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SULLWI0 GENEnAL DE LaS CONCLUSIONES

Tanto en misculo como en higzdo ha sido estableci-
dez l: existencia de dos actividudes enzirdticas con cepccidad
de hidrolizar =zl glucdgeno. aAmbas hen sido separadas parcizl-
mente en extractos de misculo y en forma més completa en ex-
tractos de hfgudo. En estos dltimos, una de las enziras se-
dicentd junto con lu fraceibdn de glucdgeno particulado y mos-
tré lus propiedudes de una O-amiluse animalj la otru se lo-
calizé en el 1l{guido sobrenadante y se cuaracterizé por libe=-
rer glucosae tanto del glucédgeno como de 1los maltosil-oligosa-
céridos, considerdndola por ello una ¢ =-glucosidasa. La Of -~a=-
miiusa es por otra parte la enzima res:onsuble de lz fceruucibn
de los oligosacdriacs a partir del glucédgeno.

El estudio de la actividud {-—amildsica con dite-
rentes volisacéridos mostré que la reaccidn con el glucégeno
como sustrato tiene lugar segun dos etapas. La primera, carac-
terizazde por unz rdpida liberacién de poder reductor, tiene
cumo productos a oligosacdridos lineales provenientes de lus
ruttus externas del polisucdriuo: mcltotriosa, mi:ltotetriiosc,
caltopentuosa y wmi.ltosa. La segunde etupa se caracteriza wnor
un: lents formacidédn de proauctos reductores, principalmente
raltose y oligo:ucdridos ramificados, originados en el ndclec
ceatral de lz rolécula del glucbdgeno.

En extructo de higudo han podido se:arurse auos ti-
ros diferentes de sctividud glucosidééica. Una de ellas, lu
".lucosidzse 4cida", es activi en el int.rvclo de pH 3 a 63
la otra, "glucosiuase neutr.", lo es en el intervelo ae 4 o
7,5+ La "glucosidwsa fcidu", degrode pructicacente todos los

¢ rucosil f=uisacdriuor, ©l flucbdgcno y a los o =glucébsidos.



La "glucosidusa neutra" es mds especifica hacia las uniones
¢ =1—»4, imbas glucosidasas mostruron poseer actividad gluco-
siltrunsferdsica, pero la enzima "neutra" manifestd ser mds
efectiva que le correspondiente "dcida".

La distribucién subcelular de las actividades glu-
cosiddsicas mostrd que la "glucosidusa f£cida" se loceliza
rrincipulmente en los lisosomas, mientras jue le "glucosidusa

neutra" lo hace en el l{juido sobrenzdante.



INTRODUCCION GENERAL

Todos 1los tejidos necesitan parz mentener sus fune-
ciones = nivel adecuado, un suplemento constante de energia.
iungue en Wltima instancia son los alimentos ingeridos le
fuente energética utilizada por los orgunismos, estos requle—
ren de la existoncia de depbsitos rdpidamente movilizuzbles
que aseguren un&a adecuada disponibilidad de lntermediarios de
zlta energfa tnles como el adenosintrifosfato (ATP).

En misculo, la primera reserva disponible es el fos=
foto de creatina (1). Si bien este es un compuesto de alta
energ{a frecilmente movilizable durante el estado de contruc-
cién, adolece del inconveniente de agotarse rdpid:mente. De
zucho mayor envergadura es la reserva de glucégeno. En miscu-
lo, este polisccdrido puede ser trensformado rdpidamente en
dcido ld4ctico, con produccidédn de ATP y sin consumo neto de
ox{geno, a través del carino de Embden-¥eyerhof-Parnas (°).
En higado, el slucédgeno puede convertirse en glucosa libre,
de fdcil utilizecién por otros tejidos, tules como el miscu=-
lo (Figura 1),

El glucédgeno, polisacdrido de reserva del metabolis-
w0 animal, se caructerize por una estructura del tipo arbo-
rescente. Cadenas lineales de 10 a 14 unidzdes D-glucopirané-
sicas (unidas por enlaces WA =1—»4) se remifican por interme-
dio de enlaces glucosf{dicos K ~1—»6 de tal forma que seobtie~

(°) Otros tejidos animales exhiben una alta capaci-
dud de produccién de 4cido ldetico en ausencia de oxfgeno;
estos son: retina, ceredbro, tejidos embrionarios y distintos
tipos de tumores. No existe una razén satisfactoria gue expli-
que le causa de jue estos tejidos tengan una velocidad de gli-
colisis anaerdbica tan alta (2).

1l






Figura 1l: sintesis y degruzdacidn del glucdgeno en tejidos
mamiferos. Los nimeros encerrados en c{rculos indican las
distintas enzimus participantes:

(1)

Glucbgeno sintetusa.

Enzime ramificante.
Fosforilasae.

Oligo-glucdn transferasa.
LArilo L=1—»6 glucosidasa.
a-Amilasa (fase "rdpida").
K-Amilasa (fase "lenta").
X=Glucosidasas ( ¥ -Amiiesas).
Ad=Glucosidusas,.
Fosfoglucomutasa,.
Glucosa=b6=-fosfutusa,
Nucledsido-difosfato guinasa.
Uridina-difosfato=glucosa pirofosforilasa.

Simbolos utilizados:

@ D=-glucosa.

©&» Unidn glucos{dica del tipp oA~1—%¢.
& Unidn aglucosidica del tipo o&(=1—>6.
l%f Fosfeto inorgédnico.

3%F)Un16n fosfo-monoester.

PoP Unidén pirofosfato. .

L, Uridina.

/1 Adenine.

de

FBOE&iB% Glucuno (sin implicar el tipo de unidnj.



ne une molécula de poiisacdrido portadora de un solo grupo
reductor libre (°). La determinacién del peso molecular mues-
tre uwna mi.rceda polidispersidén, vi.riando los resultados segin
el método empleado pare el aisleamiento. En general se aceptan
valores que oscilan entre uno y diez millones para glucégenos
extrafdos con 4cido tricloroacético 5% o con hidréxido de po-
tasio concentrado. Aunque se desconoce el estado real del glu-
cégeno dentro de la célula, es posible obtener de higado por
extraccién acuosa y ultracentrifugucidn, una fraccién de glu-~
cégeno cuyo peso molecular oscila entre 50 y 400 millones.
Dicha fraccidén se denomina "glucégeno particuledo" y fue des-
eripta primeramente por Lazarow (9). Al microscopio electrd-—
nico se visualiza cowmo formaciones "arracimadas" de hasta
1000 E de didmetro, constituidas por la agrupacién de sube~
unidedes de 140 a 250 A de didmetro (10). Utilizando altas
concentractones de glucosa-l-fosfato y por accién combinada
de le fosforilasa de misculo y una preparacién parcialmente
puriiicada de enzima ramificante de higado, Mordoh y colabo=-
radores (11) consiguieron la sintesis "in vitfo" de un polisa-
cdrido con caructeristicus de sedimentabilidad y visibilid:d
a2l microscopio electrdnico similar al glucégeno particulado
descripto por Drochmans (10). Segin lordoh y colaborudores
(11), las moléculas del referido glucdgeno se formarian por
"un proceso de "alargeuiento" y "ramificacidn" sumumente irre-

guler.

(°) 4Abund:.ntes detalles sobre lc estructura del
&lucégeno pueden hullerse en los trubajos de Illingworth y
colaboradores (3), Larner y colaboradores (4); en los rela-
tos de los Simposios jue sobre tal tewma wuspiciaron laes fun-
daciones Josiah Macy Jr (5) y Ciba (6); y en los trabajos
wonogrdficos de Manners (7) y Stucey y Burker (8).

4



Les trabajos de Leloir ) cclaboradores han daao lu-
gar a la diiucidacidn del proceso enzimético mediante el cual
ge sintetiza "in vivo" el glucégeno. El mismo ocurre por
trunsferencia de restos glucosilos cedidos por la uridina-di-
fosfato=glucosa (UDP-glucosa) a aceptores adecuados, segin la

ecuecidn:
UDP~-glucosa + aceptor ———> cglucosil-(-(1-+4)aceptor + UDP (I)

La enzi.e que cataliza esta reaccidén se denouiné glucédgeno
sintetasa o mds especificamente UDP-glucosa: X-1,4 glucédn
(=4~-glucosiltransferasa (2.4.1.11) (°), fué descubierta por
Leloir y Cardini (13) en extractos de higtado y luezo estudia-
da en wmdsculo (14, 15, 16, 17, 18), hfgado (19, 20, 21), ce=
rebro (22), bacterias (23, 24), levadura (25), neurospora (26)
y grenos de mafz (27).

La reaccidn I se encuentra desplazadc hacia le sin-
tesis del polisacdrido y su velocidad es mdxima con glucdge-
no como aceptor. Pueden actuar ademds como tales las dextri-
nes de fosforilasa y Q-amilasa, el ulmidén soluble y la ami-
lopectina (15, 25). La reaccidn tiene también lugar en pre-—
sencia de aceptores tales como oligosacdridos de la serie
J~-1->4 (28) y de oligosacdridos rumificados (29).

Es interesante destacar que otros nucledtidos-azu—
car, distintos del UDP-glucosa, son tambien efectivos como
dzdores de grupos glucosilos para la sintesis del glucdgeno.

Con la enzima de misculo el UDP-glucosa es el mejor sustrato,

(°) La nomenclatura indicade, as{ como la desig=-
nacién numérica adjunta, corresponden al "Report of the Comm
mission on Enzymes of the International Union of Biochemistry"
(12).



pero la tiwidina-ditosfato-glucosa (17) y la aaenosina difos-
fato-glucosa (28, 30), tambien pueden actuar como dadores.
Este dltimo nucledtido-azucar es por otra parte, el mejor sus-—
trato parg la sintesis del glucégeno de granos de mafiz (27)

y de bacterias (24).

Le enzima sintetizante de gluodégeno, s0lo puede
catalizar la formacidn de uniones (~1—=4., La sintesis de
las unionesa (=1-6, que den lugar a la estructura ramifica-
da del polisacdrido, se efectds por la accifn de otra enzima
denominada "ramificante ( (=l,4-glucdn: (-1l,4=-glucdn-6-gluco-
siltrznsferasaj 2.4.1.18) (31, 32). Su accién parece consis=-
tir en la trensferencia de una cadena ((~-1—™ a otra cadena,
con formacién de la unidén X =-1-»6.

La degraducién del glucégeno es llevada a cabo a
través de dos mecanismos generales. El primero comprende la
"fosforélisis" de la unidn glucosfdica, con adiciédn de los
elementos del dcido fosférico al producto formado. El segun-
do mecanismo involucra la "hidrélisis" de la unién glucosi-
dica, con incorporacidn de los elementos del agua.

La reaccién de "fosforblisis" tiene eomo producto

a lz glucosa-l-fosfato, segin la ecuacidn:
glucosil ((1—>4 )glucano + Pi{ ——> glucosa=l=P + glucano (II)

El proceso es catalizedo por le enzima fosforilasa ( O(-1,4-
glucédn: ortofosfato glucosiltransferesaj 2.4.l.1l) ¥y se carcc—
teriza por un equilibrio fédcilmente desplazable hacia ambes
direcciones. La constante de equilibrio de esta reaccién, de-
terminada a 30° y pH 7 es de aproximcdamente igual 2 0,088
(33). "In vivo", dado la concentracién relativamente baja de

la glucosa-l-fosfato respecto del fosfato inorgdnico, el ejqui-



librio se encuentra desplazado hacia le uegradacién del glu-
cbzeno(®). Este hecho fue corroborado “"in vivo", cuando se
demostré que incrementos en los niveles de fosforilasa activa
se acompaiian de aumentos en la glucogenolisis (36). La exis=
tencia de otros equilibrios favorece que los nivles tisurales
de glucosa-l=fosfato sean relativemente bajosj tales son los
correspondientes a las reacciones oatalizedas por la fosfoglu-
comutesa (D-glucosa=l,b6=difosfato:D=glucosa~l-fostfeto fosfo=~
transferasal 2.7.5.1) (ecuacién III) y la UDP=-glucosa piro-
fosforilusa (UTP: (=D-glucosa=-l-fosfuato uridiltransferasaj
2¢7¢7+9) (ecuacibn IV).

Glucosa-l=fosfuto =———=> glucosa-6-fosfato (III)

 gp———

Glucosa=~l-fosfato + UTP =—————= ULP=-glucosa + PPi (IV)
_

En la primera reaccidén coexisten en eguilibrio (pH
7, 30°) 19 moléculas de glucosa=6=fosfato por cada molécula
de ¢lucosa=-l-fosfato; en la segundu,la reaccidn se desplaza-
ria mercadamente hacia la uerecha por destruccidén del piro-
iosfuto, mediade por pirofosfatuses inespecificas.

La fosfordlisis del glucbdgeno estd circunscripta ex-
clusivamente a las uniones glucosidicus Y=1l—>4. E1l proceso se
dctiene en las proximidades de la uniédn QE1—»6, cuando algo
zenos de un cuarenta porciento de la molécula del polisacéri-

do ha sido degradada con produccién de glucosa-l-fosfuto,

(°) Dado que durante lz reaccidén, la concentracidén
molur de polisucdrido cambia muy poco, esti constunte de equi-
librio puede calcularse secun el cociente: glurl-P]/(Pi].

En uiztragm:. la relacién [{_;lu-l-P /[Pi] es de 0,003
(34), mien:iras que en levadura tiene un valor de aproxim:da=-
wente 0,02 (35).



bLe. dextrinc remcanente (°), se caracteriza por nosea@r ropras
externas con un: longitud no mayor gue cuatro glucosas (Figu-
ra 1), La eliminacidn de la ramificaciédn se efectia por la
accidn combinada de dos enzimas: la 0ligo-l,4=~>1l,4-glucédn-
transferasa y le amilo=l,6-glucosidasa (glucdn 6-~glucanohi-
drolusaj 3e¢2¢1e9). La primers transfeririz a otraes partes de
la molécule residuos preferentemente maltotriosilos, dejando
expuestos los restos monoglucosf{dicos unidos al remanente de
1le dextrina por ligaduras =-1—»6 (38, 39). Dichos restos mo=
noglucos{dicos son hidrolizauoe especi{ficamente por la segun-
da enzima (40, 41). Cuando el obstdculo ofrecido por la exis=-
iencia de la ramificzcidn ha sido eliminamdo, la fosforilasa
puede continuar su accidén hasta las proximidades de la siguien=~
te unién (=1—»6 y asi sucesivamente.

Le glucosa=-l=fosfato producida por la tosforélisis
del glucégeno puede ccnvertirse en Ultima imstancia en glu-
cosa libre a través de la secuencia de reacciones cutulizadas
por las enzimas: fosfoglucomutasa (ecuacidn III) y glucosa-
6=fostutasa (D=glucosa-6-fosfato fosfohidrolasa; 3ele3«9).
Esta dltima enzime hidrolize especificamente la glucosa=6-

fostato, segin lu ecuacidn:
Glucosa=6-fosfato + Hy0 ————= Glucosa + Pi (V)

Su actividad es :uy marcada en higaudo y riiidn, mientres que

estd ausente en misculoe.

(°) Para diferenciar las dextrinas QY (g(provenien—
tes del ataque del glucdgeno por la amilasas h ¥ @ respecti-
vamente), de la dextrinz de fosforilasa, esta Wltima serd
designudae con el sufijo @ . Un completo estudio de la estruc-
tura de la dextrina ¢ ha sido realizado por Walker y Whelan

(37).



La secuencia de reacciones en 1ue intervienen las
enzizces fosforilass, fosfoglucomutasa y glucosa-b6-fosfatase
constituyen el denominado "camino fosforol{tico" para la de-
gradoecidn del glucbgeno, con formeciédn de glucosa libre, en
células hepdticas (42). La demostracién ulterior por el gru=-
po de Sutherland (36, 43, 44) de los eficaces sistemas de re=
gulacién hormonzl a que estén sujetos los componentes de este
cawino, sumado a la rarcada actividad de las enzimas que lo
forman (46), constituyen evidencias claras del papel procie
nente del mismo en la produccién de glucosa en el tejido he-
pético.

El segundc mecanismo pare la degradacidédn del glucéd=
geno es el hidrolitico. La ma;or parte de les primeras inves—
tigaciones sobre la metzbolizacién del glucdgeno, responsabi=~
lizaban de tal funcidén al sistema comnstituido por las enzimas
-arilasa y maltasa (46). Bl descubrimiento del "carino fos-
torolitico" y la demostrucién del predominio de la activided
fosforildsica sobre la Q(-swmildsica en higado perfundido de
conejo (45) resté importuncia a la degradacién hidrolftica
"in vivo" del glucdgeno. Posteriores trabijos plantearon la
posibilidad de que la Q(=-amilasa hepética fuera una simple
contaminacién del 4rgano con plasma sanguineo (47, 48).

Zn los Ultimos afios el problema de la degrzdacién
hiurolitica del glucdgeno en tejidos de mamiferos fue enca=-
rado nuevamente. Las investigaciones sobre tal punto fueron
entocadas seglin tres tipos de aspectos: 1) Bstudio de la dis=
tribucidén y origen de la C(-amilasa en nigado.

2) hislamiento y sin-
tesis enzimdtica en diversos tejidos de los maltosil-oligosa=

céridos; asi como su vinculacién metabdlica con los vprocesos
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de sintesic y degradacién del glucdgeno-(°).

3) Estudio de otras
actividedes enzimdticas distintas de la ¢ ~amilasa que parti-
cipan en el proceso hidrolf{tico del glucédgeno y de los oligo-
secéridos.

El origen de la actividad O =amildsica en higado,
fue estudiado exhaustivaemente por McGeachin y colaboradores.
aslgunas interesantes conclusiones a este respecto fueron:

a) El tejido hepdtico posee una mayor concentrucién de f —ami-
lasa que la espereda si dicha enzima proviniera exclusivemen-
te del plasma sanguineo contenido ean dicho érguno (51)3 en
este sentido se ha demostrado que en determinadas condiciones
el higado posee cinco a diez veces mds  ~emilasa que la con-
tenida en el volimen de sangre retenido por el mismo (52).

b) Células aisladas de higado perfundido contienen actividad
Q{-amildsica que no aumenta si les mismas son previacente pre-
incubadas con -amilasa salival (53).

c¢) Inmunolégicamente la QY —amilasa hepatica presenta un come
portumiento distinto de las provenientes de pdncreas y glédn-
dula salival (54, 55).

La presencic de maltosil-oligosacdridos fué detere

(°) Los multosil-oligosacdridos son polimeros de
iélucosa de cadena relativamente corta, conteniendo exclusi-
vamente cenluces glucos{dicos del tipo & -1—»4, de estructura
general O-f-L-glucopiranosil-{1—=(4-0-Q -D-glucopiranosil-
l)nf'4]-D-gluCOpiranésido. Los componentes mds comunes de es-
te serie son: malitosa, meltotriosa, multotetraoss, maltopenta-—
osa, mzltohexaosa, etce. Unu recopiluacidn de los estudios so=
bre estructurz y propiedandes de oligosacdridos de diferentes
tipos podrd encontrurse en los trcbe jos monogrdiicos de Hassid
y Ballou (49) y Bailey y Pridhum (50).
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winada en exir:.ctos de distintos tejidos tcles como: ciésculo
(56), erusa :urda (57), higado (58) y cerebro (59).

Beloff—Chcin y colaborudores (56) obsrveron lz for-
mecidn de los maltosil-oligosuacdridos cuando se incububun dia-
fregmes de rita con glucosa—cl4. En diches condiciones deter-
zinaron que cl agregado de insulina incrementabe le rudioac-
tividad tuznto del slucbdgeno como de los oligosucdridos. De
:sties observiciones surgid la posibilidad de que los oligo-
si.cériGos constituyeran une etepa en el camino de sintesis
del grucdieno.

Sie y Iiehmen (60), determinaron ue los cumbios
cn el contenido de glucdgemno y oligosacdridos que ocurrian
en higado por accién de distintos agentes eruan cuantitativa-—
r.ente simileres. Administrando bicarbonato-—C14 a los animales
en estudio, observaron adewds que la redioactividad se incor-
roraba tento en el glucédgeno como en los oligosacdridos. En
estues condiciones la activid:wd espec{fica de estos \ltimos
era mzyor que la del glucbdgeno y crecia durante las prime-
ri:8 tres horas gue seguian & la administracién del raaioacti-
vo; luego de lo cual se estebilizaba. En el glucdgeno, por
ctra rarte, la actividud especifica continuaba en aumento has-
ta lu sexta hora, hecho que hacfae presumir que codia ser for-
mado a purtir de los oligoszcédridos (61).

Las conclusiones formuludas por Beloff—Cheln y Sie,
fueron discutides por Olavarr{a (62) sobre la base de nuevos
hallazgos. Este azutor determind que preparaciones parcialmen-
te purificadas de ¢lucdgeno sintetasa de higado pueden former
oligosacdridos a partir del g¢lucdgenoe. Utilizando UDP-glucosa=-
u14 como sustrato, Olavurria détermind que la actividad esve-

c{iica ere meyor en glucdgeno gue en oligosacédridos cuazndo
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las incubucicues erun efcctuadas durinte tiempos coritoc (me=
nos ae cinco winutos,. A tiempo mayor, lz relacidn de zctivida=-
des especificas se invertfz. En todas las observaciones rea-
lizedas pudo demostrar que la activided especifica de la molé=
cule de glucdgeno era mayor en las ramas externas que en el nd-
cleo central; mientres que los oligosaecdridos mostraban un pree
dominio en los ce cudenag largua respecto de los de cadena cor-
ti:e Talec hellazgos, sumados ul t.echo de que en ningun caso vu=-
ds este autor obtener tronsferencies de radioactivided de los
otigosucéridos al gluebd,cno, constituyeron un cliaro indicio

de que aguellos constituian productos de la catabolizacidén del
polisacdrido a truvés de un camino posibleuecnte hidrolftico.

Recientes hallazgos han cuestionado la existencia ce
lecsmaltosil-oligosacdridos como productos cuantit::tivamente
izportentes en la degradacidén del glucdgeno. Mordoh y colabo-
radores (63), utilizando métodos de extrzccidn e inactivacidn
enzimdtica adecuados, han establecido que la concentrzcién de
maltosil-oligosacdridos presente en higado de animales gyuna-~
dos es mucho menor que la seiialauda por Sie y Fishman (60) y
qjue la mismu no se incrementa por la elimentacidn. En le wmis-
re 1lfnea, Sandruss y colaborsdores (64) han indicado que di-
cha concentracidn no veria por efecto de multirles condicio-
nes metub8licas: ayuno, alicentacidn, diabetes, anoxia o in-
toxici.cibdn cloroférmicz.

Nuevos estudlos sobre actividades glucosiddsices en
t:jldos de cemiferos, afirman la posibilided de ls existencia
d¢e un camino hidroiftico par:c 1l degraducién del glucdgeno y
se los maltosil-o.igosccdridos. Dado lus uiferentes curacte—
risticus de dichas actividades en cuanto a especificided y re-

cunismo de a¢cidn, surge la necesidad de intentar una clesifi-
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cecidn de lus wmismes (Tebla I). Con este fin se hun de tomux
como referencias dos de 1los componentes de la reaccién ocata=-
lizada por la glucosidésa: el cceptor del resto glucosilo y
el rroducto final de dicha reaccidn. A tal efecto se conside=-
rurd como esjueme general para las reacciones catzlizadas por

Q(=glucosiduses al indicado por la ecuacidn:

(glucoeil)n X (1=»X)dador + Aceptor
— (olucosgil) =X(2=>Y )eceptor + Dador
pre—— n

Donde el "dudor" puede ser un resto mono o poliglucosidico 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 unidén glucosi-
dica (°). La naturaleza del "aceptor" es la que contfigura los
dos tipos tundumentales de reaccién catalizada por las gluco=
sid:ses: hidrélisis y transglucosidacidén. En el primer caso

el aceptor es el eguaj en el se;unuo es distinto de la wismc.

