: ayuno, alimentación, diabetes, anoxia o in­
toxichión clorofórmica.

Nuevosestudios sobre actividades ¿lucosidásicas en
tejidos de mamíferos, afirman la posibilidad de la existencia
de un camino hidroiitico para la degradación del glucógeno y
de los maltosil-oiigosacáridos. Dadolas diferentes caracte­
rísticus de dichas actividades en cuanto a especificidad y me­
canismode acción, surge la necesidad de intentar una clasifi­
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cación ue lus mismas (Tabla I). Con este fin se han ue tomar
comoreferencias dos de los componentesde la reacción cata­
lizada por la glucosidása: el uceptor del resto glucosilo y
el producto final de dicha reacción. A tal efecto se conside­
rará comoesquemageneral para las reacciones catalizadas por
(X-glucosiduscs al indicado por la ecuación:

(glucosil)n-Ci(l-’X)dador + Aceptor---¿>

——* (glucosil)n-d(l-9Y)aceptor + Dador (V1)
Donde el "dudar" puede ser un resto monoo poliglucosídico o
una agucona (fenol, resorcinol, riboflavina, etc) y X e Y son
las posiciones del hidroxilo alcoholico del dador y aceptor
respectivamente, sobre el cual se constituye la unión glucosi­
dica (°). La naturaleza del "aceptar" es la que configura los
dos tipos fundamentales de reacción catalizada por las gluco­
sid sas: hidrólisis y transglucosidación. En el primer caso
el aceptor es el agua; en el seLunoo es distinto de la mismn.

(°) De acueroo a la termin0105ía propuesta por Cle­
land (65) puede considerarse a las reacciones glucosidásicms
como comprendidas en el tipo "ping-pong"; deiiniénuose como
tales a aquellas en que algunos productos se liberan de la
superficie enzimática antes de que hayan entrado en contacto
con esta, todos los sustratos componentesde la reacción. El
mecanismo tendría lugar según el eSquema:

glucosil- dador aceptor glucosil­
-dador -ace tor

(E) (E-glucosil- (E-filucosilo) (E-glucosil- (E)
-dador) -aceptor)

Donde(E-glucosil-dador) y'Gkglucosil-aceptor)serian comple­
jos transitorios capaces de reaccionar monomolecularmentey
(E-glucosilo) seria un complejo central estable donde el gru­
po reductor del fragmento ¿lucosídico podría estar ligado al
centro activo de la enzima (E) por una unión covulenteo
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Tabla I: olasiiicación oe las actividades ¿lucusiuísicas ue
tejiuos dc mamíferosen relación al tipo de transierencie onta­
lizado. Se tomará comoesquema general para las reacciones cu­
talizudus por estas enzimas al indicado en la ecuación VI.

FMLGLIENT O
fl‘“ ‘- " H \ ñ -¡‘ 1 ' ‘NY' \ .17". R' 'vDnubzï TimjsFÏRIDO X ALMLLÏ BKOUULTO Engl:qu

Gno X Y ..
011808 roliglucos. 4 H20 Oli¿os (6), (7)
Dex. C-L _
011608 ram Monoblucos. 6 H2O Glu (5)

Gno 4 (a)

Oligos Monoglucos. 4,3,2, H20 Glu (9)
qyglucos. x
Glu Polisac. 6 Glu-C14 Polisac-Ul4 (5)

. Glu
Ollgos . ., Oligos 011508

TIL " o

_Ñlucos 'onoblucos 4 Alcoholes _ lucos (14)
t ' Fenoles rré' '

.‘ . , Nueva ram;
uno Poliblucos. 4 Gno ficación (2)
Dex. W-W Dex. W-W Dex. C-L

. r ‘ 4 Glu 21.‘ o . (4)
Oligps) M6 m2 o M3 011808 Liigíos lin

Abreviuturas: Gno=glucógeno; Oligos= oligosacáridos; Glu=
glucosa; Dex.C-L=dextrina cuya estructura fue indicada por
Cori y Larner (40?(ver Figura l); Dex. W-W=idem, Walker y
Whelun(37); Oligos ram: oligosacáridos rumiiicudos;(conte­

Oligos lin= oligosacáridos
lineales (contenienuo solamente uniones eL-l-'4);<!-glucos.=
niendo uniones o(-l-’4 y c(-l-’6)

d-¿zlucósidom M2: muitosa; M3
Poliglucos.= poliglucosíoico; Mono¿lucos.=

multotriosa; M6: multohexaosa;
Monogluccsiuico

Enzimus: Excepto la número (14), su numeración corresponde
e la ae la fi¿ura l. (2)= enzimaramificante; (4)= oligo­
glucán-transferasa; (5): amilo 1,6 glucosidasa; (6) y (7)=
d-amilasa; (8)=0(-glucosidasa (K-zimilasa); (9)= d-glucosi­
dass; (14): trans¿lucosidasa.
Masores detalles son dados en el texto.
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La hidrólisis del glucógeno 5 de los oligosscáridos
con formación de fragmentos poliglucosídicos, es llevada a
cabo por la CL-amilaea (cx-1,4 glucán 4-glucanohidrolasa;
3.3.1.1) (°) (66, 67, 68). La liberación exclusiva de gluco­
sa de la molécula del polisacárido, es efectuada por dos en­
zimas: la x-amilasa (66, 71, 72) y la amilo-l,6-glucosidssa
(40, 41) (Figura l); esta última enzima comoya se cescribió,
es activa especificamente sobre el producto de la transferen­
cia operada por efecto ue la oligo-glucán-transferasa.

Los maltosil-oligosecáridos son degradados por la
d-amilasao preferencialmente por la q-glucosidasa (QFB-glu­
cósido hidrolasa; 3.2.1.20) (°°) (66, 71, 73). Por otra parte
tambien ha sido descripta la acción de la amilo-l,6-glucosida­
sa sobre oligosacáridos ramiiicados (76).

Las transglucosidasas transfieren o fragmentos poli­
glucosidicos o fragmentos monoglucosidicos (°°°). El primer
caso es el de la enzima ramificante de glucógeno (31, 32) y el
de la oligo-glucán-transferasa (38, 39), citadas anteriormente.

'(°) Excelentes monografías sobre los trabajos rea­
lizados con la cx-smilasa, son las publicadas por Myrbücky
Neumüller(69) y por Fischer y Stein (70).

(°°) Detalles de las investigaciones realizadas so­
bre enzimas del tipo de las CX-glucosidusus, pourán encontrar­
se en las monOgrafías de Gottschalk (74) y Larner (75).

(°°°) Un completo estudio del papel de las tranglu­
cosidusas en la síntesis de oligo y polisacáridos de distinto
orígen, podrá encontrarse en el trabajo monográfico de Bdelman
(77)­
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La transferencia de fragmentos monoglucosídicos ha
sido descripta en una gran Cantidad de condiciones. Giri y co­
laboradores (78), utilizando preparaciones de higado de rata
lograron obtener transferencias de restos glucosidicos de la
maltosa u otros oligosacáridos a aceptores del tipo de la glu­
cosa o maltosil-oligosacáridos. En las condiciones utilizadas,
este autor identificó la formación exclusiva de uniones CY-l
-*4. Similar acción presentaba la enzimadescripta por Miller
y COpeland (79) en preparaciones de protrombina bovina o por
Stetten (80) en higado de rata, o por Pisarenko y Petrova (81)
en extractos de músculode conejo. Características algo dife­
rentes fueron descriptas en los sistemas de transglucosidasas
estudiados por Lukomskaya(82). Dicha autora, obtuvo con pre­
paraciones de higado y músculode conejo, la síntesis de oli­
¿osacáridos conteniendo ademas de uniones 0(-Jr’flq enlaces
glucosídicos del tipo oI-l-Fá y o{-1->3.

En la misma linea de trabajo Here (83) y Lejeune y
colaboradores (84) utilizando maltosa comodador, identifica­
ron en preparaciones de hígado humanoy de rata. una actividad
enzimática que transfeririu grupos glucosilos al glucógeno.
Tambiénen higado de rata, anteriormente ya habian sido des­
criptas transferencias a la riboflavina y al riboflavinil-glu­
cósido comoaceptores (85, 86).

El presante trabajo muestra algunas evidencias ex­
perimentales sobre la existencia de sistemas enzimáticos que
en músculo e higado forman y degradan a los maltosil-o;igosa­
cáridos. El conjunto de reacciones catalizadas por las enzimas
que participan en los referidos sistemas, constituyen lo que
en adelante ha de denominarse CAMINOAMILOLITICO PARALA DEGBA­

DnCION DEL GLUCOGENO Y LOS OLIGOSACARIDOS.
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PRIMERA PARTE: LA PRODUCCION DE OLIGOSACARIDOS Y GLUCOSA EN

EKTRACTOS DE HIGADO Y MUSCULO.

Los extractos parcialmente purificados de higado que
sintetizan glucógeno a partir de UDP-glucosa(19). también for­
manmaltosil-oligosacáridos a partir del glucógeno (62). Los
oli¿osacáridos formados en tales condiciones provienen de las
ramas externas del polisacárido y es por eso que en tiempos
superiores a los cinco minutos de incubación la radioactivi­
dad específica de aquellos es mayor que la de la molécula to­
tal del glucógeno. Tal hecho fue tomado por otros autores co­
moargumento a favor de que los oligosacáridos son precursores
del glucógenoo Sin embargo en tiempos de incubación muy cortos
es evidente que la radioactividad de este y en particular la
correspondiente a sus ramas externas es mayor que la de los
oligosacáridos.

En la presente sección se describen las prOpiedades
generales de la actividad enzimática que en músculo e higado
da lugar a la formación de los oligosacáridos, utilizando glu­
cógtno comosustrato. Se describe además la existencia en los
mismostejidos de una segunda actividad enzimática que produce
glucosa a partir del glucógenoy de los oligosacáridos.

MATERIAL Y METODOS

SUSTRATOSY REACTIVOS:El 0(-metil-glucósido íue preparado de

acuerdo a Koenigs y Knorr (87) y el 0(-fenil-glucósido fue un
ientil obsequio del Dr Carlos E. Cardini.

Los maltosil-oligosacáridos se prepararon por hidró­
lisis ácida de amilosa y fraccionaron por cromatografía en co­
lumnas de carbón-celita (89) con elución en gnfliente convexo
de etanol (90).
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La dextrina limite de 62-amilasa (°), se obtuvo de
¿lucógeno (dextrina elimite de glucógeno) según el métodode
Hestrin (92) y se purificó por precipitaciones repetidas con
metanol 75%. El glucógeno utilizado provino indistintamente de
higado de conejo o de ostra, siendo en todos los casos purifi­
cado por precipitaciones repetidas con 50%de etanol, hasta com­
pleta eliminación de los oligosacáridos contaminantes.

La maltosa empleada en las ex exiencias de transglu­
cosidación fué purificada por cromatografía en papel Whatman
3° l7cgïfdescribirá másadelante.

La isomnltosa se obtuvo por hidrólisis ácida del
dextrano (°°), seguida de una cromatograiia en columna de car­
bón-celita, según se describió más arriba.

Los demássustratos y reactivos utilizados fueron
productos comerciales.

ISTODUS ANALITICOS:

a) CROIEJJL‘OGÍLI'LKLN PAPEL: Las muestras a

cromatograiiar se prepararon de lu siLuiente iorma: luego de
detener la reacción enzimática, la mezcla se llevó a l ml con
agua, adicionándose entonces 1,25 ml de etanol 96%y mezclando.

(°) 63-amilasazc1_l,4-glucán maltohidrolasa (332.10
2)..Podrán encontrarse abundantes referencias sobre las propie­
dudes de esta enzima en el trabajo monográfico de French (91).

(°°) El dextruno es un polisacárido producido por
bacterias del género Leuconostoc; formada por unidades de D­
glucosa ligadas a través de enlaces glucosídicos del tipo
d-l-bG y en proporción muyvariable del tipod-l-v3 y 0! -l
‘-#4 (93). La enzima que cataliza la síntesis del dextrano ha
sido denominadodextrano-sucrasa (94) (CX-1,6-glucán: D-fruc­
tosa 2-glucosiltransferasa¡ 2.4.1.5). La sitesis se efectúa se­
gún el proceso de transglucosidación: n sacarosa —-> dextrano
+ n fructosa (VII). Detalles sobre estructura y sintesis del
dextrano pueden hallarse en la monografía de Brock Neely (95).
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Luegode calentar hasta ligera ebullición y de enfriar en
hielo durante lO a 20 minutos se centrifugó lO minutos a 2.000
rpm. El liquido sobrenadante se pasó a través de una columna
de 2 x 0,65 omde Amberlita MB-3(regenerada con ácido acéti­
co) y luego se lavó con l ml de agua. El percolado más los lí­
quidos de lavado y una gota de azul de bromo-fenol al 1%se e­
vaporaron juntos sobre una placa de toqun colocada comotapa
de un baño de agua hirviendo, bajo una corriente de aire. La
muestra asi preparada fué disuelta en un pequeño volumen de a­
gua y cuantitativamente transferida a papel WhatmanN° 4, en
una banda de 2 cm de ancho. Los cromatogramas se desarrolla­
ron l6 hs en forma descendente, utilizando comosolvente una
mezcla de butanol, piridina y agua en relación de volúmenes
6:4:3 (96). El revelado de los azúcares cromatografiados se
efectuó con nitrato de plata en medio alcalino (97), luego
de lo cual se realizó la fijación de los papeles por inmersión
en tiosulfato de sodio 2,5%, seguida de abundante lavado con
agua. En los casos en que fue necesario desarrollar cromato­
gráficamnnte muestras con un elevado contenido en azúcares
totales, se utilizó papel WhatmanN° 3mmo N° 17. Con el fin
de retardar el flujo del solvente a través del sistema, el
contacto entre dichos papeles y la cuba del solvente se hizo
por intermedio de una pieza de papel WhatmanN° l cosida a
los mismos.

La elución de los azúcares separados en las croma­
tografías se efectuó con agua. En todos los casos en que se
utilizó el métodode elución, el papel donde se desarrolló el
cromatograma había sido prviamente lavado de acuerdo al méto­
do ueSCÍith por Cabib y Carminatti (98).

b) ELECTROFURESISEN PAPEL: Los azúcares
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se corrieron en papel WhatmanN° l con el sistema buffer de
borato alcalino de Aso y Hamada(99) a 1.600 voltios (36 vol­
tios por cm) durante 90 minutos.

c) DETECCION DE LA RnDIOACTIVIDAD EN EL

PAPEL DE CROMATOGRAFIA0 DE ELECTHOFURESIS: Los papeles, cor­

tados a lo largo, en tiras de 3 cmde ancho, fueron pasados por
un detector de flujo gaseoso, Nuclear Chicago, modelo D-47.
EXTRACTCS ENZIMATICOS:

a) MUSCULO:Se utilizaron ratas albinas
de 150 a 250 gr de peso de la cepa del Instituto de Biología
y Medicina Experimental, alimentadas con dieta común. Los ani­
les iueron sacrificados por un golpe en la cabeza y desangru­
dos a través de los vasos cervicales. Rápidamentese extrajo­
ron los músculos del dorso y de las patas y se homogeneizaron
en una licuadora con tres veces su Volumende agua fría. El
homogeneizadose iiltró por muselina y llevó rápidamente a
50°. En esta temperatura se lo mantuvo lO minutos al cabo de
los cuales se enfrió rápidamente y centriiugó en frío lO minu­
tos a 15.000 x g. A partir de esta etapa todas las operacio­
nes se llevaron a cabo entre 0 y 4°. El liquido sobrenadante
obtenido fue precipitado con sulfato de amoniosólido a una
concenaración final de 50%de saturación. El precipitado ob­
tenido iue separado por centrifugación y redisuelto en un pe­
queño volumen de agua, luego de lo cual se dializó durante
una noche contra agua. En algunas experiencias el fracciona­
miento con sulfato_de amonio se efectuó entre 0-30 y 30-50%
de saturación, con técnica similar.

b) HIGADO:Se emplearon animales similares
a los anteriores que ademásde la dieta habitual recibieron
cuatro veces por dia durante dos dias, 2 ml de una solución
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saturada de encarosa a través de una sonda gástrica. Dos ho­
ras despues de la última administración las ratas fueron sa­
crificadas comose describió anteriormente y los higados homo­
geneizados con tres veces su volumen de agua fria en un homoge­
neizador de vidrio tipo Potter. En algunos casos en que no fue
requerida la preparación de glucógeno particulado, los anima­
les no fueron alimentados con sacarosa; en Cambiolos higados
obtenidos se períundieron a través de la vena porta con EDTA
l mM,conteniendo ClNa 25 mM,hasta que todo el órgano adquirie­
ra un color amarillento. Las operaciones siguientes se efectua­
ron entre O y 4°. El extracto se centrifugó lO minutos a 5000
x g y el sobrenadante fue nuevamente centrifugado a 25.000 x
g durante el mismotiempo. El precipitado traslúcido firme­
mente adherido al fondo del tubo así obtenido se denominó

"glucógeno particulado de 25.000 x g". El sobrenadante fue so­
metido a una nueva centrifugación de 30 minutos a 105.000 x g.
El nuevo precipitado übslúcido obtenido se denominó "glucóge­
no particulado de 100.000 x g". Ambaspreparaciones de glu­
cógeno fueron resuspendidas en un pequeño volumen de agua fria
y precipitadas por adición de tres volúmenesde acetona enfri­
ada a -15°. Los precipitados se separaron por centriiugación
de lO minutos a 5.000 x g, se lavaron dos veces con acetona
fria y se secaron al vacio.

El sobrenadante de 105.000 x g se dializó durante
una noche contra aLua. Cuando se requirió una mayor concen­
tración ¿el extracto enzimática, el sobrenadante se llevó a
pH 4,6 con ácido acético diluido y luego de eliminar el pre­
cipitado por centrifugación (10 minutos, 15.000 x g) y neutra­
lizar con amoniacodiluido, se fraccionó por adición de solu­
ción saturada de sulfato de amonio entre 30 y 60%de satura­
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ción. L1 prcipitado obtenido se resuspendió en un pequeño
volumen de EDTA1 mmy pasó por una columna de Sephadex G­

25 equilibrada con EDTAl mm, conteniendo ClNa 25 mM.La co­

lumna empleada poseía un volumen 6 a lO veces superior al
de la muestra a pasar y una relación altura/diámetro de 10.

RESULTADOS

EXTRACTOS DE MUSCULO:

a) PROPIEDADESGENERALES!La incubación

de estos extractos (fracción 0-50%de saturación de sulfato
de amonio) con glucógeno, dió lugar a la zormación de oligo­

sacáridos y glucosa, variando la relación porcentual entre
estos dos productos según el pHal cual se efectuara la reac­
ción enzimática o según existieran o no iones cloruro en el
medio. Así por ejemplo, a pH entre 7 y 8 en presencia de io­
nes cloruro (ClNa 10 mm). los oligosacáridos predominaron
marcadamente sobre la glucosa; por el contrario a pH 5 y en
ausencia de cloruro, el principal producto de la reacción fue
la glucosa.

