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H E S U M E I

En esta tesis se estudia la bicsíntesis del munano,uno de los prin

cipales componentesde la pared celular de la levadura.

Se desarrolla una técnica de obtención de la enzima a partir de la

descripta por Algranati, Carminatti y Cabib (1). La enzima se prepara re
produoiblemente en forma particulada. Este resultado es coherente con el

hecho que debe sintetizar un componenteestructural de la célula como es

el mananoen la pared celular.

Dosmétodos rápidos de desaje que se desarrollan, permiten acelemrh

obtención de los resultados. Empleando GDP-manosa140 en la manosa, en el

primero se separa el exceso de CDP-manosa140 del manano 14C formado song

tiendo la mezcla de reacción a una electroforesis, mientras que en el ae—

gundc se separan por precipitación del mananocon etanol 66%.

Mediantegradientesde sacarosa se intenta fraccionar e identificar a
la partícula subeelular a la cual se encuentra unida la enzima.

Se estudiaron varias propiedades de la enzima. Se determinó que re 

quiere específicamente Mn++para su actividad. No se pudo detectar un re

querimiento de aceptor, de manera que la enzima tendría un aceptor endó

geno asociado.

Se estudió la estructura del producto, comparandolacon la estructu
ra del mansno natural. Se determina que posee las mismas uniones químicas

y que la enzima une por lo menos tres manosas en forma consecutivn.Con es

tos resultados se demuestra que lo que se sintetiza es efectivamente mana
no.

Comoel mananaposee tres tipos de uniones químicas en su estructura

oL166 ell-9 2 y ell-¡3, es posible que exista más de una enzima respon

sable de su síntesis. Se determinó que en la reacción la guanosina apareg



tamente se libera como una mezcla de GDPy GMP.Este resultado podriaafi

explicado por 1a acción de dos enzimas distintas.

Se estudia algunas propiedades de 1a unión que mantiene al mananofo

madopor la enzima unido a una partícula subcelular sedimentable, a dife

rencia del mananapurificada, que es perfectamente soluble. Se determirn

que la unión es muysensible a cambios del pHy es posible destruirla po:

acción de enzimas específicas.

El conocimiento del mecanismode la bioaíntesie del manano,junto 001

los estudios que deberán efectuarse sobre la formación de los denás config

nentee de la pared celular, podrá servir para llegar finalmente a sinteg
zar una pared selular in vitro.
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R E S U M E B

En esta tesis se estudia la biosíntesie del manano,uno de los prin

cipales componentesde la pared celular de la levadura.

Se desarrolla una técnica de obtención de la enzima a partir de la

descripta por Algranati, Carminatti y Cabib (l). La enzima se prepara re
produoiblemente en forma partioulada. Este resultado ee coherente con el

hecho que debe sintetizar un componenteestructural de la oólula como es

el mananaen la pared celular.

Dos métodos rápidos de dosaje que se desarrollan, permiten acelemrh
14

obtención de los resultados. Empleando GDP-manosa C en la manosa, en el
14

primero se separa el exceso de CDP-manosa 140 del manana C formado soma

tiendo la mezcla de reacción a una electroforesis, mientras que en el se

gundo se separan por precipitación del manano con etanol 66%.

Mediantegradientesde sacarosa se intenta fraccionar e identificar a
la partícula suboelular a la cual se encuentra unida la enzima.

Se estudiaron varias propiedades de la enzima. Se determinó que re 

quiere específicamente lln++para su actividad. Nose pudo detectar un re

querimiento de aceptar, de manera que la enzima tendria un aceptor endó

geno asociado.

Se estudió la estructura del producto, comparandclacon la estructu
ra del manano natural. Se determina que posee las mismas uniones químicas

y que la enzima une por lo menos tres manosas en forma consecutiva.Con eg

tos resultados se demuestra que lo que se sintetiza es efectivamente mana
no.

Comoel mananaposee tres tipos de uniones químicas en su estructurq

aL1-)6 eLl-+ 2 y oil-+3, es posible que exista más de una enzima respog

sable de su síntesis. Se determinó que en 1a reacción la guanosina apareg
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temente se libera como una mezcla de GDPy GMP.Este resultado podría ser

explicado por la acción de dos enzimas distintas.

Se estudia algunas propiedades de la unión que Mantiene al mananato;

madopor la enzima unido a una partícula subcelnlar sedimentable, a dife

rencia del mananapurificada, que es perfectamente soluble. Se determinó
que la unión es muysensible a cambios del pHy es posible destruirla por

acción de enzimas específicas.

El conocimiento del mecanismode la biosíntesis del manano,Junto con

los estudios que deberan efectuarse sobre la formación de los demás compa

nentes de la pared celular, podrá servir para llegar finalmente a sinteti
zer una pared celular in vitro.
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I N T R O D U C C I 0 N

IA CELULA DE SACCHAROHYCES CARLSBERGENSIS

En la figura 1 se ha dibujado una célula do S.carlaberfionail, basánQ;
se en las fotografías al microscopio electrónico de Vitale, North y Linus

ne (2).

brote

cicatriz

mitocondrias

vacuOIa

pa red ce/u/ar

Figura 1: Célula de Saocharo ces carlsber ansia con un brota.
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La forma alargada corresponde a la cepa 74 de Saccharcmyces carls —

bergensis utilizada en esta tesis. Se ha representado con un brote en org
cimiento.