(°) De acuerco a li ter.inclogiz proruesiz por Cle=
lend (65) puede considererse o les reccciones glucosiddsicus
como couwprendidas en el tipo "ving-pong"; deiiniénuose como
tales a aquellas en jue algunos productos se liberan de la
superticie enziméticu entes de jue hayan entrado en contacto
con esta, todos los sustratos componentes de la reaccibén. E1
mecanisxo tendrfa lugar segun el esyuena:

glucosll~ dador aceptor glucoslil~

—dld or T l -2C e$t or

(E) (E=glucosil- (E=glucosilo) (E-glucosil- (E)
-dador) ~aceptor)

Donde (E-glucosil~dedor) y (E-glucosil-aceptor) serien comple=-
Jos transitorios capaces de reaccionar monomolecularmente y
(E-glucosilo) seria un complejo central estable donde el gru-
po reductor del fragmento glucosidico podric estar ligswudo al
centro activo de la enzima (E) por uma unidén covulente.
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Teble I! Clasiiicacidn ae ics actividuades ¢ iucusidasicas ue
tejiuos de¢ wumiferos en relucidn al tiro de transierenciu cuta=—
lizado. Se tomard ccwo esyuera general para las reacciones cu-
taelizudus por estas enziwas &l indicade en la ecuacidn VI,

. PRAGLIENTO . N s e
DAulRr TM:SF-"«RIDO‘ X ACTEPTOR PROUUCTO 4 ENZIMA
Gno NP -
Oligos roliglucos. 4 H20 Oligos (6), (7)
Dex, C-L i '
01105 Tom Monoglucos. 6 Ho0 Glu (5)
Gno 4 (8)
Oligos Monoglucos. | 4,43,2,6 Hy0 Glu (9)
~clucos,. :
h) 3 \14 T J‘4
Glu Polissuc. 6 Glu=C Polisac={ (5)
. Glu
0ligos L o
Nonoglucos. 4 Viigos Oligos (14)
—r1lucos islcoholes k(_ Lucos
fi & ) Fenoles ¢. *
Gno Poliglucos. 4 Gno Ngeva.raqi (2)
ficecidn
Dexs Wi Dex, W=¥ Dex. C-L
— ‘ 4 Glu s 14 (4)
Oln.g,os)M6 M2 o M3 01ligos IL,ng,o.J lin

Abrevicturas: Gno= glucdgeno; Oligos= oligosacdridos; Glu=
clucosa; Dex. C=L= dextrina cuya estructuru fue inaicada por
Cori y Larner (40)(ver Figura 1); Dex. ¥-¥= idem, ‘alxer y
whelen (37); Oligos ram= oligosacdridos rumificudos;(conte-
niendo uniones Q(-1—*4 y (-1—%6); Oligos lin= oligoszcdridos
linceles (contenienao solumente uniones of=1—+4); & —glucos.=
(f—glucésidos; M2= muitosa; My= multotriosa; Mg= miltohexwosa;
Poligiucos.= poliglucosiaico; Mono¢ luccs.=

lionogluccesfaico

Enzim:s: Excepto la nidmero (14), su numeracidédn corresponde
& lu de la figura l. (2)= enzima remificante; (4)= oligo-
rlucdn-transferasa; (5)= amilo 1,6 glucosidusa; (6) y (7)=
X-gmilusa; (8)=N=-glucosidesa ( =umilasa); (9)= K=glucosi-
desa; (14)= trensglucosidasa.

iMay ores detalles son dados en el texto.
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La hidrélisis del ¢lucdgeno ) de los oligosacdridos
con formacidn de frugmentos poliglucovsidicos, es llevada e
cebo por la O{-amilasa (Q(-1,4 glucdn 4-gluccnohidrolasaj
3.3.1.1) (°) (66, 67, 68)., La liberacibén exclusiva de gluco-
sc de la molécule del polisacdrido, es efectuada por dos en-
zizas: la x-amilasa (66, 71, 72) y la amilo-l,6=-glucosidase
(40, 41) (Figura 1)j esta dltima enzima como ya se aescribié,
es activa especi{ficamente sobre el producto de la transferen~
cia operada por efecto ae la oligo-glucdn-trensferesa.

Los maltosil-oligosacdridos son degradedos por la
O|~erzilusao preferencialmente por la Q-glucosidasa (({=D-glu-
c8sido hidrolasa; 3.2.1.20) (°°) (66, 71, 73). Por otra parte
tcmbien ha sido descripta la accibn de lea cmilo-l,6-glucosida-
sa sobre oligosacdridos remiticados (76).

Las trensglucosidasas tr::nsfieren o fragmentos poli-
¢lucosidicos o frigmentos monoglucosidicos (°°°), E1 primer
ceso es el de la enzimu ramificante de glucédgeno (31, 32) y el

de la oligo=glucdn-transferasa (38, 39), citadas anteriormente.

- (°) Excelentes monografias sobre los trabzjos rea-
lizedos con la ¢ -amilesa, son las publicadas por Myrbéck y
Neumiiller(69) y por Fischer y Stein (70).

(°°) Detalles de las investigaciones realizadas so-
bre enzimas del tipo de las O —glucosidusus, pourdn enconirar-
ce en las monografias de Gottschalk (74) y Larner (75).

(9°°) Un completo estudio del papel de las tranglu-
cosidusas en la sintesis de oligo jJ polisacédridos de distinto
or{gen, podrd encontrarse en el trabajo monogréfico de Edeluman

(77).
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Le transferencia de tragmentos monoglucosidicos he
sido descrinta en una gren centidud de condicioness Giri y co-
leboradores (78), utilizando preparaciones de higudo de rate
lograron obtener transferencias de restos glucos{d@icos de la
maltosa u otros oligosacdridos a aceptores del tipo de la glu-
cosa 0 maltosil-oligosacéridoe. En las condiciones utilizadas,
este autor identificd la formacién exclusive de uniones (Y-l
—»4, Similar accién presentaba la enzime descripta por Miller
y Copeland (79) en preparaciones de protrombina bovina o por
Stetten (80) en higado de rata, 0 por Pisarenko y Petrova (81)
en extractos de misculo de conejo. Caracteristicus algo dife-
rentes fueron descriptis en los sistemas de transglucosidasas
estudiados por Lukomskeye (82). Dicha autoras, obtuvo con pre-—
pareciones de higado y misculo de conejo, la sintesis de oli-
osecdridos conteniendo ademds de uniones (Y ~1~—*4, enlaces
glucosidicos del tipo (¥ =1~%6 y (Y =1—#3.

En la misma linea de trabajo Hers (83) y Lejeune y
colaboradores (84) utilizando meltosa como dador, identifica-~
ron en preparazciones de higado humano y de rata, una actividad
enzirdtica que transferirie grupos gluccsilos al glucégeno.
Tawbién en higedo de ruta, anteriormente ya habian sido des-
criptas transferencias & la riboflavina y al riboflavinil-glu-
cdeido como aceptores (85, 86).

El presante trabajo muestra 8lgunes evidenclas ex-
serimentules sobre la existencie de sistemas enzimdticos que
en misculo e higado forman y degradan a los maltosil=—o-igosa-
cdridos. El conjunto de reacciones catalizades por las enzimas
que participan en los referidos sistemas, constituyen lo que
en adelante he de denomtnarse CiAMINO AMILOLITICO PARA LA DEGRA-
D.CION DEL GLUCOGENO Y LOS OLIGOSACARIDOS,
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PRIMERA PARTE: LA PRODUCCION DE OLIGOSACARIDOS Y GLUCOSA EN
EXTRACTOS DE HIGADO Y MUSCULO.

Los extractos parcialmente purificados de higado que
sintetizen glucégeno a partir de UDP-glucosa (19), tembién for-
man maltosil-oligosacdridos a partir del glucédgeno (62). Los
oligosacdridos formados en ti:les condiciones provienen de las
razmas externas del polisecdrido y es por eso que en tiempos
suveriores a los cinco minutos de incubacién le radioactivi-
ded especifica de aquellos es mayor que la de la molécula to-
tul del glucbgeno. Tal hecho fue tomado por otros eutores co-
ro argumento a favor de que los oligosacdridos son rrecursores
del glucdgeno. Sin embargo en tiempos de incub:i.cidn muy cortos
es evidente gue la rudioactividad de este y en particular la
correspondiente a sus ramas externas es mayor jue la de los
oligosacdridose.

En la presente seccién se describen las propiedades
genercles de la actividad enzimwdtica que en misculo e higado
de luger a la formacién de los oligosacdridos, utilizando glu-
cédgno como sustrato. Se describe ademds la existencia en los
mismos tejidos de una segunda actividad enzimdtica que produce

glucosa a purtir del glucdgeno y de los oligosacdridos.

M. TERIAL Y METODOS

SUSTRATOS Y REACTIVOS: El Of-wmetil-giucédsido fue preparado de
acuerdo a Koenigs y Knorr (87) y el &~fenil=-glucésido fue un
..entil obsequio del Dr Cerlos E. Cardini.

Los multosil-oligosacédridos se vprepararon por hidré-
lisis dcida de amilosa y fraccionaron por cromatogrefias en co-
lumnzs de czrbdn-celita (89) con elucidn en greliente convexo

ae etunol (90).
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La dextrina l{cite de Gg-amilasa (°), =e obvtuvo de
clucbgeno (dextrina @limite de glucédgeno) segdn el método de
Hestrin (92) y se purificd por precipitaciones repetidas con
zetanol 75%. El glucdgeno utilizado provino indistintamente ce
higado de conejo o de ostra, siendo en todos lLos casos purifi-
cado por precipitaciones repetides con 50% de etanol, hasta com~
vleta eliminacién de los oligosacdridos contuminantes.

La maltosa empleadz en las exX,c.ienclas de transgliu-
cosidacibén fué purificada por cromatogrufic en papel Whatman
e 17C%m?describiré mds adelante.

La isomi.ltosa se obtuvo por hidrdélisis dcida del
cextrano (°°), seguida de una cromatograifc en columna de car-
bén-celita, segin se describid mds arriba.

Los demds sustratos y reactiivos utilizados fueron
srcductos comercicles.
SIUTODOS ANALITICOS:
a) CROMATOGR .¥I. EN PiAPEL: Las muestras w
cromatogratiar se preperaron de lu sigulente lorma:d: luegc de
detener l& rcaccidn enziwmdtica, la mezcla se llevé a 1 ml con

agua, adiciondndose entonces 1,25 wl de etanol 96% y mezclando.

(°) @ -amilasat o 1y4-glucén mzltohidrolasa (3.2.1.
2)..Podrdn encontr.rse abundantes referencias sobre las propie-
dcdes de esta enzime en el trabejo monogrdfico de French (91).

(°°) E1 dextruno es un poliszcdrido producido por
bacterias del género Leuconostoc, formada por unidades de D=
glucosa ligadas a través de enlaces glucosf{dicos del tipo
Ol-1=»6 y en proporcién muy variable del tipoQl =13 y Y =1
—»¢ (93), La enzima yue cuializa la sintesis del dextrano ha
sido denominado dextrano-sucrasa (94) (Ql-l1,6=-glucdn: D-fruc-
tosa 2=-glucosiltransferasaj 2.4.1.59. La s{tesis se efectia se-
gin el proeeso de transglucosidacidn: n sacarosa —% dextrano
+ n fructosa (VII). Detalles sobre estructura y sintesis del
dextrano pueden hallarse en la monografia de Brock Neely (95).
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Luego de calentar hesta ligera ebullicién y de enfriar en
hielo durznte 10 a 20 minutos se centrifugd 10 minutos e 2,000
rpu. El 1fquido sobrenadcnte se pasé & través de una columna
de 2 x 0,65 om de Amberlita MB=3 (regenerada con 4cido acéti=
co) y luego se lavd con 1 ml de agua. El percolado més los 1lf~
quidos de lavado y una gota de azul de bromo~fenol al 1% se e-
vaporaron juntos sobre una placa de togus colocade como tapa
de un bailo de agua hirviendo, bajo una corriente de aire. La
muestra as{ preperada fué disuelta en un pequefio vclumen de a-
gua y cuantitativanente trunsferida a papel Whatman N° 4, en
una bunda de 2 cm de ancho. Los cromatogramas se desarrolla=-
ron 16 hs en forma descendente, utilizando como solvente una
mezcle de butunol, piridina y agua en relacidn de voldmenes
6:4:3 (96)s El revelado de los azicares cromatograiiados se
efectud con nitrato de plata en medio alcalino (97), luego

de lo cual se realizd la fijacién de los papeles por inmersién
en tiosulfato de sodio 2,5%, seguida de abundante lavado con
aguae. En los casos en gque fue necesurio desarrollar cromato-
grdficemante muestras con un elevado contenido en azicares
totiles, se utilizdé papel Whzatman N® 3MM o N° 17. Con el fin
de returdar el flujo del solvente a través del sistema, el
contacto entre dichos papeles y la cuba del solvente se hizo
por intermedio de una piezaz de papel Whatman N° 1 cosida a

los mismos.

La elucibén de los azucares separados en las croma—
tografi{zcs se efectud con agua. En todos 1los casos en gque se
utilizé el método de elucibn, el papel donde se desarrolléd el
crozmatograma habie sido prviemente lavado de acuerdo al méto-
do uescrijto por Cabib y Carminatti (98).

b) ELECTROFCRESIS EN PAPEL: Los azdaares
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se corriercn en papel Whotman N° 1 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 L. R.DIOACTIVIDAD EN EL
PAPEL DE CROMATOGRAFIA O DE ELECTROFCRESIS: Los papeles, cor-
tados a lo largo, en tiras de 3 cm de ancho, fueron pasados por
un detector de flujo gaseoso, Nuclear Chicago, modelo D=-47,
EXTRACTCS ENZIMATICOS:

a) MUSCULO: Se utilizaron rates albinas
de 150 a 250 gr de peso de la cepa del Instituto de Biologia
y lledicina Experimental, azlimentadas con dieta comiun. Los ani-
les fueron sacrificados por un golpe en la cabeza y desengru-
dos a tr.vés de los vasos cervicales. Rdpiduemente se extraje-—
ron los misculos del dorso y de las patas y se homogeneizaron
en une licuadora con tres veces su vilumen de agua fria. El
homogeneizado se 1iltrd por muselina y llevé rdpidamente a
50°, Zn esta temreratur: se lo mantuvo 10 minutos al cabo de
los cuzles se enfrié rdpidamente y centriiugd en frio 10 minu-
tos a 15.000 x g« A partir de esta etapa todas las operacio-
nes se llevaron a cebo entre O y 4°., El 1fquido sobrenadante
cbtenido fue pre.ipitado con sulfato de amonioséiido a una
concen:racibén final de 50% de satureciéne. El precipitedo ob-
tenido tue separ:do por centrifugacidn y reaisuelto en un pe-
quefio volumen de agus, luego de lo cual se dizlizé durante
una noche contra agua. En algunes experiencias el frzcciona-
uiento con sulfato de amonio se efectud entre 0-30 y 30-50%
de saturacidén, con técnica similar,.

b) HIGADO: Se emplearon animeles sizilares
2 los anteriores que ademds de le dieta habitual recibieron

cuatro veces por dfe aurante dos dies, 2 ml de mna solucién
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saturzda de s:..carosa a través de una sonds gdstrica. Dos ho-
ras despues de la dltima administracién las ratas fueron sa-
crificadas como se describid anteriormente y los higados homo-
geneizados con tres veces su volumen de agua fria en un homoge-
nelzador de vidrio tipo Potter. En elgunos casos en que no fue
requerida la preparacién de glucédgeno particulado, los anima-
les no fueron alimentedos con sacarosa; en c::mbio los higados
obtenidos se perfundieron a través de la vena porta con EDTA
1 mM, conteniendo ClNa 25 mM, hesta que todo el érgano adquirie-
rz un color amarillento. Las operaciones siguientes se efectuva-
ron entre O y 4°, El extracto se centrifugé 10 zinutos a 5000
X & ¥ el sobrenadente fue nuevamente centrifugado a 25.000 x
¢ durante el mismo tiempo. El precipitudo trasldcido firme-
nente adherido a2l fondo del tubo asf obtenido se denomind
"glucégeno particulado de 25,000 x g". El sobrencdante fue so-
retido a una nueva centrifugacién de 30 minutos a 105.000 x g.
El nuevo precipitado tresldcido obtenido se denominé "glucége-
no particulado de 100,000 x g". Ambus preparuciones de glu-
cbégeno fueron resuspendidas en un peguefio volumen de agua fria
¥ precipitades por adicién de tres voliumenes de acetona enfri-
eda a -15°, Los precipitados se separeron por centrifugacidn
de 10 minutos a 5.000 x g, se lavaron dos veces con acetona
fr{a y se secaron zl vacio.

El sobrenadante de 105,000 x g se aializd durante
una noche contri a, ua. Cuando se requirid una meyor concen—
trzcibén éel extracto enzimdtico, el sobrenadante se llevé a
pH 4,6 con dcido acético diluido y luego de eliminar el pre-
cipitado vor centrifugacién (10 minutos, 15.000 x g) y neutre-
lizar con amonfaco diluido, se fracciond por adicién de solu-

cidén saturada de sulfato de amonio entre 30 y 60% de satura=-
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cidn. Ll prcipitado obtenido se resuspendié en un pequefio
volumen de EDT4A 1 uM y pasdé por una columna de Sephadex Ge=
25 equilibrada con EDTA 1 md, conteniendo ClNe 25 mM. La co-
lumna empleada posefia un volumen 6 a 10 veces superior al

de la muestra a pasar y una relucibn altura/didmetro de 10.

RESULTADOS

EXTRACTOS DE MUSCULO:

a) PROPIEDADES GERERALES: La incubacién
de estos extractos (fraccién 0=50% de saturacién de sulfato
de amonio) con glucégeno, dié lugar a la :ormacién de oligo-
sucdridos y glucosa, veriando la rglacién porcentual entre
estos dos productos segun el pH alxcual se efectuara la reac~
cidn enzimética o segin existieran o no iones cloruro en el
medioe. As{ por ejemplo, a pH entre 7 y 8 en presencia de io-
nes cloruro (ClNe 10 mM), los oligosacdridos predominaron
marcadamente sobre la glucosaj por el contrario a pH 5 y en
ausencia de cloruro, el principal producto de la reaccién fue
la glucosa.

Las actividudes enzimdticas formaedoras de oligosacd=-
ridos y glucosa, pudieron separarse parcialmente mediante el
fraccionamiento con sulfato de amonio. Mientras la produccién
de oligosacdridos era caracteristica de la fraccién precipi-
tada entre O y 30% de saturacidén, la produccidn de glucosa se
localigd en la correspondiente a 30-50% de saturacién (Figu-
ra 2).

b) ESPECIFICIDAD: Las referidas fracciones
tueron incubadas con diferentes sustratos en les condiciones
en que producian mayor liberacidn de sustancias reductoras.
£l resultado de le identificaciédn cromatogrdfica de los pro=
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Moo 'S
30-50 (. '-,‘ ,t 5.“._. 0
0-s0[ ) O g &

Mg M, M3 1% S

Figura 2: Cromatografia en papel de los productos de la incu-
bacidn de las fracciones de mdsculo con glucdgeno.

Fraccién 0-303 La mezcla de incubacién contenfa en un volumen
final de 0,1 ml: glucdédgeno 160 mg/ml, buffer citrato-fosfato
pH 7 (fosfuto disddico 22 mM, 4cido citrico 1,6 mhi), C1lNa 20
mh y enzima (fraccidén 0-30% de saturacién de sulfato de amo-
nio). Se incubd 30 minutos a 30°; se detuvo ror culentamiento
2 minutos a 100°,

Fraccién 30-50: Se utilizé la wismoc mezcla ds incubacién, omi-
tiéndose el agregado de ClNa y utilizdndose buffer a pH 5,4
(fosfito disédico 11 mM, dcido citrico 11 mM). La enzima uti-
lizada fue la fraccién 30-50% de saturacién de sulfato de zro=
nio.

Jontrol: no se incubé.

G= glucosa, My= maltosa, lM3= maltotriosa, etc.

auctos de dichas incubaciones se resume en la tabla II. Pue-
de apreciurse que la formacién de oligosacdridos a rurtir del
.lucédgeno es curacteristica de la fraccidén 0-307% de satura-
cibn. Esta es activa adeuwds sobre la dextrina Gg-limite de
£lucbdgeno, con la cual produce gasi exclusivamente la liberea=—
cidn de oligosacdridos de cudena corta (maltose y multotrio-
sa)} la velocidad de la reaccién es sin_embarc;o bastante me=
nor que la que tiene como mmstrato al glucédgeno. Tales resulta-

dos pueden tumbien aprecicrse en la figura 3. cn lu wnisma se
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Tabla II: hLccibn de ius irucciones de misculo sobre diseren-—
tes Sustrutos.

Las incubuciones ge efectuaron segun las condiciones especi-
ficadas en la figura 2, durante las horus indicadas en la
tabla. La concentracidn final de los wvolisacidridos oscild eun-
tre 8 y 15 mg/ml y le de los restantes sustratos entre 2 y

10 mM.

Fraccidn de sulfato de amonio
Fraccién 0-30% Fraccidn 30=-50%
ProductofCantidad jProducto{Cantidad

Gno MO +++ Glu ++
Cextrano - - Glu + I
LAmilosa MO ++ - - ]
D~ (3-Gno MO + J
Ez Glu ++ I
3 Mo, Glu + Glu ++++ |
4 M, ++ Glu +4++4 4
Eaj Mo, I3 ++
F&G Mo, M3y Mg 44 }
K-iiet—G1 - - Glu +
[P-Yet-G1 - - - -
Sacerosa - -
Celob. - -
Iso-H> - -
Abreviatures: Gno= glucdgeno; D-(3-Gno= Dextrina (3 -1{mite

de glucégeno; Moo= meltosaj My=maltotriosaj etc; -Het=Gl=
~lfetil-glucdsido; B-Uet-G1= (@ —Ketil-glucésido; Celob,=
Celobiose; Iso-Mo= isomaltosaj MO= m: "-osil-oligoseciriaosj
Glu=glucose,.

observe aaemds que con dicha dextrin: como sustruto se li-
beran coumpuestos reductores de escasc movilidad en el siste-
nz cromatogrdfico utilizado. La fraccidn 0-30% de saturacién

Je sulfaeto de emonio es turbién cctiva sobre los maultosile-
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“igura 3: Cremetogrifie en papel de los productos de lu incu=
bacidén de la fruccidn C=30% de saturucidn de sulfuto de zwo=-
nio con ¢iucédgeno o con dextrina 63—limite de . lucébdgeno como
sustrutos.

Le wezcla de incubacidén contuvo: glucdgeno o dextrinc @-liu;i-
te de glucdgeno 10 mg/ml, buffer fosfato pH 6,7 25 mii, ClNa

20 mli y enzic: en un volumen final de 0,2 ml. Se incubdé 30 ri-
nutos & 37°% El control no se incubd.

.08 vroductos se designaron como en lu figura 2.

0ligoszcdridos, & los cuales fragmenta en howdélogos de wmenor
.raao de polimerizacidn pero sin produccidn cpreciable de ¢ .u-
sosa. Una excepcidn en estie respecto es la accidn de dicha
fraccidn sobre lu maltotriose, aun cuando tal efecto rodria
tribuirse o« algdn otro com:onente enzimdtico distinto del

‘ue ataca & los otros oligosacédridos. Con cste fraccibn, por
ctr. vaerte, no ha sido posible aetectar en ningdn caso hiaré-
tisis de dextrano o metil-¢lucdsiaos.

La fraccidén 30-50% de suturacidn de sulfuto de acc-
nio, produce lu liveracibdn de giucosa z nartir del ( lucédgenc
7 de los multosil=oligoswedridos. Cuundo amctuz sobre el dex-
triono o le amilosa el efecto es mucho mencs evidente jue el
observado con los sustratos enteriormente citados. Esta frec-

¢idn posee tumbién activided sobre el A-metil-glucdsidc,
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mientras que con sacarosa, celobiosa, O -metil-¢lucdsido o

isomaltosa su capacidad hidrolitica es aj;arentemente nuli.

EXTHACTOS DE HIGADO:
a) PROPIEDADES GENERALES: Los extractos
de higado tembién mostraron poseer dos tipos de actividades
enzimdticas con cupacidad de hidrolizar al glucdgeno y a los
.oligosacéridos, similares a las descriptas en misculo. Cuan-
do los animales fueron tratados con una dieta forzada de suca-
rosa, la actividad que producfa oligosacdridos se encontré
asociada a la fraccidén de "glucdgeno particulado", wientres
que la produccién de glucosa fue cari.cter{stica de la frac-
cidén sobrenadante de la centriiugacién a 100.000 x g.