Las actividades enzimáticas formadoras de oligosacá­
ridos y glucosa, pudieron separarse parcialmente mediante el
fraccionamiento con sulfato de amonio. Mientras la producción
de oligosacáridos era característica de la fracción precipi­
tada entre O Y 30%de saturación, la producción de glucosa se
localiló en la correspondiente a 30-50%de saturación (Figu­
ra 2).

b) ESPECIFICIDAD:Las referidas fracciones
Iueron incubadas con diferentes sustratos en las condiciones
en que producían mayor liberación de sustancias reductoras.
nl resultado de la identificación cromatográfica de los pro­
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Fi ura 2: Cromatografía en papel de los productos de la incu­
bación de las fracciones de músculo con glucógeno. ‘
Fracción 0-30; La mezcla de incubación contenía en un volumen
final de 0,1 ml: glucógeno 160 mg/ml, buffer citrato-fosfato
pH 7 (fosfato disódico 22 mM,ácido cítrico 1.6 mm). ClNa 20
mmy enzima (fracción 0-30% de saturación de sulfato de amo­
nio). Se incubó 30 minutos a 30°; se detuvo por calentamiento
2 minutos a 100°.
Fracción 30-50: Se utilizó la mismamezcla d. incubación, omi­
tiéndose el agregado de ClNay utilizándose buffer a pH 5.4
(fosfato disódico 11 mm,ácido cítrico 11 mM).La enzima uti­
lizada fue la fracción 30-50%de saturación de sulfato de amo­
nio.
Control: no se incubó.
G: glucosa, M2=maltosa, M3: maltotriosa, etc.

ductos de dichas incubaciones se resume en la tabla II. Pue­
de apreciarse que la formación de oligosacáridos a yurtir del
¿lucógeno es característica de la fracción 0-30%de satura­
ción. Esta es activa ademássobre la dextrina -limite de
glucógeno, con la cual produce casi exclusiVamente la libere­
ción de oligosacáridos de cadena corta (maltosa y maltotrio­

sa); la velocidad de la reacción es sinkembar¿o bastante me­
nor que la que tiene comosustrato al glucógeno. Tales resulta­
dos pueden tambien apreciarse en la figura 3. En le mismase
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Tabla II: Acción de las irccciones de músculo sobre uiieren­
tes austrutos.
Las incubaciones se efectuaronsogún las condiciones especi­
ficadas en la figura 2, durante las horas indicadas en la
tabla. La concentración final de los polisacúridos osciló en­
tre 8 y 15 mg/mly la de los restantes sustratos entre 2 y
lO mM.

USTR¿TO Hrs o- Fracci
o

0.5 Glu
16 Glu

1 _

0,5
0,5
l
l
1

l
16 Glu

16 —

16 ­

elob. 16 - ­

so-Mg 16 - ­

Abreviaturas: Gno=glucógeno; D-(3-Gno= Dextrina —límite
de ¿lucógeno; M2: maltosa; M3=maltotriosa¡ etc; -Met-Gl=
d-Metil-giucósido; (S-Met-Gl=6 üetil-glucósido; Celobnn
Celobioea; Iso-M2: isomaltosa; MO=m:‘:osil-oligosacáriuos¡
Glu=glucoea.

observa además que con dicha dextrinu comosustrato se li­
beran compuestos reductores de escasa movilidad en el siste­
ma cromatográfico utilizado. La fracción O-30%de saturación
¿e sulfato de amonio es también activa sobre los maltosil­
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Ei ura : Cromatografía en papel de los productos de la incu­
baci n de la fracción 0-30%de saturación ue sulfato de amo­
nio con ¿lucógeno o con dextrina C3-líuite de Liucógeno comosustratos.
La mezcla de incubación contuvo: glucógeno o dextrinc G-liui­
te de glucógeno 10 mg/ml, buffer fosfato pH 6,7 25 mm,Cle
20 mmy enzima en un volumen final de 0,2 ml. Se incubó 30 mi­
nutos a 37°. El control no se incubó.
405 productos se designaron comoen la figura 2.

oligosacáridos, a los cuales fragmenta en homólogos de menor
¿rado de polimerización pero sin producción apreciable de ¿iu­
cosa. Una excepción en este respecto es la acción de dicha
fracción sobre la maltotriosu, aun cuandotal efecto yodría
atribuirse u al¿ún otro comyonenteenzimático distinto del
¿ue ataca a los otros oli¿osacáridos. Conesta fracción, por
otru parte, no ha sido posible detectar en ninkún caso hiuró­
Lisis de ¿extrano o metil-¿lucósiaos.

La fracción 30-50%de saturación de sulfato de am;­
nio, produce lu liberación de ¿iuoosa a partir del ¿iucógeno
y de los mutosil-oligOsaoáridos. Cuandoactúa sobre el dex­
truno o la amilosa el efecto es muchomenos evidente ¿ue el
observado con los sustratos anteriormente citados. Esta frac­
ción posee también actividad sobre el C1-metil-5lucósido,
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mientras que con sacarosa, celobiosa, CX-metil-¿lucósido o
isomaltosa su capacidad hidrolitica es ayarentemente nula.

EXTRACTOS DE HIGADO:

a) PROPIEDADESGENERALES:Los extractos

de hígado también mostraron poseer dos tipos de actividades
enzimáticas con capacidad de hidrolizar al glucógeno y a los

.oligosacáridos, similares a las descriptas en músculo. Cuan­
do los animales fueron tratados con una dieta forzada de saca­
rosa, la actividad que producía oligosacáridos se encontró
asociada a la fracción de "glucógeno particulado", mientras
que la producción de glucosa fue carncterística de la frac­
ción sobrenadante de la centriiugación a 100.000 x g.

Comoen el caso de los extractos de músculo, la
producción de oligosacáridos mostró activación por el ión
cloruro y un pH óptimo entre 6 y 7, mientras que la iorma­
ción de glucosa fue mayor a pH 5, sin activación por el cita­
do anIón. En este caso la resolución de ambas actividades fue

muchomayor que la lograda en los extractos de músculo, hecho
que comose describirá más adelante, permitió un estudio cuan­
titativo de las mismas.

b) ACTIVIDAD TRANSGLUCUSIDANTE: Cuando

el sobrenadante de 100.000 x g se trató a pH 4,6 con el fin
de eliminar la proteína inerte y luego se efectuó un fraccio­
namiento con sulfato de amonio, pudo apreciarse que la frac­
ción precipitable entre 30 y 60%de satur-ción contenía la mu­
yor parte de la actividad formadora de glucosa a partir del
glucógeno o más específicamente de la ialtosa u otros malto­
sil-oligosacáridos. Dicha fracción, incubada a pH 5 (óptimo
para la producción de glucosa), en presencia de glucosa-C14
y maltosa no radioactivu, dió lugar a la iormación de oligo­
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sacáridos rcuiOuctivos (Figura 4). Con el fin de obtener al­

CONTROL

INCUBADO / K

G
¿aiii _

Eigura 4: Detección de loleroductos radioactivos formados enla incubación de ¿iucosa-C y maltosa no radioactiva con la
preparación de hígado.
La mezcla de incubación contuvo: maltosa 70 mm,buffer aceta­
to pm 4,8 14o mm, glucosa-014 (120.000 cpm/ymol) 6,2 ¡11My en-.
zima en un volumen final de 0,065 ml. Se incubó bajo vapores
de toiueno 16 hs a 37°. El control se efectuó deteniendo por.
Calentamiento la reacción a tiempo cero y luego incub ndo co­
mose indicó. Los ;roductos fueron separados por cromatogra­
fía en papel y la r dioactividad de los cromutOgramasfue me­
oid; en un detector automático.
Los productos se designaron como en la figura 2.

gún dato reierente a la identidad de los productos formnuos,
lu zona correspondiente a los disacáridos radicactivos fue cor­
tuda y eluidu; desarrollados los azúcares así aislados, en
electroforesis, se obtuvieron dos manchasradicactivas con
movilidades claramente distintas (Figura 5)



N2 [si/“Q .2.

Ïrc¡y

Plagas 2: Electroforesis en papel de los discáridos radioac­
tivos producidospor la actividad glucosiltransferásica de
hígado.
Abreviaturas: M= maltosa; Iso-M2: isomaltosa; G=glucosa;
Tre: Trehalosa; Koj= Kojibiosa; Nig= Eigerosa.

Comopuede apreciarse en esta figura las movilida­
des corresponden a maltosa-kojibiosa e isomaltosa-nigerosa
respectivamente (°).

La formación de oligosacáridos radioactivos a par­
tir ce glucosa-C14 y maltosa fué ensayada acesás reemplazan­
do a esta última por isomnltosa, 0(-metil-glucósido, Qk-fenil­

(°) La serie de los CX-disacáridos constituidos ex­
clusivumente por unidades glucosa, contiene cinco miembros:
d-D-Glucopiranosil 0(-D—glu00p1ranósido(ü ,o( -Trehalosa)
2-0-(X-D-Glucopiranosil-D-glucosa (Kodibiosa)
3-0-(X-D-GlucOpiranosil-D-glucosa (Nigerosa)
4-O-q -D-Glucopir:.nosil-D-glucosa (Maltosa)
6-0- 0(-D-Glucopiranosil-D-¿lucosa (Isomalt osa)
La serie similar está formada por seis miembros:
d-D-Glucopiranosil {3-D-glu00pir;.nósido (d , {3-Trehalosa)
fi-D-Glucopiranosil fl-D-glucopiranósido ((9 , F -'1‘rehalosa)

2-0-(3-D-Glu00piranosil-D-glucosa (Soforosa)
3-0- —D-Glucopiranosil-D-glucosa (Laminaribiosa)
4-0-¡9-D-GlucOpiranosil-D-glucosa (Celobiosa)
6-0-fg-D-Glucopiranosil-D-glucosa (Gensiobiosa)
Para mayores detalles consultar Bailey y Pridham (50)
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glucósido, glucógeno o glucosa no radicactivoe. Comopuede a­
preciarse en la figura 6, la formación de oligosacáridos ra­
uioactivos ocurrió en los casos de utilizar comosustratos
"dadores", maltosa, glucógeno o Cí-fenil-glucósido (en orden
decreciente de eficiencia)

Piagga 6x Detección de
los productos radioacti­
vos formados en la incu­
bación de glucosa-014 y
diferentes dadores de gru­
pos glucosilos no radio­
activos con la prepara­
ción de hígado.
Las mezclas de incubación

mucosa-c“

Glucosa-C 14

+Na/fosa contuvieron: bufier ace­
tato pH 4,8 100 mm, glu­
cosa-014 (24.000 cpm/pmol)
100 mm, dudor (multosa

Glucosa_cí4 100 mm o glucógeno 320 mg/ml o Ci-fenil-glucósido
100 mm) y enzima en un vo­
lumen final de 0,05 ml.
La incubación y separación
de los procuctos se efecL
tuó como en la figura 4.
La designación de estos
últimos es la misma de la
figura 2.

+ Gluco'geno

G/ucosa-C"4 +

«fenil-thós. ¿aég



DISCUSION

Sobre la base de los resultados descriptos puede a­
firmarse que tanto en músculo como en hígado el gluoógeno pue­
de ser hidrolizado en dos formas: una mediante la degradación
en fragmentos poliglucosidicos (oligosacáridos); la otra por
la liberación de glucosa exclusivamente.

La enzima que produce oligosacáridos posee un pH 6p­
timo entre 6 y 7 y es activada por el ión cloruro, prOpiedades
caracteristicas de las C1Qamilasasanimales. Su actividad so­
bre el glucógeno es mayorque sobre los maltosil-oligosacáridos.
Respecto de estos últimos puede deLtacarse la escasa acción de
esta enzimasobre la maltotriosa, que bien podria atribuirse
a otra actividad contaminante. El problema de si las O(-amila­
sas atacan o no la maltotriosa ha sido amrliamente debatido
(100, 101, 102, 103, 104) pero evidencias más recientes indi­
carian la posibilidad de una respuesta afirmativa (105, 106,
107).

La enzima que libera ¿lucosa del glucógcno, también
lo hace cuandoactúa sobre los maltosil-oligosacáridos. En es­
te sentido podria clasificarse dentro del grupo de las denomi­
nadas X -amilasas, glucoamilasas o CL-glucosidasas (70, 75).
Su pH óptimo, estimado cromatográficamente en forma visual,
está entre 4.5 y 5,5, siendo su actividad a pHneutro aprecia­
blemente menor que en el óptimo.

Utilizando la fracción de higado precipitable entre
30 y 50%de saturación de sulfato de amonio, fue posible deter­
minar la formación de oligosacáridos por un camino distinto de
la hidrólisis del ¿lucógeno. En efecto, la incubación de dicha
fracción con glucosa radioactiva y maltosa no radioactiva dio
lugar a la obtención de oligosacáridos radioactivos contenien­
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do además de uniones (X-l-O4, uniones d-l-IG oOC-l-D3. La
capacidad comodador de grupos glucosilos, determinada primera­
mente para la maltosa, fue también observada con glucógeno y
(Xefenil-glucósido. A este respecto pudo apreciarse que la ao­
tividad glucosidásica de la citada fracción con distintos sus­
tratos, disminuia en el mismoorden con que lo hacia la acti­
vidad glucosiltransferásica con los mismossustratos como"da­
dores". Esta especificidad similar, sumadoa la aczividad de
ambas en medio ácido, podria indicar una identidad en las pro­
teinas enzimáticas que catalizan las reacciones de hidrólisis
y transglucosidación.

Es dificil establecer el papel de las enzimasmencio­
nadas en el metabolismo de los carbohidratos. La cl-amilasa y
la O(-glucosidasa, puedenactuar conjuntamente para liberar
glucosa del glucógeno según el esquema:

Glucógeno‘JX:EE¿;EE&>Oligosacáridos (VIII)

Oligosacáridos ¿ytfiigsggigsggü-Glucosa (II)

Cualquiera sea la importancia del mismo, es nece­
sario considerar la acción de las actividades ¿Í-amilásica
y transglucosidásica que catalizan respectiVnmentela reacción:

Glucógeno¿Mahoma (x)
y la ya vista reacción VI. De acuerdo a ello el principal pro­
ducto del camino amilolitico (ecuaciones VIII, IX y X) sería
la glucosa; mientras que, cuando se reunen los requerimientos
de la ecuación VI (concentración adecuada de aceptar), la frac­
ción de glucógeno y oligosacáridos de cadena larga, podrían
degradarse en favor de la fracción de oligosacáridos de codo­
na corta. Posiblemente el aceptor más adecuado que interven­
dria en la ecuación VI, sería la glucosao
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En general se acepte que la transformación de glu­
cógeno en glucosa se lleva a cabo por la acción sucesiva de
las enzimasya descriptas: fosforilasa, fosfoglucomutasay
glucosa-ó-fosfatasa cuando se involucran uniones Cy-l-v4 y
amilo-l,6-glucosidnsa cuando estan comprendidasuniones (1-1
-’6. Cuandola glucosa-ó-fosfatasa se encuentra ausente, como
normalmente ocurre en músculo (108) o como se da el caso en

higudos de pacientes que sufren de la enfermedad de Von Gierke
(109, llO), la glucosa solamente podría formarse en dichos
tejidos por intermedio de la amilo-l,6-glucosidasa. Similar
situación se daria en las miopatias por ausencia de fosfori­
lasa (lll, 112, 113, 114, 115). La existencia del "camino
amilolitico", aseguraria en los tejidos otra formaalterna­
tiva para la degradación del glucógeno a glucosa. La medida
de su participación en el metabolismo celular es un punto
abierto a la investigación y ha de discutirse con mayoram­
plitud en las siguientes secciones.

En los resultados descriptos ha sido confirmada
además, la hipótesis propuesta por Olavarria (62) respecto
del origen de los maltosil-oligosacáridos en las ramas el­
ternas del glucógeno. Comopuede apreciarse en la figura 3,
cuando el polisacárido oarce prácticamente de ramas externas,

comoes el caso de la dextrina (g-limite de glucógeno, la pro­
ducción de oligosacáridos por extractos de músculo es escasa
y circunscripta a maltosa, pequeñas cantidades de maltotrio­
sa y oligosacárido posiblemente ramificados, con poca movili­
dad cromatográfica. La obtención de estos productos en las
condiciones referidas, es facilmente explicable si se consi­

dera que la dextrina (á-límite de glucógeno posee ramas ex­
ternas con no más de dos o tres glucosas, que las ramas in­
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ternas son relativamente cortas (tres a cuatro residuos glu­
cosídicos comopromedio) y que eada punto de ramificación
(unión.cxéls>6), proteje de la acción enzimática a las unio­
nes CX-I-ü4 vecinas (116).

Tales resultados proveen ademásuna explicación pa­
ra el hecho de que con UDP-glucosa-C14 como precursor, la ac­
tividad específica de los oligosacáridos formados(radioactivi­
dad por glucosa total), decrece progresivamente de la maltopen­
taosa a la maltosa (62). En este caso comolos oligosacáridos
son formados de un ¿lucógeno prefernntemente "marcado" en sus
ramas externas, los oligosacáridos de cadena corta en sus ra­
mas internas (relativamente poco radicactivas), poseerán una
actividad específica menorque los de cadena larga, origina­
dos en las ramas externas, de mayor radioactividad.

SUMARIO DE LAS CONCLUSIONES

Tanto en músculo como en higado ha sido establecida
la existencia de dos actividades enzimáticas con capacidad de
hidrolizar al glucógeno. Ambashan sido separadas parcialmente.
En los extractos de hígado, una de las enzimas sedimentó Junto
con la fracción de glucógeno particulado y mostró poseer las
propiedades de una G(-amilasa animal. La enzima localizada en
la fracción soluble ha sido identificada comouna 0(-glucosi­
dasa.( Jasmilasa). La cK-amilasa es por otra parte, la enzima
responsable de la formación de los oligosacáridos a partir
del glucógeno.

En extractos parcialment purificados de hígado se
determinó la existencia de una actividad transglucosidásica
cuya acción podría ser ejercida por la mismaproteína enzimá­
tica responsable de la actividad CXLglucosidásica.
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SEGUNDA PARTE: FORMACION DE OLIGUSACARIDOS POR Lm (X-AMILSA

DE HIGADO.

En el capitulo anterior fueron consideradoas las e­
videncias experimentales que indicaban a la actividad 0(-ami—
lásica de músculo e higado comola responsable de la formación
de oligosacáridos en dichos tejidos.

En la presente sección se describen las propiedades
3 mecanismode acción de la CX-amiiasa asociada a la fracción
de "glucógeno purticulado" de higado. Estudios sobre la libe­
ración de poder reductor durante las incubaciones de dicha
fracción permitieron determinar que la reacción catalizada por
la Q(-amiiasa procede según dos etapas. La "etapa rápida" co­
rresponde al acortnmiento de las rnmas externas del glucógeno
con formación de multosil oii¿osacáridos: maltozetraosa, malto­
triosa, multopentaOSu5 algo de multosn; la "etapa lenta" en
la liberución de poder reductor, coincide con la degradación
del núcleo central de.la molécula del polisaódrido, dando lu­
gar a la formación de oligosucáridos rumificados, maltosa y al­
go de maltotriosa. Se describe además la acción de la QK-amila­
su de distintos orígenes sobre un variado númerode sustratos.

MATEnInL Y METODOS

SUSÏRATOSY REACTIVUS:Su preparación ha sido descripta en la
sección anterior.

METLDUSANALITICOS:El poder reductor se determinó con el méto­

¿o de Somogyi (117) y Nelson (118) en un volumen final de 2,5
m1 o con el de Park y Johnson (119) en un volumen final de 2 Il.
El contenido en ¿lucosa total de los oligosacáridos y del glucó­
geno fue determinado con el método del fenol-sulfúrico (120) en
un volumen final de 2,5 ml.
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Los oligosacáridos formados en las mezclas de incu­
bación fueron aislados por cromatografía en papel, según la
técnica descripta en la sección anterior, utilizando papel
Whatman N° 4.

PREPARACIONES ENZIMATICAS:

. Amilasa: preparada según Ballou y Luck
(121), fue un gentil obsequio de la Dra Clara H. Krisman de
Fishman. La enzima fué dializada durante 48 hs con el objeto
de eliminarle oligosacáridos contaminantes.

cxÉAmilasahepática: fue obtenida asocia­
da a la fracción de glucógeno particulado, según el método des­
cripto en sección anterior. Tanto el "glucógenoparticulado
de 25.000 x g" comoel similar de'100.000 x g" resultaron i­
gualmente activos en cuanto al contenido en d-amilasa. Los
preparados luego de secados al vacío (ver sección anterior)
para eliminar el remanente de acetona, mantienen su activi­
dad enzimática durante varios meses conservados a temperatura
ambiente.

u-Amilasa eulival: se preparó por dilución
de 200 veces del sobrenadante de centritugar saliva 20 minu­

tos a 25.000 x g; la dilución se efectuó en buffer fosfato­
cloruro (buffer fosfato pH 8 100 mM,conteniendo lO mMde ClNa).