Como en el caso de los extractos de uwisculo, la
produccidén de oligosacdridos mostré activacidédn por el ién
cloruro y un pH 6ptimo entre 6 y 7, mientras que la formu-
cibn de glucosa fue mayor a pH 5, sin activacidbdn por el cita-
Go anibén. En este caso lu resolucidn de ambas actividades fue
mucho maycr que la lograda ea los extructos de musculo, hecho
jue como se describird mds adelunte, permitid un estudio cuan-
titutivo de las wmiswmas.

b) ACTIVIDAD TRANSGLUCUSIDANTE: Cusando

el sobrenadante de 100.000 x g se tratéd a pH 4,6 con el fin

de eliminer la protefna inerte y iuego se efectubé un fraccio-
nzmiento con sulfato de emonio, pudo apreciarse que la irzc-
cién precipitaeble entre 30 y 60% de satur cién contenfa la mu-
yor parte de la actividad formadora de glucosa a partir del
glucbdgeno o wds cspecificamente de lu zaltosa u otros walto-
sil-oligosacdridos. Dicha fraccién, incubuda a pH 5 (Sptimo
para la produccibn de glucosa), en presencia ae 5lucosa-C14

y waltose no radioactive, dié lugir a lz tormacidn de oligo=
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sucdridos ruuiocicctives (Figura 4). Con el tin de obtener al-

-

CONTROL

INCUBADO / \'
L p— —
M, G

My My M _ G

rigure 4: Deteccidn de loleroductos radioactivos formados en
1o incubucidn de g¢lucosa-€~ ' y maltosa no radioactiva con la

prevaracibn de nigmao.

Lu mezcla de incubucidn contuvo: maltosa 70 mM, buffer aceta=-
to pH 4,8 140 md, glucosa=Ct4 (120.000 cpm/pmol) 6,2 mM y en=
zime en un voeluwen finsl de 0,065 ml. Se incubd bujo vapcres

de tolueno 16 hs a 37° El control se efectud deteniendo por'
calentamicnto la reaccidn a tiempo cero y luego incub: ndo co-
mo se indicé. Los :roductos fueron separzdos por crocatogri-—

f{: en papel y la r:iuioactividad de los crouutogramas fue me-
uid: en un detector zutomdtico.

Log productos se designaron cowo en lo figurae 2.

gin dato retereante 2 lu identid:d de los productos foru:uos,

li zone correspondiente a los disecdridos rudiocactivos fue ccr-

t.da y eluidea; desarrollados los ozuUcares asi aislados, em

electroforesis, se obtuvieron dos manchas rzaioactivas con

movilidades claricmente distintas (Figura 5)
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My Iso-Mp G

—— [ — -+

Figura 5: Electroforesis en papel de los discdridos radioac-
tivos producidos por la aectividad glucosiltrunsferdsica de
higado.

hAbreviaturas: M,= maltosa; Iso-Mp= isomaltosa; G= glucosa;j
Tre= Trehalose; Xoj= X{ojibiosaj; Nig= Nigerosa.

Como puede aj;reciarse en este figura las movilide-
des corresponden a maltosa-kojibiosa e isomzltosa-nigerosa
respectivamente (°).

La formucidn de oligosucéridos radioactivos a puar-
lir ce glucosa—Cl4 y maltosa fué enscyadz zueuids reemplazan-

do a estez dltima por isom:i.ltosa, Q¥ -metil-glucésido, A -fenil=-

(°) La serie de los O -=disacdridos constituidos ex-
clusivamente por unidades glucosa, contiene cinco miembros:
o(-D=Glucopirznosil X-D-glucopirandsido (X, -Trehalosa)
2-0- A-D-Glucopiranosil-D=glucosa (Kogibiosa)

3-0- & -D-Glucopirenosil=D-glucosa (Nigerosa)

4 =0~ =D=Glucopirinosil=D=-glucosa (Maltosa)

6-0- X =D=Glucopiranosil=D-glucosa (Isowaltosa)

Le serie similer (3 estd formada por seis miembros:
Q(-D-Glucopiranosil (3 -D-glucopir:.nésido (o, (3-Trehalose)
(3-D-Glucopirznosil B-D-glucopiranésido ( B (@ -Irehalosa)

2-0-(3 «=D=Glucopirenosil-D-glucosa (Soforosa)
3~0- @ -D-Glucopiranosil=D-giucosa (Lamineribiose)

4-0-/Q-D-Glucopirunmsil-D-glucosa (Celobiosa)

6-0-fg-D-Glucopiranoeil-b-glucosa (Gensiobiosa)

Parz poyoree detalles consultar Bailey y Pridham (50)
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glucdsido, glucbgeno o glucose no ridioactivos. Como pueae 8-
precierse en le figura 6, la formccidn de oligosacdridos ra-
uioactivos ocurrié en los casos de utilizar como sustratos

ndodores", maltosa, glucédgeno o Q-fenil-glucdsido (en orden

decreciente de eficiencia)

Figura 61 Deteccidn de

los productos radiocacti-
vos formados en la incu=
bacién de glucosa—Cl4 y
aiferentes dadores de¢ gru-
pos glucosilos no radio-
activos con la vrepare-
cibdn de higado.

Las mezclas dc incubacién
contuvieron: bufier ace-
tato pH 4,8 100 ml, glu-
cosa-C4 (24.000 cpm/pmol)
100 ml, dudor {(meltosa

100 mi o glucdgeno 320 mg
/ml o o -fenil-glucdsido
100 m!?) y enzima en un vo-
lumen final de 0,05 ml.

La incubacién y seperacién
de los rrouuctos se efece
tué como en la figure 4.
Le designucidn de estos
Ultiwos es la risma de la
figure 2.

Glucosa-c'4

GIucosa-C"4
+ Maltosa

G/ucosa-CJ4
+ Glucogeno

Glucosa-CJ 4+
«-fenil-Ghucas.
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DISCUSION

Sobre la base de los resultedos descriytos puede a-
firmarse que taunto en misculo como en hfgado el glucédgeno pue=~
de ser hidrolizado en dos formas: una mediante la degradacién
en fragmentos poliglucosidicos (oligosacdridos)j; la otra por
la liberacidén de glucosa exclusivaemente.

La enzima que produce oligosacdridos posee un pH ép-
timo entre 6 y 7 y es activada por el idén cloruro, propiedades
caructeristicas de las of-amilasas animales. Su actividad so-
bre el glucédgeno es mayor que sobre los maltosil-oligoszcédridos.
Respecto de estos dltimos puede de.tacarse la escasu accién de
escte enzima sobre la maltotriosa, que bien podria atribuirse
e otre actividad ccontaminente. X1 problema de si las O -arila-
sas atacan o0 no la maltotriosa ha sido amyliamente debatido
(100, 101, 102, 103, 104) pero evidencizs mds recientes indi-
car{an la posibilidad de unz respueste afirmativa (105, 106,
107).

La enzimwa que libera glucosa del elucégeno, también
lo hace cuando actda sobre los maltosil-oligos:.cdridos. En es-
te sentido podria clasiticerse dentro del grupo de las denoni-
nad:s X -amilasas, glucoamilesas o O{-glucosidaeas (70, 75).
Su pH éptimo, estimado crouwatogrdficamente en forma visual,
estd entre 4,5y 5,5, siendo su aciividud & il neutro apre¢ia-
blezente menor que en el 4ptimo.

Utilizando la fraccibén de higado precipitable entre
30 y 50% de scturacién de sulfato de amonio, fue posible deter-
minar la formacidén de oligosucdridos por un camino distinto de
la hidrélisis del (lucbdgeno. En efecto, la incubacidén de dicha
fraccidn con glucose radioactiva y waltosa no rudiocactive dio

lugar a la obtencién de oligosacdridos radioactivos contenien=—
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do edemds de uniones O(-1—»4, uniones d—l—'G 0o X=l3., Le
cavacidad como dador de grupos glucosilos, determinada primera-
mente para le maltosa, fue tamblén observada con glucégeno y
Q(~fenil=-glucédsido. A este respecto pudo apreciarse que la ac-
tividad glucosiddsica de la citada fraccién con distintos sus-
tratos, disminufa en el mismo orden con que lo hacfe la acti~-
vidad glucosiltransferdsice con los mismos sustratos como "da-
dores". Esta especificidad similar, sumado a la ac:ividad de
ambas en medio 4cido, podrfe indicar una identidad en las pro-
teinas enzimdticas que catalizan las reacciones de hidrélisis
¥y transglucosidacién.

Es dificil establecer el papel de las enzimas mencio-
nadas en el metabolismo de los carbohidratos. La Of -amilasa y
la (' -glucosidasa, pueden actuar conjuntamente para liberar

glucosa del glucdgeno segin el esquemat
Glucégeno ob—a"mu'ag&OJ.:l.goElacé.ridoa (VIII)

Oligosacédridos jg:ﬁ;gsgg&g&geﬁ-Glucosa (1X)

Cualgquiera see la importancia del miswo, es nece~-

sario considerar la accién de las actividades a{-amiléaica

y transglucosiddsice que catalizan respectivimente la reaccidm:

Glucégeno -!:M(ﬂucosa (x)

¥ la ya vieta reaccién VI. De acuerdo a ello el principal pro-
ducto del camino amilolf{tico (ecuaciones VIII, IX y X) seria

la glucosaj} mientras que, cuando se reunen los requerimientos
de la ecuecién VI (concentracidédn adecuada de aceptor), la frac—
cidén de glucdédgeno y oligosacdridos de cadena larga, podrian
de¢radarse en favor de la fraccidn de oligosacdridos de cade—~
na corta. Posiblemente el aceptor mds adecusdo que interven-

drfa en la ecuacién VI, serfa laz glucosa.
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En general se acepte que la transformacidédn de glu—
cbgeno en glucosa se lleva a cabo por la accibén sucesiva de
les enzimas ya descriptas: fosforili.se, fosfocglucomutase Yy
glucosa=6~-fosfatesa cuando se involucran uniones Q¢ =1—»4 y
emilo-l,6-glucosid:.sa cuando estzn comprendides uniones Qf-1
—»6. Cuando la glucosa-6-fosfatasa se encuentra zusente, como
normulmente ocurre en misculo (108) o como se da el caso en
higudos de paclientes que sufren de la enfermedad de Von Gierke
(109, 110), la glucosa solamente podrfz formarse en dichos
tejidos por intermedio de la amilo-l,6-glucosidasa. Similar
situacibn se darf{a en las miopatias por ausencia de fosfori-
lasa (111, 112, 113, 114, 115). La existenciz del "camino
amilolitico", asegurar{a en los tejidos otra forma alterna-
tiva para la degredecién del glucdgeno a glucosa. La medida
de su participacién en el metebolismo celular es un punto
abierto a la investigacién y ha de discutirse con mayor am=-
plitud en las sigulentes secciones,

En los resultados desacriptos ha sido confirmada
adercds, la hipétesis propuesta por Olavarrfa (62) respecto
del origen de los meltosil-oligosacdridos en las ramas ex-
ternas del gluclgeno. Como puede apreciarse en le figura 3,
cuando el polisacdrido curce prdctieeamente de remas externas,
como es el caso de la dextrina (9-1imite de glucégeno, la pro-
duccién de oligosacdridos por exitractos de misculo es escasa
Yy circunscripta e maltosa, pequeiias cantidedes de maltotrio-
sa y oligosacdrido posiblemente remificados, con poca movili-
dud cromatogrdfica. Le obtencidn de estos productos en las
condiciones referidos, es facilmente explicable si se consi-
dera que la dextrina (5-l£m1te de glucbdgeno posee ramas ex-

ternas con no mds de dos o tres glucosas, jue las ramas in-
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4ernas son relativamente cortae (tres a cuatro residuos glu=
cosfdicos como promedio) y yue cada punto de remificacidn
(unidén Q(=1—>6), proteje de la accidn enzimdtica & las unio=-
nes X{-1—»4 vecinas (116).

Tales resultados proveen ademds una explicacién pa-
ra el hecho de gue con UDP-glucosa-C14 como precursor, la ac-
tividad especifica de los oligosacdridos formados (r:idiocactivi-
dad por glucosa total), decrece progresivamente de la maltopen~-
taosz a la maltosa (62). En este caso como los oligosacdridos
son formados de un glucdédgeno preferantemente "marcado" en sus
ramas externas, 1los oligosuccdridos de c..dena corta en sus ra-
mas internas (relativamente poco radioactivas), poseerdn una
actividad especi{fica menor que los de cadena larga, origina-

dos en las remas externas, de mayor radioactividad.
SUMARIO DE LAS CONCLUSIONES

Tanto en misculo como en hig::do ha sido establecida
la existencia de dos actividades engimdticas con cipacidad de
hidrolizar al glucédgeno. Ambas han sido separadas parcialmente.
En los extractos de higado, una de las engimas sedimenté junto
con la fraccidn de glucbdgeno particulado y mostrd poseer las
propied:des de una X =-amilasa animal. La enzima localizada en
la fraccién soluble ha sido identificzda como una O -glucosi-
dasa ( Jzamilasa). La c{-amilase es por otr:. parte, la enzima
respons:ble de la formacién de los oligosucéridos a partir
del glucdgeno.

En extractos parcialment puriticados de higado se
determiné la existencia de una actividad transglucosiddsica
cuya accidn podiria ser ejercida por la misme protefna enzimd-

tice responsable de la actividad Q{-glucosiddsica,
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SEGUNDA PARTE: FORLL.CION DE OLIGUSACARIDOS POR La O(=AMILSA
D= HIG.LO.

En el capitulo anterior fueron considcradoas las e-
viaencias experimentiles que indice:ban & la actividad X ~ami-
ldsica de wudsculo e nigudo como la responsuble de la formzcidén
de oligosacdridos en dichos tejidos.

En la presente seccién se Jdescriben las propiledades
y mecanismo de accidn de la O -amiiaesa asociada a la fraccién
de "glucbégeno particulado" de higado. Zstudios sobre la libe-
rucidn de poder reductor durante les incubuaciones de dicha
freccidn permitieron determinur que la reaccidn catalizada por
la Q(-amilasa procede segin dos etapas. La "etapa rdpida" co-
rresoonde a2l acortimienio de lus rimas externas del glucbdgeno
con forwacidén de multosil ori;osacdridos: wmaltoietraosa, mzlto-
triosa, maltcpeantaose j zigo de wmultoswuy la "etapa lenta" en
la liber..cidén de poder reuuctor, coincide con la degradacién
del ndcleo central de le molécula del polisaderidc, dando lu-
¢or a la formacidén de oligosccdridos ri:mificudos, meltosa y al-
go de maltotriosz. Se ueucrive zuemds la accidn de la -amile-

su de distintos orfgenes sobre un variado ndmerc de sustratos.

YuThalnl ¥ METODOS

SUSTRATOS Y REACTIVCSS Su preparacién ha sido descripta en lao

seccidén anterior.

MET(D0S ARNALITICOS: El poder reductor se detercindé con el méto-
10 we Somogyi (117) y Helson (118) en un volumen final de 2,5

m]l o con el de Park y Johnson (119) en un volumen final de 2 ml.
El ccntenido en glucosa total de los oligosucdridos y del glucéd-
ger.o fue determinadc con el métcdo del fenol-culfdrico (120) en

un voluwen finzl de 2,5 ml.
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Los oligosacdridos formados en las mezclus de incu-
bzcibdn fueron aislados por cromatogrzfia en papel, segin la
técnica desc:ipta en la seccidn anterior, utilizundo papel

Whatman N° 4,

PREPARACIONES ENZIMATICAS:

(3nAmilasa: preparada segin 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 oligosacdridos contuzminuntes.

chAmilasa hepdtica: fue obtenida asocia-
da a la fraccidn de glucégeno particulado, segin el método des-
cripto en seccidn anterior. Tanto el "glucbdgeno purticuledo
de 25.000 x g" como el similar de 00,000 x g" resultaron i-
gualmente activos en cuasnto al contenido en o ~amilasa. Los
preparados luego de secados al vacf{o (ver seccidn anterior)
pare eliminar el rewanente de acetona, mantienen su actiivi-
dud enzimdtica durante varios meses conservados a temperatura
ambiente.

Qf-imilasa si:lival: se prevardé por dilucidn
de 200 veces del sobrenadante de centrifuger saliva 20 minu-
tos a 25.000 x g; la dilucidn se efectud en buffer fosfato-
cloruro (buffer fosfato pH 8 100 mM, conteniendo 10 mM de ClNaj).

Q{-Amilasa pancreatica: el puncreas de
una rata fue homogeneizado en tres volumenes de agua fria en
un homogeneizador de vidrio tipo Potter y se centrifugd a
25.000 x g durante 15 minutos. El sobrenadante asi obtenido
se utilizd como fuente de enzima, ailu;éndolo 1.50C veces en
buffer fosfato—cloruro antes de su utilizacidn.
INHIBIDOR VEGETALL DE -AMILi#SA: obtenido de acuerdo al méto-
do de Militzer y coleboradores (122), fue um gentil obsequio
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de la Druz Clarz H. {risman de Fishmn.

CONDICIONES DE LA MEZCLA DE INCUBACICN: El glucdgeno particu-
lado se resuspendié en buffer fosfato-cloruro (7 mg/ml) y se
incuburon alf{cuotzs de 0,05 wl a 37°. Luego de un tiempo va-
riable la reaccién se detuvo por calentamiento, determindndo-
se entonces el poder reductor de la mezcla con el método de
Somogyi-Nelson (117, 118). Cuando lo: productos fornudos fue-
ron separudos crouatogrdficuwente, las alicuotas fueron de

Oyl5 ml.

"PARTICULAS PoEINCUB.LD..S": Le mezcla de incubacidén indicuda en
el pdrrafo anterior, se incubd 60 minutos, al cabo de los cua-
les se enfribé y centrifugé 60 minutos a 105.000 x g. El preci-
pitado traslucido obtenido fue resuspendido seguin se indica

mds adelante.

TRATANIENTO CON (®-=aliIniSst La incubacién con {®?-amilasu se
utilizé con el fin de determinar la longitud de las rumas exm-
ternas del glucdgeno y el grado de rumificacién de los oligo-
sacdridos obteniuos en las distintas incubaciones. Las condi-
ciones empleadas fueron ajuellas jue aseguraron la mdxiza libe-
recién de multosa a partir del sustrato incubado. El sistema
empleado contuvo, en el cuso de las incubaciones con glucbge-
no, en un volumen finaul de 0,1 ml: buffer acetato pH 5 40 mM,
glucédgeno 1,75 a 4,75 ull (expresado como glucosa totzl) y enzi-
ma. Luego de incubur 16 horas o 30°, lu reaccidn se uetuvo por
ci.lentamiento y el poder reductor ae lu mezcla se determind con
el método de Somo;yi-Nelson (117-118). Cuundo se tri.teron con
Ga-amilasa las prepariciones de oligosacdridos rzmific:i.dos, la
mezcla de incubacién contuvo en un volumen 1inul de 0,12 ml:
Butier acetato pH 5, 50 mli, oligosucdridos 0,14 a 0,560 mM (ex-

presaado como glucosa totul) y enzime. Se incubd durante 180 mi-
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nutos a 30° y luego de aetener lu reaccidn por calentamiento
se aetermind el poder reductor con el método ue Faurk y Johnson
(119).

DETEQINACION CulilICUsLNTITATIVA DEL GRADO DE R.MIFICLCION L&
LOS OLIGOSACAXIDUS OBTENIDOS: Los productos de lu incubacidn
de los oligosadédridos con (B-amilasa fueron separados por cro-
matosrafia en paﬁel. Los cromatogramas una vez desarrollados,
se revelaron con plata y tijaron con tiosulfato segun el ;ro-
cedimiento indicado en la primera purtec., Las areas corres:on=-
dientes a la neltosz fueron entonces eviluadcs aensitométrica-—
mente con el procedimiento de Faladinl y Leloir, efectuando las
lecturas cuda 2,5 mm a la longitud ae onda de 430 Tp, corres-—

pondiente 2l méximo de absorcidn (lFigura 7). Los valores obte-

'02 | | || | J || | ..
Figura 7: Espectro de

una zona corresuone—
o®®%0. diente & azicures se-
* % parados por cromato-
wr g 2 "l grafia y revelada con
/ d nitrzto de pleta en
x medio alcalino. La uve-
J ° tercinacidn se efec~-
03} \ - tué dex}sitométricamen-
te segun se indica en
el texto.

DENSIDAD OPTICA -
®

06} ° -

o\\.”.
1 1 [ 1 [l 2

04
‘300 400 500 600 700 800
LONGITUDDE ONDA (my)
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nidos se representaron ¢raficucente en funcién de la longi-
tud de lu tira de papel, ueterzindndose el drec por debajo de
laes curvas obtenidas. El vulor de las suterficies calculadas
se expresaron en pmoles de izzltosa por compar..cibn con testi-
gos del disacdrido des.rrollados zl mismo tiempo. Los v:ilores
de las dreas resulturon ser funcidn lineal de la cuntidad de

maltosa en el intervalo de 0,1 2 1,2 umoles (Figura 8),

’;6 v L v ' [N | 5 T v ' 4
Y
. . ///
N “
N °4 L [ -
{ o =
04 = M 5
. 553__ d
2 X
,UZP * A n ‘ J
. ¢ 82 "
® E .
fOH' 419/t / 4
‘ ] (4
S S |
la 2 3 g
S O8p . - O 04 08 12 16
) /\ . MALTOSA (pmoles)
?, 0,6 I . < Figure 8: Densitome-
E tria ce las zonus co-
Q rrespondientes a le
0'4T . 4 =zeltoss, de le cual
/\ se touzaron cantidaces
* . conocidas jue se ae-
0,2- ! - gsurroileron c:omato-
\ ¢rdficicente y revela-—
[ .
. « / N ron con nitrutlo de
. ] \ .
L ks - VI A rlate en meaiv alca-
0 2 4 6 8 10 lino (Iz:uierda).

Curva de culibrucidn
LONGITUD (cm) aensitowéirica obte-
nide gréficendo lz sunerficie por Gebiijo de cuda una de las
curvus del gréfico ae la jizjuierda (exnresadi: en unidades ar-
bitraries) en tuncidn de la cantidad de maltose correspondien—
te (Derecha, arriba).
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El método densitométrico para la determinacidn de azidcares

fue también empleado por McFarren y colabori:dores (124), con
resultados similares a los descriptos.

ENSAYO DE ACTIVID.D Qh=AHILASICA: Para la determinacidén de di-
cha actividad en todo preparuaao.distinto dﬁl vglucbgeno partyr
culado" o de "particulas preincubadas", las condiciones fueron
las siguientes: en un volumen total de 0,05 ml se incubaron

a 37° durante 15 a 30 winutos, glucédgeno 8 mg/ml, buffer fos-
fato pH 8, 100 mi, ClNe 20 uwll y enzima. La reaccidén se detu-
vo por calentamiento 2 winutos a 100°, luego de lo cuel se de-
terziné el poder reductor con el método de Somogyi-Nelson (
117, 118). La incubacibén se efectud a pH 8 con el fin de evi-
tar interferencias por posibles contaminaciones de los prepa-

rados enzimdticos con Q-glucosidasa.

RESULTADOS

PROPIEDADES GENZRALES DE LA © =AiIL.Sa DE HIG..DO:

a) CURSO DE Lh REACCION: Cuando el curso
de la reaccién fue seguido por‘determinacidén del j;oder reduc—
tor liberado, se observd que la formacidén ae productos tenfa
luger segun dos etirus: la primera "rdpida", cuya pendiente de-
crecia con el tiemno; la segunda "lenta" de pendiente constan-
te (Figura 9, A). El curso de la reaccidén pudo mocificarse en
varias formas por adicidn de distin%oe polisacéridos; esto es,
el glucdgeno soluble incrementdé la velocidad de ambus etapas
en relacién directa a la cantidud agregada (Figura 9, By C),
rientras que la dextrina (a-limite de glucdgeno solo zumentd
muy ligeramente le velocidad de la etapa "lenta" (Figﬁra 9, E
y F).

b) pH OrTIMO: como puede spreciarse en la
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(umoles de MALTOSA)
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« 0,25 ‘//,g;ﬁ: -
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e

| | I ) |
0 30 60 90 120 150

MINUTOS

Figura 9: Liberacidn
de poder reductor
aurante la incuba-
cidbn de la fraccidn
de glucbdgeno parti-
culado de hfgado.

Se resuspendieron

16 mg de glucdgeno
particulado en 2,2
el de solucidn buffer
fosfuto=cloruro y
alf{cuotas de 0,05 ml
de la mezcla se in-
cubzron a 37° con
las siguientes adi-
ciones en un volu-
wmen final de 0,07
ml: A (0), nadaj; B

180 (@), 0,4 mg de glu-

cbégeno; C (@), 0,8
mg de glucbdgeno; D

(@), igaal jue C, excesto gque el glucdgeno fue agregauo a los
90 minutos de incubacidn; E (o), 0,4 mg de dextrina @B-limite

de glucbdgeno; F (o), 0,8 mg de dextrina

(3—limite de glucégeno.

figura 10, el pH éptimo de la ™ -zmilasa asociada 2l glucbdge-

no particulado de higudo fue de 6,8, similar 21 de otros O -

anilasas de origen animzl (70).

Figura 10: Curva de pH de la d =
uzllasa asociada a le fraccién
de glucdgeno sarticuliudo de higa
de. (0), buffer citrzto; (e),
buiter acetato; (@), buffer tfos-
tuto; (®), buffer tris (hidroxi-
metil)-arino-~etano~ClH.
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c) ACTIVADCRES: La enzima es activada por
halogenuros, en especial por el ién cloruro. La concentracidn
éptime de este Wltimo estd entre 0,01 y 0,10 M (Figura 11).
Esta activacién es tembién similar a la descripta con otras

o(-amilasas animales (70).

El efecto activador de los cationes Ca'’ y Mg++, se
describe mds adelante.

100 p——y——1"

7\10 Figura 11: Efecto activador
\\\‘ de los halogenuros sobre le

o -amilasa asociada a le

fraccibn de glucbgeno par-

ticuledo de hfgado.

(o), ClNa; (8), INe; (e),

FNa. Las condiciones de las

a wmezclus de incubacién, ex-
L ceptuando el halogenuro co-
“] rresponden a las indicades
o

Qo
O
1

1

O
o
T
o
1

&~
)

P en la seccibén de Métodos A-
naliticos.

PORCIENTO DEL OFTIMO

(
\

1
-4 -3 =2 - 0
CONCENTRACION (log)

d) INHIBIDORES: Como puede apreciarse en
la tebla III, tanto la amilas de hf{gndo como la de scliva son
afectades en forma similar por la accidén de inhibidores tzles
como: EDTA, citrato, zn*? y la proteinu vegegetal descriivta
por Kneen y colaboredores (122, 12%).

El EDTA inhibe ambas &f -amilasis en grado variable,
siendo aparentemente el efecto meyor en el caso de la ¢f -emi-

lesa de hfgado pera bijas concentraciones del complejante; a
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Tablic III: =fecto de uiferentes inhibvidores scbre lo acctivi-
did =-zeiidésice de higado y salive. Las diferentes adiciones
se efeclucron &« las mezcles de incubucidn descriptas en le sec-
cc1bn de Métodos ,.nuliticos, a las concentriciones finazles in-

dicades % actlividad
o o concentrucidn ’rem&nente -
rxp{ Inhibvicor ,- Higado Saliva
(ax?) r
1 ] =£0TA C,04 84 100
1 | D74 C,40 74 80
1 EDT A 4,00 54 80
1 TLTA 4C, 00 6C 83
2 =0T C,40 65 66
3] LT 0,40 56 97
El)Ti‘; C:'4-c
2 | cice 0,20 63 7
| c1.0e 2 COo 93 97
2DThA 0,40 P
g ;izxg c;go v 89
R 0,40
100 1
2 Clgig 2,00 9
olsin C,20
L.l)a.‘l‘t 0,40
A C,40 -
2| c1.ca 2C, 00 103 92
HJ‘.L'A’L 0'40
> c1,a 2,00 110 1oz
ONA C,40
3| c1kg 2,00 103 106
oA C,40
3| c1sin 1,00 © 6
3 [ ciCa 2,00 108 102
3] Clig 2,00 118 101
3 [ Cisin 2,00 0 0
4 Citrato Na 4,00 100 96
4 Citroto i 4C,00 1CG 93
4 | Citroto Ne 20C, 00 €9 73
Intivia
N i 1,35 (°) 37 39
| T 2,70 (°) 19 9
(%) lLis concealruciones ectan aades en mg,/ml.
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concentraciones altas (surericres & 10 mM) le inhibicién nun-
ce. superd el 50%.

Los cationes divalentescomo el Ca’' y el Mg++, pa=
recerian ejercer un efecto ligeramente activador sobre la en-—
zime de higudo. En oposicidn a lo observado con los citados
cationes, el Zn++ es un poderoso inhibidor de ambas activida—
des amildsicas.

El inhibidor vegetal, menifestd poseer une marcada
eficacia sobre embas X -amiiases, mientras que el efecto del
citri:to es solamente aprecieble a altas concentraciones. Como
pueie epreciarse en lu figura 10, la inhibicidn por este Wlti-
ro serie meyor a pH dcidoe. La acecidédn del citrato sobre estas
Of-axilesas es similar al descripto por Street (126).
SOLUBILIZACION DE Li Qf —AMILASA ADSCRBIDA AL GLUCOGENO IARTI-
CULADO: La incubacidn de glucdédgeno particuludo en las condi-
ciones para el ensayo de Ci-amilasa, origina la liberacidn
de una cuntidad variable de la enzima adsorbida. Tal hecho
se aprcvechd para la obtencidn de‘la enzima libre del conte-
nido del polis:cdrido. El procedimiento utilizado fue el si~-
guiente: los precipitados de glucdgeno particulado obtenidos
por centrifugucidn de los homogeneizuados de higado a 25 y
100,000 x g fueron rcsuspendidos conjuntamente en buffer fos-
fato 1 M pH 6,7 conteniendo ClNa 120 mM (°). La mezcla se de-

(°) La utilizacidn de soluciones salinas concentra-
das incrementd el r«ndimiento de enzima soluble, aun cuando
los resultados en lues distintus pruebas realizadgs fueron in-
constuntes. El volumen de la so.ucién salina utilizada pare
la resuspensién del glucdédgeno particuledo fue de aproximeda-
mente 1/5al1/7 del volumen de sobrenudante de la centrifuga-
cién a 100.000 x g.
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j6 durante lz noche a 4°, luego de lo cuel se incubé 90 minu=
tos a 37° y centrifugd 60 minutos a iOS.OOO X &. El1 sobrenadan-
te obtenido fue nuevarente incubado 120 minutos y centrifugado
ade la misma forma. El 1{)uido sobrenadante se precipitdé con sul-
fato de amonio séliuo e saturucién previa adicién de «lbuuina
(1 mg/ml). E1l precipitudo se separd por centrifugucidén (15 mi-
nutos a 10.000 x g), retomé en pequefio volumen de agua y dinli-
z6 conlra agua durante la noche. El precipitado de proteina
inactiva iormado durante la didlisis se separd por centrifuga-
cidén de 15 winutos a 10.000 x g.
PROPIEDADES DE Li X =iiélLiaShA SOLUBILIZADAS

a) CUWSO DE La REACCION: Como puede apre-~

ciarse en la figure 12 la velocidud de la reaccidén es constan-

So10 "

80' L Figura 12: Curso de le re-

: accion catelizada por la

§ forma soluble de la K -ami-

"0.08 - lasz de higado.

-§ El ensayo de le actividead
enzimdtica se efectud se-

30,06} gun se indica en la seccidn

g de Métodos Analfticos.

~ 0 (o), glucbdgeno; (o), dex~

S004F trina (3-limite de glucé-

a ¢£eno.

Q& ’///

X002 o

3

K e—5
0 10 20 30
MINUTOS

te heste los 30 m.nutos de incubacidn, tanto con glucbdgeno co-
e con dextrina @-l:[mite de glucdgeno. Eete resultado, aparen-
tecente contradictorio con los expuestos en la figure 9, se ex-
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3

plica teniendo en ccnsideracidén, las bajas actividades enziméd-
ticas utilizadas en el experiwento de la figura 12. Respecto de
las velocidades con ambos sustratos, la formecién de productos
reductores en presencia de glucdgeno fue en tiempos igumles ocua-
tro veces mayor que con la dextrina (B-Iimite.

b) CONCENTRACION DE ENZIMA: Teanto con glu-
cbgeno como con dextrina {g-limite de glucégeno, la velocidad
de la reaccién fue una funcién lineal de la concentracién de en-
zima (Figura 13).

o 1
o
OCo

=% T ! | ] Figura 13: Relecién de la acti-
f vidad enzimdtica de le forme
2006k J soluble de 1a (X-amilas de higa
= do con su concentracién en la

E mezcla de incubacién.

30,01” ] E1 ensayo de activided enzimé-

< tica se efectud segin se indi=-
ca en la seccién de Métodos A-
| nalfticos.

(@), glucébgeno; (0), dextrine

B ®
,r’/’° @-limite de glucdgeno.,
o, 1

|
5 10 15 20
ENZIMA (plitros)

PODER’RQQUCTOR
©
N

o

¢) CONSTANTES DE MICHAELIS: Tanto con glu-
cégeno como con dextrina G-limite de glucédgeno, las afinidades
de la O -emilasa solubilizada de higado, manifestaron poseer
velores similares. Para el primuro se determind un Km aproxi-
mado de 0,5 mg/ml, mientras gque para la segunde due de 1 mg/ml.
El pardmetro que mds diferencia el comportamiento cinético de
ambas enzimas resultd ser la velocidad méxime (Figura 14); pa-
ra el glucégeno la miswma resulid ser cinco veces meyor que pa-
ra la dextrina ﬁ -limite.
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Figura 14: Grdcico de Linewea-

ver-Burk para lz determinacidn

de las counstantes ue iichaelis

de la forma soluble de la X ~-a-
milasa de higado.

o (o), glucbgeno (Km= C,5 mg/ml);
(0), dextrina (3-l{mite de glu-
cégeno (Km= 1,0 mg/wml).

1/v

¢
o

| ]
0

2 4 6
1/5 (mi/mg)

Es de uestacar que d:do la alta efinidad del siste-
ma, fue sumamente dificil determiner les velocidades a con-
centraciones bajas de sustrato y por ello el error de teles
determinaciones nuece consiucrarse como bastunte alto. No
obstunte ello el valor enccntrudo parc el XKm del glucégeno
es del ciszo érden que el determinudo con otras Q ~amilasas
animeles (70).

PRUCPIEDADES DE LAS FARTICULAS PREINCUB..D.S: El rendimineto
generelmente pobre ae ¢ -emilasa obtenido durente el curso del
proceso de solubilizecidén, motivé una investigacibdn de la ecc-
tivid:..d enziwmdtica en las otrus fracciones separaduas durante
la referida solubiliz:.cién. En estas condiciones pudo determi-
nurse gue gran parte de dicha actividwd udiméntaba durente la
centrifugacidn que segufa a la incubacidn del glucdgeno parti-

cuiado. El cedimento asi obtenido se denomind "vartficulus vre-—

46



incubadas " o "purticulus autodegrud:.das".

rn la figure 15 puede a:recierse el curso de la re-

acciodn catalizade por la Q(-amilasz adsorbidz a las "particu-

las preincubadas". La incubacidn de estas particulus origind

g,
‘:,0’4 ! ' Al j Figura 15: Liberucién de poder
3 / reductor durante la incubacién
©0 3} /l/. de "particulas autodegrzdades"
-3 I////A con diferentes polisacdridos.
S a /‘ El precipitado de "particulas
502_ ‘/ Jd sutodegrudzdas" prepcarado se;un
x ’ 9 se indicé en le seccidn ae late-
o / riel y Métodos, fue resuspendi-
_ o — 2 do en 3/5 del volumen originel
§0,1 D;A/z____ de la mezclu de incubacién, u-
< 5 o tilizando para ello solucién
& 1 1 A J Dbuffer fosfato-cloruro. Ali-
Q 0 30 60 90 20 cuotas de C,03 ml del resus-
8 MINUTOS pendido fueron incubadis a

37°, en un volumen finul dc

C,05 ml con las siguientes adiciones: A (©), nada; B (&), C,«
vg de glucbgeno; C (w), 0,4 mg de amilopectina; D (&), C,4 m¢
de dextrina (3—limite ae glucbgeno; E (D), 0,4 mg de dextri-
na G-limite de amilopectina.

la liberacidn de escaso voder reductor (Figura 15, 4); cuzndo

se aaiciond glucbgeno o ewilopectina (°) (Figura 15, By C)

(°) El1 elmiddn es el poiisacdridc de reserva de los

tcjidos vegetales; aucpta la forme de grédnulos en cuya compo=-
sicidn pueden difdrmoiurse dos polisacdridos separables por
su uifernte solubilidad en distintos sicstemus de solventes.
Ellos son la amilosa y la amilopectina. La smilosz es un poli-
mero lineal de la glucose compuesto exclusivemente por unio-
nes Q(~-1—»4. La acilopectina por otro ledo es tambien un poli-
rero de la glucosa de extructurs muy sirilar a la del glucé-
geno del jue se diferancie por unza mayor longitud en sus remas
externuzs e internas. Kds datos se din en las referencizs 5, &

'y 1l27.
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el increcento en la liberzcién del poder reductor fue nota-
ble y en ¢grado siriler al obtenido por adicidn de glucdgeno
soluble durunte la "fase lenta" de la aegradi.cién del glucé-
£eno particulado (Figura 9, L). En oposicidén a esto, el au-
zento originado por la adicidén de dextrinas (3-lim1te de glu-
cbgeno o amiiopcctina fue mucho menor (Figura 15, D y E).
FROLUCTOS DX INCUBACION DEL GLUCOGENO rPARTICULADO: La exis-
tencia de dos fuses en la degradzcidén del glucbdgeno particu-
lado o del soluble, motivé un estudio de la estructura de los
productos obtenidos en lus incubaciones descript:.s. El pro-
blema fundumental fue determiner cual erz el c:.mbio que sufri-
an las moléculas del giucégeno particuledo durante la prein-
cubacidn que dibaz lugar a la formacidn de las "particulas au-
toaegradadas”.

Cuando el glucd; eno purticuledo se incubé en las
condiciones de la wezcla de incubacidn, se obtuvo una libera-
cidén de oligosacdridos equivulente a la cintidid de glucédge-

no remanente (Tabla IV). La formucién de dichos oligosccdri-

Tabla IV: Productos de incubacién del "glucédgcno particulado"
L2 mezcle de incubucién se mantuvo a 37° durcnte los tiempos
indicados, al cubo de los cuales se enfrid a 0° y centrifu-
gé 60 minutos a 104.000 x g. El preci:itodo se resuspendid en
agua y precipité por udicién de 1,25 vollmenes de etanol 96%.
Luego de culenter ligeramente hastu ebullicidén se uejé a ~15°
duri.nte la noche Yy centrifugd; el preccipitado a2s{ obtenido se
denomindé "glucdégeno sedimentable". El liguido sobrenzdante de
l: centrifugacidn a 104.000 x g se precipitd por auicién de
1,25 vollimenes ce etznol en igual torme; el precipitzdo asi
obt.niao fue denominaao "glucdgeno soluble". El contenido en
0lig ostcdridos iue aeterminado en ambos sobrensduntes alcohd-
licos; no excedienuo el corresponaiente al "¢luclgeno sedimen-
teble" el 20% del exiustente en el sobrenadante uel "glucbge-
no socliuble", La veterminucidén de les raras externzs en les
nuestras de glucdgeno se efectud con (3—amilasa de acuerdo a
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lo uescrii;to en lo

S

aceidn de Laterial y létouos.

Minutos de incubuciln
Fraccién 0 15 30 65 12C 18C 4
"GlucégenolTotal (1)} 9,50} 8,oc} 6,00l 6,001 4,751 5,00
"Glucdgeno]Totul (2) 6,30 5,90 7,20 5, 3C 400 3,50
soluble” e X 52,00 44,00}) 39,50} 31,00] 17,60} 16,80
G i . ca. |Rotal (3)} 31,22} 1,99 3,10 4,51 6,36] 7,79
c:;-&-’: -:)s a - 0,77 1,388 3929 Seld 6,57
o G. de P. 4,401 3,25] 3,4C| 3,3C] 3,13] 3,40
. Totel (902 6,00 5y 32 3,48 2,00 1,2C
I{o Eo

(tot) A - -1,32} -2,00( -3,84] -5,32] =6,12

N. I Total 8,48 7490 7,88 7,82 T475 6,70
" T (tot) A - -0,58] -0,60Y -0,66} -C,73] -1,7¢&
l+2+ 3 |Totaul 17,024 15,¢9} 16,30} 15,81 16,11] 16,29
sbreviaturas: n. E.= Hanas externzs; u. E'Lt + = xumas externus
"giucdgeno seairuntable" + ramus externus gfugégeno soluble";

N. I.= Ndcico interno: recianente del poliszcdrido luego ce eli-
minzaus las remus externis; N. I.,

£eno seuimentable" + nucleo interno

oﬁg:

Nucleo interno "giucé-
ucéd¢eno soluble"

G. de

P.= Grudo de nolimerizacidbn: calculado segdn el cociente conte-
nido en glucosa total/noaer reuuctor.
£l total de cadz fraccidn asi como el A respectivo ha sido
e.rrestao en pmoles de glucosz total. e E. he siao expreszao
en porciento de 1la glucosa total liberzuo como wmaltosa por

tratizmiento co

meaio de glucosas vor molécul: de oligosucarido.

(3-cmilusa. E1 G. de P. expresa el numero pro-

dos se efectud en su wayor rurte o exrensis de lus r.mus exter-
nas del polisccdrido; el ndcieo interno sclunente munifestd unc
aegruuacidn epreciuble 2l cubo ae la lerceru horu ue incubucibi,
kn cstas condiciounes pudo verse ;ue la aiferencia iundamcnie.
entre el "giuclgeno particulado" y su prouacto, las "particu-
siwrlemente en un:. aifercaciu

de 1l

lues autoue; ridadas", cstribuaria

enn lu longltud de las rapgas exuernese. Los resultaaos ta-
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bla IV pueden apreciarse més objetivamente en la tigura 16.

,:16F\ ! J Figura 16: Prouuctos de in-
O N cubagidn ael "sliuebieno
gfz- °\ 1 perticulzdo". Las distin-
3 o.\\\\\~ tas curvas corresponden a
- o~\\\\\\‘ los dueetos ae la ti:vla IV,
~ 3 Ba o q (0), "glucdgrno seciven-
N { —0 0—~y = teble" + " lucdgenc solu-
S (N ’/A bple"; (@), "nidcleo inter-~
O e .\/\A - no'\'; (@), "runie externoo";
T U A
§ ¥ A/A .\.\ (A/ p CLLEOTUCLILUCL o
3 3
] 1
0 60 120 180
MINUTOS

En 1o tabla IV, se ulstinguen aos ticos de gluclge-
no: uno sediwmentabie y otro scluble; uwmbos provenientes ue lu
zisma prevuracidn inicial ue gluclgeno particulaéao. Lo exis—
tencia de ectus ucs tormus también se establecid en distintus
srecar.ciones ae giucdgeno rurticulado resuspendidis en buffer
fosf.to-cloruro, incubadas y cenirifugadas a 100.000 x g (Ta-
ble V). Como sueae verse aueumds en lu tabla IV, este fendmeno
ce "ucliubilizacidn" del glucdgeno particulado seria inaepen=—

ulente uel procesc ue incubacién z 37°.

Tubl.. V¢ Froductos ue incubwcién ae aistintas mruestris de "glu-
cb¢,ene particulado".

Loes nuestras iuercn obtenid«s ae cinco preparaciones diferen-
tes reolizadas seguin el proceuimiento inaicado en lu seccidn

dge ..aterial y Wétcucs. alicuotas de 5 mg ue cadu rreparacidn

s¢ r.ouspenciercn en 0,7 ml ue uclucidn bufier tosfato-cloru-
ro e incubaron 6C wminttos a 37°. Al cabo de aicho tiempo Los
incubaaos se eniriaron & 0° y centrifugaron 30 minutos & 104,
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00C x ¢ La: tfruccliones de "¢ . ucleoenc sciuble", "giucéegenc
csedicentgble" y oligos.cirizos, fuer.n cbtenidis segin el wué-
toto uecc:rliuve en 1o tuble IV,

Glucdgeno|"Glucdgeno | "GLlucd enooligosucd-
inicial  (sedim." (1)]solub(2) fricos (3)

fuestira

12,25 2,65
16,10 3,00 6440
11, 2C 1,60 6,15
&,00 1,10 562
14,5C 3,05 5,72

Ly cintidied de ¢ da fraccidn hu siuo ex: res:.di coro ymoles de
glucose total,

TRULUCTOY SOLUBLES EN 1.NOL 50%: =n le 1igura 17 se zuestire

le composicidn ce los olilgosacidridos liberudos vurente li in-

cubi.cidn ael glucdgeno pirticuludce, Inicislmente existe una

! M ! q Figura 17: Prouuctes solu-—
////JL”"——__—_ bies en etuanol 507 obteni-

o w08 jpor incubucidn o "glu-

d cbieno purticulido”. wu wez-

4 cla ae incubncidn corresion-

o M. aleate o ocudn. tliinr0, cine

/ ° PY tuvo una ulicgotg ¢g (y15

02}o H5 <4 &l uc ,Lu’mezci.:: inciciai. ea
D a\ 3 PR RPN

-’
ﬁ/ M L’ \',L;M.J.OL'”; ;;C.u.etm:o:: nno=—
o7 ,,——2‘-."“”—' Liticors Loe 1acubiciones
fdueron o 37°.
D= iricciones 1y oy b2 (ver
\ H . . I 4
texto,. Lu ucuslgn..cion ue

MINUTGS 10s restintes croucuctos de

i & o N
re.ceidon es lu misme ue li
-

TL AL e

GLUCOSA TOTAL (pmoles)
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répide formacidn de maltotetraosa y en cantidudes wenores dé
maltotriosa y meltoupenteaosa; luego de aulgun tieumpo comienza

u liberarse m:ltosu y mds tirdiamente una fraccién ce oligo-
sucdricos con biije movilidad cromutogréfica (Fraccidn D) (°).
b1 se cowparan las curvas de las figuras 9 y 15 con las co-
rrespondientes a lu tigura 17, podria considerarse gue la li-
berzcidn de meltotetraosa, maltotriosa y waltopentaosa, ucter-
minarfan la "fese rdpida" de la reaccidn, mientrus yue la mul-
tosz y la fraccidn D lo harizn con la "fase lenta". Similures
resultudos se obtuvieron cuando se incubaron las "particulas

sutodegradadas" con glucbdgeno soluble" (figura 186); o en con-

1,5 ‘/,—U** T Figura 18: Productos solu-
o ———FE‘~3§“-\§< bles en etanol 50, obteni-
// dos por incubzcidén de "par-

4 ticulis autodegredudas" con
10r £lucdgeno soluble.,

El precipitado conteniendo
las particulcs se resuspen-—
dié en un volumen de agua
.//'v equivalente a 1/7 del volu-—

5 men originel de la wewcliu
%2/ { —a— _U de incubacibn. ~lficuotus de
0,02 ©l del resusrendido,
180 nis 1 ng de glucbgeno solv-
H/NUTOS ble y soluciédn butier {oe-
tato=-cloruro en un voluren totael de 0,07 ml fueron incubadas
& 37° durante los tiempos indicudos. Los resultudos expresan
las uiferencias entre las incubaciones realizadas en uresen--
cia y en zusencia de glucdgeno soluble, La designacidn de los
proauctos es la misme de las figuras 2 y 17.

O
5.

GLUCOSA TOTAL (umoles)

(°) Cowmo fruccidn D se comprenden todos aguellos
oliyosacdridos yue se desplazan mwy poco del origen cuando
son cromatogrifiados en Whatman N® 4 con butinol-piridina-
agui. Se define como iraccif Dl a la jue no se rueve del ori-
&en y couwo Do & la jue se ubice entre I y waltopentaosa,
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diciones iguules cor. uicho sustri:to, prevaraciones de K-—-ami-

lasa de pancreas (figura 19) o suliva (ifigura 20). &n todos

,) 1 LB ) |
~ q
3 /
3 o
31’0}' O/ -
- /
~
2
3
Q
S
3

Figura 20: rroauctos solu-
bles en etunol 50,5 obteni-
dos por incub:icidn ue O -
cmilusa slivel con ¢lucd-
geno solublees zxcepto 1o
enzire, lus ccnalciones son
las ailsm.g de le 1igure 19.
Li wesignacidn de los pro-
auctos ue reaccidn es iu
wisre de lus figurus 2 Y
17.

moles)

Ke)
©

GLUCOSA TOTAL (

H

o
O

o
(&)

-

o

i,
N

Figura 19: Productos solu-

bles en etanol 50% obteni-
dos por incubacidn de o -
asiluesa pancredticz con
glucbgeno soluble.

La wmezcla de incubacidn con-
tuvo: 1 mg de glucdgeno,
0,06 mwl de enzima y solu-
cibén buffer fosf:to-cloru-
ro, en un voluren finucl de
C,15 ml. Las incubaciones
se efectuaron a 37°, Lz de-
signacidn de los :rouuctos
de reaccidn es lu misma de
las figuras 2 y 17.