Qí-Amilasa pancreática: el pancreas de
una rata fue homogeneizado en tres volúmenes de agua fría en
un homogeneizadorde vidrio tipo Potter y se centrifu¿ó a
25.000 x g durante 15 minutos. El sobrenadante así obtenido
se utilizó comofuente de enzima, dilugéndolo 1.50€ veces en
buffer fosfato-cloruro antes de su utilización.
INHIBIDORVEGETALDE (j-AMILASA: obtenido de acuerdo al méto­

do de Militzer y colaboradores (122), fue nn gentil obsequio

35



de la Dra Clara R. Krisman de Fishmun.

CONDICIONESDE LA MEZCLADE INCUBACIUN: El glucógeno particu­

lado se resuspendió en buffer fosfato-cloruro (7 mg/ml)y se
incuburon alicuotas de 0,05 ml a 37°. Luego de un tiempo va­
riable la reacción se detuvo por calentamiento, determinándo­
se entonces el poder reductor de la mezcla con el método de
Somogyi-Nelson (117, 118). Cuando lo: prouuctos formados fue­
ron separados cromatográficumente, las ulicuotus fueron de
0915 ml.
"PARTICULASPnEINCUBnDLS":La mezcla de incubación indicada en

el párrafo anterior, se incubó 60 minutos, al cabo de los cua­
les se enfrió y centrifugó 60 minutos a 105.000 x g. El preci­
pitado traslúcido obtenido fue resuspendido según se indica
más adelante.
TBATAEIENTOCON . -nMIunSn: La incubación con -amilasu se

utilizó con el fin de determinar la longitud de las ramas el­
ternas del glucógeno y el ¿rado de ramificación de los oligo­
sacáridos obtenidos en las distintas incubaciones. Las condi­
ciones empleadas fueron aquellas que aseguraron la máximalibe­
ración de multosa a partir del sustrato incubado. El sistema
empleado contuvo, en el caso de las incubaciones con glucóge­
no, en un volumen final de 0,1 ml: buffer acetato pH 5 40 mm,
glucógeno 1,75 a 4,75 mm(expresado comoglucosa total) y enzi­
ma. Luego de incubur 16 horas a 30°, la reacción se detuvo por
Calentamiento y el poder reductor de la mezcla se determinó con
el método de Somo¿yi-Nelson (117-118). Cuando se trntaron con

-amilasa las preparaciones de oligoeacáridos ramifiCndos, la
mezcla de incubación contuvo en un volumen linul de 0,12 ml:

Buirer acetato pH 5, 50 mm, oligosacáridos 0,14 a 0,60 mm(ex­
presado como¿lucosa total) y enzima. Se incubó durante 180 mi­
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nutos a 30° y luego de detener la reacción por calentamiento
se determinó el poder reductor con el método ue Park y Johnson
(119).
DETEÁMINnCION LEMICUANTITATIVA DEL GRADO DE ENMIFICACION LE

LOS OLIGOSACAKIDUSOBTENIDOS:Los productos de la incubación

de los oligosaóáridos con -amilasa fueron separados por cro­
mat05rafía en panel. Los cromatogramas una vez desarrollados,
se revelaron con plata y fijaron con tiosulfato según el pro­
cedimiento indicado en la primera parte. Las areas corres;on­
dientes a la maltosa fueron entonces evaluadas uensitométrica­
mente con el procedimiento de Paladini y Leloir, efectuando las

lecturas cada 2,5 mma la longitud dc onda de 430 mp, corres­
pondiente al máximode absorción (Figura 7). Los valores obte­

¿2 I U I I I , .Figura I: bspectro de
una zona correspon­

,ooo.¡ diente e azúcares se­
.o 3‘ parados por cromato­

1,0- .9 ’\ ' grafía y revelada con
° nitrato de plata en
x medio ulcalino. La de­

J ° terminación se efec­
tuó densitométricamen­0,8 - - ,te segun se indica en

o el texto.

thüülmüGPLKM­
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04 l 4 1 l n
' 300 400 500 600 700 MO

LONGITUDDE ONDA (my)
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niuos se representaron gráficamente en función de la lon¿i­
tud de lu tira de papel, ueterminándose el área por debajo de
las curvas obtenidas. El valor de las superficies calculadas
se expresaron en ymoles de maltosa por comparnción con testi­
gos del disacárido des; rollados al mismotiempo. Los Valores
de las áreas resul aron ser función lineal de la Cantidad de
maltosa en el intervalo de 0,1 a 1,2 umoles (Figura 8);

U‘I

‘
’¡V Ï Ï ' ' \

«ls
I O 1

14- ‘°
I

Lp
| l

.. N l L

/ q1.0- ­

0,8P - o 0,4 0,3 1,2 1,6

UnidadesArbitrarias

- MALTOSA (ymoles)

- Figura 8: Densitome­
tría ue las zonas co­
rrespondientes a la

- maltosu, ae la cual
se tomaron cantidaaes
conocidas ¿ue se de­

- surroilnron c omato­
¿ráÍiCnmente y revel

' o f . ron con nitrato de
l\ \ .- '

0,6 .

0.4 ' o

!\

0,2 -/ \ o\ ” - \ plata en meuio alca­n

o 2 4 6 8 10 lino (Iz1uierda).
Curva de calibración

LONGITUD(cm) aensitoméirioa obte­
nida gráficando la superficie por debajo de cada una de las
curvas del gráfico de la iz¿uierda (expresudu en unidades ar­
bitrarias) en función de la cantidad de maltosu correspondien­
te (Derecha, arriba).

DENSIDADOPTICA
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El métododensitométrico para la determinación de azúcares
fue también empleado por McFarren y colaboradores (124), con
resultados similares a los descriptos.
ENSAYODE ACTIVIDADCXQAMILASICA:Para la determinación de di­

cha actividad en todo preparado distinto dEl "glucógeno parti:
culado" o de particulas preincubadas", las condiciones fueron
las siguientes: en un volumentotal de 0,05 ml se incubaron
a 37° durante 15 a 30 minutos, glucógeno 8 mg/ml, buffer fos­
fato pH 8, lOO mm, ClNa 20 mMy enzima. La reacción se detu­

vo por calentamiento 2 minutos a 100°, luego de lo cual se de­
terminó el poder reductor con el método de Somogyi-Nelson (
117, 118). La incubación se efectuó a pH 8 con el fin de evi­
tar interferencias por posibles contaminacionesde los prepa­
rados enzimáticos con ci-glucosidasa.

RESULTADOS

PROPIEDADES GENERALES DE LA CL-AMILASA DE HIGMDO:

a) CURSODE LA HEACCION: Cuando el curso

de la reacción fue seguido por determinación del poder reduc­
tor liberado, se observó que la formación de productos tenía
lugar según dos etapas: la primera "rápida", cuya pendiente de­
crecia con el tiempo; la segunda'"lenta" de pendiente constan­
te (Figura 9, A). El curso de la reacción pudo mocificarse en
varias formas por adición de distintos polisacáridos; esto es,
el glucógeno soluble incrementó la velocidad de ambas etapas
en relación directa a la cantidad agregada (Figura 9, B y C),

mientras que la dextrina (s-límite de glucógeno solo aumentó
muyligeramente la velocidad de la etapa "lenta" (Figura 9, E
y F).

b) pH OkTIMO:como puede apreciarse en la
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¡ Figura 2: Liberación
//// de poder reductordurante la incuba­

ción de la fracción
Iz/21 de glucógeno parti­

.////' culadode hígado.Se resuspendieron
(¡mm/csdeHALTOSA)

2
La

I \\D////D
0 I

16 mg de glucógeno
. q particulado en 2,2

////: m1de solución buffer
Jáíí;RI///_ofz,z< fosfato-cloruro y

EJ/ /€/o/ alícuotaede0,05mlzz" de la mezcla se 1n­
0.25" ' cubarona 37°con

844;; las siguientes adi­ciones en un volu­
men final de 0,07

1 4L L 1 1 m1: A (o), nada; B
O 30 60 90 120 150 180 (o), 0,4 mg de glu­

NlNUÏOS cógeno; C (u), 0,8
mg de glucógeno; D

(I), igJal que C, excepto que el glucógeno fue agregauo a los
90 minutos de incubación; E (A), 0,4 mg de dextrina —límite
de glucógeno; F (A), 0,8 mgde dextrina (a-limite de glucógeno.

PODERREDUCÏOR

figura lO, el pH óptimo de la cl-amilasa asociada al glucóge­
no particuludo de hígado fue de 6,8, similar al de otras Cú­

amilasas de orígen animal (70). 100 ‘ '04f‘\\n'
/ "3a.

B: Í
Figura 10: Curva de pH de la Ci­
umilasa asociada a la fracción
de glucógeno particuludo de hígg
do. (O), buffer citrato; (O),
barrer acetato; (D), buffer fos­
fato; (I), buffer tris (hidroxi­
metil)-amino-etano-ClH.

PORC/¿NTODELOPT/H0

n,u. u.o

O

o
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c) ACTIVADURES:La enzima es activada por
halogenuros, en especial por el ión cloruro. La concentración
óptima de este último está entre 0,01 y 0,10 M(Figura ll).
Esta activación es también similar a la descripta con otras
cX-amilasas animales (70).

El efecto activador de los cationes Ca++y Mg++,se
describe más adelante.

x o0 1 .1 Y"—-Jb Piagga ll: Efecto activador
‘\\¿ de los halogenuros sobre laCí-amilasa asociada a la

g 80' ' fracción de glucógenopar­
t ticulado de higado.
É 6 o (o). CINE; (A). ¡mai (.)vi; 0' ' FNa. Las condiciones de las
a A mezclas de incubación, ex­
E ceptuando el halogenuro co­
z 40" ' rresponden a las indicadas

É / g en la sección de MétodosA­8 20_ o A / _ naliticos.5-094/0, 0
0 l l l

-4 -3 -2 -1 o
concmmcm/v (log)

d) INHIBIDORES:Comopuede apreciarse en

la tabla III, tanto la amilas de higado comola de saliva son
afectadas en forma similar por la acción de inhibidores tales
como: EDTA,citrato, Zn++y la proteina vegegetal descripta
por Kneen y colaboradores (122, 125).

El EDTAinhibe ambas Cí-amiiasas en grado variable,
siendo aparentemente el efecto mayor en el caso de la cX-ami­
lasa de hígado para bajas concentraciones del complejante; a
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Tabla III: Efecto oe uiferentes inhibidores sobre la activi­
dad (X-euiiásica oe hígado y saliva. Las diierentes adiciones
se efectiaron a las mezclas de incubación descfiptas en la sec­
cción de Métodosnnulíticos, a las concentraciones finales in­
dicadas

remanente
o

Concentración
EX' Inhibiaor

Citrato N

to 206 OO
biucr o

v ctal 1'35 ( )
¿OT 2.70 (°)

-.¿;S COXICGÏL ones



concentraciones altas (superiores a lO mM)la inhibición nun­
ca superó el 50%.

Los cationes divalentescomo el Ca++y el Mg++. pa­
recerian ejercer un efecto ligeramente activador sobre la en­
zima de higado. En Oposición a lo observado con los citados
cationes, el Zn++es un poderoso inhibidor de ambas activida­
des amilásicas.

El inhibidor vegetal, manifestó poseer una marcada
eficacia sobre ambasCX-amiiasas, mientras que el efecto del
citrato es solamente apreciable a altas concentraciones. Como
puedeapreciarse en la figura 10, la inhibición por este últi­
moseria mayor a pH ácido. La acción del citrato sobre estas
(Yéamilasas es similar al descripto por Street (126).
SOLUBILIZACIUN DE LA 0(-AMILASA ADSORBIDA AL GLUCOGENOPARTI­

CULADO:La incubación de glucógeno particuludo en las condi­

ciones para el ensayo de CX-amilasa, origina la liberación
de una cantidad variable de la enzima adsorbida. Tal hecho

se aprovechó para la obtención de la enzima libre del conte­
nido del polisucárido. El procedimiento utilizado fue el si­
guiente: los precipitados de glucógeno particulado obtenidos
por centrifugación de los homogeneizados de higado a 25 y
100.000 x g fueron rcsuspendidos conjuntamente en buffer fos­
fato l M pH 6,7 conteniendo ClNa 120 mM(°). La mezcla se de­

(°) La utilización de soluciones salinas concentra­
das incrementó el rindimiento de enzima soluble, aun cuando
los resultados en las distintas pruebas realizadas fueron in­
constantes. El volumende la solución salina utilizada para
la rcsuspensión del glucógeno particulado fue de aproximada­
mante 1/531/7 del volumende sobrenadante de la centrifuga­
ción a 100.000 x g.
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jó durante la noche a 4°, luego de lo cual se incubó 90 minué
tos a 37° y centrifugó 60 minutos a l05.000 x g. El sobrenadan­
te obtenido fue nuevamente incubado 120 minutos y centrifugado
de la mismaforma. El líiuido sobrenadante se precipitó con sul­
fato de amonio sólido a saturación previa adición de albúmina
(l mg/ml). El precipitado se separó por centrífugación (15 mi­
nutos a 10.000 x g), retomó en pequeño volumen de agua y diali­
zó contra agus durante la noche. El precipitado de proteina
inactiva iormadodurante la diálisis se separó por centrífuga­
ción de 15 minutos a 10.000 x g.
PROPIEDADES DE LA CX-AMILASA SOLUBILIZADA:

a) CURSODE LA REACCION: Como puede apre­

ciarse en la figura 12 la velocidad de la reacción es constan­

’i‘orc
8 n Fi ura 12: Curso de la re­
: accizn cstalizada por la
E forms soluble de la cL-ami­
"0,08 ‘ lasa de hígado.

-É El ensayo de la actividadenzimática se efectuó se­
¿y206" gún se indica en la sección
g de MétodosAnaliticos.
h- (O), glucógeno; (0), dex­
80304" trina (¡-limite de gluco­a gano.Q

EflZOZr'

É

O

PflNUfiOS

te hasta los 30 minutos de incubación, tanto con glucógeno co­

mocon dextrina (¿-limite de glucógeno. Este resultado, aparen­
temente contradictorio con los expuestos en la figura 9, se ex­
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plica teniendo en consideración, las bajas actividades enzimá­
ticas utilizadas en el experimento de la figura 12. Respecto de
las velocidades con ambossustratos, la formación de productos
reductores en presencia de ¿lucógeno fue en tiempos iguales cua­

(g-limite.
b) CONCENTRACIONDE ENZIMA: Tanto con glu­

tro veces mayor que con la dextrina

cógeno comocon dextrina {SLlímite de glucógeno, la velocidad
de la reacción fue una función lineal de la concentración de en­
zima (Figura 13).

fl
h-Qc" I ' ' Figura l}: Relación de la acti­

vidad enzimática de la forma
gooób _ soluble de la d-amilas de higgr») do con su concentración en la

Ei mezcla de incubación.d El ensayo de actividad enzimá­
tica se efectuó según se indi­

. ca en la sección de Métodos A­
_ naliticos.

. (o), glucógeno; (o), dextrina/o
Q-límite de glucógeno.

.0o¿s
r

l

s 10 15 zo

[NZ/HA (Fliíms)
PODER’RégUCÏOR

“oN I

O

c') CONSTANTESDE MICHAELIS: Tanto con glu­

cógeno comocon dextrins.G-límite de glucógeno, las afinidades
de haCí-emilasa solubilizada de hígado, manifestaron poseer
vdores similares. Para el primero se determinó un Kmaproxi­
mado de 0,5 mg/ml, mientras que para la segunda due de l mg/ml.
El parámetro que más diferencia el comportamiento cinético de
ambas enzimas resultó ser la velocidad máxima(Figura l4)¡ Pa­
ra el glucógeno-la mismaresultó ser cinco veces mayor que pa­

ra la dextrinaF -limite.
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Figura li: Grácico de Linewea­
ver-Burk para la determinación
de las constantes de Michaelis
de la forma soluble de la C(-a­
milasa de higado.

o (o), glucógeno (Km:=0,5 mg/ml);
(o), dextrina G-límite de glu­
cógeno (Km: 1,0 mg/ml).

1/v

z 4 e

1/5 (mI/m9)

Es de destacar que dado la alta afinidad del siste­
ma, fue sumamentedifícil determinar las velocidades a con­
centraciones bajas de sustrato y por ello el error de tales
determinaciones puede considerarse comobastante alto. No
obstante ello el valor encontrado para el Kmdel glucógeno
es del uisuo órden que el determinado con otras GLfamilasas
animales (70).
PRLPIEDADEL DE LAS PARTICULHS PREINCUBbDAS: El rendimineto

generalmente pobre de ((familasa obtenido durante el curso del
proceso de solubilización, motivó una investigación de la ac­
tividad enzimática en las otras fracciones separadas durante
la referida solubiliz ción. En estas condiciones pudo determi­
narse que gran parte de dicha actividad “dimentaba durante la
centrifugación que seguía a la incubación del giucógeno parti­
cuiado. El sedimento así obtenido se denominó "partículas pre­
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incubsdas " o "particulas autodegradadas".
En la figura 15 puede apreciarse el curso de la re­

acción catalizads por la Qí-amilasa adsorbida a las "partícu­
las preincubadas". La incubación de estas partículas originó

Ai
TOS “OJx d ' Figura 15: Liberación de poder

,//// reductor durante la incubación
,///: de "particulas autodegredadas”

I////A condiferentes polisacáridos.El pmcipitado de "particulas
autodegrudadas" preparado se¿ún

esHAL ‘oLa
I II

OQ:mol DI
\\D

cz ' ' se indicó en la sección de Mate­
E X rial y Métodos,fueresuspendi­
So, /° 5/5 do en 3/5del volumenoriginal
a ' 0/4 ____<de la mezclade incubación, u­A ———-O . . .t! o/O tilizando para ello solu01ón
f5 l l l buffer fosfato-cloruro. Alí­
Q 0 30 60 90 {20 cuotas de 0,03 ml del resus­
8 MINUTOS pendido fueron inoubsdzzs a

37°, en un volumen final de
0,05 ml con las siguientes adiciones: A (0), nada; B (A0, C,»
mg de glucógeno; C (I), 0,4 mg de amilopectina; D La), 0,4 mg
de dextrins (3-límite de ¿lucógeno; E (D), 0,4 mgde dextri­
na G-límite de amilopectinn.

la liberación de escaso poder reductor (Figura 15, A); cuando
se aoicionó glucógeno o amilopectina (°) (Figura 15, B y C)

(°) El almidón es el pOlisacárido de reserva de los
tejidos vegetales; adopta la forma de ¿ránulos en cuya compo­
sición puedendifirlioiarse dos polisacáridos separables por
su uifernte solubilidad en distintos sistemas de solventes.
Ellos son la amilosa y la amilOpectina. La emilosa es un polí­
mero lineal de la glucosa compuesto exclusivamente por unio­
nes Ofi-l-P4. La amilopectina por otro lado es tambien un poli­
mero de la glucosa de extructurn muysimilar a la del glucó­
geno del ¿ue se diferencia por una mayor longitud en sus ramas
externas e internas. Másdatos se dun en las referencias 5, 8

_y 127.
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el incremento en la liberación del poder reductor fue nota­
ble y en ¿rado similar al obtenido por adición de glucógeno
soluble durante la "fase lenta" de la degradación del glucó­
geno particulado (Figura 9, D). En oposición a esto, el au­

mentooriginado por la adición de dextrinas (Limite de glu­
cógeno o amiiopoctina fue mucho menor (Figura 15, D y E).
kRCLUCTOS DE INCUBACIUN DEL GLUCOGENOPARTICULADO: La exis­

tencia de dos fases en la degradación del glucógeno particu­
lado o del soluble, motivó un estudio de la estructura de los
productos obtenidos en las incubaciones descript s. El pro­
blema Iundnmental fue determinar cual era el Cambioque sufri­
an las moléculas del glucógeno particulado durante la prein­
cubación que daba lugar a la formación de las "particulas au­
touegradadas".

Cuandoel glucóteno particulado se incubó en las
condiciones de la mezcla de incubación, se obtuvo una libera­
ción de oligosacáridos equivalente a la Chntidhd de glucóge­
no remanente (Tabla IV); La formación de dichos oligosecári­

Tabla IV: Productos de incubación del "glucógeno particulado"
La mezcla de incubación se mantuvo a 37° durante los tiempos
indicados, al cabo de los cuales se enfrió a 0° y centrífu­
gó 60 minutos a 104.000 x g. El precipitado se resuspendió en
agua y precipitó por adición de 1,25 volúmenes de etanol 96%.
Luegode culentar ligeramente hasta ebullición se dejó a -lS°
durante la noche y centriiugó; el precipitado así obtenido se
denominó "glucógeno sedimentable". El liquido sobrenadante de
la centrifugación a 104.000 x g se precipitó por adición de
1,25 volúmenes de etanol en igual forma; el precipitado así
obtanido fue denominado "glucógeno soluble". El contenido en
oli¿osacáridos iue determinado en ambos sobrenadantes alcohó­
licos; no excediendo el correSpondiente al "¿lucógeno sedimen­
table" el 20%del existente en el sobrenadante del "giucóge­
no Soluble”9 La determinación de las ramas externas en las
muestras de ¿lucógeno se efectuó con (3-amilasa de acuerdo a
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lo descrigto en la succión de Material y Eétouos.

Fracción

"Glucógeno otal l
sediment."
"Glucógeno
soluble"

C_L,<sa­
c¿;;ios

Ei. E. — -2,
I otal 8

'(tot) _ v 9 I
1 + 2 + 3 Total 17,02 15,&9 16,30 15,81 18,11 16,29

N.

Abreviaturas: h. E.= Ramas externas; R. E.Lt t = Hamas externas"¿incógeno sediuuntable" + ramas externas ¿Ïugógeno soluble";
N. I.= NúClGOinterno: remanente cel polisacárido luego ¿e eli­
minauus las ramas externus; N. I..to = Nucleo interno "¿lucó­
geno seuimentable" + núcleo inter o figlucóbeno soluble"; G. de
P.= Crudo de polimcrización: calculado según el cociente conte­
nido en glucosa total/poder reuuctor.
El total de cada fracción asi comoel A resyectivo ha sido
eipresaco en pmoles de glucosa total. R. E. ha sido expresuuo
en porciento de la glucosa total liberauo comomultosa por
tratamiento co P-amilasa. El G. de P. expresa el número pro­
medio de glucosas por molécula ae oligosccárido.

dos se efectuó en s mayor yurte a eXgensus ue las ramas exter­
nas del polisacárido; el núcleo interno sclunente muniíestó una
uc¿rcuación aprecieble al cabo ce la tercera hora ue incubación.
En estas condiciones pudo Verse ¿ue la aiicrencin iundamcntel
entre el "¿lucégeno particulado" y su prOuucto, las "partícu­
las uutoue¿rududus", cstriburía simplemente en unn uiferunciu
en la longitud de las ramas externas. Los resultados de lu ta­
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bla IV pueden apreCiarse más objetivamente en la ligura 16°

A16 \ I ' Figura 16: Proouctos de in­
_3 o\\ cubadión uel "¿incógeno
° 0 ' .-.' u 5.] H... ' _E12_ \ _ particuln o . aus ülutln
ES o.\\\\‘h tas curvas corresponden a
NJ Ousi\\‘\‘ los datos ue la tubla IV.
93 8 ¿a D < (O), "giqcógeno secimen­
¡9 K D D><z table" + "¿Jlucóamosolu­
<z o A c ble"’ (D) "núcleo inter­
W \ 9 1 ­

0 4_ .\ A _ no"; (Ó), "I'i;L'.‘L-Sexternas";
3 A/\. (A), oligosuczfz-iuc:.Ni /

l l

o 60 120 180
MINUTOS

En la tabla IV, se ulstinguen dos tipos de glucóge­
no: uno sedimentabie y otro soluble; ambos provenientes de lu
misma preparación inicial ue ¿incógeno particulaoo. La eXLs—
tencia de estns aos Iormns también se estableció en distintas
precarnciones de ¿iucógeno particuiado resuspendidus en buffer
fosfzto-cipruro, incubadau y cenLriiugadas a 100.000 x g (Ta­
bla V). ComoQueue verse además en lu tabla IV, este fenómeno
oe "uciubilizaciín" ¿el giucógcno particulauo sería inoepen­
uiente uel proceso ue incubación a 37°.

Tubln V: irouuctos ue incubación oe distintas muestras de "glu­
có¿eno particulado".
Las muestras lueron obtenidas oe cinco pr puraciones diferen­
tes realizadas se¿ún el proceuimiento indicado en la sección
ue ¿ate:iul y ïétouos. Alícuotas de 5 mgue cada yreparación
Sr r\nuupenniercn cn 0,7 ml ¿e solución buffer fosfato-cloru­
ro e incubaron 60 minutos a 37°. Al cabo de oicho tiempo ios
anubuoos se enlriaron a 0° y centrifugaron 30 minutos a 104o
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,‘ucóbcnc soluble", "¿1ucógen0
sedimentqble" y ol1gos;oári1os, fuerhn thsuidus según el mé­
touo ¿esc 11:0 en la tublu IV.

OOOx ¿. La: Irucoiones ue "g

Glucógeno "Gluc eno "Glucóteno 01150500á­
Cial sedim."(]. solub."(2) rigos (3) 1 + 2 + 3[168

23,40 12,25 2,65 9.30 24,45
22,00 16,10 3,00 6,40 25.50
17,00 11,20 1,60 6,15 18,95
16,40 8,00 1,10 5,82 14,92
21,00 14,50 3,05 6 72 24

La cuntidnd de c‘da frgcción h; S100 ex¿resndu comoymoles de
glucosa total.

lüppUCTUS SuLUBLES EN EïnNOL 50%: En 10 11¿uru 17 se muestrn

la 00mposioiónue los 011gosacáriuos liberados ¿urunte la in­
cubnción uel glucógeno particuluuc. Iniciulmente existe una

y
C) (A 1. r1 ' Eiíura 11: rr00uctos solu­

//,/;L",fl————__ bLes en etanol 50% obteni­0 gos por incubación ut "¿Lu­
cógen particuluuo”. ¿a uez­
cia ue incu ación correskon­
ciento a Cuna t1umjo, cen­
tuvo una alícuotu ¿e (,15
ml ao Lu mezciu inqictan en
la supgión ¿o ¿étpuou “na­
11t1cnr. ¿us incubu01ones
Luerun 0 37°.
D; 1ru001ones bl y y; (Ver
texto). La dealgnu01ón ¿e

os rest atea prOuUCïos ¿e
' ’ mr v, - , n 1 .1,-(;C10n CLS LL; ¡-lSLZ-L ¿1: La.

GLUCOSArom(¡mo/es)
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rápida formación de maltotetraosa y en cantidades menores de
maltotriosa y maltopentaosa; luego de algún tiempo comienza
u liberarse maltOSny más turdiamente una fracción ue oligo­
sacáridos con baja movilidad cromatográíica (Fracción D) (°).
bi se comparan las curvas de las figuras 9 y 15 con las co­
rrespondientes a la figura 17, podría considerarse que la li­
beración de maltotetraosa, maltotriosa y maltopentaosa, deter­
minarían la "'ase rápida" de la reacción, mientras que la mal­
tosa y la fracción D lo harían con la "fase lenta". Similares
resultados se obtuvieron cuando se incubaron las "particulas
autodegradadas" con glucógeno soluble" (figura 18); o en con­

ÉS /,.v I Figura 18! Productos solu­
1? o -—.ïü“3‘“‘*\n¡ bles en etanol 505 obteni­
.2 // dos por incubación de "par­
E o q ticulns autodegradadas" con
3.1.07 glucógeno soluble.
sa r4 El precipitado conteniendo
Ig /2_,. = las particulas se resuspen­¡s ° ¡VIZ/".- dió en un volumende agua(Z5 ./"l-"' ï .g ¡g/ v/f’V equivalentea 1/7del volu­
8 o _ ¡é ¡ menoriginal de la mezcla
3 ¡3* _¡-'I de incubación.nlícuotas det: ' l 0,02 ml del resuspendido,

0 120 ’80 más l mg de glucógeno solv­
¡”NUÏOS ble y solución bufier ios­

iato-cloruro en un volumentótal de 0,07 ml fueron incubadas
a 37° durante los tiempos indicados. Los resultados expresan
las diferencias entre las incubaciones realizadas en presen»
cia y en ausencia de ¿lucógeno soluble, La designación de los
productos es la mismade las figuras 2 y 17.

(°) Comofracción D se comprenden todos aquellos
oligosacáridos que se desplazan muy poco del orígen cuando
son cromatografiados en WhatmanN° 4 con butanol-piridina­
agua. Se define comoiraccin D1 a la que no se mueve del ori­
gen y como D2 a la que se ubica entre D1 y maltopentaosa.
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diciones iguales con nicho sustruto, preparaciones de Cí-amr­
lasa de pancreas (figura 19) o suiiva (iigura 20). En todos

{3‘ l T

'5
2 “4”
¿gm oq /¡So

'73o
É
u o 120

fflNUTOS

Figura 20: Eronuctos solu­
bles en etanol 50%obteni­
dos por incubución ue u ­
amilnsa salivul con ¿lucó­
¿eno soluble. Lxceyto la
enzima, las condiciones son
Las mismus ¿e la ligura 19.
Lu cesignación de los pro­
cuctos ne rcaCción es la
misma de las Iigurus 2 y
17.

Figura 12: Productos solu­
bles en etanol 50%obteni­
dos por incubación de ot­
amilnsa pancreática con
glucógeno soluble.
La mezcla ae incubación con­
tuvo: l mg de glucógeno,
0,06 ml de enzima y solu­
ción buffer fosfato-cloru­
ro, en un volumen final de
0,15 ml. Las incubaciones
se efectuaron a 37°. La ce­
signación de los prouuctos
de reacción es ln misma de
las figuras 2 y 17.
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estos cnsos se observó una rápida formación de multotetruoaa
y muitotrióna,

D y multosa. Bs icfracción hacer notar
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caso de las Ci-amilosas de “ÍngO y páncreas, la umilusa sali­
va yroduce la Liberación de maitotriosn en cnntidndes supe­
riores a las de unltotetruosa.

Oaiel iin oe extender las TCÍCriuLSobservaciones,
se estuuinron los oligosucáridcs liberados durunte ia incu v­
ción de "yartícuias autoaebrududas" en presencia 4C ;olise­
cáridos distintos del ¿lucógeno.

Ln la iigura 21 pueden apreciarse cuales ineron los
productos liberados por lus "particulas preincubndns" durante
una incubación en ausencia de polisucárido agregado. En estas

Figura 21: Productos solu­
bles en etanol 50%obteni­

1 dos por le incubación de
qzs "partículas preincubedns".

Las condiciones son las
050_ v _ mismas de la figura 18, ex­
I D, cepto ¿ue se hn omitido la,// adición de ¿lucógeno.

_ La designación de lOs pro­
025- 02"_____‘ ducto::(ie reacción correc­

" ..Wb._.' ponde a le empleadoen las
'v

z/
É'/!,H2-— figuras23y 17.

60

(ymoles)

GLUCOSATOTAL

<4

na) 180
fiMNUÏOS

condiciones se formaron rápidamente les irncciones D1 y 12,
junto con pe¿uenus cantidndes de multotriOSn; luego de un tiem­
po comenzóa prouucirse multosn. Cuando estas particulas se

incubnron con dextrinu (s-límite de ¿iucó¿eno, se obtuvo la

formación de los fracciones D2 , Dl, mnltosu y pe¿uenns cnnti­
dades de multotriosa (Figura 22), comportamiento evidentemen­
te similar al observado en le figure 21.

vn .p.



0 75 ¡ 1 ‘’ Iifiura 22: Productos solu­
f; bles en et:-nol 50,5obteni­
É’ ‘ dos por la incubación de
5050»- /-1 " artículas nutociegradadas"

¿5 ' /' / condextrina.(Á-límitede
s4 D Df glucógeno.IE 2 / l Excepto el 5olisacárido a­
2 Hz/e/ ‘ gregudo, las conaiciones

' 3:, v g/ fueronias mismasne la fi­o H 1 ¿guru 18.
8 /’ Ladesignaciónde los pro­
G’ 60 20 ,80 ductos de reacción corres­

ponde a la empleadu en las

Los resu_tados obtenidos en las incubaciones de las

finrtículas uut0u8¿r&dadu8"con yolisacéridos derivados del ul­
mioón, uiiirieron notablemente de los anteriores. Con amilo—
PeCï'ln“ (Figura 23). sc observó 1.318rápida ioruución de

U
V ¡ I Figura 2}: PI‘OLlUCtOSsolu­

bles en ctamol 50%obteni­
dos por la incubación de

v - "partículas autonegrudcdas"
\D con umiiopectina.Í -0 Las condiciones iueron las

0/ mismasde la figura 18, ex­
/ v l N2 i cepto que se em'3'leómuiopec­
o tinaenLugarce¿,lucógpno

/ .‘í 3 D soluble.Y Y- 2-1 La uesignación de los pro­
60 120 ¡aoauctos de reacción corres-:­

ponde a la empleada en ias
MINUTOS figuras 2 5'"17.

N l

C

‘Á

cwcourom(Fm/es)

O

¡-1Í'r¿-cciones El y D2 junto con malto‘betraosz; y maltotriosu; zi.
cabo de un tiemno las fracciones D desaparecieron, producien­
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dose ¿n tosu y mayores cantiduues de ¿ultotctruOUu y :ultotri­
oso. Un es¿uemu similar se observó con la emilosa (figura 24).

.‘oC)
.q Iifura 24: ¿roouctOu solu­

bles en etunol SOfiobteni­
aos por lu inoubnción ue
"partículas ¿JLooegrnuuans“
con utilosu.
Las oonoicione: ¿on Lua mis­
un ¿a ln Libur; lá, excepto

¿ue S ha Gm¡lehco n¿1;osu
en lugar de ¿lucógeno soLu­
ble.
Lu uesignución ue los pro­
ductos de remoción corres­

ÍÜOponue u la em;¿eaau en ¿as
H/NUÏOS Íi¿ urus 2 y 17.

moles)

o«31

O

C) Nau‘
S

GLUCOSATOTAL

en r.te caso durante el uescenso ue l; fracción pl, además ¿o
7" lormución de mpltosu y unyores cuntidades ue mulzotrlosa y
muitufetruosa, su obtuvo la prouuoción a multOPentu su. La in­

cubación con oextrinu G-límlte ¿e ¿milopoüainn (i'i¿;uru 25),

fl
J 11. .

¿v ' rlfiuru 22: frOQUCÏOSsolu­/ -.-. _ .1 ¿_ .
1-: v 1\< (nes en etanol 50:” obuen1—
-% // uos por la incubación ueE 6_. _ "purtículas uutouegraduuas"
¿k V con dextrina -líx;.i'te de
Es l ami;o_;>eczimu
F6 Las condiciones son las mis­
h-J ' mas de lu liguru 18, exec ­

N4, C ‘I .3, 78-02—1 to ¿ue :‘Lha omp¿eauo(¿ex­
o / M Q | t-á,“ __]_'.' , ,,,,.-, \, ,z ___—- 3 r¿¿u (3 1m1te ¿e “LL-ooeo—3 I / ".__——-—- I v | ..q : I -"N2 l tlnu en Lugar ¿o gunógono
U 0 SOLu-blflo La designación ue lo; oro­60 QB

PflNUTOS



uJCtOSde reacción corresponde a la empleada en las figuras
2 y 17.

también produjo una ¿run cantidad de fracción D1, muchoma­
yor que la de maltosa, maltotriosa y maltotetraosa; pero en
este caso no se vio la notable cuida observada en los dos

casos anteriores (figuras 23 y 24).
ESTRUCTURADE LAS IHACUIONES "D": La disimilitud en el com­

portamiento de las fracciones D, durante las distintas incu­
baciones descrintas, sugirió la existencia de marcadasdife­
rencias estructurales entre las mismas.Conel iin de deter­
minar el caracter de tales diferencias, se efectuó un estudio

del ¿rado de polimerización y de [3-amilolisis sobre las trac­
ciones D obtenidas en todas las incubacioues descriptas. En

una experiencia preliminar se estudió la fracción Dl produ­
cidu al cabo de 15 minutos de incubación de las "particulas
autodsgradadas" con amilopectina; en dicho tiempo, comopue­
de apreciarse en la figura 23, la concentración del producto
en estudio fué máxima. El grado de polimerización resultante

para esta fracción D fue de 18,7, mientras que el de rg-ami­
lolisis de 9. Estos resultados concuerdancon la estructura
de un oligosacárido compuesto por 18 unidades de glucosa uni­
das exclusivamente por enlaces glucosidicos del tipo CX-l-v4.

Los resultados obtenidos con las restantes fraccio­
nes D, pueden apreciarse en la tabla VI. En la misma se ve

que el ¿rado de polimerización de las fracciones Dl es supe­
rior a 8, mientras ¡ue el correspondiente a las D oscila en­2
tre 4 y 6; por otra parte las fracciones D provenientes dell
¿lucógenm dextrim; P-límite de glucógenoy dextrina (a -lí­
mite de amiiopcctina, presentan en grado creciente una mayor
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producción de maltosa por la. G-amilasa, o sea un menor gra­
do de ramificación.

Tabla VI: PrOpiedudes de las irucciones "D" obtenidas por hi­
drólisis quimica o enzimática de diferentes polisucáridos.

MEZCLADE h'IijiiuLIb'Is Fracción G. P. -Amilolisis
(°) (°°)
13

0

8 4

12 9

"P.P"

"P.P" + glucógeno

"LP" + dex- (4-gno

"P.P" + dex-e-amilOp

"P.P" + amilosa

Glucógeno + 01H 0,05N 4 06

(°) G. P.: grado de golimerización; cociente entre el conte­
nido total de glucosa y el poder reductor.
(°°) G-dmniolisis: pmoles de maltosa liberados por pmol de
fracción (la concentración de cada iracción se determinó por
poder reductor). El valor de e -amilolisis de cada fracción
se tomó comoíndice de linearid d de la misma. Las condicio­
nes experimentales utilizadas para la determinación iueron
las siguientes: Fracción (D o D2) 0,072 a 0,310 pmoles (ex­
presado como poder reductorï, G -umilasa (60 m¿/ml) 0,02 ml
y buffer acetato pH 5,6 50 mm;volumen totrl 0,22 m1. Se in­
cubó a 30° durante 180 minutos y los productos iueron sepa­
rados cromatográficamente. Ls maltosa obtenida se evaluó se­
micuuntitutiVnmente comose describió en la sección de Méto­
dos Analiticos.
(°°°) Por razones desconocidas ei valor borras onciente al
grado de polimerizución obtenido es menor Que el {rado de
C-amirolisis.

Abreviaturas: "P.P"= partículas preincubadas; dex-(g-gno=
dextrinu (B-límite de glucógeno; dex-P-am110p= dextrina (3 ­
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lILite de amilopectina.