°

o -
C e D/

AM,

" Zo/g M _8 Sﬂ
/| /1 L

60 120 180
MINUTOS

estos cusos se observd una rdoid: formicidn de meltotetreosa

y meltotriosa, sceguld:: wds taruiuwmente de la epuricidn ae 1lo

fri.ccidn ¥ y moltosaz. Les uc hacer notur jue contraricmente al
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caso de las O=amilusas de nigidc y pdncereves, la wrilusa sali-
vi:l :roduce ia liveracidn de maltotrios. en cuntid:des cune-
riores & las ue wmultotetraosa.

Ca el 1in ue extenaer lus refcriuc.s cbservacicnes,
se ecrtuuiuron los oligcesacdrides liberados durunte 1o incube-
cibn ue "yurticulas zcutouegradidus"™ en :resenciu ur | olisu-
ciridos «istintos del glucdgeno.

ln lao figura 21 pueden cpreciarse cucles i.eron los
productos liberados por lus "purticulas preincubadas" durznte

una incubucidn en iusencia de polisucférido agregudo. En estas

1,00 | | Fijura 21: Productos solu-

bles en etcnol 504 obteni-
dos por lu incubecidn ae

QZS ? "purt{culus preincubzdus™,
Las condiciones son las

. v miszis de la figura 18, ex-
Dy cepto j;ue se hu owitiuo lu

yd adicidn de glucdgeno.
/V | La designucidn de los jro-
Do—y ductos de reuaccién correc—
- My ponde 4 lo exminleadu en las

/
év:""’,.___Hz ‘ figures 20y 17.

MINUTOS

(pmoles)

GLUCOSA TOTAL

condiciones se formuron rduidumente lus Iricciones Dl hY 12,

juntc con pejuenus cantid:..des de i.ltoirios.; luego ae un tiem-
po comenzd u prouucirse multosu. Cuwnac ettis purticuluzs se
incubuzron con dextrinc (S-limite de ¢iucdeeno, se obtuvo lu
y D

forracidn de lus fracciones D nultosu ciueros crnti-
pecu

2 1?
dades de multotriosa (Figura 22), coruortemiento evidenteuwen-

te similer al observade en la fijure 21,

O
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073 J 1 Filgura 22: rFroductos solu-
T bles en etinol 50, obteni-
< J dos por la incubacidén de
€ 050} / "particulas nutodegradadas™
= /' /| con dextrin. @ -limite de
~ D D, glucdgeno.
~ 2 / q§ Exceptc el ;olisacdrido a-
S 025} / ~ cdo, las conaiciones
= 0, M /e/ gregudo, c e
< ,' =/ 2 fueron lus wicmas ue la fi-
S v - ——ﬁﬁ__.‘ gura 1€,

S ég:g. -~ _——9 La decignacidén de los rro-
3 o 50 20 180 ductos de reaceidn corres-
MINUTOS ronae a la em:leadu en las

figuraes 2 y 17.

Les resu_tados oblenidos en lis incubiiciones de las
®:rtfculus cutoue,radad:s" con :olisacéridos derivaaos del ul-
riadn, uiiirieron notablemente de los anteriores. Con amilo-

pectins: (Figura 23), sc coservdé une rédpide foruucidn de las

L 50

V. J ! Figura 23: Prouuctos solu-
bles en ctanol 50% obteni-
dos por la incubacidn de
v 4 "particulas sutouegr:i.didas”
D con uzwmilopectina,
1 -0 Las condiciones iueron l:s
N —M q - _ ‘
o//'v mismes de lu figura 16, ex-

7 ~ § cepto jue se em:led uriLopec-—
—& 3

tina en lugar e ¢ lucdseno

soluble,

Lz uesignacidén de los pro-
50 120 gocuctos de reaccibn corres-

msonde a la erslead:. en 1o

MINUTOS figuras 2 3 17.

n

~A

GLUCOSA TOTAL (pmoles)

o

ifr..cciones Dl Yy D2 juntc con wmaltotetraos: y wultotriose; wl

ccbo ae un tiemro las fracciones I desaparecieron, producicne—
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dcse oniltosu ¥y wayores cucntidodes de weltotetri.os: y melltolri-

oci., in esjuem: similur se observé con lu amilosa (fisurw 24

100 r T 1 .

Figura 24: .irowuctou sclu-
blcs 2n et-mnol 50 obteni-
4 cos por li incubucidn ac
"hurticulos wotoaerradiaaas”
con nuilos:i,
< Las conuiciones con Lo rie-
meo ao Lo i wes 1, excepto
ﬁﬁ-——- iue s¢ hu cmpleacc nnilose
en luger de ¢lucbgceno solu-
|a— |1 ble.
Lu uesignicién ve los pro-
ductos de rcaceidn corres-—
18090nue a la er;rena:. en .S

MINUTOS Ilgurvs 2y 17.

( H /jgles)
o
o

O
W
L)

GLUCOSA TOTAL
O
N
U

en ¢.te caso duriate el uescenso ae 1. fruccidn pl,
1. 1crracidn de weltose y wiyores cuntidades ce w:liotriosc
nolictevruosa, ce cbtuvo lu sroecuccidn de zmeltopenteosc. La in-

cubicidn con uextrini. G—ll’::ite ce wmilopeciini. (figura 25),

Lo
3

Figura 25: rroauctos colu=

V\D ~ N N + .
1\\< blLes en etancl 50 obteni-

uog por la incubicidn ue

"ourticulas autocegrad:.aus”

v con dexirina (B-1fcite de

/ aIl.opect ind.

Las conuiciones son lugs nis-—-
M 4 mes de lu tigure 18, exceo: -
gras— -t ~ € A «, "y -
_ //ﬂ_g-gz to.‘lue gL }:{..‘O[Ep.LquO-ueX
-, S 3;________ triae (3-limite ue amilcpec-
Za—" ,_—M"‘""

> | tinu en iuger cc ¢ iucdgeno

N
™~
1

W

GLUCOSA TOTAL (pmales)

soluble.
0M/~u7‘05 160 TS u’e:;.ig;nucidn ae lo. oro-

o
~a
S



uuactos de reaccidn corresponde a la empleada en las figuras
2y 17.

tumbién produjo una grun ecantidad de friccidn Dl' mucho ma-~
yor jue la de maltosa, multotriosa y maltotetraosa; pero en
este caso no se vio la notable caidz observed:s en los dos
cusos anteriores (figuras 23 y 24).

ECTRUCTUR Dk LaS FunCCIONES "D": La disimilitud en el com=-
vortaciento de l1us fricciones D, durante las uistintes incu-
bi.ciones descrintus, sugirié la exisienciza de murcadas dife-
rerncius estructurales entre las mismas. Con el fin de deter-
Zinur el caructer de tales diferencias, se efectué un estudio
iel irado de polimerizacidn y de P-amilonsis sobre les trac-
ciones D obtenidus en todus las incubaciones descriptas. Ln
uni: exveriencia preliminar se estudié la fraccidn Dl produ-
cida sl cabo de 15 minutos de incubacidn de las "particulas
autodegradaedas" con amilopectinai en dicho tiempo, como pue-
ie zpreciarse en la figura 23, la concentracidén del producto
en cutudio fué méxima. El grado de polimerizaciédn resultante

pura esta fraccién D, fue de 18,7, mientras que el de (g-ami-

1
lolisis de 9. Lkstos resultados concuerdan con la estructura

de un oligosucdrido compuesto por 18 unidudes de glucosa uni-

das exclusivawente por enluces glucos{dicos del tipo O =1—»4¢,
Los resultazdos obtenidos con las restantes fraccio-

nes D, pueden apreciarse en la tabla VI, ﬁn le misma se ve

que el grado de polimerizacidn de las fracciones D, es supe=

1l

rior 2 8, mientrnas jue el correspondiente a luas D2 oscila en-

tre 4 y 63 por otru parte las fracciones D, provenientes del

1
olucdgeno, aextrinc (g-limite de glucbdgeno y dextrina (a-li-

mite de amilopectina, presentan en grado creciente una mayor
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produccidn de maltosa por le e-ﬁmilaea, 0 sea un menor grae

do de ramificacidn.

Tabla VI: Propiedudes de lus {recciones "D" obtenidas por hi-
drdlisis qufmica o enzimética de diferentes polisucdridos.

MEZCLs DE HILHCLISIS | Fraccidm GZOI)’. ?-Ami%g%%sis.n
wp, P ——JLDZ = .

"P.P" + glucdgeno gé ?:i g:%g
"E,P" + dex-P-gno ;_I)% lg:g 8:%2
"P.P" 4+ dex-(’-amilo;o g; lls':g i,ng
"P,P" + urilosa gé lé:i (e°°) g:%g__a
Glucdbdgeno + 1l C,O%N gé %f% i:gg——q

(°) Go Po: grado de -olimerizacidén; cociente entre el conte-
nido total de glucosa y el poder reductor.

(°0) @-dmnlolisis: pmolesc de weltosa liberados por umol de
fraccidn (la ccncentrucidn de cada traccibn se determind por
poder reductor). El vclor ce @ -amilolisis de cadua fraccién
se tomé como fndice de linezarid: @ de lz miswa. Las condicio-
nes experimentales utilizadas parsa la determinaciédn iueron
les siguientes: Frauccidn (D} o Dy) 0,072 & 0,310 pmoles (ex~
presado couo voder reductor), @ -amilasa (60 m¢/wl) 0,02 wl
Yy buffer acetato pH 5,6 50 wi{§ volumen totrl 0,22 ml. Se in-
cubé a 30° durunte 1€0 nminutos y los productos iueron sepa-
r2dos cromatogrédficamente. L2 maltosa obtenida se evalud se-
zicuantitutivi.mente como se describié en la seccidn de Méto-
dos Analfticos,

(°°°) Por rzzones desconocidas el valor corres-onaicnte al
gredo de nolimerizucidn obtenido es menor nue el grado de
@-amiLolisis.

abrevieturas: "F.P"= particuluas preincubadas; dex-(g-gno=
dextrine (J-limite de glucdgeno; dex-@—amilOp= dextrine (3 -
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1f{rite de amilopectina.

PRODUCTOS DE lLuis HILROLISIS ACIDA DEL GLUCOGENO: Con el fin

de comparar los resultados obtenidos, con una hiardélisis t{-

picamente "al azar", se sometié una muestra de glucégeno so-

luble & une hidrolisis dcide en condiciones tules gue le li-

beracién de poder reductor fuera de orden similar a la obte-

nida enzimdticamente. La formucidn de productos siguid la se-

cuencia descripta en la figura 26. Puede apreciarse jue el

~
1

Figurae 26: Productos solu-
bles en etanol 505 obteni-

\"4 | dos por unu hidrélisis 4-
B —572\\\ cida del glucdgeno.
V\ Las condiciones elegidas
j fueron tales que permitie-
v ron obtener une liberu-
cidn de poder recuctor si-
// rilar a la observade en la

N
>

-

-

O\
1

o

8 hidrdélisis enzimdética du-

v/ —
é !447&:—‘02—_;' rante igual tj;empo. Le mez-
o™~ - G~ cla ae reaccion contuvo 1
0 60 120 180 me de glucdgeno y ClH 0,05
MINUTOS N en un volumen totul de
0,5 ml. La incubucidn se
etectud a 100°; a los tiemros inaiczave se eniridé y neutrzli-
z6 con NaOH C,5 N, La uesignzcidn de los proauctos ae reaccidn
es lu wisma de ies figuras 2 y 17.

GLUCOSA TOTAL (umoles)

esjuemna obteniao difiere marcudirente Jdel correspondiente a
las hiurélisis enzimdticas ael giucdgeno (figuras 17, 1§, ,
y 20). Fue curi.cteristica de la degrud: .cién dcidu del ¢ iucé-
ceno, la formecién de unz grun cuntid:d ae fraccidn Dl con
eccrso grado aue ramificacidn (tubla VI) y una relative resis-

59



tencia a laaccibén ulterior del dcido (figura 26); estos hechos
cvourfian explicarse por una mayor labilidad al 4cido de las u-

niones O(~1—% respecto de lus Q(-1-#4.

LI-CUSION

£n concordencia con los resultados obtenidos en la
rrimere Parte de este trubajo, se ha poaido determinar jue la
actividud enzimdtica zsociada & la frauccidn de glucdgeno pur-—
ticulado de higuao y responsable de su hidrélisis posee lus
iro;iedaues ue una N-zmilasa. A este respecto cate destacar
gue su piH éptimo, asi como su afinided por el glucbdgeno y e-
tecto ue inhibidores ) activudores son similures a los des-
criztos en ctrus Of{-awilusas de origen animul.

Estuaios sobre la liberacidn de poder reductor por
Lo O{=-ami1lusz 2sociuda al glucbdgeno particulndo, nun indica-
a0 que la reaccidn ticne lugar en dos etzpas, una rdpida y
ctrn lenta. kste uecreciwiento en la velocidwu de formacidn
ce los productos recuctores, gque tiene lugar luego de jue el
clucédieno ha siao incubzdo cierto tiempo pouria ser atribuildo
z: 1) i1nactivicidbdn de le encime por inectubiliacad en las con-
¢iciones del enscyoj 2) inhibicién por los productos formados;
3) incremcnto ue la reuccidn inversu por acumulzcién de pro-
quctos; 4) caidu de lo cconcentrzcidn efectiva de sustrato por
transiorm:cidn o deswparicidn.

La priweru suposicidn puede eliminurse puesto que
le aaicidn de g lucédgeno origine un nuevo increuwento en le ve-
locidud de lin retcceidn ({igura 10, curva D).

La scgunda nosibilidad t.mbien se uescurta puesto
yue en lus cxperieacias con purticulas preincubadis, los pro-
auctos 1.eron elirvinudos por centritugacién. con siwmilar

arpyument. rueue eliminirse la tercera posibilidad.
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<ueds entonces Cculo ultima alternativa, gue lu ve=
locidad aiswinuyu bien jor unu marcada cuida en lé concentru-—
cidn del - olisacdride o por una acentuada modificacidn en su
estructur:. La pricera posibilidud se eliminuard puesto jue
dedu le o raen atfinicdue do la -amilusa por el glucdgeno, la
concentr.cidn de este deberf: cuer hustu lo déciwa varte ue
su vulor uri¢inal parc noterse un cuebio significaiivo en la
vclociduu; tel hecho sin uuda no corresponde & lus condiciones
del tenbuseno d scrirto.

De lo visto se ve:.rende comc Unica posibilidead
JUE 0T .rré un Larctdo ctibio en la estructura ael sustrato
cuundo sun no ha sido ueiraed:do el cincuente porciento del
ro.isncdrido iniciiluente exi.tente en lua mezcla de incuba-
cidén. Tal hecho encuentraz su coni.rmucidn en los resultados
exruestos en 1l tebla IV y 1igura 16. En etecto, pueue arre-
ciuzrse jue «l cubo de 180 minutos ue incubacién cuzndc eun
sersiste wds del 50 ;orciento del polisacérido iniciul, sus
rucus exte:nas han decrecidc haste una longitud infcerior o
la tercera parte ue su vulor criginel, presentando de tol for-
mi: un:. estructuru sinvilar a le ue una uextrina'(a—limite.

zl exinen ue los proauctos solubles en 50 porciento
de etunol, liberaudos cuundo .a enzima actua cobre sustratos
jue ;oseen intuctas sue rumas externas, permite wpreciar en
los :rimeros womentos de li reaccidén, la forwecidn cusi ex-
clusiva de oli¢csugdéridos lineales. rue caractcfistiCL de es-
tos productos, noseer un grado de olimerizacidén tunto mayor
cuiznto miyor iuerae li. longitud de lus rimas exteranas. En el
ciee uel glucédgeno los principales prouuctos fueron wmaltote—
triosa 3 uiitotrice:., micntrus jue coun ckilopectinz se forma-

son cligesaesirivos cinecles de wucho ney(r grado de ;0limeri-
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zacibn. Estos fueron uegradudos rédpidumente z wmeltotetraosa
Yy wtltotriosa.

Cuando la reaccién se estudia a tiemros maycres, en
el ceso del glucdgeno se aprecid le formucidn de sucdriaos ra-
miticados y meltosa, mientrus que con amilopectina se obtuvo
la produccidn de maltotriosa, meltotetrzosa )y multosz.

Utilizando sustratos cuyas ramas ext.rnas fueron pre-
vizrente reducidas por la acciédn de 1la (g-umilusa (aextrinus
e—limite) o ror la misma Q-amilasa (particulas autouegradu-
dae), los primeros productos solubles en etunol 50 porciento
fueron oligosacdridos ruwificados y ci.ntidades pejuelius de
vligusicdriuos lineales. Estos dltimos poseiun una longitud de
cadena jue variaba con lu correspondiente a las ramas inter-—
nas del nolisacdrido original. Es as{ por ejerm lo jue el glu-
cégeno, con una longitud de cadena interna prozedio de 3 a 4,
did lugar a la torwecidén de maltosa; mientras que con acwiiorec-—
tina, de ramas internas del doble de diche longitud, se obtu-
vo mzltotetraosa y waltotriosa.

Tenienuo en cuenta lu evidenciac experimental aes-
cripta, puede cocnsiderarse que le accidn de la O-asilasa sobre
el ¢grucbdgeno o polisacdridos ramiticados sicilares, sigue una
secuencia de etaras pericctumente ordenadz. La primer: es un
ziague sobre las ramas exlernas del polisacdrido (figura 27,
L), evidenciable por un rdpido incremento en el poder reauc-
tor, con tforzucibén de multotetraose y multotriose. »1 iincli-
zur esta etapa, la desaparicidén de las ramas extcrnas ha sido
cusi coum:iletz; no ubstante ello, el adcleo central de lu wolé-
culz verruncce inalterado.

La segundz etapa estd caruc-erizadz por une lenta

livberacién de roder reductor originade en le 1crmucidn de mul-
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Fijurs 27:

Hepresentacidn esyuendtice cel zecuniswo ue wecidn
ae la f=imilisa.

Los sfubolos utilivados son 1os wismos ue 1w iigura l. Los
exrlicuciones e cin en el texto.
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tosa y oligusucdriaos ruwiiicwdos, nrovenientes del nlucleo
centrzl del vnoiisacidrido.

Es uificil asegurar cucl es el origen esiecifico ce
le mazltose en esto Gltime etapu. Ui li enziwa swtuca ¢l ndcieo
en B (figurae 27), el uiszedriuo :revenaria exclusivumcnte uel
polisacdrido residuzl; wmientr: s jue si lo huce en C, podria
forzurse tunlio de este como wuel oligosuedrido rurmificcdo pre-
viurwente liberudos /i este res:ecto cube destucir gue lu fruc—
cidn Dl obtenidu de lus incubiciones de O =-umiiusa de nfgiao
con ¢lucbgeno, vosee un grudo ue poiiwerizacidn wayoer jue el
setnludo pura le uextrin: limite de Q(-emilusa suliver por
Hoberts y ihelan (116) y pouri:. ser cbjeto de un atzaue uite-
rior por ;urte de la enziiui.

Log ectudios elcctuuuos con Q(-amilaSus e otrcs
te jiaos, tiles cowo lu salivir y lu pancredtica, muectran un
esquems siziler & le ae hfguaoy con ti.l argumento lues conclu-
sicnes exivuestas pur: el cuso de esta dltime, vourfzn geane:r =
lizerse « lus restantes Q{-aumilusas.

=1 método wrlicudo rurz lu iuentiliczcidn ce los ure-
cuctos de incubucibn cel ¢iucdycno con uiferentes tinos e
O(-umilusa, es de sume utilidad parz la ceterminucidn del ori-
gen tisural de li. enzima., Como e describid unteriorrente
(tiguras 17 « 20), es cericteristico tanto en iz enzima ue
hisudo como en la de rancreas, l:. iormecidn curunte lo "fose
ripida" de muitotetrcosa en c ntiacdes muyores jue las de
ceitotriosu; en el cuso de li enzima ue gldndule salivel la
relucibdn s« cncontré inve:stide.

La reaccidn ue la Of-unili.st: con los grdnuios ue al-
widén fue es:uaivd: or Noruin y Xim (12¢). Lstos wutores ire-

venturon eviuencius de jue la enz:.mi: degruda en las etinas i-
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niciucles, solarentc las caaenus externas de la frzccidn amilo-
pectine. Los autores explican tul ccmportamiento, sobre lu ba-
se de le inaccesibilidad de la estructura del grdnulo. En nues-
tro ceso tal posibilidad puede eliwinarse, por truterse de po-
lisacdridos solubles.

En cuanto a lz hidrélisis dcida del glucbdgeno es e-
vidente que la secuencia en la liberacidn de productos es dis-
tinta de le obtenida por hidrdélisis enzimdtica, zun cuando en
arbes las condiciones aseguraron la misma velocidad de iforma-

cidn de poder reauctor.
SUMARIO DE LaS CONCLUSIONELES

Lz formecién de los mazltosil-olisosucd:idos ¢u higa-
do es aebida z la zccidn de una O(-amilass usociada con la
truccidn ae ¢lucbdgeno particulcdo.

El estudio de la actividad enziwdétice con diferentes
polisucdridos moustrd que la accidn de la -cmilesa con el glu-
cbégeno tiene lugar segtin dos etapus. La primera se caracteri-
2& por unz rdpide liberacidn de poder recuctor y tiene como
productos oligosacdridos lineales provenientes de las rumas
externas del polisucdrico: maltotetruosa, multotriosa, mi:lto-
centaosa y multosz. La segunda etapa estd curacterizada por
unu lentu tormacién de productos reductores, principalmente
raltosa y oligosucdricos ramiticados, origincdos en el nidcleo

central ae lo molécula del glucégeno.
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AGREGADC 4 Lii S£GUNUL nRTE

En les experiencius destinades e ueteriinar le se-
cuenciaz en la liberacidn de productos aurunte le "fise lenta"
de la degradacidédn del glucédgeno por la c(-émilasa, se plunted
el problema del origen de le maltosa. Como se indicé en la dis-
cusién anterior, esta podrfu provenir de une fruccién D sufi-
cientemente grunde como pare sufrir une degrudacidn ulterior
por lz enzime, 0 bien poaria origincrse directamente por un
ataque enzimdtico al ndcleo remcnente del polisucdrido,

En la presente seccibn ae ex;onen ulgunos entojues
del probleme y las experiencias tendientes a ailucidur el o-

rigen de le wultosa durante le referida "fuse lenta",

VT enlnl ¥ SLSTCLOO

14

¢ Ue obtuvo de higido de animales

. : 1 .
inyectaudos previuamente con glucosa=C 4. La técnica utiliizada

Fitkinau .CION DE GLUCOGENO=C

fue la jyue se describe a continuacidn. Se emplearon ratones
wachos ae la cepa 03H de 15 a 20 gr de peso, obtenidos ue 1l
Corisiin Nacionul de Energfe Atémica. Loc unimules fueron u-
yuntaos aurante 24 horas, al cabo ae lus cualec recibleron
intraperitonealmente una uosis dYnica de 260 mg de glucosa—{)14
unitormecente mercada (ectividad esvecificu: 275.000 cpm/mg)
aisuelta en 1 ml de zgua destiladc; al cobo de 120 winutcs
los ratones se suacrificaron aisldnuose el glucédgeno de i ndo
de acuerdo al método de Somogyi (129). kn c¢sias condicionee
pudo obtenerse una preparacidén de (lucéieno con una activie
dud especf{ticu de 12.850 cpm/pmol de glucosa, con un rendi-
viento de 11l mg de glucbdgeno por animzl.

SETLIINACION Di sADIOACTIVIDAD: Se efectud en un contador de

flujo gaseoso sin ventana, sobre cuestrus colocadis en rlan-
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chetas de aluminio. Daao el escusc espesor de ius zmuestir.s no
se efectud correccién por zuto-sbsorcidn. Lo loculizucidn de
les menchoes rodiouactivas en los cromatogramas fue reulizuadae
automdiicamente segln el procedimiento y=z descripto en la
Primerv Perte.

PREFARLCIUN UL Li FRLCCION Dl LDICACTIVL: Le crepar:iron dare-
t{culus preincubadus a partir de 5 mg de lucdgeno purticula-
do con el método uescriyto en la Segundc Parte. Lag uwiszaus tue-
ron resuspenaidus en buffer tostuto C,1 X pH 8 jue centenia
ClNa 0,02 M. alficuotus de 0,05 ml de este sus:ensidn fiueron
incubedos:.ea 37° con los siguie tes agreguaos: gLucégeno-Ul4
20.400 cpm (1,7 ymoles de glucosz total) y glucédgano soluble
no rruioactivo 1,2 mg; volumen total 0,15 ml. Al c:.bo ce 9C
zinutos la reaccidn se detuvo por calentumiento ae 2 winutos

a 100°, llevéndose lz nezlca & 1 ml con 2ue Yy precijpitdndose
por agregado ve 1,25 ml de etanol 96%. Los proauctos conteni-
dos en el sobrenadante etandlico fueron aislados crometogrdfi-
camente con el procedimiento descripto en la Prirera Parte,
eluyénaose las zonas correspondientes a le fraceién D,

] 1
El grido de :olimerizz.:idn de la fraccién £ c.af
obtenida tue de 6,8, con une sctividad esrecificz ce 4.300

cpm/ Pmol de gluccsae.
HESULTADOGS Y DISCUSICN

En lu tigurs 28 puede apreciurse la cromatogrufia
de los productos raudioactivos obtenidos de la incubacidn de

le freccién Dl redioactiva con particulas cutode,r:..daduse. Co-

ro result .do de lz mismu se obse.ve que el dnico coxuesto ais-

lado 21 cebo de 120 mrinutos de incubacidn es la iruccién Dl

originel, aparentemente resistente «l atajue ade le O(-amiiasa
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de higado.