PRODUCTOSDE LA HIDROLISIS ACIDA DEL GLUCOGENO: Con el fin

de compararlos resultados obtenidos. con una hidrólisis tí­
picamente "al azar", se sometió una muestra de glucógeno so­
luble a una hidrólisis ácida en condiciones tales que la li­
beración de poder reductor fuera de orden similar a la obte­
nida enzimáticamente. La formación de productos siguió la se­
cuencia descripta en la figura 26. Puede apreciarse ¿ue el

Figura 26: Productos solu­
bles en etanol 50%obteni­

v _ dos por una hidrólisis á­
214- m cida del glucógeno.

V Las condiciones elegidas
6_ \\\*‘-: fueron tales que permitie­' v ron obtener una libera­

ción de poder reductor si­
// ¿ milar a la observada en la

u _v z21.. hidrólisis enzimáticadu­
ruzzr _ t rante igual tiempo. La mez­cla de reacción contuvo l

awcourom(pino/es)

o 180 mg de glucógeno y (31H0,05
¡"Muros N en un volumen total de

0,5 ml. La incubación se
efectuó a 100°; a los tiemyos indicados se enirió y neutrali­
zó con NaOH0,5 N. La designación de los proauotos de reacción
es ln misma de las figuras 2 y 17.

É

es¿uemuobtenido difiere marcadcnente del correspondiente a
las hidrólisis enzimáticas del giucógeno (figuras 17, 18, ,
y 20). Fue carecteristicu de la degrud ción ácida del ¿Lucó­

gene, la formación de una ¿run Cuntidbd de fracción D1 con
escaso grado de ramificación (tabla VI) y una relativa resis­
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tencia a.laacción ulterior del ácido (figura 26); estos hechos
gourían explicarse por una mayor labilidad al ácido de las u­
niones (X-l-PG respecto de las q-l-Dlt.

En concordancia con los resultados obtenidos en la

Primera Parte de este trabajo, se ha podido determinar ¿ue la
actividad enzimática asociada a la fracción de glucógeno par­
ticulado de hígado y responsable de su hidrólisis posee las
¡rogiedades de una CX-amilasa. A este respecto cabe destacar
ue su pH óptimo, así como su afinidad por el glucógeno y e­,o

recto de inhibidores 5 activadores son similares a los des­
c“i;tos en otras CX-amilasas de origen animal.

Estudios sobre la liberación de poder reductor por
la CK-amilasaasociada al glucógcno particulado, nan indica­
do que la reacción tiene lugar en dos etapas, una rápida y
otra lenta. Este decrecimiento en la velocidad de formación
de los productos reductores, que tiene lugar luego de que el
glucógeno ha sido incubado cierto tiempo pOdría ser atribuido
a: l) lnaCtiVLClónde la ensima por inestabilidad en las cun­
diciones del ensayo; 2) inhibición por los productos iormados;
3) incremento de la reacción inversa por acumulación de pro­
ductos; 4) caida de la concentración efectiva de sustrato por
transformación o deSLParición.

La primera suposición puede eliminarse puesto que
la adición de ¿lucógeno origina un nuevo incremento en la ve­
locidud de la reacción (ii¿ura lO, curva D).

La sn¿unda posibilidad también se descarta puesto
¿ue en las experiencias con partículas preincubadns, los pro­
ductos 1ueron eliu'nudos por centriiugación. Consimilar
argumentopuede eliminarse la tercera posibilidad.
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¿ueds entonces comoúltima alternativa, que lu ve­
locidad disminuya bien yor unn marcada cuida en la concentra­
ción del ¿olisacárido o por una acentuada modificación en su
estructura. La primera posibilidad se eliminará puesto ¿ue
duda la bran aiinioad un la (N-amilusa por el ¿lucógeno, la
concentración de este debería caer hasta la décima parte de
su valor ori¿innl parc notarse un Cumbiosignificnaivo en la
velocidad; tal hecho sin duda no corresponde a las condiciones
del lenómenod scripto.

De lo visto se ces rende comoúnica pasibilidad
que ocurra un marcado cumbio en la estructura del sustrato
cuando sun no ha sido degradado el cincuenta porciento del
yo;isucárido inicialmente existente en la mezcla de incuba­
ción. Tal'hecho encuentra su coniirmación en los resultados
expuestos en ln tabla IV y iigura 16. En erecto, puede apre­
ciarse lue al cabo de 180 minutos de incubación cuando sun
persiste másdel 50 ¿orciento del polisacárido inicial, sus
ramas externas han decrecido hasta una lon¿itud inferior u
la tercera parte de su valor critinal, presentando de tal for­

muunn estructura similar a la ue una uextrina'fa-limite.
El exámende los procuctos solubles en 50 porciento

de etanol, liberados cuando ia enzima actua sobre sustratos
¿ue ¿oseen intactas sus ramas externas, permite apreciar en
los ¿rimeros momentosde la reacción, la formación casi ex­
clusiva de oli¿csuoáridos lineales. bue característiCL de es­
tos productos, poseer un ¿rudo de olimcrización tanto mayor
cuanto mugor iucru ln longitud de las rimas externas. Én el
caso del ¿lucógeno los principales prouuctos fueron maltote­
truosa 5 :thOtFlOS , mientras ¿ue con umibpectina se forma­
:Vn cligosuoárinos Linoules de muchomaynr ¿rado de polimeri­
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zación. Estos fueron degradados rápidamente a maltotetraosa
y maltotriosa.

Cuando la reacción se estudia a tiempos mayores, en
el caso del glucógeno se apreció la formación de sacáridos ra­
mificados y maltosa, mientras que con amilOpectina se obtuvo
la producción de maltotriosa, maltotetraosa y maltosa.

Utilizando sustratos cuyas ramas externas fueron pre­

viamente reducidas por la acción de la (a-amilasa (dextrinas
G-límite) o por la misma(I-amilasa partículas autoaegrada­

das), los primeros productos solubles en etanol 50 porciento
fueron oligosacáridos ramificados y Cantidades pequeñas de
uligUSLCáridOSlineales. Estos últimos poseían una longitud de
cadena que variaba con la correspondiente a las ramas inter­
nas del polisacárido original. Es así por ejem lo que el glu­
cógeno, con una longitud de cadena interna promedio de 3 a 4,
dió lugar a la iormación de maltosa; mientras que con amiionec­
tina, de ramas internas del doble de dicha longitud, se obtu­
vo maltotetraosa y maltotriosa.

Teniendo en cuenta la evidencia experimental des­
cripta, puede considerarse que la acción de la OL-amilasa sobre
el ¿incógeno o polisacáridos ramiiicados similares, sigue una
secuencia de etapas periectamente ordenada. La primera es un
ataque sobre las ramas externas del polisacárido (figura 27,
A), evidenciable por un rápido incremento en el poder reduc­
tor, con formaciónde maltotetraosa y maltotriosa. nl iinali­
zar esta etapa, la desaparición de las ramas externas ha sido
Casi completa; no obstante ello, el núcleo central de la molé­
Cuia permanece inalterado.

La segunda etapa está carne erizada por una lenta
liberación de poder reductor originada en la icrmación de mal­

62



- .-o‘
Í W

O o

' (D
I °

I‘ifura liepresen‘tzmión es\¿uemática cel mecanismoue uoción
ue la; d-zmilusa.
Los símbolos utilizados son los mismosue lb iituru l. Las
explic:_1ciones ¿se (¿un en el texto.
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tosa y oligosucáriuos rumiiicnd s, provenientes del núcleo
central del poiisacárido.

Es uificil ase¿urur cuul es el origen esyecííico ae
lu meltosu en esta ¿Ltimu etapa. Si l; enzima ataca al núcleo
en B (Íi¿urn 27), el uisncáriuo irevenoría exclusiVumcnte uel
polisacárido residual; mientr s ¿ue si lo hace en C, podría
formarse tanto de este comouel oligosacárido remificado pre­
viamente liberado. A este resyecto cube destacnr que la Iruc­

ción D1 obtenidu de las incubeciones de Cí-umiinsa de nígnuo
con ¿lucógeno, posee un grado ue poiimerización mayor ¿ue el
senaludo para in ¿extrinu limite ue Cí-umiinsa salivur por
Roberts y ühelan (116) y pouríu ser objeto de un ataque uite­
rior por yarte de la enzima.

Los estudios elcctuuuos con CÍ-amilasus ¿e otros
tejidos, teles comola salivnr y la puncreáticu, muestrri un
esquema similur a La ue hígaoo; con tel argumento las conclu­
siones expuestas part el caso ue esta última, poorían ¿ener ­
lizarse a las restantes (X;amiiusas.

¿l métodoaplicado para le ioentiiicación oe ios nro­
ouctos de incubación uel ¿incóLuno con niierentes tipos ee
obamilusa, es de sume utiiidad para la oeterminuCLÓndel ori­
gen tisural de ln enzima. Comose uescribió anteriormente
(ii¿uras 17 e 20), es característico tanto en la enzima ue
hígado comoen la de rancreas, la ior"Lción durante la "fase
rápida" de muitotetraosa en c.ntiundes mayores que las de
maitotriosa; en el caso de la enzima ue ¿lánduin salival ln
relación sr encontró invertida.

La reacción ae la 0(-uuilnsu con Lou ¿ránULouue al­
midón fue eszuuiudu ¿or Noruin y ¿im (126). Estos autores gre­
aentaron eviuencius de ¿ue la enz;mn degrada en las etapas i­
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niciales, solamente las cadenas externas de la fracción amilo­
pectina. Los autores explican tal comportamiento, sobre la ba­
se de la inaccesibilidad de la estructura del gránulo. En nues­
tro caso tal posibilidad puede eliminarse, por tratarse de po­
lisacáridos solubles.

En cuanto a la hidrólisis ácida del glucógeno es e­
vidente que la secuencia en la liberación de productos es dis­
tinta de la obtenida por hidrólisis enzimática, aun cuando en
ambas las condiciones aseguraron la mismavelocidad de forma­
ción de poder reductor.

SUMAHIO DE LhS CONCLUSIONES

La formación de los maltosil-oligosacáridos en higa­
do es debida a la acción de una CX;amilcsa asociada con la
fracción de ¿lucógeno particuludo.

El estudio de la actividad enzimática con diferentes
polisacáridos mostró que la acción de la eL-amilasa con el glu­
cógeno tiene lugar según dos etapas. La primera se caracteri­
za por una rápida liberación de poder reductor y tiene como
productos oligosacáridos lineales provenientes de las ramas
externas del polisacárido: multotetraosa, multotriosa, malto­
pentaosa y multosa. La segunda etapa está caracterizada por
una lenta formación de prouuctos reductores, principalmente
maitosa y oligosucáridos ramiiicados, originados en el núcleo
central de la molécula del glucógeno.
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AGREGADO A LJ; SEGUNDI; LL-‘ni'tTE

En las experiencias destinadas a deterainar la ee­
cuencia en la liberación de productos durante la "fase lenta"
de la degradación del glucógeno por la ci-amilasa, se planteó
el problema del origen de la maltosa. Comose indicó en la dis­
cusión anterior, esta podria provenir de una fracción D sufi­
cientemente grande comopara sufrir una degradación ulterior
por la enzima, o bien pouria originarse directamente por un
ataque enzimático al núcleo remanente del polisacárido.

En la presente sección de exgonen algunos en101uee
del problemay las experiencias tendientes a dilucidar el o­
rigen de la maltosa durante la referida "fase lenta".

LLJL‘¿ALL Y REI LDU-í:

.... H e . l . .
rflLanLUIUN DL GnUCOGENO-C4: Le obtuvo de higado de animales

. . 1 .inyectados prev1amente con glucosa-C 4. La técnica utilizada
fue la que se describe a continuación. Se emplearon ratones
machos de la cepa C H de 15 a 20 gr de peso, obtenidos de la
Comisión Nacioual dí Energía Atómica. Los animales fueron a­
yunauos durante 24 horas, al cabo de las cuales recibieron
intraperitonealmente una dosis única de 260 mgde glucosa-C14
uniformemente marcada (actividad especíIiCa: 275.000 cpm/mg)
disuelta en l ml de aLua destilada; al Cabo de 120 minutos
los ratones se sacrificaron aislánaose el glucógeno de Líbado
de acuerdo al método de Somogyi (129). En estas condiciones
pudo obtenerse una preparación de clucógeno con una activi­
dad especiiica de 12.850 cpm/ymol de glucosa, con un rendi—
miento de ll mg de ¿lucógeno por animal.
LETLKEINuoIONDE náDIOACTlVIDAD: Se efectuó en un contador de

flujo gaseoso sin ventana, sobre muestras colocadas en plan­
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chetas de aluminio. Dado el escaso espesor de las muestres no
se efectuó corrección por auto-absorción. La localización de
las manchasrndiouctivas en los cromatogramasfue realizada
automáticamente según el procedimiento ya descripto en la
Primera Parte.

PREPARNCIUNDE LA FRACCION Dl RADIOACTIVA: Se preparuron par­
tículas preincubudos a partir de 5 mgde ¿lucógeno particula­
do con el método descripto en la Segunda Parte. gas misuus iue­
rOn rcsuspendidas en buffer losiuto C,l MpH 8 que contenía
ClNa 0,02 M. Alícuotus de 0,05 ml de esta sus ensión fueron
incubadosna 37° con los siguientes agregados: ¿lucógeno-Ul4

20.400 cpm (1,7 ymolee de glucosa total) y glucógeno soluble
no ruuioactivo 1,2 mg; volumen_total 0,15 ml. Al Cubo de 9C
minutos lu reacción se detuvo por calentamiento oe 2 minutos
a 100°, llevándose la mezlca a l ml con a¿ua y precipitándose
por agregado de 1,25 ml de etanol 96%. Los prouuctos conteni­
dos en el sobrenadante etanólico fueron aislados cromatográfi­
camente con el procedimiento descripto en la Primera Parte,

eluyénoose las zonas correspondientes a le fracción D ol
El ¿r do de ¿olimerización de la fracción El así

obtenida Iue de 6,8, con una actividad específica ce 4.300

cpm/ Pmol de glucosa.

RESULTADOS Y DISCUSION

En lu Iigura 28 puede apreciarse la cromatografía
de los productos radioactivos obtenidos de la incubación de

la fracción D1redioactiva con particulas nutodehrndadea. Co­
mo resultado de la misma se obse ve que el único compuesto ais­

lado al cebo de 120 minutos de incubación es la irncción D1
original, aparentemente resistente al atulue de la OL-amilasa
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de hígado.

CONÏROL \

INCUBÁDO

317.1211.2. __°__

riñurn 28: Detección de los productos radioactivos formados
durante la incubación de la fracción Dl con partículas pre­
incúbudus.
Las condiciones de la experiencia se dan en el texto.
La designación de los productos es la mismade las ligurzs
2 y 17.

Je acuerdo a este resultado es evidente que la mal­
tosc liberada durante la "fuseqlenta" de la degradación del
glucógcno por la círumilasa, no proviene de la degradación ul­

terior de una fracción D1 caiun ¿rado de polimcrizución infe­
rior a 7. Sinembargo comoel referido grado de policerizución
es el menorhasta ahora determinado para una iracción del ti­
po D (ver tabla VI), cube la posibilidad que fracciones ma­l
yores pueden ser aun sustrato de la (Kramilasa en las condi­
ciOnes ensuyadas.
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TERCERA kARTE: "CEIVIDADES GLUCCSIDAS Un, DLL TEJILO HEPATICO.

Con el iin de “mpiiar el trabajo previo sobre los
sistemas enzimáticos resposablcr ¿e la formación de ¿lucosa
u partir de glucógeno o de muLtOsil-oligosacáridos, se encaró
con mayordetalle el estuuio de .Li.actividad d-glucosidúsica
de hígado, ya descriptn en la Jrimera karte. De esta fcrma n:
podido precisarse lu existencia en extractos ue dicho órgano,
de por lo menosdos actividades glucosidásicas con capacida
de hidrolizar CX-giucosil-disacáridos. En la presente sección
¡7.n» (D describen la puriiicación, prOyiedades y distribución C«—
lulsr de dichas enzimus. Asimismose presentan las evidencias
¿ue indican a dichas ¿lucosidusas comoresponsables de las
actividades a'-smilásica y glucosiltransferásica de los extrac­
tos de hígado.

Mi; ‘EnlAL Y ML‘ÏUDLS

SUSTRATUSY nEnCTlvou: Tonos los uisucáridos utilizados fueron

purifiCLdos en papel, por cromatografía, cono se describió en
i Primera farte. El ¿iucógeno libre de oligcsscá:;s ; lh
isomultosn se prepdraron de acuerdo a los mét<iuu {añricn ies­
uriptos en lu Primera Larte. La Kojibiose, lu ¿LUGUCPHy cm

CX-íenil-glucósido fueron un gentil obse¿uio del -r c.u. Cur­
uini. La multosa-Ul4 se yreparó a yartir de almidón-ML” nor

acción alternativa de la d- y la F -8m1lZLÍ.‘2, ¿>U-‘.".‘-._'."ndosc
luego por cromatbgrafín en papel. La dextrinu gb-lísite de ¿lu­
cógeno fue preparada de acuerdo a Walker 3 Nhelun (37), mien­

tras que la {J-umiiasa, la Q -amilasa saiivul y el glucógeno
particul do se obtuviercd según los métodos descriptos en lu
Primera y Se¿unda Parte. El ¿incógeno particulado se purificó
tratándolo con ureu 8 Mdurante 16 horas a 0°. La suspensión
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fae entonces centriiúgada a 105.000 x g durante 30 minutos.
bl 'reci;itaco así obtenido 1ue tratado nuevamentecon urea
e My oentriiugaao; lue¿o de ser rcsuspendido fue dializado
exhaust¿v;:ente Contra a¿ua.

El ¿el ue iosiato ae calcio se preparó según Keilin
“uriri (130}. nos iemís sustratos 5 reactivos utilizados

cs comerciales.

Ljïcubs “xuslïlguu: En presencia de sustratos sin apreciable
ouer reuuctor (¿incógeno y glucósidoe) el incremento en el

pOcer rñduCtOÏ se ¿eterainó con el método de Somogyi (117)
¿ Keison (llo) en un volumen iinal ae 2,5 ml o con el método
ue ¿arK 5 Johnsofiugn un volumen final de 2 m1. Cuando la de­

t rainación ¿e poder reauctor se efectuó en presencia de sua­
t HPL‘Hreuuczorms se utilizó el método de Caputto y colabo­
ruaares (131), libcrnmcnme modificado. El volumen Iinal de
La ¡{La lón Jue ac 2,? El 5 antes ue la deterainnción las mues­

ïrur terca sobrecurg aaa con 0,1 Pmol de glucosa, hues por
a ut¿3 ¿e tal valor la sensibilidad del método aisminuye apre­
c;.bie ante (lifiurü 29). De esta forma es posible Valorar

0)5 I o U Í r

I A

g, ' ' 2
Et
00,3“- o " " n -' " q
C) U

// °
ÍE _ o fi I-D ‘ d - ­
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Figura 22: Curvas de calibración de los métodos utilizados
para la determinación del poder reductor.
(o), Park y Johnson, glucosa o maltosa; (D), Somogyi-Nelson,
glucosa; (I), Somo¿yi-Nelson, maltosa; (A), Caputto y cola­
borudores, glucosa; (A), Caputto y colaboradores, maltosa.

cantidades de glucosa que oscilan entre 0,05 y 0,50 umoles,
siendo el color desarrollado por la maltosa, en cantidades
equimoleculares reapecto de glucosa, diez a quince veces me­
nor. En la figura 29 pueden apreciarse los rangos de sensibi­
lidad de los métodos citados, cuando las determinaciones se
llevan a cabo con muestras de glucosa o de meltosa.

Cuandose utilizó comosustrato a la isomsltosa, la
determinación del poder reductor se efectuó empleandoel re­
activo de cobre "ácido" de Tauber y Kleiner (132), asociado
al reactivo arsenomolibdico de Nelson (118) en un volumen fi­
nal de 2,5 ml. Las condiciones de la reacción y la sensibili­
dad del método para la glucosa es similar al método de Caputto
y colaboradores (131); mientras que la correspondiente a la
isomaltosa es cinco veces menor respecto de cantidades e¿ui—
mcleculures de glucosa.

El 6-bromo-2-nuftol fue determinado con el método

de Coheny colaboradores (133) modificado de la siguiente mn­
nera: la muestra a ensayar se llevó con a¿ua a un volumen
final de 0,6 ml y ajustó a pH 7,6 con OHNa0,05 N, utilizan­
do comoindicador interno 0,05 ml de una solución de rojo Íc­
nol al lfl. Se agregó entonces 0,1 ml de solución de o-dinnisi­
dina tetrasotads (4 mE/mlen agua destilada fría) recién pre­
pur:du y luego de agitar sc dejó en reposo tres minutos. Al

cabo de dicho tLempose adicionaron 0,2 ml de ácido tricloro­
acético 803 y 2 ml de acetato ue etilo. Luego de agitar vigo­
rosamente se centrifugó a 2.000 rpm lO minutos y se retiró
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cuidadosamentela fase coloreada (superior) para ser leida

a 530 my. De tal forma es posible con este método lu deter­

minación de 0,5 a 5 ys de 6-bromo-2-naftol.
El fenol se determinó con el método de Folin y Cio­

c lteu (134) en un volumen final de 1,2 ml, utilizando como

reieroncia una muestra de arbutina (hidro¿uinonil—(3-giucósi­
do); el método permite valorar Cantidades ue fenol que osci­
lan entre 0,01 y 0,10 umoles.

La proteina se determinó con el método espectrofo­
tométrico de Warburg y Christian (135) o con el método colo­
rimézrico de Lowryy colnborndores (136). Este últ-mo reali­
zado en un volumen iinal de 1,3 ml y utilizando comoreferen­
cia una solución de albúmina cristalina, permite valorar ocn­

tidudes de proteína que oscilan entre lO y 100 yg.
El resto de los métodosutilizados ha sido descrip­

to en las secciones anteriores.
ENSAYOSENZIïnTICOS:

ACTIVIDMDGLUCUSIDASCA: I) Sobre multosa:

La mezcla de incubación contuvo: multosu lO mm,buffer aceta­
to pH 5, 100 mMy enzima en un volumen final de 0,1 ml. La re­

acción se incubó 30 minutos a 37°,y se detuvo por c lentomien­
to de 2 minutos a 100°. El poder reductor se determinó con el
método de Caputto y colaboradores (131). Se deiinió comouni­

dad de actividad glucosidásica (Ug), a la cantidad de enzima
que cataliza la hidrólisis de l mpmolde multosa por minuto
de incubación en las condiciones descriptus.

II) Sobre CX-fe­
n11 glucósido: La mezcla de incubación contuvo Qk-ienil-glucó­
sido lO mm, buffer acetato pH 5, 100 mmy enzima en un volu­
men total de 0,05 ml. Se incubó 30 minutos a 37° y detuvo por
agregado de 0,5 ml de ácido perclórico 2,5 . Luego de centri­
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Iugar, el líluido sobrenudante se neutralizó con KOH.El pre­
cipitado se eliminó por centrifuLación y sobre el liluido so­
brenudante se determinó su contenido en fenol cen el método de

Folin Ciocalteu o el poder reductor con el método de Park y
Johnson. Cuando se trabajó con las enzimas purifiCudas de hí­
gado de perro la desproteinización no fue necesaria; en este
caso la reacción se detuvo por eulentemiento y luego de neu?
trulizar se determinó el poder reductor con el método de Park
y Johnson.

III) Sobre el glu­
cógeno: La determinación se realizó solamente sobre preparacio­
nes enzimáticas purificadas, libres de contaminación por C(-a­
milosa. El métodoutilizado fue similar al descruno para lu
actividad sobre Qí-fenil glucósido, determinándosela libera­
ción de poder reductor en una mezcla conteniendo 8 mg/ml de
Llucógeno.

ACTIVIDAD GLUCUSILTRANSFLRASICA:Esta acti­

vidad fue usualmente determinada mediante la medición de la

transferencia de residuos ¿lucosilo provenientes de la malto­
sa ("dndor", ecuación VI) a la glucosa-Cl4 ("aceptor", ecua­
ción VI). La mezcla de reacción contuvo: multosu 31 mm,gluco­
sa-Cl4 71 mm, buffer acetato pH 5,2, 45 mmy enzima en un vo­
lumen total de 0,05 ml; la reacción se detuvo por onlentamien­
to de 2 minutos a 100°. El volumen de la muestra se llevó a 1

ml con etanol 96%y se desarrolló cromatOgráIicumente en papel
Whutman3 ME, según el métooo descripto en la Primera Parte.
La zona correspondiente a los disacáridos fue eluida y su radio­
activ1dcd contada. Unaunidad de actividad glucosiltrunsferá­

sica (Ut), se iciinió comoaquella que catalizu la incorpora­
ción comodisncárido de un uno por mil de la rudioactividud
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colocada inicialmente comoglucosa, en las condiciones del
ensayo.

Cuandola actividad se determinó en presencia de ri­
boflavina cono "aceptar", la mismareemplazó a la glucosa-C14
en el ensayo descripto, a una concentración de 8 mM.El ribo­
flavinil-glucósido formado fue detectado de acuerdo al método
de Whitby (86).

Conglucógeno como"aceptor", la actividad glucoeil­
transferásica se determinó en una mezcla que contenía: buffer
acetato pH 5,2, lOO mm. maltosa-C14 30 mm, glucógeno 180 mg/ml

y enzima en un volumen final de 0,05 ml. Se incubó l2O minutos
a 37° y detuvo por calentamiento. El volumen de la mezcla se
llevó a l ml con agua y agregó 1,25 ml de etanol 96%. Se ca­
lentó hasta ligera ebullición y dejó precipitar en frío. Luego
de ello el sobrenadante se eliminó por centriiugación y el
precipitado (glucógeno) se disolvió en l ml de una solución
de maltosn 50 mm,volviendo a precipitarse por adición de eta­
nol. Esta etapa de ¿recipitación se repitió dos veces; al ca­
bo de ello el ¿lucógeno se resuspendió en KOH33%y calentó
15 minutos a 100°. El ¿lucóLeno así tratado fue precipitado
tres veces más; luego de esto se disolvió en agua y evaporó a
se1uedad sobre una pluncheta de acero inoxidable. Los productos
rudioactivos solubles en etanol 50%obtenidos en la primera
¿recipitación del ¿lucó6cno, fueron cromatografiados e identi­
iicados de acuerdo al méIOuoya descripto.

AUTIVÏDALALILOLITIC“ TcTiL: La acción com­

bingdn de l: Cí-fifiLlas y cc la cí-¿lucosid su sobre el blucó­
¿eno (Ver mi: adelante) fue detectada incubundo a 37c durantr
3C ¿inutus la siguiente mezcla de reacción: ¿lucóbcno 8 m¿/ml,
buiier ¿opi to ¿H 6,5, lCC mL, ¿lHL 20 m1 y enzima en un volu­
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menfinal de 0,05 ml. La reacción se detuvo por calentamien­
to, determinándose el poder reductor con el método de Somogyi­

Nelson. Lu unidad de actividad amilolítica (Ua) se deíinió
comolu cantidad de enzima que celiza la liberación de l mynol
cie ¿llluOSíi por minuto de incubación, en las condiciones des­
criptas.

RESULTADOS

I)G;.,U'\,‘uSIDLSAS DIC HIGADO DE MTA:

i-‘íiOi’IEDLÁJEI:GÏIÏLu’iLES DE LA AC’IIVIDuD GLIUC'SIDASICA EN Eí'l'ltkC­

Tos cnUDob:Inicialmente el estudio de este actividad enzimá­

tica se realizó con las preparaciones crudas de hígado dc ru­
ta descri¿tas en la Primera Sección.

a) CUMSODE Lu REACCION: En las condicio­

nes del ensayo (maltosu lO mm)la hidrólisis de lu meltosa,
catalizada .or el extracto crudo es una función lineal respec­
to del tiempo.(figura 30).

¿Í l
ga." T ' Fir‘ura 0: Curso de la reacción
¿5' de hidrglisis de la meltosa,ca­
5 0 talizuaa por un extracto crudo
¡”5‘04P 4 de hígado de r;.ta (sobrenadan­
N I - - .“J te de 100.000 x g, Q1LliZ&Q0)o
gg o Las condiciones se inuiCLn en
9 / el texto.to’z.. o 1
«3 /
.9 o
É l
z: n

C) 30 60 90
HI NU TOS
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PURIFICACION DE LA ACTIVIDgD GQUCDSIDASICA DE HIGADO DE hnTA.

l) Extracto crudo: Se obtuvo comoee indica en la Primera Par­
te de hígudcs periqndidos provenientes de rutas prealimonta­
das coa sacarosa. El tejido se homogeneizó en un homogeneiza­
Jor Virtis con un voiumen de ESTAl mm, contenicni ClNa 25

m¿; lueto de ceutrifugar 15 minutos a 18.000 x g (todos las..1

Ogcraciones sc llevaron a cabo entre Oy 4°), el sobrcnudan­
te fue nuCch ntc centriiigcdo a 105.000 x g cur nte 60 minu­
tos.
2) Precipitación en Lucio ¿ciao y con sulfato de anonio: El
sobrenudnate de ic áltiuu centrifugcción en lc etcya anterior
se llevó a pH 4,6 con ¿cicc acético ll y al c:bo ae 15 minu­
to: se u’SeÚhóei ¿recipituqo por ccntriiugución de 15 minu­
tos a 18.000 x g. nl sobreiuuunte se lc aqicicnó BULÍLLOue
amonio hasta 30fl de saturación, yrocediéncose de acuerdo al
métododescripto en lu Erime-a {arte hasta obtener la i'uc­
ción precipituble entre 30 y 60%de sa tración de sni'ato ue
amonio, deuaiii_cadu ¿or columna de Sephudex G-25.
3) Adsorción en ¿el de iosia‘o de culcio: La fracción obte­
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nidu de le columna de Sephadex, se ajustó a una concentra­

ción de proteina dc lO mg/ml, con una solución conteniendo
EDTAl mm, ClNa 25 mMy buffer acetato pH 4,8 hasta una con­

centración final de 5 mm.La mezcla se homogeneizó con un pre­
cipitado de gel de fosfato de calcio en una proporción de
4 mggel/mg proteina. Luego de centrifugar 5 minutos a 18.000
x g el precipitado se eluyó, homogeneizándolo en EDTAl mM,

conteniendo ClNa 25 mMy buffer fosfato pH 6,8 15 mm(un vo­

lumenigual a la mitad de la solución proteica adsorbida);
luego de centrifugar en forma similar y de separar el sobrena­
dante se repitió el proceso de ¡lución con EDTA-ClNa-fosfdto.
Los sobrenndantes de ambas eluciones se utilizaron comofuen­

te de enzimapara la si¿uiente etapa de puriiicnción
4) Cromatografía en columnade dietil-aminoetil-celulosa (DEAE­
celulosa): La DEAE-celulosafue preparida de acuerdo a Peterr

Y Sober (137). Las condiciones para ia cromatoLrufia fue­c.
son

ron: 2,2 mgde proteína por ml de columna; relación altura
diámetro, lO; flujo 0,5 ml/min; equilibración con ClNa 25 mM
conteniendo EDTAl mmy buffer fosfato pH 6,8, 15 mr. La colum­
na se curtó con la fracción eluida del gel de Íosf to de cal­
cio, eluyéndose la enzima con una solución de composición i¿unl
al lí1uido de equilibrio conteniendo concentraciones crecie­
tes de ClNa. La actividdd enzimática elusó practicamente en
su totalidad a la concentración de 100 mmde ClNa (figura 35)
En la tabla VII se muestra una marcha de purificación reali­
zada según el procedimiento descripto. La recuperación enzimá­
tica iue en general baja, oscilando entre el 6 y el 14%de la
uctividud inicialmente determinada en el extracto crudo. En
cuanto‘a la purificación lograda Verió entre 25 y 75 veces
respecto.del crudo. En todos los casos la purificación esta­
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ikfara ¡5: Cruzato¿rafíu en 43¿;rce¿ulosu de la ucïividad
d-gLucosidásica de hígado ue ruta; (O), proteína; (o), ucti­
vidad CX-LLucosiuásica meuidu con mgltOSQcomo sustrato.

ACTIVIDAD[NZ/MAr/CA(ug/ml) 0

Tabla VII: Eurilicgaián ue la actividnd glucosia¿Qica de hi­
¿íLLiO de I‘LL‘L’Lo

1‘¿“QVIUX

bxtructo crudo

“cipit. pH y3, y.

to de amonio

Gel fosfato Ca ll
ELLE-celulosa 5

(°) La actividau se uetyrwinó sobre alícuota pasadas n tra­
vés ue columnhs de Lephuuex G-25.
Abreviaturas: A. 5.: uczividnu especíiicu (UV/m5proteína);
A. T.= activid a tuttlo D
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ba en relacion inversa a la recuperación (°). En cuanto a la
estabilidad de las preparaciones obtenidas era escasa en las
preparaciones mas purificadas, aun almacenadas a -15°. Lor
el contrario tanto el crudo comola fracción precipitada con
sulfato de amonio y pasada por Sephadex, mantenía durante
meses su actividad original almacenados a -15°.
PROPIEDMDBS DE LA ACTIVIDAD GLUCOSIDASICA PUhIEICADA:

a) pH OPTIMO:Comopuede verse en la figura 32 la preparación

purificada. posee su óptimo de pH desplazado hacia el lado
alcalino, respecto del correspondiente al extracto crudo.
b) consuma DELZICHAELIS:El valor determinado para la mal­

tosa fue de 2,18 mM¡practicamente la mitad del obtenido con
el extracto crudo. Por otra parte el fenómenode inhibición
por altas concentraciones de sustrato, es en este caso, apre­
ciablemente más marcado (figura 33).

Las discordancias observadas entre las propiedades
de la actividad glucósidásica determinada en extractos cru­
dos y la correspondiente a las preparaciones purificadas es
un hecho significativo. De estos resultados surge necesaria­
mente la conclusión de que no existe identidad entre la acti­

(°) Trabajos posteriores (138) han permitido obte­
ner uno de los componentes del sistema de O(-glucosidasas de
higado de rata considerablemente purificado (más de 500 veces)
y con un aceptable rendimiento (10%). Tal hecho fue logrado
aprovecnandola considerable estabilidad que presenta el re­
ferido componente a pH 5, aun a temperaturas superiores a 60°.
Las etapas utilizadas en la purificación fueron: calentamien­
to a PH5 a 60°; precipitación con sulfato de amonio; croma­
toLrafia en DEAE-celulosa;cromatografía en hidroxil apatita;
y tratamiento con gel de almidón para eliminar el remanente
de o(-amilasa. Las referidas etapas de purificación fueron
realizadas en su totalidad a pHinferior a 5,5.
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viddd ¿l cosidásica del extraCIo crudo y le perteneciente al
preparado purificado. La razón más probable de tal hecho ra­
diccría en la existencia de dos o más glucosidasas cuyas cun­
tidudes relativas, rcpecto del extracto crudo, se irían modi­
ficando a trnvés del proceso de puriiicución.
DISTnIBUCIOH CITOLLhSMATICA DE LAS GLUCUSIDUSAS ¿N HIGADO DL

RATA:¿on el fin de corroborar la existencia de más de una ac­

tividad D(-glucosidásica en hígado de ruta, se decidió reali­
zar un ircccionamiento de dicho órgano.

Las ratas fueron privadas de comida durante 20 horas,
al cubo de lo cual se sacrificuron por un golpe en la Cabeza.
Los higados se homo¿eneizaron en sacarosa 0,25 m conteniendo
EDTAl mmy sometieron a ccntriiugación ciiercncial según el
método descripto por deDuvey colaboredores (139). Los diferen­
tes precipitados obtenidos (mitocondrius, lisosonus y micro­
somas), se homogeneizuron en cinco veces su volumen de ESTA

l mmy centriiugaron 3C minutos a 104.000 x g. Los precipita­
dos así obtenidos se retomaron nuevamente cn LDTAl mm, homo­
geneizaron, congelaron, descongeiuron y centrifugaron nueva­
mente 30 minutos a 104.000 x 5. La extracción se repitió una
vez más y entonces se juntaron los sobrenudantes corresponé
dientes a cada fracción para constituir las denominadas"irac­
ciones extraíbles". Los precipitados obtenidos de la última
centrifugación se homogeneizaron en un volumen similar de
EDTAl mm,coastituyendo las denominadas "frdcciones no-extra­
íbles". Todas las irucciones así obtenidus, así comouna ali­
cuotd del sobrenudunte final se dializaron 4 horas contre EDTA
1 mmcon dos Cumbias de líquido.

En la figura 36 puede apreciarse la distribución de
las actividades glucosidásica y smilolítica en las distintas
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Eifira ¡y Lústribución citoPlasmática de las actividades
uïblucosidásicas y umiiolitica en hígado de rata. Las acti­

vicuúes cX-giucosidásicas iueron determinadas utilizando mul­
iosu comosustrato con el método habitgal, excepto en el ca­
so ¿e i; fracción sobrenadunte, cugo ensayo se llevó a Cubo
a .H 7.

ÏTLCCLCCOHc;tcplasmáticus. Comose vc, la actividad glucosi­
dásicc se localiza principalmente en los lisosomas y en el
:obrenudznte final, mientras que la "actividad amilolitica to­
til" lo nace particularmente en microsomasy en la fracción
sobrcaadante final.

¿n lg figura 37 se ven las curvus de pH de las ac­
tividndes glucosidásicas corresponuientes a las fracciones
cito¿lusmáticus. Se determinó la existencia de gos tipos de
activiuud: una con un máximou pH 4,5 localizada en mitocon­
u ias, lisosomas y microsomus; lu otra, con localización en
el Líïuiuo sobrenudante presentó el máximode pH cercano a
la neutralidad.
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10 r————-T—'h,
o WS rr 1' Fi a : Curvas de ac­

o \\ ///// tividnd ¿lucosidásica en
g 30- O o — función del pH, de last 8 ' distintas fracciones sub­
É celulares de higado de

q 602 Ü\ .. reta.
“Q4 D J Las condiciones son las

g del ensayo de actividad
s940 _ o I o .. con maltosa como sustra­
z to excepto que lo. con­u: a
C3 centración de buffer fue
á 20.. D .. de 0.2 M. A pH 7 o mayo­“ o res las mezclas contu­

vieron acetato ue sodio
o I I l Y alcalinizado; similar­
J 4 5 6 7 ¿I mente en las cercanias

pH de pH 3 se utilizó áci­
do acético. Para el caso

de la tracción microsomnl se empleó buffer fomiato a pH menor
¿ue 4. (O), mitocondrias; (D), lisosomas; (o), microsomas;
(I), sobrenadzzntei'inal.

En la; tabla VIII, se indican las especificidades
(ie las ncividades d-¿lucosidásicns pertenecientes a las
distintas fracciones subcelulares. Resultados similares se

Tabla VIII: Especificidad de las fracciones subcelulz-zresde
hígado de rata hacia diferentes disncáridcs de la serie d.
Las velocidades se expresaron comoporciento de la actividad
respecto de la multosa, a la concentración de sustrato indi­
cada, en la mezcla de incubación hubLtuul.