CONTROL

INCUBADO

A N S

Fijur. 283 Detecciédn de los productos radioactivos formados
dur:nte lo incubacidén de lea fraccién Dy con partfculus pre-
incubudig.

Las condiciones de la experiencia se dan en el texto.

Lu designacidn de los productos es lu wmisma de las liguras
2y 17.

Je acuerdo a este resultudo es evidente que la mol-
tosi. liberuda durcnte la "fuse dlenta" de la uegradaciédn del
clucbgeno por la Of-umilasa, no proviene de la degredccién ul-
terior de una fraccién Dl cmun graedo de polimerizucidn infe-
rior a T. Cinembargo como el reterido grado de noliceriziicidn
es el menor hustu ahcra determinado para una tracciédn del ti-

00 D, (ver tabla VI), cebe la posibilidad que fracciones pa-

1
yores pued:.n ser aun sustrato de la Q(-amilasa en lus condi-

ciones ensuyudus.
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PERCFith rLlTES ~CLIVIDLDES GLUCCOIDAEIC... Lii TEJILO HEPATICO.

con el 1in ue .mpliar el trabajo previo sobre loc
gisteuw .t enziwdticos resposablcr e lu formucidn de glucosa
2 purtir ue glucbdgeno o de mi.itosil-oligosacdridos, . e encard
con mayor aetulle el estuulo de 4i. actividud of —glucosiddsica
de higado, ya uescript:. en lu ivimera rarte. De esta foerma a
podido precisarse lu. existencia en extractos ue aicho drgano,
de por lo mencs dos actividades glucosidésicas con cupaciuad
de hidrolizar & -glucosil-disacdriaos. En la prescnte seccidn
se uescriben la purilicacidn, propriedudes y distribucidén c.-
lulcr de dichas enzixi.s. asimisno se preseantan las eviaencius
rue :indicen & dichis glucosidusas como responsables ue lus
activid:des zr-cm;lésica ¥y glucosiltransferdsica de los extrac-

tos we higzao.

VT Euwinl ¥ ETODLS

SUSTRATUS Y 4ELCTIVOU: Toaos los uisccdridos utilizauos fueron

purifici.dos en pupel, por crowutogratfa, cumo se uescrivid en

L trimeru rarte. El ;lucbdgeno libre de oligcesucdr o o L.
isomultosu se precwruron ae acuerdo a los méi: .. “:-riin les-
criptos en le Primer:.. iarte. La xojibiose, 1. .. evcon y G
Ol-ienil=glucdsiao fueron un gentil obsejuio del .r .... Cur-
aini. La multosa-cl4 se prepard a ;artir uc rlmi.én="" - or
accidén alternutive de la of - y la F —amiiue :, ousil c‘ndosc

luego por crom:tograi{a en pupel. La dextrinu 45-liuite de ¢lu-

y Whelun (37), mien-

o

cégeno tue prepuri.as de scuerdo a Welker
tras gue la (g-umimsa, lu | ~apilasa salival y el glucbgeno
particul:.io se obtuvierca semin los métodos aescriptos en 1o
Primera y Segunda iarte. El glucdgeno particuluzdo se puriiicd

iratdndolo con ureu 8 ! durunte 16 horas & C°., La suspensién
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f.e contonces centriidgnda a 105.000 x g durante 30 minutose.
nl reciiitico wsi cbtenido 1ue tritudo nuevuzente con urea
¢ . ceatritugaao; luepo de ser resuspendido fue dializado
exnauslivizente cunlre ugut.
£l pel de fostiuto ae culcio se prepurd seguin Keilin

o urtre (13C,. w0s uewds sustrutos ; rezctives utilizados
ideron productes cormerciaiese
LETewel aaawITICUls wn presencia de sustratos sin apreciable

ouer reauctor (glucbdgeno y glucdsidos) el increzento en el
pocer rauctor e ueterzind con el método de Somogyi (117)
5, sewson (11l€) en un volumen tinul ae 2,5 ml o con el método
GG Parg g Johnsoﬁ”gn un velumen final de 2 ml. Cuandce la de=-
torwinieidn ue oder reauctor se efectud en presencia de sus—
< nuicos reauctorns se utiiizd el wétodo de Cayoutto y colubo-~

roeores (131, ligerinenie mod:ficedos EL velumen 1inal de

13

L.oosweenidn tue w6 2,% =l y cntes ue ln detercinicidn l.s mues-
Tree aeran scbrecrg ans cen C,1 Pmol de glucose, ~ues :Or
wte s ose tal velor li censibilidad uel métode cvisminuye wpre-

cr.bleceate {1igura 29), De ect:. fcrmi es vmosible vi.lorur
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Figure 29: Curvas de calibrecidn de los métodos utilizados
paere le aeterminecién del poder reductor.

(0), Park y Johason, glucosa o mzltosa; (8), Somogyi-Nelson,
glucosa; (®), Somogyi-Nelson, multosaj (@), Caputto y cola=-
borudores, glucosaj; (4), Caputto Y colaboradores, maltosu.

cantidudes de glucosa jue oscilan entre 0,05 y 0,50 umoles,
siecndo el ceolor desurrollado por la mcltosa, en cantidades
ejuimoleculares respecto de glucosa, diez a quince veces me=-
nor. n la figure 29 pueuen apreciarse los rzngos de sensibi-
lidc:d de los wétodos citudos, cuando las determinuciones se
llevan a cabo con muesiras de glucost o de multosea.

Cuando se utilizd como sustrito 2 la isomuzltosa, la
detercinccién del ypoder reuuctor se efectud empleando el re-
activo de cobre "dcido" ue Tauber y Xleiner (132), asociado
14l reactivo ersenomolibdico de Nelson (118) en un volumen fi-
nal de 2,5 ml. Les condiciones de la reaccidn y la sensibili-
d:d del método para l: glucosa es similar al método de Caputto
¥y cclaborudores (131); mientras que lea correspondiente a la
isomuzltosa es cinco veces menor respecto de cantidudes e:ui-
mcleculures de glucisae

El 6-bromo-2-nuftol fue decterminedo con el método
de Cohen y colaborudores (133) modificado de la siguiente ma-
nera: luz muestra a ensuyar se llevé con agua a un volumen
fin:l de Cy6 ml y wjuctd « pH 7,6 con OHNa 0,05 N, utilizan-
40 como indicador intcrno 0,05 ml de una solucidn de rojo fc-
nol 1 1,). Se agreié entonces 0,1 ml de solucidn de o=diinisi-
dina tetr: :sotede (4 mg/ml en ague uvestiluda fria) recién pre-
puride y luego de agitaer se dejé en reposo tres minutos. Al
cabc de uiche¢ tiempo se nuicioneron 0,2 ml de dcidc tricloro-
zcético €05y 2 ml de acetatc ue etilo. Luego de agitar vigo-

rosaizente sc ceatrifugd & 2.000 rpm 10 rwinutos y se retiré
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cuidudosumente la fase coloreada (superior) nera ser leida
a 530 BH. De tzl form: es posible con este método lu cdeter-
minacién de 0,5 a 5 pg de 6 -bromo=2-ncftol,

El fenol se detcrmind con el método de Folin y Cio-
c..lteu (134) en un volumen finzl de 1,2 ml, utilizando como
refcrcncia una muestra de arbutina (hidr04uinonil—(3-gLucdsi-
do); el método permite valorar c.ntidudes ue fenol Jue ouci-
lan entre 0,01 y 0,10 unmcles.

La proteinc se determwind con el método espectrofo=-
tométrico de Warburg y Christian (135) o con el método colo-
riméirico de Lowry y coluborcacres (136). Este dlt._mo reali-
»xudo en un volumen tinal de 1,3 ml y utilizando comwo referen=~-
cia una solucidbdn de zlbidmina cristalinz, permite valorar cin-
tidades de protefina que oscilan entre 10 y lOO‘rg.

El resto de los métodos utilizadoe ha sidc descrip-
to en las secciones anteriorcs.

ENSAYOS ENZILLTICOS:

ACTIVIDAD GLUCUSIDASICA: I) Sobre mi:ltosa:
L2z rezcla de incubacidédn contuvo: multosz 10 mM, bufter wcetu—
to plI 5, 100 mif y enzima en un volumen final de C,1 ml. La re-
accibén se incubdé 30 winutos a 37°,y se uetuvo por c:.lenturien-
to de 2 wiautos a 100°, El poder reductor se determind cun el
método de Caputto y colabouradores (131). Se detinid como uni-
ded de actividad glucosiddsica (Ug), a la cuniidad de enzime
que cataliza la hidrélisis de 1 qpmol de multosa por minuto
de incubucibdn en les conaiciones descriptus.

II) Sobre Ol -fe-
n1l g¢lucdsido: Le mezcla de incubacidédn contuvo O =fenil=giucé=-
sido 10 miM, buffer acetato pli 5, 100 wli y enzima en un volu-
wen total de 0,05 ml. Se incubd 30 minutos = 37° y detuvo por
agregudo de 0,5 ml de dcido vercléricce 2,5 . Luege de centri-
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fugar, el 1fiuldo sovrencdznte se neutralizdé con LOH. El pre-
civitado se eliriné por centrifuiacién y sobre el 1ijuido so-
brenucante se determinéd su contenido en fenol con el método de
Folin Cioczlteu o el poder reductor con el método de Park y
Johnson. Cucndo se trubajé§ con lus enzimas purificudus de hi-
gedo de rerro la desproteinizecidn no fue necesuriaj en este
caso la reaccién se detuvo por cilentemiento y luego de neu-
trelizer se veteruind ¢l poder reductor con el método de Fark
Yy Johnson.

III) cobre el glu~
cbseno: Lo deteruinacidn se rcalizd solum.nte sobre preparacio-
nes enzimdticus puriticudss, libres de contaminacién por f=-e-
milasce El método utiligadce fue siwilar al descripto paru le
actividaed sobre f-~fenil glucésido, deterwindndosc la libera-
cidn de poder reductor en un: mezcla conteniendo 8 mg/ml de
e.lucégeno.

ACTIVIDAD GLUCUSILTILNSF. RASICA: Esta ecti-
vided fue usualzente detercineda mediinte la meaicidn de la
transferencia de residuos gliucosilo provenientes de lz malto-
sa ("dudor", ecuuzcidn VI) a la glucosa-cl4 (racevtor", ecua-—
cién VI). Lu mezclu: de reuccién contuvo: miltosz 31 mM, gluco-

14
Baey

71 wl, buffer acetuto pH 5,2, 45 mlid y enziza en un vo-
lumen totel de 0,05 ml; la reaccién se detuvo por ci.lentamien—
tc de 2 minutos a 10C°, El volumen de la muestre se llevé a 1

zl ccn etunol 96% y se uesarrolld cromatogrdficumente en papel
“hutmen 3 M, segin el métouo descripto en le Primera FParte.

La zonu correspondieante a los disacdridos fue eluida Y su radio-
zetividi.d contada. Una unidaed de actividad glucosiltransferd-
cica (Ut)’ se .ctinid como zquella que cetalizu la incorpora-

cién omo disicdrido de un uno por mil de la radioactivid:.d
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cclocada inicialmente como glucosa, en ias ccndiciones del

ensayo.

Cuando ls actividad se determind en vresencia de ri-
boflavina como "aceptor", la misma reemplazé a la glucosa-cl4
en el ensuyo descripto, a una concentri.cién de 8 wM. El ribo-
flavinil-glucésido formado fue detectado de acuerdo al método
de Whitby (86).

Con glucbdgeno ccmo “aceptor", la actividad glucosil-
trunsferdsica se deterwind en unu mezcla que contenfe: buffer
acetato pH 5,2, 100 mit, multosa-Cl4 30 mi, glucdgeno 180 mg/ml
y enzima en un volumen final de 0,05 ml, Se incubé 120 minutos
a 37° y detuvo por calentamiento. El volumen de la mezcla se
llevéd a 1 ml con agua y agregbd 1,25 ml de etanol 96%. Se ca-
Lentd hasta ligera ebullicidn y dejé precipitar en frfo. Luego
de ello el sobrcnadunte se elimindé por centritugacidn y el
precipitado (glucdbdgeno) se disolvidé en 1 ml de unz solucién
de maltosa 50 mM, volviendo e precipitarse por adicién de eta-
nol. Esta etipe de recivitucidn se repitié dos veces; al ca-
20 ae ello el lucdgeno se resuspendid en XOH 3355 y culentd
15 minutos & 10C°, Ll glucd: eno asi tratado fue precipitado
tres veces més; luego de esto se uilsolvid en ague y evunord a
sejueaui:d sobre unu plunchete de acero inoxidable. Los productos
ri:diocctivos sclubles en etunol 50, obteaidos en lu primera
crecinitecidn del giucdegeno, fuercn crowatogrufiados e identi-
iicudos de ucuerdo ul wétouo yu aescripto.

ACTIVIDAL ALILOLITICA TCT..L: La uecidn com-
binidi. we Li o =unmiius y we le O=gluccsid.sa sctre el (lucd-
ceno (ver oy zuaclunte) fue uetectide incubindo «@ 37°¢ aurcnte
30 siautes Lio siguiente mezcle ce reucceidn: glucéoeno 8 me/mi,

buiie:r iouinto I 0,5, 1CC wi, ¢l¥c 20 wll y eazizu en un volu-
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ren finzl de C,05 ml. La reaccidén se detuve por calentamiene
10, uetereindindose el poder reductor con el método de Somogyi-
Nelsons. Lt unidad de acctividad amilolitica (Ua) se uefinié
cozo lu cant.ded de enzime que culiza lu liberacién de 1 mpmol
ade glucoce cor winuto de incubacidn, en las condiciones ues-

criptes.

RESULTADOS

I)GLUCCSID.SAS DY HIGADO DT RiaTh:
PROYIED,. DB GITYiw LS D Lio #CTIVIDLD GLUCUSIDLSICA EN E(TRHAC-
TS calDuss Iniciulmente el estudic de estu metividud enzimd-
tica se rexlizd con las pre-ercciones crudas de higado de ru-—
ti uescri tas en le Primera Seccidne.

a) CULKSO DE Lan REACCION: En las condicio-
nes del ensuayo (maltosu 10 mli) la hidrdlisis de li: meltosa,
catalizads or el ext:acto crudo es un: funcién lineal respec-—

to cel tiewzyo. (figure 30).

=

.§Q6 Ll ! Fisure 30: Curso de la reaccién
> de hidrélisis de le multosa, ca-
S © taelizeaa por un extracto crudo
NO4l- d de higado de rite (sobrencdcn-
— A s

S te de 10C.000 x g, di:ilizudo).
& 0 Les condiciones se inuicin en
Q / el texto.

o .

3 /

S o

L3N V4

r d L —

o

30 60 90
MINUTOS
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B, oUTOIIILl LTl OrL =iTalelTlr Le ricrd-
iicie de Lo wr stoor e Lo cunuiciones del ensuyo es una ifun-
cidén linecl we 1. concentr cidn wel extr cto (figure 31)

c) CPTRIC: Como puede ¢ireciarce ea la

fi vt 32 e oniuve ¢l oiowo S-tiro, entre 4y 5, tonito con

Lol?ene core con E=bromo=C=niftcle &= Lucopirindciuc colo rus—
,

ST toe wt. Cotivie d el lict oo soun irceciable e 1o wonk

cUrr s oreies i oo ncutr: 1idaGe

S

le
(&)
O

Figura 31: delucidn eatre lc

@ ectivided enzindticie y lu con-
centri ¢idn de extricto, :ru

d 1o piwrdiisis de 1o wultoco
»or un sobrentuinte ue 1CCL.CCC
x ¢ ¢e higado dec riti.

Lee ccnaleicres oo Zunalcin ern
el textc,

(umo

o
.
1

1

005 010
/ / foo T
EXTRACTO (ml) L g \\'

Sl o ATy curve. we ectividid
- i oria’sice en funeidn del
pil en _rerurwciones cruwdn y or-
vieluente rurilicraua de higado de
ra*ta.

(®,;, extracio crudo, wwcltosa (10
mM,: (0;, extracto crudo, C-Dr-=2
noitil= ivedeiae (dieuelto en we=
4il-cellocoloolve 10%, 18 mg/ml);
{0,, treperacidén puriticada 25 ] L

veces, maltosa (10 mM). 3 4 5 6 7
Ll buifer em:leado fué ucetato en 1L
concentracidén de 50 mM., ce irncubd 3C minutos & 37° ;7 wcluve per
c.lilvia et e Con maltoua se et CimInd | Culr It .uCLOor con el

MALTOSA HIDROLIZADA
O
o N,
1
1

PORCIENTO DEL OPTIMO
3
I
0 ————— @
8]
o

o

P
©
b o

4 PR -~ N - ¢ -
o S . , .o -+ - - ., PR . B t e . ' ERIN )
téious e Cnoutio oocuiobar woree (131. con oo (ivedeiso ce

. . E . L - PO . N R T e e P it
\;‘l.t(,.f"._.i.l"o LI~1UI.‘JLIJO—2-.)L‘V*-‘\4 Ca -":(_,1{—_. C\)‘ el cOLLoClouLLes &13310
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uede a.reciurse el etecto ue i cunceatricidn dc

d) COUNUTLNTE wh DICiunIss in 1o rigur

. .4 .
BRVES) uI‘«."JO

sobrre le velocid:a de reccelbn. Lo mit o4 oae Ll velooid o
rdxim. se obtuvo con 5 . de m:ltoSie i ¢ NCE.IY UL NGE LAC=
vedas cel disacdrido puede zorecicrse unac discreve o wrinu-
cidn de 1li: velocidad de hiidr{llisie.
'6 I | I | I'ionara I oowamvni.s U o ge—
/.\ O——\\ Yividou en o oncidn G oL
//’_ ° congantricidn wn cuctri-
241 o d to e Loradefiicico e

—L.\
o ®

>
N

le mdtor arer :1o
nes crude (O ; parolal—
mente purificade (®) de

hfgado de rata.

MALTOSA HIDROLIZADA (ml.lmobs i#
o

20 30 50

MALTOSA (mM)

10 40

Sleiler o les de lo maltos: es 1ol conustante de . ioia-
elis sarn el =fenil ;iucedsice, wiillisando .z &r Cio 0y Cole
di.s de hiscdo de ritay el valor ...rn uicho ¢ lucdiido ».e e
5,72 md. Ls notuble 'ue L:. velocidud de nidrélicig cei  Lued=
clud, diauvlnuye u:recliblerente ¢n crecencic wo "o Lo LGl
rreauctios de L reieeidn, Lo o lucosc. Coio Lo ve G Lo
rio 34, el monoscedrico e Ccon o CCLO Wil irdul U deor S ie
tivo de it reaccidn, ciendo s o, ifual & 5,85; vulor wuy ai-

rilor ¢l K
n

del sustreto
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Figura 34: Inhibicidn ror glu-

coss we la rauccidn e icrée

N
2
—
o]

E%? lisis del A -fenil ;lucé‘igc
'§16- | por wna prepurce :16n crudc o
Y higudo de 1 tee Lo wignitia de
-g o ¢ reacecidn fue ueteruinedu
E

o meciinte Ll viloricidn del fe-
-] nol liveraao del ¢lucésido ez

m
2
I

~ o o presencic. (0) , wusencin (@)
{ oﬁ°/ de (L, AUCCSl .
- o
.
0 o0x 050 05 100

1/S (mM)”~!

FPURITICACIOR DE Li ACTIVID,D GLUCUSILALEICAL DE IIGADLV DE iu.Th.
1) Extracto crudo: Se obtuvo como se indica en la Primers Par-
te de niguacs periundidos proveuicntes de ritoc prealimento-
deS COoa suchrosz. o1 tejidc se homogenein$ en un homcgeneizu=
dor Virtis con un vceiurmen de T4 1 mi, countenicnuo Cllc 25
oy lue; o de ceatrifusar 19 minutos o 18.000 x ¢ (todus luc
ovcriciones se lleverca a ccbo entre Oy 4°), el sobrenadzn-
te fue nucvirentc centrii.gudo & 105.00C x ¢ wur nte 6C minu-
tos.

2) Preci-.itacidn en rcuio deivo y con sulfato de zuonio: =1
socrenundi.ate de itu diliue centrifugecidn en 1u etiye anterior
se llevé o« pli 4,6 con Leiae weétice Ll y ol ¢:bo de 15 minu-
vor se wesecnnd e. precivitauo por centriiugucidn de 15 minue
tcs & 18.000 X e al sobreccui.nte se le zuiciond sulfeic ae
wwonlo hasta 305 de suturwceidn, rrocediénucse de acuerao wl
zétodo descripto en lu rriumers rarte husta oblener lu iruc-
cibn precipituble cntre 30 y 605 de suturacién ae svliato ae
aronio, desalii.cad:. jor ccluwne de Lephidex G=25.

3) adsorcidn en gel de fosfe’'o de culcio: Lz fraccidn cbte-
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nida de lu columnz ue Sephadex, se ajustd & una concentra-—
cibén de jrotefna dc 10 mg/ml, con una sclucidén conteniendo
EDTA 1 mlM, ClNe 25 mM y buffer aceteto pH 4,8 husta una con-
centracién final de 5 mM. La wmezcla se homogeneizé con un pre-
cijpitadc de gel de fosfato de calcio en una proporcidn de

4 mg gel/mg proteina. Luego de centrifugar 5 minutos a 1£.000
x & el precipitado se eluyd, homogeneizdndolo en EDTA 1 mM,
contenic:ndo ClNa 25 mM y buffer fosfato pH 6,8 15 mil (un vo-
luczen igual a la witad de le solucidédn proteica asdsorbida)j
luego de centrifuger en forma sicilar y de separar el sobrena-
dante se repitid el proceso de elucién con EUTA=Cl¥Na-fosfuto.
Los sobrenuduntes de arbas eluclones se utilizaron como fuen-
te de enziwma para li¢ si;uilente etupa de puriiicacidn

4) Cromatbgrufia en columna de dietil-aminoetil-celulosa (DEAE-
celulosa)t La DhAE-celulosa fue preparidua ue acuerdo o Peter—

y Sober (137). Las condiciones purc ia cromatogrufi{e fue-

s,

son
ron: 2,2 wg de proteinz por ml de columna; relacidn alturau
didwetro, 103 flujo 0,5 ml/min; equilibracidén con ClNa 25 mk
conteniendo EDTA 1 mli y buffer tosfato pH 6,8, 15 ml'e La colun-
na se c.red con la fraccidn eluida del gel ue fosfito de cul—
cio, eluyéndose la enziwme con una solucidn de ccmposicidbdn i ucl
el 1{,uido de equilibrio conteniendo concentrzciones crecie—~
tes de Cliia. La actividcd enzimética elwy;§ practicaceate en

su totelided e la concentricién de 100 mli de ClNa (figura 35)
En le tabla VII se nuestra una werche de puritficacidén reali-
zada seguln el procedimiento descripto, La recuperecidn enziwd-
tica {ue en general beja, oscilando entre el 6 y el 14% de la
actividied inicialmente determinada en el extracto crudo. En
cuanto’'a la purificacidn lograda virid entre 25 y 75 veces

-~

respecto del crudo. En tcdos los casos la puriticaciédn esta-
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I ! | T T
—— MUESTRA —————— | —C/Na 100mM-
{ J

—

=S

o

o
1
N

1

Un
o
L]

0
0-0-0-0-0 0 §

PROTEINA (mg/ml)

ACTIVIDAD ENZIMATICA (Ug/mi)

1 L L Al 81‘84.1 0
80 120

ELUIDO (ml)

- apura 350 Crovavooraffu e _ wo=cerulose de 1 uctividad

ol=slucosiddsica de nfgsedo ve ritzg (0), proteina; (@), zcti-

vided Of = iucosivicice weuida coa multose como sustrato.

o
&
o

Peble VII: Furiticeczidn de i nctividod glucosicdeica de ni-
6&;(.10 ge rutie

Iitaol U Vol hLct LAe Lo he T HeCUDe
! ml T'“"'ﬁg/tﬁ. Ug/m{; v 4 %

g
zxtreeto crudo (°) 5C 150 8 7.500 100
brocipite piH Yy sulfu- " - .
to de zmonio 14 285 13 4,000 03
Gel iosfuto Ca 11 147 65 1.620 22
Dribk=celulosa 5 149 250 745 9

(¢) e aotividaa se weter.ind sobre zlicuotas rasacdus o tras=
vés ue columni.s de Uernuuex G=25.
abrevicturas: he Ze= wciividea especiiicw (Uy/mg proteina);

’

e Tc: :J-C.thLd.\d. 'Lu't-;'l.
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be en relecidn inverse a la recuperacidn (°). Zn cuunto a lu
estebilidad de las preparaciones obtenidas era escase en 1os
prepareciones més purificadas, aun almacenadus & =15°, ror

el contrario tento el crudo como la fruccidn precipitada con
sulfato de umonio y pasada por Sephadex, mantenie durante
meses su activided original almecenzdos a =15°,

PHOYIED,DEE D Li ACTIVIDAD GLUCOSIDASICA PUulIrICiDis

a) pH OPTIMO: Como puede verse en la tfigura 32 la preparacién
purificada, posee su éptimo de pH desplazado hacia el lado
alcalino, respecio del correspondiente al extractc crudo.

b) CCNSTLNTE DE IZICHAELIS: E1l valor deterwincdo para le mal-
tosa fue de 2,18 mhl, practicamente la mitad del obtenido con
el extrzcio crudo. Por otra parte el fenémeno de inhibicidn
por ualtas concentraciones de sustrato, es en este caso, aure-
ciablemente mds marcado (figurz 33).