SUSTRATO Unión :ÏÉZÏÉSEÏ Mitoc. Lisos .Hicros Sob.
Laltosa cl-i—-4 11 100 ioc 100 100

I'Iigerosa 0(-l-'3 12, 2 130 llO 136 57
Kojibiosa o(-l-*2 14, 5 61 67 43 28
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obtuvieron con :icrosomus, lisosomas y aitoccndrias, hecho que
su¿iere que una cisne enzima es la responsable ue la actividad
en uichas partículas. Comopuede apreciarse la Q{-glucosidasa
"ácida" lisosomul es más activa hacia nigerosu lue hacia mal­
tosa. Por otra ¿arte la QX-gluccsLdasu"neutra" de 1L fracción
sobrenadunte es más específica hucia las uniones_0(-l-F4 de
la maltosa.

II) GpiíeïOLL-IDJ-LAL"DE HIGnm .3: mano:

;UnIYI¿hCIOI: A menos que se indique lo contrario todas lu'
oyeraciones fueron efectuadas a O-4° y las centrifuguciones
realizs'ns a 10.000x g durante 20 minutos.
l) Extracto cruuo: Tres perros ¿ue pesaban entre 12 y 20 Kg
fu ron eyunzuoa durante 20 horas. Al cabo de dicho tiempo se
anestesiuron mediante una dosis de Nembutal cnuovenosa (50 mg
/Kg ¿eso coryoral) y dejaron uesan¿rar a truvés de los vasos
cervicales. Los níéudos iueron extruidos e inmediutamente per­
iunuiuos a truvés ue la vena porte, primeramente con ¿gue de
canillu (1.500 ml por hígado) y luego con unn solución de EDTA
l mmirío. El tejido se homogeneizó en licuadora con un volu­
Len i¿unl ue BETAl mk y guardó, en congeladoru a -15°. Luego

ce uescongelar el hom05eneizado, se lo pasó por dos capas de
muselinu y el filtrado se centrifugó a 1.000 x g lO minutos.
2) Breciyitación ácida: El extracto crudo iue acidificado por
auición de ácido acético l Mhasta pH 4,2 y luego de 15 minu­
tos se centriiu¿ó. El líiuido sobrenaunnte fue inmediatamente
neutralizado con amoniaco y se guardó uurunte la noche en he­
ladera.
3) Fruccionumiento con sulfato ue amonio: El líquido sobre "­
dante de la etapa unterior se fruccionó con sulfato de amonio
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sólido entre 30 y 60%de saturación. El precipitado obtenido
por centrifugación se resuspendió en EDTAl mm(0,05 del volu­
men original) y dializó durante 40 horas contra EDTAl mMcam­
biando varias veces el liquido.
4) Gel de fosfato de calcio: La fracción dializada se mezcló

con una suspensión de gel de fosiato de calcio en una propor­
ción de 3,9 mg de gel (peso seco) por mg de proteina y alca­
linizó por agregado de tris(hidroximetil)aminoetano, base li­
bre, a la concentración final de lO mm.En tales condiciones
la concentración iinal de proteína fue de 4.5 mg/mly el pH
aproximadamente 8. La suspensión se agitó durante 20 minutos
luego de lo cual se eliminó el precipitado por centriiugación.
Al líquido sobrenudante se le agregó sulfato ie amonio sólido
hasta saturación y luego de dejar 30 minutos con agitación oca­
sional se centrifu¿ó. El precipitado fue resuspendido en EDTA
l mm(0,3 del volumen original de la iracción de sulfato de a­
monio) y diaiizó contra EDTAl mmdurante 23 horas, cambiando
varias veces el lí¿uido.
5) Cromatografía en columna de DEAE-celulosa: La DEAE-celulosa
iue preparada según el procedimiento de Peterson y Sober (137).
Las condiciones utilizadas para la cromatobraiía fueron las si­
guientes: 3 mgde proteína por ml de columna; relación altura/
diámetro de la columna: 6; ilujo, 0,5 ml/minuto; volumen del
sistema de elución (reservorio más cámara mezcladora), 20 ve­
ces el volumen de la columna; volumen de las frucciones, 0,01
del eluido total. La columnafue equilibrada con buffer fosfa­
to pH 7,5, 5 mm, conteniendo EDTAl mmy se cargó con la frac­

ción del gel de fosfato de calcio. Luegode lavar con la solu­
ción de equilibrio (dos veces el volumen de la columna), se elu­
yó con un ¿rudiente lineal a pH7,5 en el cual el iosfato y el
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>13“ uuuenteron de 5 5 O a 15 y 250 mi resgectivumente, mien­

tras ¿ue el La?“ se ¿antuvo constante a l mk. Las fracciones
¿orreernuientes u lo; picos de actividad (Ii¿ura 38, A) se
¿unt;ron y preci¿itaron por auición ue sulfutc de amoniosóli­
do hastu suturución; las suspensiones iueron oejadas precipi­
tnr curnnte una noche antes de centrifugar. Los precipitados
se resuspendieron en un pequeño volumen de agua y oializaron
carente 5 horas contra hDTAl a. Comopuede apreciarse en la
;i¿;ur:.- 3h, n, se obtuvieron dos picos de actividad d-glucosi­

60 ' ¡ r I ‘I lo r Q6 .. A
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' Tv,dá81ca; uno ¿ue eluyó con una conecanrución aproxim.u¿ ae “¿nd

(¿e 25 mL;(rico I) 3/ el otro que ¿o hizo con Ulï'íu 110 mL'.(:1co

II). Las enzimus se yur;11curon 27 y 3h veces resgccviVxLente
con una recugerACLÓnde a"tivluad C(-¿Lucoaiuúsica respecto
uel crudo uel 6%. Comose ve en la tabla IX la relación de ac­

1tiviauq CÍ-¿lucoslaíslca a la actividad u:1¿ulít¿cn tJIuL, au­
menta garante tou s las etapas ue ¿urllicación h: La un va; r
ue 6 ¿arg el pico íI. En este punto l; onzima está yruczica­

.L
L1mente libre de ooutaulnución por 0(—u:ilasp. Ls c hecho no Ocu­

rre cun cl pico I.

' "»'. . .':.',.» 4' ,>.. .»' \. . ,. x’m. ‘Taola 1A. ¿a11¿1¿a¿¿un ¿e ¿ha en¿¿:ws we nl u¿U Ju ;srro.L

- ¿
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LLJ’JÏJJ’"

l,

thr. crudo “ '”‘ 145
Sob. pH .' " 109

¿uliuto ¿monio '7 ‘ 85

Gel lOsigtO u; " ' 53

DÁnÏ-CCLULOS&

;ico I
Jico 11 - 1.n.;,‘ñ..\.\_.....

¿r LM¿, ¿LHTBVLL‘LMIHÁ) nah; LM“) M-_MA a (¿3.leLmL;o

.. . .1 -. —,- — Y .:urlilcuc1on ¿el 51:0 L2 ga unzlíh ¿e cvzc ¿leo
¿. 'V 1 "".'"‘ .‘ ..: ' ' xu otru cruzuvpgru1íp un c3*umnn ¿e Jü“p—cell¿osu, w-enaosa

¿ue clu¿ó en l; misnu _or-clón rosgcqto “al gradiente de olo­
ruro uC avulo (IiLQTu 3€, B). “a Jrich;ción obtenida varzo



de l a 4 veces. Esta segunda cromatografía no resultó exito­

sa dado que el rendimiento logrado fue bajo (menos del 20%)y
que la enzima permanecía aun contaminada con actividad CX-ami­
lásica. Dicha contaminación pudo ser facilmente eliminada por
tratamiento con ¿lucógeno particulado purificado con urea (Ver
la sección de Material y Métodos). El precipitado de glucóge­
no particulado se mezcló con la solución enzimática (25 mgde
glucógeno por mg de proteína) y luego de agitar continuamente
durante 15 minutos, la suspensión se centrifugó 60 minutos a
100.000 x g. El precipitado se eliminó y el sobrenadante se
centriiugó nuevamente de la mismamanera. El eobrenadante así
obtenido resultó con la mitad de la actividad 0(-glucosidásica
inicial en el Pico I y sin contaminación por CX-amilasa (rela­
ción de activid d.CX-glucosidásicaa amilolítica total igual
a 8,4).
Purificación del Pico II: Cuandoesta enzima se sometió a o­

tra cromatografía en columna de DEAE-celulosa en iorma similar
a la ya uescripta, la posición en que eluyó la actiVidad enzi­
mática respecto del gradiente de cloruro de sodio fue la mis­
ma (figura 38, C). La recuperación lograda fue del 50%y la
purificación de 4 veces. No hubo einembargo modificación en la
relación de la actividad Cí-glucosidásica a la amilolítica io­
tul. J
ACTIVIDAD¿IiLASICA EN LOS PICOS I Y II: Para determinar la

existencia de una contaminación por Cí-amilasa de las prepa­
raciones de CX-flucosidasa, se emplearon dos procedimientos:
a) prueba de la activación por ión cloruro; y b) determinación
de la relación de la actividad CY-glucosidásica a la amilolí­
tica total. Dadoque la actividad(X-¿lucosidásica, utilizan­
do ¿lucógeno comosustrato, no muestra activación por los io­
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nes cloruro y con el iin de detectar la presencia de CX-amila­
sa se determinó la actividad amilolítica total (ecuaciones
VIII, IX y X de la Primera Parte) en presencia y ausencia de
cloruro de sodio 20 mM.Por otra parte cuando las actividades
CX-¿lucosidásicay amilolitica total se ensayaron en las con­
diciones habituales, la relación de la actividad CY-glucosidá­

sica a la amilolítica total (Us/Ha) dió Valores mayores de 8
y 6 para las enzimas del Pico I y del Pico II respectivLmente,
cuando éstos se encontraban libres de contaminación por O(-ami­
lasa. En estas condiciones no se pudo obsrvar activación por
iones cloruro, utilizando glucógeno comosustrato, y se obtu­
vo una gráfica tipo Linewsaver-BurKlineal cuando se determinó
la afinidad de las C{-¿lucosidusas por el polisacárido. Como
puede ve se en la Ii¿ura 39 una contaminación poríX -amilasa
incrementa apreciablemente las velocidades a bajas concentra­
ciones de glucógeno a pH 5,2 aún en ausencia de cloruro. Tal

‘ Gráficas de

Ilv'
Lineweaver-Burk para di­

20- ferentes preparaciones de
c las enzimas correSgondieg
J tes a los Picos I y II,

2 15* utilizando glucógeno como
\\\ . c sustrato.*»10- ' Efecto.de la eliminación

delacontaminaciónpor/
,3 g

_ CX-amilasa de una prepa­
5_-, ración de la enzima del

j a l l l l Pico I purificada por dos
06 o ¡Opasajes a través de una

o Q2 Q4 ' ’8 ' columna de DEAE-oelulosa;
7/5 (mI/m9) antes (O) y despues (n)

de una adsorción negativa en glucógeno particulado. El gráfico
correspondiente a la enzima del Pico II obtenida en la prime­
ra cromatografía en DEAE-celulosa se indica con el símbolo (o).
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Conel iin de correlacionar las determinaciones, todas las
veloc;dades se expresaron comofracciones de las velocidades
máximascorrespondientes.

comportamientose debe indudablemente a las diferencias exis­
tentes entre las afinidades por el ¿lucógeno entre la 0(—ami­
lasa y las Cí-gluccsidasas (figura 14 a table X). Todas las
preparaciones enzimáticas del Pico II, uislndas en la primera
cromatografía en columna de DEAB-celulosa, mostraron una grá­
iica tipo Lineweaver-Burklineal; un ejemplo típico se puede
a reciar en la iibura 39.
rnOkIEDLDEU DL LA: GsUCLSIDnSAS DE HIGHDO DE PERRO:

a) pH OPTIMO:Como puede apreciarse en

le iibura 4C el pH óptimo para la actividad Q(—¿lucosidásica
del iico I, utilizando mltosa comosustrato, iue de 4,&. El
mismomáximose encontró par; la activdad glucosiltransferási—
ca. Gon ¿lueóg.no comosustrato, el máximopara la cx—¿lucosi­
dasa se desplazó a pH 5,2. Auniue las curvas para las tres

es

00' [4: \\ |‘ F1¡ura 40: Curvas de pH para\ las actividades cí-glucosidfi­
sicas y transgiucosidásica
correspondientes al rico I.

n (A), actividad d-glucosidá­
l sica ensayada con maltosa;

¡o (O), actividad d-¿tlucosidá­
sica ensayada con ¿Lueógeno;

0‘ (o). actividad¿lucesiltrans­o O - Í'era'sica.

3// Las condiciones de los ensa­¡ L 17 yos corresponden a ln: indi­
3 4 5 6 ¡v cadas en la sección de Méto­

dos nnalítieos y en 7 !¿u­
PH ra 37.

75r 4
O

50"

25­
l

PORC/ENÏODELOPT/MO
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actividades no son superponibies, su apriencia ¿eneral es si­
milar, determinánsose actividades muybajas fuera del rango
3 a 695­

Las curvas de actividad en lunción del pH para el
pico II, son del mismotipo para las tres actividades, pose­
yenoo un amplio máximo que se extiende aproximadamente de4,5a6,50

10 I

o I 9335x05”\ Figura 1 : Curvas de pHparalas actividades W-glucosidá?
/°/ \

73__ //// sicas y transglucosidásica° correspondientes al Pico II.
0/

O

ln

4 (A), actividad cx-¿lucosidá­
sica ensayada con maltasa;A

_ (0), actividad CX-Llucosidá­

/// sica ensayada con glucógeno;

{9/
l

(D), actividad glucosiltrans­

PORC/[NroDELaprmo

8'

25 — ferásicu.
Las condiciones de los ensa­

0 L 17 yos corresponden a las indi-‘
3 5 6 7 cadus en la BeCCiÓn de Méto­

pH dos analíticos y en la figu­
ri. 37.

b) CINE-JIICA Y EJEZSEUIFICIDJADDE mas ACTI­

VID DESHIDRLLITICAS:hn las condiciones del ensayo para la
(X-¿lucosidasay glucosiltransferusa, la relación entre acti­
vidad y tiempo o concentración de enzima fue lineal para el
rico I. Un comportamiento algo diferente se observó en el ca­
so del Pico II; aun4ue las velocidades de reacción fueron pro­
porcionales a la concentración de enzima, disminuian con el
tiempo de incubación, particularmente a bajas concentraciones
J( sustrato. Tal fenómenoseria de esperar si la glucosa, pro­
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uueto ¿e la reacción, fuera inhibidor de la misma. Esta supo­
sición se encuentra aVulads por el hecho de que la glucosa es
un inhibiuor competitivo de la hidrólisis del CX-fenil ¿lucó­
sido en extrsctos parcialmente purificados de hígado de rate
(i igura 34) .

La table X muestra los Valores para las constantes
de Lienuelis en lus preparaciones de hígado de perro para dis­
tintOs sustratos. Puede verse que la enzima del Pico II posee

stia X: Parámetros cinéticos corr spondientes a las activi­
oaues d-glucosidásicas y a-umilásica de hígado. Las velo­
cin des fueron expresadas en término del porcentaje de enlu­
es ¿lucosíaicos hidroiizasos en relación a lu maltosa, a las

concentraciones de sustrato inuicsdus,en la mezcla de reacción
hsbitual.

Pico I Pico II
SUSTKATO Unión Qonc. Vel

(IBM) ‘ (7») (111131) (7-)

Trensiosa DFI-.1. lO 2 2

Áojibiosa H—l-’2 14.5 9,5 32
Nigerosa Q-L-v3 12,2 - 12,5 5
thtoss ü-l-v4 ll 1,1 100
IL on.;-lt‘0s‘u l-F6 12 2

d-ienil-¿iuc. d- lO 2

¡Jeioblcsa lO 2

Giucógeno (°) 4 16 17 25 4 0,5

(F) Todas las concentruciones oe glucógcno se expresaron en
mg/ml. El procedimiento pare la obtención de la constante de
Xiehselie de la cR-amilssa pura éste polisacárido corres onde
ul indie do en la iigura 15.

mayor afinidad para ls maltosa que el Pico I. Por otra
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parte , la enzima de este último, posee mayor afinidad hacia
la niger0su, glucógeno y posiblemente 0(-fenil glucósido.

Con maltosa comosustrato, pudo establecerse que las
velocidades iniciales de hidrólisis disminuían para concentra­
ciones mayores que lO mMpara el caso del Pico I y 20 mmpara
el correspondiente al Pico II (figura 42). En el primer caso
el fenómeno es lo suficientemente marcado comopara dar una
innibición mayor del 30%en las condiciones óptimas del ensa­
yo (lO mude maltosa). Comotales observaciones también fueron

,—joo L____;5 l Figura 42: Influencia de lu
EQ ,0 ““\\\\‘ concentraciónde sustrato so­
: 0 1 bre la actividad ot-glucosidó.­
t 75"J " sica de las enzimas de hígado
>T< 1 o de perro. Excepto la concentra­
E 50., 0/ ción, las condiciones corres­
Q ponden a la mezcla de incuba­
g / ° ï ción habitual.
g 25 ,0 4 (o), Pico I; (o), Pico II.
Ci
>.

444 l l
0 10 20 30 40

MALros.4 (mN)

ueCLHScon otros disacáridos, pareció adecuado trabajar a
concentra.iones de sustrato en las cuales la inhibición por
el mismo fuera mínima; esto es, entre lO y 15 mM. En estas
condiciones las velocidades relativas, tomandoa la medida
con multosa como 100%, se indican en la tabla X. Puede apre­
ciarse que la actividad 0(-glucosidúsica del Pico II es más
esneoiiica hacia la maltosa, mientras que la correspondiente
al Pico I es más activa con Kojibiosa, nigerosa, isomaltosa
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y (X-fenil ¿lucósido ¿ue la correspondiente del Pico II. No
pudo detecta se actividad ni con celobiosu ni con tmhalosa.
Ambcspicos fueron c peces de hidrolizar el glucógeno, pero
la actividad del Pico I, expresada en términos de por­
centaje de actividad respecto de maltosa, fue cuatro veces ma­
yor ¿ue la del Lico II. Debido a las bajas afinidades que so­
bre el blucóbeno exhiben estas glucosidascs, las velocidndes
observud.s a ln concentración ue sustrato utilizada, fueron
o stunte pe4uenns.

c) PHUJIIEDADESDE ACTIVIDADES GLUCOSIL­

InhN0-E¿ASIOn5:

I) 2.4er como "DADOH",mueca-014 como "¿ACEP­

TLR": En la tabla XI pueacn a reciurse las carncteristiCLs ci­
néticas ¿e las actividhdes ¿luccsiltransierásicas corresyon­
uientes n los yiccs I y II. Con multosa como "dador" de ¿rupos
¿luv silos y hluccsu-Cl4 como"aceptor", la actividad del Pi­
cc ll, mostró una u;inidud dos veces y Ledia mayor por la glu­
cosu ¿ue la correspondiente al Pico I (fi¿ura 43). Cuandola

'abua 1:: 'erámetros cinéticos de las actividades ¿lucosiltrans­
-erfic;; . de hígado de perro.

(A ue riiic- delación de Relación de Kmde lu
N", w, actividad in incorpora- incorpora- glucosa co­
11‘14 IL‘AJI T . . u ncorporada al eión el glu- Ción a la moaceytor

blucógenc en cógeno: (cpm glucosa: (mm)
120 uin)/Ug 120 min)/Ug Ut/Ug

rico I 0,015 13,4 0,0123 160
iico II 0,010 9.3 0,1650 60

comyaración se eicctuó en términos de velocidades referidas a
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Figura 4}: Gráficas de Lineweaver­
Burk para la determinación de las
constantes de Michaelis para la
glucosa como "aceptor", de las
actividades glucosiltransferási­
cas de higado de perro.
(o), Pico I; (o), Pico II.
Con el Iin de correlacioncr las
determinaciones, todas las velo­
cidades se expresaron comofrac­
ciones de las velocidades máximas.

una mismaactividad hidrolítica sobre maltosa (ensayando la
transfnrencia y la hidrólisis en las condiciOneshabituales),
la uctividnd ¿iucosiltrunsferásica del Pico II rcsultó ser en­
tre lC y 14 veces suyerior a la homóloga del Pico I (tnbla XI
y :igurs 44). Respecto de los porcentajes de radioacïividad

50 EE

u 0005 H
É i ‘°\ l l - 003
‘L 004 - ° ' 8‘80' \E ° E

0,003- \. _o'0¿{
= . ‘c

É ooo‘oxo 00,0!gI-n \ o ¡á
g 1 1 n 1 E.i o XZ

GLUCOSA(mH)
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Firura 4: Actividad ¿lucosiltransferásicu de las enzimasde
hlquO de perro, en función de lu concentración de glucosa
como "aceptor". Las ac ividndes fueron expresadas como el por­
centaje de recioactividnd (inicialmente comoglucosa-C ) in­
corporada a la "zona de disacáridos". Con el fin de correla­
cionar los valores así obtenidos, los ;orcentajes fueron re­
f ridos a una mismaactividad CX-glucosidásica (maltosa como
sustrato).
(o), Pico I; (o), Pico II. 14La flecha indice lu 00ncentreción de glucosa-C , utilizada
en la mezcla de incubación habitual, indicada en Material y
Métodos.

inicialmente como¿lucosa, incorporudos a los disacáridos,
puede verse en la figura 44 que en ambos picos la incorpora­
ción porécntual aumenta con el descenso en la concentración
de ¿lucosa. Extrnpolnndoa dilución infinita, los valores ob­
tenidos por unidad de actividad CX-glucosidásica (multosa co­
mo sustrato) por minuto de incubación fueron del 0,00165 y
0,037 porciento respectivamente para el Pico I y II.

Al cubo de una incubación de 120 minutos pudo apre­

ciarse ¿ue con la actividad glucosiltransferásica del Pico I
se obtuvo exclusivamente lu formación de disacáridos radicac­
tivos; mientras que con la correspondiente al Pico II, además
de disacúridos se obtuvieron oligosacáridos radioactivos de
menor movilidud cromatográiica y posiblemente entonces de
mayor ¿rado de polimerización (figura 45). Luego de eluidos
y recromatogrnfiados, dichos oligosacáridos retuvieron su mo­
viiidud coincidente con la mltotetraosn y multotriosa (figu­
ru 46). Respecto de los disacúridos obtenidos por incubación
tnnto de la actividnd del rico I comola correspodiente al
Pico II, nl ser corridos en electroforesis en papel presenta­
ron dos mnnchas rudiouctivns, una con movilidad de multosa y
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Fi'ura : Jetección
de los productos ra­
dioactivos formados
por acción de las ac­
tividades glucosil­
transferásicas de las
enzimas de hígado de
perro, utilizando mu;
tosa como "dador" y
glucosa-014 como "a­
ceptar". Las condicig
nes de la incubación
son las indicadas en
la sección de Material
y métodos.
La designación de los
productos es la que
se uió en lc figura
2.

Figura 46: Productos
rudioactivos formados
por acción de las ac­
tividades glucosil­
transferásicus de las
enzimas de hígado de
perro.
Los prOuuctos con mo­
vilidad de trisacári—
dos (A) y tetrasacá­
ridos (B), obtenidos
en distintas incuba­
ciones del ti o ilus­
trado en la iifiura 45
fueron eluidou y re­
cromuto¿raiiados de
acuerdo al método La?bituul.



la otra ubicada en lu cosición de isomultosu-niyerosa. En
el caso del Pico II, se pudo apreciar además un tercer pi­
co de rauioactividad con menor movilidad que la uultosu
(figura 47).

Figura 11: Productos
rocio ctivos formados

PlcoI por acción de las ac­tividades glucosil­
trunsferásicas de las
enziaas de hígado de
perro. Los productos
con movilidad de di­

PICOI sucáridos, 0‘01?caidosen distintus incuoa­
ciones del tipo co­
rresyondiente a la

. figura 45, fueron e­
i [soi/vw luiuos y u.eeuu-ollo.­

dos en electrofore­
sis sobre papel.

Las actividades glucosiltrunsfcrdsicas de los ¿i­
cos I y II, fueron tambien ensayadas reemglazaado a la gluco­
sa rudioactiva en la mezcla de incubación por manosu-Cl4(fi­
gura 46), galactosa-Cl4 (figura 49), fructosa-Ul4 (figura 50)
o ribofluvina (figura 51). En los casos de las hexosas citadas
se obtuvo con todas, formación de disucáridos cuya estructu­
ra no fue determinada. Conriboflavinu el producto for:.cc
presentó la movilidad del riboflavinil-glucósido. En todos
estos casos la cantidud de producto formado fué muniiiesta­
mente inferior que en las eXperiencias en que se utilizó ¿Lu­
cosa como "acertor", mostrando en touos ellos una modo?noti­
vidad el Pico II, respecto del I.
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Firara 48: Detección
de lor prOuuctos Tu­
¿iouctivos iormauo:
por las actividades
¿Lugosiltrunsferúsicus
de hígado de perro,
utilizando Daltosa
como "dudor" y muno­
sa-Cl4 como "aceptor".
Excepto el azucar ra­
dioactivo, Las candi­
ciones son las de la
figura 45o

Figura 42: DeteCCión
de lOs ¿rouuctos ru­
uiouotivws ÍOTELQOS
por lau actividuues
¿iucosiltrunsferásiuum
ue hígxco de perro,
utilizunuo multosu
como "dudor" y ¿alac­
tosu-Cl4 como "ace;­
tor".
Excegto el HZJCgr ra­
úiOuctivo,/1as condi­
cionus son las de la
Í 151.1111 4 5 .
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N. ‘ p. l . 4‘ ‘ .nl .. n..4.1)L-A..-.¿LL¡;-C4 nunk.)unidofd,
u 'r" ­“¿1¿1‘M". L1 Cubo up ;¿u ¿LHUÍOSue ¿noubnr en ebtus con¿1­

uLoncs ,uhc ¿_ÏGCluFUCuna yeiuehu incorporación al polisucá­
?1¿Ocel osucn ¿Cl 0,01 ul 0,02% ue lu radicactivluad iniciul—
m¿ni¿ ¿cicatdu como ZLlLOSu, por unidad ue actividad ¿lucoui­
uíilcu (tLolu 4). donïrariumonte a lo observado en las expe­
ylenc-uv ¿nt.r;ore;, un epLe cuso la relación ue incorpora­

a g l; uciiviauq ¿Lucouiuásica respectiVL, fue mayor en el
1:0 I ¿ue cn cl ¿leo ll. heapecto ue los prouuctcs solubles

en (L.no¿ 3L,, Jugo a reciurse además ae l; formación ae ¿Lu­
¿01' L; ae ïri tetra ‘ nontusacáriuos (ii uru 52).i ' - )

llfuru 52: “otecclón
ue los ¿roguctos ra­

CONÏROL uioactivos solubles
en etgnol 50%, lorma­
dOSpor las activiua­

pdes ¿lucuuiltransïe­
rásicas de lus enzimas

INCUBADO de híg do ue perro, u­
tilizanuo multosa-Cl4

PICOI cono "dnuor" ;,-'¿luoó­
geno cono "uCeptor"o
Lay conui¿10ncs de la

‘ exzcrienciu correspon­INCUBADO

PlCOlÏ

qun L ;;c inuiogdus
en ¿a mención ¿e Haie­

. 1 ‘.Ir1u¿ 3 ¿ot0u0L.
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d) REVEdSIBIQIDnD DE L“ ACTIVIDAD cau­

Q‘SIDASIUA:A la concentración de 100 mmde glucosa como úni­

co sustrato, la iorunción de productos ruuioactivos distintos
de ia mismafue negativa, tanto con la actividad glucosidási­
cu del Pico I comola correspondiente del Pico II (figura 53).

Figgga 2}: Ensayo de
la reversibilidnd de
la reacción cataliza­
du por las oC-gluco­
Bidusas de híbado de
perro.
Las mezclas ue incu­
bación contuvieron
glucosa (400.000 cpm/
pmol) 100 mm, buffer
acetato pH 5,2 100 mm
y enzima en un volu­
men finul de 0,05 ml.
Se incubó 330 minutos
a 37° y uetuvo por cg
lentamiento 2 minutos
a 100°. Los productos
se aisluron por croma­
tografía de acuerdo a

lo descripto en la sección de Luterial y hétOuos.
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INCUBADO

PICOIÏ LL
e) ACEIVLDADAMILC-l,6-G“UCOSIDA ICA:

Quando esta actividad se cnsudó según el métouo ue Cori (140)
con la enzima del Pico I o ln del Pico II, a la concentración
¿e 400 Ug/ml, los resultuuos fueron negutivos al cubo de una
incubación de 30 minutos a 30°.



DISCUSION

Los dos métodos empleados en el aislamiento de las
actividades glucosidásicas de hígado (centrifugación diferen­
cial y cromatografía en columna) han permitido demostrar la
existencia de por lo menos dos tipos de CK-¿lucosidasasz una
activa en el intervalo de pH 3 a 6 ("glucosidasa ácida"); la
otra activa en el intervalo de pH4 a 7,5 ("glucosidasa neu­
tra").

La "glucosidasa ácida" manifestó poseer una escasa
especificidad, puesto que hidrolizó practicamente todos los
CX-¿lucosil-disacáridos, ¿lucógeno y oC-¿lucósidos. La"¿lu­
cosidasa neutra", aunque también hidrolizó a dichos compues­
tos, presentó mayorespecificidad hacia la maltosa.

Conambasglucosidasas es caracteristica la caida
de la velocidad a concentraciones altas de sustrato. Tal
efecto, cnraccrístico a gran númerode sustratos, es mucho
más marcado en el caso de la "glucosidasa ácida" y de acuer­
do a Dahlqvist (141), puede atribuirse bien a una "inhibi­
ción por sustrato" o bien a un fenómenode transglucosida­
ción. Otro hecho destacable lo constituye la inhibición de
la ziurólisis por el producto de la reacción; el efecto fue
observado en preparaciones crudas de hígado de rata cuya ac­
tividad sobre el CX-fenil ¿lucósido resultó inhibida compe­
titivumente por la glucosa. El efecto no pudo ser reprodu­
cido reemplazando la glucosa por galactosa, fructosa, munosa,
xilosa o d -metil glucósido.

Las dos ¿lucosidasas poseen la capacidad de hidro­
lizar al glucógeno, formando comoúnico producto de la reac­
ción a la glucosa. Sinembargose tropezó con alLunas dificul­
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tades en la estimación de estas actividades glucogenOliticas.
Solamenteutilizando preparaciones purificadas, fue posible
demostrar que la producción de glucosa a partir de glucógcno
no requiere la acción previa sobre el polisacarido de la
(X-amilasa. Con el fin de demostrar que las preparaciones de
(x-glucosidasa no estaban contaminadas por actividad D(-umilá­
sica se emplearonlos siguientes criterios: a) ausencia de
activación por iones cloruro a pH6,5; y b) linearidad de las
gráficas de Lineweaver-Burk, cuando se determinó la veloci­
dad de la reacción en función de la concentración de glucóge­
no. Aunque en el presente trabajo se ha empleado tanto uno
comootro criterio con similar éxito, el método de Lineweaver­
Burk, parecería ser el másriguroso. Untercer criterio, la
detección cromatográfica de glucosa comoúnico prouucto de la
reacción soluble en etanol 50%. fue empleado en la Primera
Parte de este trabajo. Su valor es considerablemente menor que
los dos anteriores, puesto que la formación de oli¿osacári­
dos podria no ser detectada si existe muchomás glucosidasa
que amilasa. Rosenfeld y Popova (72) han utilizado con simi­
lares fines los cambios operados en la reacción del ¿lucóge­
no y el almidón con el iodo. Aunqueno existen indicaciones
de la sensibilidad de este métodopara detectar pequehas can­
tidades de actividad amilásica, parecieria ser menossensible
¿ue los anteriores.

Previamente la enzima que liberaba exclusivamente
blucosa del ¿lucógeno fue denominadaJ'-amilasa. fuesto que
esta actividad parece ser el resultado de la aCción de Cí-glu­
cosidasas con una escasa especificidad por el sustrato, no
parece razonable continuar con la utilización del término
X-amilusa :.n el caso de las q-¿lucosidasas de higado.
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Ambasglucosidasas poseen actividad glucosiltranefe­
rásica, aunque la enzima "neutra" pareció ser muchomás efec­
tiva a este respecto que la enzima "ácida". Las curvas de pH
de estas transglucosidasas presentan marcada similitud con
las correspondientes a las respectivas actividades glucosidá­
sicas. Este hecho pouria tomarse comoindicio de que una mis­
ma enzima es la responsable de ambas actividades. Comoresul­
tado de la actividad transgiucosidunte, resultó no solamente
la formación de uniones (1-Jr*4, sino además otras del tipo
CYLl-D3o CY-l-Üó. Estos resultadosgconfirman los de LuKoms—
maya (82). Posiblemente los dos sistemas enzimáticos unoihc­
tivo a pH4,8-5,0 y el otro a pH6,8-7,0 propuestos por esta
autora, son idénticos a las glucosidasas aqui descriptas. Las
enzimastambién sintetizan.el riboflavinil glucósido y una
serie de oligosacáridos ¿ue contenían 5alaot05a, manosay
fructosa. La enzima "neutra" ha demostrado poseer también en
estos CLSOSmayor eficiencia que la correspondiente "acida".
Conrespecto al riboflavinil ¿lucósido es de interés destacar
que la curva de pH para la actividad que la forma en higado
de rata, descripta por Whitby (85), presenta una marcada si­
militud con la determinada para la "glucosidasa neutra" en
la fracción sobrenadante de higado (figura 37).

Con maltosa-Cl4, como “dador” de grupos glucosilos
fue posible determinar una pequeña incorporación al glucógeno;
similar en orden de magnitud a la descripta por Here (83) pa­
ra extractos de higado humano. Esta incorporación fue mayor
para la enzima "ácida", en oposición a lo obtenido con los
restante aceptores. Sinembargotal comportamientopuede expli­
carse en términos de una mayor afinidad de dicha glucosida­
sa por el glucógeno (tabla X).
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Coincidentemente con la aparición de los resultados
descriptos en páginas anteriores (71), surgieron algunas dis­
crepancias con los datos queatiempo similar publicaron otros
autores. Respecto de la habilidad de las diferentes fraccio­
nes subcelulares para liberar glucosa del glucógeno, Lejeune
y colaboradores (84) obtuvieron los siguientes valores (expre­
sados en término del porcentaje de la actividad reSpecto de
maltosa): 40, 60 y lOO para lisosomas, microsomas y sobrena­
dante respectivamente. Sinembargo, la actividad sobre el glu­
cógeno de las preparaciones purificadas de las glucosidesas
descriptas en el presente trabajo, muncaexcedieron el 17%
de la actividad sobre la maltosa. Es importante destacar que
la determinación de glucosa o de equivalentes reductores li­
berados del glucógeno por extractos crudos o particulas sub­
celulares, solamente refleja la habilidad de dichos sistemas
para llevar a cabo el "camino amilolitico". Comopuede apre­
ciarse en la tabla IX, la actividad específica del referido
camino, disminuye con el incremento en la puriiicación de la
actividad glucosidásica. Esto podría ser una prueba indirec­
ta de que la reacción catalizada por la CC-amilasa, es una
etapa esencial en dicho camino.

Conrespecto a la of-amilasa, aunque no existe una
evidencia directa de su contribución en el proceso de degra­
dación del ¿lucógeno, su actividad parecería ser del mismo
orden de magnitud de la correspondiente a la Cí-¿lucosidasa¡
sinembargo ambas actividades son menores que la senalada pa­
ra la fosforilasa en tejido hepático y muscular.

La distribución subcelular de las actividades ¿lu­
coaidásicas tanpoco concuerda con la prOpuesta por Lejeune y
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colaboradores (84). Ha sido imposible en las condiciones utiv
lizadas detectar la actividad ¿lucosiuásica "neutra" de micro­
soaas descripta por dicho autor. Posiblemente una interferen­
cia por QÍ-amilasa y sustrato endóGno (glucóg no particulado)
puedan expliCLr los resultados de Lejeune y colaboradores (84);
esto es, pouria tratarse de una liberación de glucosa a través

del "Caminoamilolítico", superpuesta a aguella originada por
hidrólisis directa de la maltosa. En las condiciones\fimplea­
das en este trabajo, es improbable la existencia de una acti­

'vidad (X-amilásica apreciable, dado la ausencia de iones clo­

ruro en la mezcla de incubación; por otra parte una contamina­
ciónléor sustrato endógeno tambien es poco probable, dado ¿ue
se trabajó con ratas a5unadas durante 20 horas.

Los datos presentados en este trabajo, indican la
existencia de dos tipos de actividades glucosidásicus. ga "¿lu­
cosidusa ácida" exhibió una eppecificidaa 3 comportamiento con
el DEtales, que su actividad en "condiciones fisioló¿icas"
parecería ser muybaja. Comoha sido proyuesto por ueDuve pe­
ra otras enzimas liSOBOmnles, podría jugar algún papel en los
procesos de digestión intracelular, autóiisis y necrosis. De
acuerdo a Hera (83) esta enzima se encuentra ausente en indivi­
duos ¿ue padecen de la ¿luco¿enosis tipo II en la clasifica­
ción de Cori (109) o enfermedad de Pompe. Esta enfermedad
es de caracter congénito, lleva a la muerte a los niños ¿ue
la ¿adecen y se caracteriza por un acúmulo de cutidudes extra­
ordinarias de glucógeno en tejido hepático, miocárdioo 5 mus­
cular esquelético. Aparentementeeste proceso estaria condi­
cionado yor una profunda alteración en la función del lisoso­
ma; corroborando tal afirmación los estudios al EiCrOsCOyiO
electrónico indican que dicha yartícula se presenta en estos
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enfermos con un tamaño diez a veinte veces su3erior ul normal
y con su interior ocupado ,or múltiples aoúmulos oe ¿lqcó¿eno.

En cuanto a la "glucosidusa neutra", su pH óptimo
y su mayor ospeciíicidad hacia as uniones (Y-l-ü4 serían un
índice de su participación en el "caminoumilolítioo" del me­
t bolismo celular normel. El papel de lu actividad ¿iuoosil­
transferásica correSpondiente a estas glucosidesus es incier­
to.

¿jm-mua; L1". ¿xxs Cor-IULIJsIoNIss

Anos uctivid des ¿lucosidásicas hun sido se,urndue
oe extractos de hi5auo. Unaue ellas, lu "glucosiausa ácida"
es activa en el intervalo de pH 3 a 6; le otre, 1L "¿lucosida­
su neutra", lo es en el rango ue 4 a 7,5. La "giucouidesc áci­
a", uegrada practiCemente todos los ¿lucosiltXÉdis¿oáridos,

al ¿lucógeno y a Los CX-glucósidos. La "¿luc Sidhüa neutra"
es más especifica hacia las uniones QÍ-l-üú. Ambhsgiuoosi­
desas muestran poseer uctividud glucosiltrnnsforásica, pero
le enz mu "neutra" manifiesta ser más efectiVu ¿ue lu co:res­
ponuiente "ácida".

La distribución subcelulur ue las uctividuues gluco­
sidásicus muestra ¿ue la "glucosiaese ácida" se lOCuiiza prin­
cipalmente en lisosomue, mientras ¿ue la "glucosidasu neutra"
lo hace en el lí¿uido sobrenadunte.

N
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