Las discourdancias observadas entre loas propiedi.ues
de le actividad glucdsiddsica determinudu en extractos cru-
dos y 1l. correspondiente & las preparaciones purificaduas es
un hecho significativo. De estos resulti..dos surge necesaria-

mente la conclusién de que no existe identidad entre la acti-

(°) Trabejos posteriores (138) han peruitido obte-
ner uno de los componentes del sistema de Q-glucosidusas de
higudo de rata considerublemente purificado (mds de 5CC veces)
y con un ace:;table rendimiento (10,'). Tal hecho fue lograuo
aprovecnanao la consider:.ble estazbilided que presenta ei re-
ferido componente a pH 5, aun a teuveraturas superiores a 60°,
Las etapas utilizadas en la purificaciénm tueron: calentamien-
to a pH 5 a 60°; precipitacidén con sulfato de amcnio; crome-
to,ref{a en DEAE-celulosa crouatografia en hidroxil apatita;
y tretasiento con gel de ulwidén para eliminar el remunente
de o —amilasa. Las referidas etupas de purificucidn fueron
reazlizadaes en su totalidad a pH inferior a 5,5.
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vid.d glicosiddésica del extracto crudo y la perteneciente al
preparado purificado. La ruzdén mds probabie de tel hecho ra-
dicerfa en la existencia de dos o mds glucosidasas cuyus cen-—
tidudes relativeas, repecto del extricic crudo, s¢ irizn modi-
ficando ¢ tr:.vés del proceso de puriiicucién.

DIGT.LIBUCIOH CITOrL.SILLTICA DE LAS GLUCCLSID..SAS =N HIGADO I
RaThL: Con el fin de corroborar la existencia de mds de una ac-
tivided Of-glucosiddsica en hfigado de rita, se decidid reali-
zar un ircccionamiento de uicho érguno.

Las ratas fueron privedas de cowmida duraente 20 horas,
al cabo de 1lo cual se cacrificaron por un golpe en la cubeza.
Los higndos se homogeneizaron en suzcarosz 0,25 Il conteniendo
EDTA 1 mic y sometieron a ccntrifugacidn citercncizl segin el
wétodo descripte por deDuve y colaboridores (139). wus uiferen-
tes precipitados obtenidos (mitocondrias, lisoso.cs y wicro-
sonus), se homogeneizuron en cinco veces su voluwen de ESTA
1l mll v ceatrifugiron 3C minutos a 104.000 x g. Loc nrecipita-
dos as{ obtenidos se retcumaron nuevutente en LDTA 1 ml, homo=
geneizaron, congelaron, descongelaron y ccntrifugeron nueva-
zente 30 minutos a 104.000 x g. Le extruccidn se repitid una
vez wds y entonces se juntaron los sobrencdantes correspon-
dientes & cuda fruccidn pare constituir lus uenominadas “irac—
ciones extrcibles". Los precipitudos obtenidos de la dltiwc
centrifugecidn se homogeneizaron en un volumen similar de
EDTA 1 mii, constituyendo las denominudas "fricciones no=—-extra-—
ibles". Todas las fr:.cciones asi obtenid..s, asi como unz «li-
cuote del sobrencdante fianul se dializaron 4 horas coanire ZUTA
1l ol con dos c:.mbios de lfquido.

En la figura 36 puede aprecicrse la distribucién de

lus actividades glucosidésica y amilolftica en lus aistintas
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Fi, urz 36: vistribucidén citoplasmdtice de lus actividades

- lucociddsicas y axilolftice en higudo de rocta. Las acti-

viduaes Of=-¢lucosiddsicas iueron determinadas utilizando cal-
1oet conmo sustrato con el mnétedo habit.ial, excerto en el ca-

c¢ te¢ i Iraccidn sobrenadunte, cuyo ensuyo se 1llevd a cuco

¢ od Te

friccreres cieorlasnditicus. (owo se ve, le activided glucosi-
ddsize se loculize zrincinclmente en log lisosomus y en el
robrerad-.nte {incl, mientras gue lz "ectividad awilolitica to-
t.1" 10 auce varticularmente en microsomas y en lu fraccidn
sobreazqante final.

whn le figure 37 se ven las curves de plH de las ac-—
tividides glucosiddeicus correcponuientes u lus fraccionco
citorlusmitiicus. e deternind lu existencie ae Jcs tipos de
cctiviued: unz con wun udxivo « pH 4,5 locilizade en mitocon-
arize, lisosomas y microsomuci lu otra, con localizacidn en
¢. i1fjuiuo sobrencdunte presentd el wdximo de pll cercano &

le neuvirelidade.
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i e ¢ Curves de ac-
tivid.d glucosiddsica en
funcién del pH, de las
dlstintas fracciones sub-
celulares de higado de
r.ta.

Las condiciones son las
del enseyo de actividad
con maltosa como sustra-
to, excepto que la con-
centrocidn de buffer fue
de Cy2 Mo 4 PH 7 0 mayo-
res las cezclas contu-
vieron acetato ue sodio
alcalinizado; siwilur-
mente en las cercanfos
de pH 3 se utilizé 4deci-
do acético. Fara el caso

de la trzceidn wicrosomul se ewmpled buifer fomiato a pH menor
que 4., (®), mitocondriasj (0), lisosomas; (0), microsomas;

(®), sobreazdunte final.

Zn le tabla VIII, se indican lus especificidades

ce lLes cc ividades O -¢lucosiddsices pertenecientes o lus

swistintas friceciones subcelulares., Resultados sirvilueres se

Tabla VIII:

ospeclificidad de lus frocciones subcelulares de

nigado de rate hucia diferentes disacdridcs de la serie oK.
Las velocidudes se expresaron como porciento de la actividad
respecto de la multosa, a lc conceantracidédn de sustreto indi-

cada, en le mezcla de incubacidn hubituel.

Trem - . concentraj,.. . rienc ces o
CUSTRATO { Unidn c1én (mM) kitoc.}lisoc]eiiicros| Sob.
Laltosa of =1~y 11 100 106C 100 100
igerose O =1~3 12,2 13C 110 136 57
Kojibiosa | {=1—e2 14,5 61 67 43 8
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obtuvieron con wicrosomus, llsosowmus y zitvcendrius, necho jue
suglere jque unu wicce enzinu es la responsable de la activided
en uichas partf{cuins. Como puede apreciarse le Qf=glucosidasa

Wicidwe" lisosomul es mils zctiva hacia nigerosz jue hacia mal-

tosae. Por otra parte la Qf-gluccs:.dasu "neutra" de li fraccién
sobrenaiinte es uds es.eci{fica hicia las uniones Qf =14 de

le maliosce

I1) GLUCOLIDASAL DE HIGLDC UE I'ZHRO:
SSalYICLCICH: Jv wenos gue se inaijue lo contrurio todas lus
overaciones fueron efectuaudes a 0-4°¢ y lus centrifugeciones
reclizudeas a 10,000x g durante 20 minutos.

1) Zxtracto crudo: Tres verros .Jue peuaban entre 12 y 20 ig
fuervn cyunucos uurante 2C horas. Al cabo de diclio tiempo se
znestesiuron wvediunte unu desis de Wewbuiwl enuovenosa (50 mg
/&s 1eso coryoral) y dejuron uesansrar & truvés de los vasos
cerviculess Los nigudos jueron extriidos e inmediutamente jer—
funuicos a tr..vés de lu ven: porte, primeramente con iLgpuw de
canillz (1.500 ml por unisudo) y luego con uni solucidn de FDTA
1 w irio, 1 tejido se nomwogeneizd en licuadora ccn un volu-
cen icunl we EDTA 1 wmli y guurdo  en congeladoru a =15°, Luego
ce uescongelnr el homogeneizado, se lo pesé por dos caupus de
ruselin: y el filtrudo se centrifugd a 1.000 x ¢ 10 minutos.
2) rreciritacidn dcida: Il extructo crudo fue acidificado por
avcicibn de dcido acético 1 M husta pH 4,2 y lueco de 15 minu-
tos se centriiugd., E1 1fjuido sobrenad:..nte fue inmeaiatamente
neutralizado con azmcniuco y se guardé uurunte la noche en he~
laderu,

3) Fruccionumiento ccn suifuto ue amonio: EL 1{juido sobrenz-—

dante de 1o ctapu unterior se fricciond con sulfuto de amonio
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gélido entre 30 y 60% de seturacién. El precipitado obtenido
por centrifugacibn se resuspendié en EDT4A 1 md (0,05 del volu—
men origincl) y dielizd durznte 40 horus contra EDTA 1 mM com-
biando varias veces el lfguido.

4) Gel de fosfato de calcio: La fraccidn diclizada se wezclé
con una suspensidn de gel de fosiato de calcio en una propor-
cibdn de 3,9 mg de gel (peso seco) por mg de protefna y alca-
1linizé por agregado de tris(hidroximetil)aminocetano, bzse li-
bre, 2 la concentraciédn finsl de 10 mM. En tales condiciones

la concentracidn 1inal de protefnz fue de 4,5 mg/ml y el pH
aproximcdamente 8., La suspensibn se agitd durante 20 winu:os
luego de lo cual se elirmind el precipitado vor centrifugacidn.
Al liquido sobrencdunte se le agregd sulfato e amonio sélido
hasta saturacién y luego de dejar 30 minutos con agitacidn oca-
sionul se centrifugd. El precipitado fue resuspendido en EDTA

1 m (C,> del volumen original de la iraccibén de sulfato de a-
mgnio) y dielizd contre EDT4A 1 mM duraunte 23 horas, cambiando
varias veces el li:uido.

5) Cromi.togri.f{e en columna de DEAE-celulosa: La DEAE-celulosa
tue prepuraua segin el procedimiento de i'eterson y Sober (137).
Lus ccadiciones utilizades para le cromatogratria fueron las si-
guientest 3 mg de proteine por ml de cclumnaj relacidn altura/
didwetro de la columna: 6; 1lujo, 0,5 ml/minuto; volumcn del
sistema de elucidédn (reservorio mds cdmarz wezcladora), 20 ve-
ces el volumen de li columna; volumen de las fri:cciones, 0,01
del eluido total. Lz columne fue eguilibrada con buffer foafa~
to pH 7,5, 5 mi, ccateniendo EDTA 1 mi y se curgd con la frac-
cién del gel de fostato de calcio. Luego de lavar con l& solu-
cién de equilibrio (dos veces el vulumen de le columna), se elu-

¥6 con un ¢r:i:diente lineal a pH 7,5 en el cual el iosfato y el
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como sustrato.
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dadsica; uno jue elwyd con un: conceatr.cidn agroxi. .. ae 1Ra
de 25 mi {Fico I) v el otro gue lo hizo con Clie 11C mil (r1co
II). Las enzimus se vuriticarcn 27 y 3) veces respec.ivicente
con una recu;erac;én ae activiaad O ELMCOSlQuulCu TeSUeCT Y
ael cruco ael 6. Cowo se ve en lae tablo IX la relecidn de ac-
tiviaud Of = iucosiadsica a li activided ariicliticn totul, mue-
menta wurcate tow s lus etuvas ue ;uriiicucidn i te un velor
ae 6 purt el pico Il. kn cste punto li enzlwa estd jrauciica-

sente libre de coantaniancidn nor C(—%Zil;bu. LSTC Leliio no ocu=-

-

rre cen ¢l pico T

- B ] RN 4 RN oy me o NP g R
Toola 14: suriidcacidn we loo enzimis e Nlgico 46 alX0.
—
"-'vol. J.x('t- --..:. aec

'
.La_Lx g I‘.

(z1) Us/wl)
wxtre. crudo ceO 114
sob. i 1.510] 1068
sulinto cmonio 1C31 1.0GC 14 1C3.C00 40 85 1,18
Cel iosiuzto _u 50 E4C 41 7.CCC 21 53 1,57

LinX=gcclulosn
sico 1 ze 26C1 1406 237 2,51 143 1,82
iico idi 2 344 iCt 7+5C0 393 55 (,23#
iy
Las ceauscioncs y Lluo cbreviituras 0. 1o uismes carleadus
en lu wubliu VII,

. . A ~ . - - . o . A e L.

furiiicacidn wel Fico 1 L ehzimi. ae C.oul P1CO lue conetvlawn
4 - 4 3 . T R 33 -

. otre crocutograiic on o colunn. do Laaii=celalosi, VI _énacse

iue cluy € on loe micme | er.cidbn respecto Lol groaiente as cLo-

rur0 we souio (Tigur. 38, B). oo ariiicoceidn ovtenida verid



de 1 a 4 veces. Esta segundc cromatografiz no resulté exito-
sa di.do que el rendimiento logrado fue bajo (menos del 20%) y
que la enzima permanecie aun contaminadua con actividad X -ami-
lésica. Dicha conterinacién pudo ser facilmente eliminada por
tratzmiento con glucédgeno particulado purificado con urea (ver
la seccidn de liaterial y Métodos). El precipitado de glucédge-
no particulado se mezclé con la solucidn enzimdtica (25 mg de
glucédgeno por mg de ;rotefna) y luego de cgitar continuamente
durante 15 minutos, le suspensidén se centrifugd 60 minutos a
100.000 x ge =l precipitado se eliumind y el sobrenzdante se
centrifugb nuevamente de la misma manera. EL sobrenacdante asf{
obtenido resultd con lu mitad de la actividad 0(-glucosidésica
inicial en el Pico I y sin contaminacidén por O —amilase (rela-—
cidn de activid:.d O{-glucosiddsica a arilolftica total igual

a 8,4),

Purificacién del Pico II: Cuando estz enzima se sometid a o-
tra crocatograffe en columne de DEAE~-celulosa en Jorms sicilar
a la ya cescripta, la posicidn en que eluyéd le actividad enzi-
mitice rcspecto del gradiente de cloruro de sodio fue la mis-
ma (fig¢ura 38, C). La recuperuacidn logruda fue del 507 y 1la
purificacidén de 4 veccs. No hubo sinemburgo modificacidn en le
reiczcién de la activided Q(-glucosiddsica a la emilolitice io-
tul, J

ACTIVIDAD siiLiSICA EN LOS PICCS I Y II: Pura delerminar la
existencia de una contuminucién por Qf -amilasa de las prepa-
ruciones de Of =glucosidasa, se emplearon dos procedimientos:
a) prueba de la activacidbdn por idn cloruro; y b) determinicidn
de le relacidn de lu actividad X ~clucosiddsice a la amilolf-
tica tolzl. Dado jue la actividad(X—blucosidésica, utilizan-~

do ¢lucbdgeno como sustrato, no muestrz activacién por los io-
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nes cloruro y con el 1iin de detectar la presencia de Ol -amila-
sa se ueterczind la actividad amilolitica total (ecuaciones
VIII, IX y X de la Primera Parte) en presencia y ausencia de
cloruro de sodio 20 mM. Por otra parte cusndo las actividades
C{-glucosidésicu y amilolitica tot:zl se ensayaron en las con-
diciones habituales, la relacidn de la actividad Y -glucosidd-
sice a la amilolfitica total (Ug/Ua) dié v.lores maeyores de 8

¥y 6 pare las enzimes dael Pico I y del Pico II respectiv:.ments,
cuando éstos se¢ enccntrubun libres de contuminacién por OY-emi-
lasa. En estes condiciones no se pudo obsrvar activacidédn por
ionec cloruro, utilizando glucdgeno como sustrato, y se obtu-
vo una grafica tipo Lineweaver-Burx lineal cuando se deterwind
le afinided de lus O —glucosid::sas por el polisacdrido. Como
vuede ve se en la ti;ura 39 uwna ccntaminecidn por X -amilasa
incrementa epreciublexzente lus velocidzdes a bajas concentra-—

ciones de glucégeno a pH 5,2 adn en ausencia de cloruro. Tal

r T Figura 39: Grédficas de
Linewecver-Burk y»era di-

20k ferentes prepari.ciones de

lus enzimus corres:ondien

tes @& los Ficos I y II,

5 utilizendo glucdédgeno como

\\\ sustrato.
-0 ”’,,———”’—— Efecto.de la eliminacidn
B de le contaminacién por
5_ g -4 O( -arilasa de una prepa-
racién de la enzima del

Pico I purificada por dos

1

-
n
L
[ .\

| l ]

. pasajes a trauvés de una
0 0'2 04 08 Ocolumna de DEAE=celulosaj
f/S (m//mg) antes (0) y despues (a)

de una adsorcién negutive en glucdgeno particulado. El grédfico
correspondiente a la enzima del Pico II obtenida en la prime-
r:. cromatografi{e en DEAE-celulosa se indica con el s{mbolo (e).
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con el fin ae correlicionar las auetercinuciones, todus lus
veloc:dades se expresurqQn como Ifrucciones de las velocidades
wéximus correspondientes.

comportaciento se cebe indudablemente a lus diferencias exis-—
tentes entre las afiniduces por el ¢lucdgeno entr: le OX -ami-
lase y las X -gluccsidesas (figura 14 ; tabla X). Toduas las
preperacicnes enzicdticae del Pico II, aisludes en la pricera
crouutograt{i en columne de DEhE-celulosa, rwostraron una £ra-
iica tipo Li:iewezver-3urk lineal; un cjemplo tipico se uedew
a:reciur cn le tigura 39.
ciOrTED.DES D LS GLUCLSIDLSAS UL HIGADO DE rEAiO:

a) pH OPTIMO: Como suede ajreciurse en
le zigure 4C el pH 6ptimo pure le actividad Q(-Llucosidésica
del rico I, utilizando m:ltosa cowo sustruto, iue de 4,t, EL
eismo udximo se encontrd par.. lu uctivdad glucosiltransferdii-
c.e von ¢lucég no como sustrato, el méximo par:y lu of=¢lucosi-

dicu se desplazé a pH 5,2. isunjue lus curvas para lus tres

laes actividades of =glucosida:i-
75 ] sicesy transgiucosiddsica
B correspondientes &l rico I.
a ) o (8), actividad of-glucosidéd-
50 / N sica ensayads con cultosas;
,0 (0), actividud o{=; lucosidd-

100 A}A—‘?& T Fi,ura 40: Curvus de yl para
AD .

[}
o sicu ensuyada con g lucégeno;
/ o. (B), a2ctividud glucosiltrans-
fa

T //; ferédsica.
°/

25

Las ccndiciones de los ensa=-
0 L n 1 9 vyos cecrresponden a lis inai-
3 4 5 6 7 cadas en la seccidn ue léto-
dos snul{ticos y on ° rou-

pH re 370

PORC/ENTO DEL OPTIMO
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cctividudes no son sunernonibies, su apriencia (eneral es si-
tilar, detersininsose anctividedes muy bi.jas fuera del rungo
3a 6,5,

Las curvus de actividad en iuncién del pH para el
pico II, son del wmismo tipo par: las tres actividades, pose-
yenuo un amplio miéximo que se extiende aproximadamente de

Pl 4,5 8 6,5. (tigura 41).

fOOr I ﬂdA o Figura 41: Curvas de pH pare
\ las actividades /-glucosidd-
75k // sicas y trunsglucosiddsicae
corresrondientes el Pico II.
D (4), actividad of -glucosidd-
eica ensayada con multosa;

(o), actividad Of - lucosidd-
/;77 sica ensayada con glucdgenoj

CTe] of

(@), actividad glucosiltrans-

ferdsicue.

Las condiciones de 108 ensa=
1 Yos coiresponden & las indi-

3 4 5 6 7 cados e¢n la seccidén de Uéto-

pH dos snalfticos y en la figu-

T 37.

25

PORCIENTO DEL OPTIMO

b) CINETICA Y LU VECIFICID.D DE Lial ACTI-
VI Sus HIDRULITICAS: In les condiciones del ensuyo para la
X -:;lucosidasa y glucosiltransferasz, 1z relacidn entre acti-
vidad y tiempo o concentrzcidn de enzimc fue lineal pura el
#ico I, Un comportumiento elgo aiterente se observd en el ce-
sc del Fico II; aunyue lus velocidi.des de reaccidén fuerca pro-
porcioni:les a la concentr:cidn d¢ enzima, disminufan oon el
t.cmoo de incubecidn, puriicliirente a bujas concentraciones

J¢ sustrato. Tzl fendmeno serfa de es per~r si la glucosa, pro-
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tucto ue la reczcceidn, fuerw inhibidor de lc wismpo. Esta cupo-
sicidn se encucnira av:i:lada por el hecho de que la glucosa es
un ialibivor competitivo de lu hidrdélisis del X -tenil ; lucé-
sido en extricior purcialmente purificacos ae higaao de rate
(iicure 34).

La tuble X nmuestra los valores para ias constintes
de licruelis en lus prejuraciones de higado de verro para dis-

tintos sustratos. ruede verse que lu enzima del Pico II posee

Tevla s Pardmetros cinéticos correspondientes a las wotivi-
acues o =clucosiddsicas y X =emildsica de hfado. Las velo-
cid des fueron espresadas en término del rporcentaje de ecnl. -
¢en . iucosildicos hidrelizecos en relacidn a la maltosa, a lus
cencentraciones de sustruto inuicudus,en la mezcela de reaccida
libitual,

Pico I Pico II |Q-au
CUSTHATO Unidn {conc.| XKu | Vel Km | Vel Km ;

(md) | () (%) | (mdi)] (9)
IrefiLlosu x-1—=l] 10 2 2
Lojibiosu A-1—+2] 14,5 38 9,5] 32
Nigerosa q=1-=3} 12,2 £,6] 120 12,5 65
I ltosu w-1—4 | 11 4-5] 100 1,1] 100
I:omiltosa o-1—6] 12 4 2
o-fenil-glucs od-1-»F| 10 10 24 2
Se.oblosn P14 | 10 > 2

Glucdgeno (°) 4 16 17 ﬂjg5 4 Cy5

(°) Todus las concentraciones ae glucdgeno sc expresaron en
mg/wl. i1 procedimiento pazre le obtencidn de lo constunte de
ichuelis de la ™ -amilasa pura éste poliuvacdrido corres..onde
<)l indic:do en la figure 15.

muyor aflnidaed vera lo weitosa que el Fico I. Por otru
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parte , lu enzimn de este dltimo, posee mayor afinidad hacia
lu nigeross, glucdeceno y posiblemente O =fenil glucésido.

Con nmaltoesa como sustrato, pudo establecerse que las
veilocidudes inicieles de hidrélisis diswminufen pura concentra-
ciores mayores que 10 mi pare el caso del Pico I y 20 ull para
el correspondiente al Pico II (figura 42). En el primer caso
el tfendmeno es lo suficientemente marcado como para der una
innioicidén meyor del 30% en las condiciones éptimas del ensa-

yo (10 wl de meltosa). Como taoles observaciones tcmbién fueron

100 -y . o
- l’___;k I Figura 42: Influenc1? de 1z
N ,0 Q\“\\\\\ concentracién de sustrato so-
< ,0 3 bre la actividad o -glucosidd-
75 "o sica de las enzimas de higado
-~ (o]

x ] / de perro. Excepto la concentra-
= 50‘, o cién, las condicicnes corres-
a | ponden a la rezcla de incuba-
3 / o cidén hebitual.
g 25 ,© i (o), Pico I; (e), Pico II.
~J3
w
>
| ] ]
0 10 20 30 40

MALTOSA (mM)

sec:.es con otros disacdridos, parecid adecuado trabajar a
concentru.iones de sustrato en las cuales la inhib.cién por
¢l zismo fuera winim:; esto es, entre 10 y 15 wmM. En estas
conuiciones las velocidi:des relativas, tomanao a la medida
con miltosa como 100%, se inaicen en l.. tubla X. Puede apre-
ciurse que lo uctividad Of =glucosiddsica del Pico II es wds
esneciiica hecise la waltiosa, wmieniras que la correspondiente

al Fico I e: més activa con kojibiosu, nigerosa, isowazltose
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v of=fenil ;'ucédsido jue lu correspondiente del Pico II. No
pudo detectarse uctividad ni con celobiosa ni con trehulose.
Ambes cicos tueron ci.puces de nidrolizar el glucbdgeno, pero
la ectividud del Fico I, expresada en términos de por-
centaje de actividid respecto de maltosu, fue cuatro veces na-
yor jue lz del rico II. Debido a las bejas afinidades gque so-
ore el lucdieno exhiben e:tas glucosidasis, las velocidi.des
observid s & li. coaccatracidn ue sustruto utilizeda, fueron
v stiate peyuentSe.

¢) PROJIEDADES DE LiS ACTIVIDLDES GLUCOSIL-
el NOL BERASTICAD S
_014

I) ..07084 COMO "DLDURM", GLUCCSLK COMO "ACEP-

TUR": &n le tabla XI pueacn e.reciurse las caricteristicus ci-
néticus de lus ncTividuades gluccsiliransierdsicas corres:on-
aientes ¢ los 1pices I y II. Con meltose coemo "dador" de ¢rupos
. 2uCcosilos ¥y ~,lucc:;c;-{,‘l‘l coro "aceptor", la actividad del ri-
c¢ 11, mostrd unc w:inided dos veces y tedic wayor por la glu-—

_us.. sue lu correspondicnte al Pico I {fijura 43). Cuando la

bl TT: Turidzetros cinéticos de las actividades glucosiltrans-—
.exiuio . de higide de perro.
ﬂ(ﬁ wt roaiv=Juelacién de |Relucidn de] Km de lu
cwe 1.+, lectividea iun]incorypora- incorporu-— glucosa co-
Lholiih st I . 9 "
corvorada allcidn el glu-Jcidn a la o acertor
lucédeenc enlcédieno: (cpmlgluocosa: (mM)
12C vin)/Ug }120 win)/Ug Ut/Ug
¥ico I 0,015 13,4 0,0123 160 —L
Yico Il CyC1lC 293 0,1650 6C

cozvuracidén se eicctud en términos de velocidudes referidas a
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A Iigura 43: Gréficas de Lineweaver-
Burk pura la deterzinucidén de las
4OF -4 constuntes de kichnaells para la
glucosa como "aceotor", de lus
actividudes glucosiltransferdsi-

30+ 4 cas de higado de perro.

(0), Pico I; (@), Pico 1I.

Q Con ¢i 1in de correlacionur las

S0F i J detcrzinaciones, todas 1as velo-
cidades se exprescron como frace
//// ,/////////, ciones ue lis velocidades miximus.
— O/o -

5"
1 [l |
0 10 20 30

1/5 (M)~

%

una miswcea actividac hiurolftica sobre wmaltosa (ensayundo la
transf rencia y le hidrdélisis en luas condiciones Labitveles),
le: setividid glucosiltransferdsica del ¥ico II resulitd ser en-—
tre 1C 7 14 veces superior a lz homéloge del Pico I (t:bla XI

y figurz 44). lespecto de los porcentajes de rudioac:ividad

~ 0,005
8 ) ﬁ. L ] ] i 1 g
& \ —40,03 a

%
S
'.

/

o/ Ug

/"jé"/
A

o
50,002 \ g
S p®0~0—u___ o001 g
§_0,001 - \o §
£ o 700 4150 3
3 X

GLUCOSA (mM)
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Fijure 44 Activided ¢ iucosiltransferdsica de lus enzimas de
hiswao de perro, en f.ncidn de lua concentracidn de glucosa
coro "aceptor". Las ac:.ividudes fueron expresadas como el por-
centaje de rucioactivided (iricizlmente como glucosa-Cl4) in-
corporada a lu "zona de disacdridos". Con el fin de correla-
cionar los vi.lores as{ obtenidos, los :orcentajes fueron re-
f ridos a unu micme activided O =glucosiddsice (maltosa como
sustreto).

(o), Pico I; (@), Pico II. 14

La flechu indicu lu concentrucidn de glucosa=C™ ', utilizada
en lz cezcla de incubacidn habitual, indicadz en Materizl y
létodos.

iniciclrente como ¢ lucosa, incorporidos a los disacdridos,
puede versce en la figura 44 que en ambos picos la inccrpora-
cidn porcentual cumenta con el descenso en la concentracién
de ¢lucosa. Extrasolinuo a dilucidédn infindte, los valores ob-
tenidos vor unidad de actividad O{=-glucosiddsica (multosa co-
mo sustrzto) por minuto de incubzciédn fueron del 0,00165 y
0,037 vporciento resnectivurente para el Pico 1 y II.

Al cubo de un« incubicidn ue 120 minutos pudo cpre-
ciurse jue con la activided glucosiltransferdsica del Pico I
se obtuvo exclusivimente lu formacidn de¢ disacdridos radioac-
tivos; cientrus jue com la correspondiente al Pico II, ademds
de disacdridos se obtuvieron oligosucédridos radioactivos de
zenor movilid:id cronutogrdiica y posiblemente entonces de
meyor ¢rado de polimerizacidn (figure 45). Luego de eluidos
y recrowatografiados, dichos oligosacéridos retuvieron su mo-
viiidud coincidente con lu wiltotetraosz y meltotriosa (figu~
re 46). idespccto de los disacdridos obtenidos por incubacidn
tunto de la gctividid del Fico I como lz correspodiente al
Pico II, wul ser corridos en electroforesis en papel presenta=-

ron dos r..nchas radiouctiivae, una con zovilidud de multose y
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CONTROL \
INCUBADO
PICOT
/NCUBADO
PIco II

L.

s
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Figura 45: .jeteccidn

de los productos ra-
dioactivos formados
por accidén de las ec=-
tividedes glucosil-
transferdsicas de las
enzimas de higado de
perro, utilizando mel
tosa como "dudor" y
glucosa-014 como "a-
ceptor". Las condicio
nes de lu incubacidén
son les indicadas en
la seccidn de licterial
y Métodos.

La decignucidn de los
productos es la que
se 4id en lu iigura
2.

Figura 46: Productos
rudioaciivos foruzudos
por accidn de las ac-
tividades glucosile
transferdsicuas de leas
enzimes de higado de
DEerro.

Los prouuctos con mo-
vilidad ce trisccédri-—
dos (A) y tetrusacd-
ridos (B), obtenidos
en distintes incuba-—
ciones del ti o ilus-
tredo en la tigura 45
fueron eluidos y re-
crowietogreliados ade
acuerdo zl wétodo La-
bituul,



le otra ubicada en lu posicidn de isomultosw—-nigerosa. Zn
el caso del Pico II, se pudo aprecialr ademds un tcrcer pi-
co de revioactividad con menor movilidsed que lu wultose

(figure 47).

__

ﬂ Figura 47: Productos
raalo.ctives formudos
PICO | por accidn de las ac-
tividi.des ¢glucosil-
tronsferdsicas de las
enziizas de rigado de

perro. LoOs produclos
con moviliced de di-
T - J
s.cariaous, obtenlidos
PICOIL ST ) )
en distintas incuba-
ciones del tipo co-

rres:ondliente a lu
M fsoMo-Ni figura 45, fueron e-
-L SOL '9 luiuos y uesarroliu-

-d dO0s en electrofore-

sis sobre npepel.

Las actividades ¢lucosiltrunsfoerésicas de los :i-
coe I y II, fueron tembien ensayadas reem:laza.axdo a le gluco-
s. rudioactiva en lz rezcla de incubacién por manosu-Cl4(fi-
gura 48), galactosa-cl4 (figurs 49), fructosa—cl4 (figura 50)
o riboflavina (figurc 51). En los cescs de les hexosas c.tadas
se obtuvo con todas, formacibn de disucdridos cuye estructu-
re no fue detercincda. Con riboflevin: el producto foit. ¢
presentd lo movilidi:d del riboflavinil—;lucdsido. En todos
estos cusos lz cantidud de producto formudo fué menifiesta-
zente inferior gque en las experiencias en jue se utilizd giu-
cosa como "acertor", mostrando en touos ellos una w., o awcti-

vidad el Pico II, respecto del I.
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Fi.-ora 48: eteccidn
de lo: rrouuctoce ru-
Jdilouactivos iorwaaoc
por lus actividr.des
elucosiltrensferdsicus
de higcao de perro,

CONTROL

utilizando wrultosa
INCUBADO comc "dador" y wmino-
su=Cl4 como "aceptor".
PICOT i Excerto el azucer ra-
' dicactivo, las coindi-

ciones son lus de 1la
figur: 45,

INCUBADO AJ |
PICOIT

Figura 49: Deteccidn
ac 10w prouucios ru-—
alouciives 10rmedos
CONTROL | ! por lug actividoaes
N ciuccsilirensferdsic .

we higico de perro,

utilizanao multosu

/INCUBADO cowo "dudor" y galac-
tosa=CL4 como "ecep-

:
PICOT tor".
xce:to el azucur ri-—

Gloauctivo, rlus condi-

—— —d

J cloncs son lus de io
INCUBADO figure 45.
PICOIT
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vy e 1 e
4.1) ;-A..,.*L:‘x;_c 4 e U u.'zi)(.).ll, GMJUULz.,JU cl=

ST . T U B A ¥ AU S oL 3.6 P
Mooz ECu"e o1 cunc ue 120 wiauwtoys ue incuber en eutic conul-

. - - . 4
2LONES LUuC o TeClulte unc re,uehe incorporrcidn &l roliswed-

126 ael ¢raen scr CyCl «wl C,0255 ve bi rouicuctiviwad inicicl-
Zoento coloc i como miiltosa, por unlaad e actividoed glucoci-
AT ( + . ] - . i . +- . . ' A .o
Goraet (teole o). wontroriazente w 1o observedo en 1as exre=
crenc.us wnt riores, en evie cuso la rclacidn ue incorpora-
a1 wetividud glucosiudsica resyectivei, fue wuyor en el
1c0 L oiue cn el s1ico 11. wevpecto ue 1los prouucies solubles
oot omol 50, S Uu0 &, reclirsce zaewmds de Lo forwacibén ae ¢ ilu-

cetr o, liooae tri, terre y ventasccdriaos (tigure 52).
’ ’ - )

Figpure 52: .eteccidn
ue los prouuctos ra-
CONTROL ulouctivos solubles

en ctinol 5055, lormi-
dos por las uctivicu=-

des gliucousiltranste-
risicas de lus enzinas
INCUBADO de higido ue nerro, u-
tilizonuo wiltosa-Clé
PICOT cowo "dicor" ; . lucéd-
geno co..c "wcevtor™,

Lav conuicioncs de 1o
\ ex: criencin corresypon-

-]

INCUBADO
PICOIT

wen oo s incicedus

ein L. sceeidn ve nle-
. - -

rial 3 Lctouol,

TLrL R S
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d) REVE:SIBILIDal) DE Lo ACTIVIDAD GLU=-
CCSIonSICA: 4 la concentracidén de 100 mli de glucosa cowmo dni-

co sustrato, laz foruucidn de productos rudiouwuctives distintos

. . Y. h',r':’, ;-
de it wisma fue negitive, tunto con la actividad glucosidasl

o del Pico I cowo lu correspondiente del Pico II. (figura 53).

Figure 53¢ Ensayc de
le reveruibilid«d de
la rcaccibdn catelize-
di. por lus O -gluco=-
sidusas de hi,ado de
perro.

Laus mezclas ue incu=-
bucién contuvieron
€lucosa (40C.000 cpm/
pmol) 100 md, butfer
acetato pi 5,2 100 mi
Yy enzira en un volu-
men finu:l de C,0% ml.
Se incubd 33C winutos
& 37° y uetuvo por ca
lentemiento 2 minutos
a 100°, Los productos
se aisluron por crouma-
togri.fia de acuerdo o
lo descripto en lu seccidn de Luterial y Létouos,

CONTROL

INCUBADO
PICOT

INCUBADO
PICOIL

—~ ]

e) ACIIVIDAD ALILC=1,6=G.UCOSIDALICA:
vucndo esta uctividad se cnsi, 6 secun el métouo de Cori (140)
con la enzimi: del Pico I o 1l:: del Pico II, a lc concentracidn
ze 400 Ug/ml, los resultucos fueron neg.tivos al cibo de unc

i1ncubucidén de 30 minutos a 30°.
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DISCUSION

Los dos métodcs emvleados en el aislemiento de las
actividades glucosiddsicas de higado (centrifugacién diferen-
cial y cromatografi{a en columne) han permitido demostrar la
existencie de por 1o menos dos tipos de -glucosidusas: una
activa en el intervualo de pH 3 a 6 ("glucosidasa dcida")} la
otrz activa en el intervulo de pH 4 a 7,5 ("gluccsidasa neu-
tra").

La "glucosidasa dcida" manifesté poseer una escasa
especificidad, puesto que hidrolizdé practicezente todos los
O(-glucosil—-disacdridos, ¢lucdgeno y O -glucdsidos. La"lu-
cosidase neutra", aunque tawbién hidrolizé a dichos compues=
tos, presenté meyor especiiicidid hacia le maltosa.

Con awmbas glucosidasus es curwcteristica la caide
de le velocidad a concentruciones altas de sustrato. Tal
efecto, careccristico a grun nidmero de sustratos, es mucho
rds rurcudo en el caso de la "glucosidasa dcida" y de acuer-
do a Dahlqvist (141), puede etribuirse bien e une "inhibi-
cién por sustrato" o bien a un fenémeno de transglucosida=-
cidn. Otro hecho destaceble lo constituye lu inhibicidén de
1l:: hiuréliisis por el producto de la reaccibénj el efecto tue
observado en preparaciones crudas de higado de rata cuya ac-
tividad sobre el Q(-fenil glucdsido resultd inhibide compe-
titivimente por la glucosa. El efecto no pudo ser reprodu—
cidc reemplaezando la glucosa por galactosa, fructosa, manosa,
xilosa o o ~metil glucbsido.

Las dos glucosidasas poseen lz carpacidad de hidro-
lizar =zl glucbdseno, formaundo como Unico producto de lu reaoc-

cidn & la glucosa. Sinecwbargo se tropezd con al;unas dificul-
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tades en l: estimacidén de estas uctividades glucogenor{ticas.
Solumente utilizando preparaciones purificades, fue :osible
dewostirar gque la produccidn de glucosa a vartir de glucégeno
no requiere lez sccién previa sobre el polisacdrido de la
&/-amilasa. Con el fin de aemostrar que las pre,araciones de
X -glucosidasa no estabaen contarinadas por actividad ¢ -amild-
sica se emplearon 1los siguientes criterios: &) ausencia de
wciiveciédn por iones cloruro a pH 6,53 y b) linearidud de lus
grdficas de Linewezver-Burx, cuando se determind lu veloci-
dud de la rcaccién en funcibén de la concentracidn de glucédge-
no. Aunque en el presente trabajo se ha empleado tanto uno
como otro criterio con similar éxito, el método de Lineweaver-
Burk, pareceria ser el mds riguroso. Un tercer criterio, la
deteccidn cromatogrifica de glucosa como dnico prouucto de lu
rcaccidn soluble en etanol 50%, fue emplecuo en l:.. Primera
Parte ue este trabajo. Su vilor es considerablemente wmenor que
los dos unte-iores, puesto que la formacidén de oli¢osucdri-
aos podrfie no ser detectadz si existe wmucho més glucosidusa
que amilasa. Rosenfeld y Popove (72) han utilizudo con simi-
lares tines los cambios operados en la reaccibn del glucége-—
no y el elmidén con el iodo. sAunque no existen indicaciones

de lz sensibilidad de este nétodo pare detectar peyueunas can-
tidades de actividad amildsica, parecierfa ser rencs sensible
iue los anteriores.

Previcuente la cnzimu que liberaba exclusivacente
olucosa del glucbdgeno fue denominada J’-amilasa. ruesto jue
¢ote actividid parece ser el resultudo de la nccidn de C{-glu—
cosldu8us con una escusa esiecificidad por el sustruato, no
turece razoncble continuar con la utilizacidn del término

X—umilusu -n el caso de las q-glucosidusas de niguuo.
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imbas glucosidasas poseen activided glucosilirunsfe-
rdsica, aunque la enzima "neutra® parecid ser mucho més efec-—
tiva a este respecto que la enzima "dcide". Las curvus de pH
de estas transglucosidasas presentan rarcada similitud con
las corrcsvondientes a las respectivis actividades glucosicé-
sic:s. Este hecho pour{a tomurse como indicio de que una uise—
ma enzima es la responsable de ambas actividades. Como resul-
tado de le actividud trinsgiucosidunte, resultd no solacente
le formacién de uniones Qf -1—*4, sino ademds otrus del tipo
CYLl—'3 (o] CY-l—-G. Estos cresultados jconfirmen los de Luxkoms-
c:y& (82). Posiblemente los uos sistemas enzimdticos uno éc-
tivo a pH 4,8-5,0 y el otro a pH 6,8-7,0 propuestos por st
autora, son idénticos a las glucosidasuas aguf descriptus. Las
enzimas ti.mbién sintetizan el ribofiavinil glucdsido y una
serie de oligosacéridos jue cuntenfan gulactosa, munosa y
fructosa. La enzima "neutra" hz demostiredo poscer tumbién en
estos ci.sos mayor eficiencia que la correspondiente "acida",
Con respecto al riboflavinil glucésido es de interds destucar
que la curva de pH para la actividad que la forma en higudo
de ruta, descripta por iVihitby (85), presenta uns marccda si-
militud con la determinuada pira la "glucosidasa neutra" en
la fraceién sobrasnadante de hig:do (figura 37).

Con maltosa-Cl4, como “dador" de grupos gluccsilos
tfue posible determinar una pequefia incorporacidn al glucdgeno;
gsicilar en orden de magnitud a la descripta por liers (83) pa~
ra extractos de hijsado humano. Estu incorporacién fue meyor
para la enzime "d4cida", en oposicidén a lo obtenido con los
restante aceptores. Sinembargo tal comporteciento puede expli-
carse en términos de upne mayor afinidud de dicha glucoside-

sa por el glucbgeno (t:bla X).
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Coincidentemente con la aparicién ae los resultuados
descriptos en pdginas anteriores (71), surgieron zlgunas dis-
crepancias con los datos que a tiempo similer pubiicaron otros
autcres. Respecto de la habilidad de lcs diferentes fraccio-~
nes subcelulires para liberar glucosa del glucdgeno, Lejeune
y colaboradores (84) obtuvieron los siguientes vazlores (expre-
sudos en término del porcentaje de la activid:d respecto de
mcltosa): 40, 60 y 100 para lisosomas, microsomas y sobrenc-
dante respectivamente. Sinemburgo, la actividad sobre el glu-
cbgeno de las preparuciones purificadas de las glucosid:sas
uescriptas en el presente trabajo, munca excedieron el 17%
de la activided sobre la maltose. Es importante destzacar que
la Jeterrinecién de glucosa o de equivilentes reductores li-
berudos del glucédgeno por extructos crudos o purtfculas sub-
celulares, solamente refleja lc habilidaed de dichos sistemas
par. llevar a cabo el "camino amilolftico". Como puede apre-
ciarse en la tabla IX, la actividad espec{fica del referido
camino, disminuye con el incremento en lu puriiicacién de la
actividud glucceldésica. Esto podrfa ser une prueba indirec-
ta de que la reaccidn catalizada por la Q{-amilasa, es unz
etupa esencial en dicho camino.

Con resvecto a la Of—-amilasa, aunque no existe una
evidencia directa de su contribucidn en el proceso de degra-
ducibén del glucdgeno, su actividud parecerf{u ser del mismo
orden de megnitud de la correspondiente a la X =¢lucosidieu}
sinemburgo arbas actividades son menores jue le sei:alada pa-
re la tosforilasa en tejiuo hepdtico y wuscular.

Le distribucidn subcelular de li.s actividades glu=-

cosiddsicus taupoco concuerde con lu propueste por Lejeune y
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coluboruuores (64). Ha sido imposible en lus conuiciones uti-
lizades detecter 1o actividid gluccesiudsicz "neutra" de wicro-
soi..as descripte por aiclo autor. Fosiblemente une interferen-
ciz por A =amilasa y sustrato enddyg.no (glucde no purticulado)
puedén ex»mlicir los resultcados de Lejeune y colaborwuores (84);
cesto es, podaris triturse de una liberacidn de glucose o trevés
cel "crmino amilol{itico", superpuesta a zjuella orig%nuda por
hidrélisis directa de la wultosa. En las conuiciones\ymplea-
dus en este trabejo, es izmprobable la existencia ue una acti-~
Cvidud O{-amildsica aprecizble, dado la ausenciu de iuvnes clo=-
ruro ¢n lo wezela de incubucidn; por otru parte una contamina-
cién’ﬁor sustruto enabgeno tavbien es noco prubable, dudo jue
ce trabujd con ral.s ayunaduas durcunte 20 horus.

Los dutos presentados en ecte trabajo, inuicun 1.
existenciu de dos 1ipos de actividi.des glucosiddsicus. na "glu-
covidi:se dcida" exhibiéd une e:pecificidec j corportumiento con
el nii tiles, jue su activided en "condiciones fisiolégicas"
pareceri{a ser wuy baje. Como ho sido proruesto por ueDuve pa=—
ri otris enzimae lisosom:les, ~cdrfa jugur algln papel en los
procesos de aigestidn intrzcelulur, autdiisis y necrosis. De
acuerao a Hers (83) esta enzim: se encuentra zusente en indivie
duos jque paaeccn de lu glucogenosis tipo II en la clasificu-
cidn ue Cori (109) o enfermea:a de Pompe. LEstz enfermedad
es de caructer congénito, lleva « luz uuerte a los nifios jue
1. :adecen y se caructerize por un zcumulo de cutidides extra-
oruinnrias de glucdgeno en tejido hepdtico, wiocdrdico )y nmus-
culur esgquelético. Aparentenente este proceso estarii. conui-
cionado ror una profunda alteracidn en lu funcibdn del lisoso-
w3 corroborendo tal afirmncidn los esiudios al microscopio

electrénico indican que dicha rarticuiu se ypresenta en ectos
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enfermos con un tacarno dliez a veinte veces sujperior «l normal

y con su interior ocuvudo .or cilti;les zcumulos ce ¢lucédieno.
Zn cuanto a lu "gluccsidisu neutra", su rd dptiro

y su mazyor .srecificidad hacia las uniones (XY =1—%4 sericn un

{ndice de su purticipacidén en el "cumino umilolitico" del me-

tibolismo celulur normul., £l pupel de lu awetividad glucousil-

transferdésica correspondiente a estas glucosidusaug es incier-

to.
SUWaantIo LI LaS CUHCLULIUNES

w05 uctivid .des glucosiddsicus hun sido se. arcdus
de extructos Ge higaaoe. Un: ue cllas, lu "glucosidusa dcida"
8 uctiva en el intervelo de H 3 a 63 1i otri, li. "¢lucosida-
su neutru", lo es en el rango ue 4 & T,5. L “"glucosiacsu dei-
da", aegruda pructicumente todos los glucosil(!}disacéridos,
al glucbgeno y a ros O=glucbdsidos. La "glucosid:.sa neutra™
es wis ecpecificu hacilae les uniones Q{-l—'w. ambis glucosi-
dusas ruestrun poseer uctividud glucosiltrinsferdsica, perc
le. enziwu "neutre" menifiesta ser omis efectivi jue lu cosres—
ponuiente "dcidu".

La aistribucidédn subcelulur ue lus cctividoawes gluco-
siddsicue muestru jue lu "glucosiawse deida" ce loculiza prin-
cipulmente en lisosomus, mientras jue la "glucosidausz neutra

lo huzce en el 1f{;uido sobrencdunte.

—

(e

— A

Rl .,./'7’,
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