Sobre las partículas subcelulares se conoce muypoco. Se han aislado

por centrifugación fraccionada mitocondrias (3), paredes celulares (4) y

partículas no identificadas (5). Las vacuolas son las organelas de mayor

tamaño de las leVBduras. Se observan perfectamente al microscopio óptico

con dispositivo de contraste de fases. El núcleo es fácil confundirlc con

una vacuola, ya que tiene aproximadamente el mismo tamaño y aspeotc.Al mi

crosccpic electrónico se lc distingue ya que es electrónicamente más den

so que la vaoucla.

La membranacitoplasmática parecería ser una membranaunitaria como

la define Robertson (6).En ciertas zonas, Mocry Hühlethaler (7) observan

dos tipos de formaciones, invaginacicnes de la membranay partículas ordg

nadas en forma hexagonal. Sugieren que podrían jugar un papel en la bio —

síntesis de material de la pared.

Se menciona más adelante en esta introducción una hipótesis sobre el

mecanismode formación del brote. Inicialmente ambos oitoplasmss estarían

conectados, pero a1 crecer la célula hija, se forma una pared que las se

para. Esta zona de unión constituye la cicatriz que en la célula hija se

llama cicatriz de nacimiento y en 1a célula madre cicatriz del brote. En

el dibujo se obserVa que 1a cicatriz del brote tiene la forma de un crí

ter. Algunas células llegan a tener hasta 35 de estas formaciones (8). Hg

con (9) ha determinado que la cicatriz esti constituida en un 50%por qq;
tina.

Ademasde las cicatrices, la pared celular no presenta ninguna ca 

racterística morfológica detectable al microscopioelectrónico. En celu 

las en fase logaritmica tiene un ancho aproximado de 1000 X e Las células

aisladas en fase estacionaria,pcseen paredes nfis gruesas, hecho que se r3
floja cono se verá en los resultados, en una mayorresistencia al ataque
enzim‘tico.
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COMPOSICION QUIMICA DE LA PARED CELULAR DE SACCHAROMYCES CARLSBERGENSIS

Se han ideado varios métodos para fraccionar químicamente levaduras

(10, ll, 12, l3 y 14). Sevaa delinesrel debidoa Trevelyny
que levemente modificado es uno de los que se aplicó también el estudio

de los componentesde la pared celular.

Se tratan las células con ¡cido tricloroscético 0,5H a O°Cy se e1
trae así la trebalosa. Luegose tratan con acido perclórico a 38° y se

extrae el RIA (hidrolizado). Un tratamiento con COBNe20,25Ka lOO°C ex
trae el mananoy parte del gluoógeno. Estos se separarÁn posteriormente

por precipitación específica del mananacon Cuit tartratc en medioalca

lino (reactivo de Fehling). El resto del glucógeno se extrae con C104305M
a 100°C. Finalmente el residuo que contiene glucano y quitina, se suspeg

de con HONa(queda una suspensión estable, posiblemente parte del gluoano

se solubilizó (9). Para la determinación de la composición en paredes q;
ladas, se omite la extracción de trehaloea y de RIA.

Homogeneizando levaduras con un método mecánico y obteniendo las p_a_

redes celulares libres de contaminantes por oentrifugaoión fraccionada,
Northcote encontró que la pared celular constituye aproximadamenteel lS

por ciento del peso seco de la célula de levadura. Seguramente este dato

es un limite inferior, ya que para obtener mayor pureza deoartó fraooi_o_
nes con trozos de paredes más pequeños. Métodos similares han empleado

los demás autores de los datos de composición quimica de la pared de le
vaduras de la tabla I.

Se notan diferencias entre los distintos autores que generalmenteno

sobrepasan el 20%y que se explican posiblemente porque han usado distig
tas cepas.

La mayorparte de la pared está constituida por polisac‘ridos,exis

tiendo cantidades aproximadamente iguales de mananay glucano.
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Ls formación de agregados de células de leVBduras que previamente

formaban una suspensión homogénea, se denomina floculación. Este fenómg

no está genéticamente controlado y generalmente ocurre acompañadodscag

bios específicos en la composición del medio de crecimiento (15).Los da

tos de Hill (12) señalan que en las cepas floculantes y no floculantes

que él analiza no hay variación de la relación mananaa glucano, cuando

se compara paredes de las que no floculan con las que floculan. Sin em

bargo, Masschelein (16) encuentra que la relación Varíe entre 1,6 y 5,3

en paredes que no floculan y paredes que floculan. En base a este resul
tado sugieren que el mananainterviene en el proceso de floculaoión.

El 20%de la “hacetil glucosamina que se determina en la celula eg

tara, se encuentra comoquitina en la pared celular. Comose mencionó ,

interviene en la formación del brote (9).

En ciertas condiciones el porcentaje de N;acetilglucosamina se pag

de hacer aumentar hasta 30 veces. Eddy cultiva en medio isotónico,protg

plastos obtenidos con celulasa de caracol (17). Encuentra que aunque no

regeneran células normales, forman paredes débiles que 61 llama aberrag

tes y cuyo contenido en N-acetilglucosamina aumenta de 1%en 1a paredlg

riginal a 27-33%. El fósforo varía muchocon la especie y la cepa. Eddy

(11) demuestra que por lo menos60%del fosfato se encuentra esooildcal

mananade tal forma que el ílcali que separa el mananade la proteína 

no separa al fosfato.

Es interesante el gran númerode estructuras diferentes que se ob

tienen solamente variando la relación manosaa fosfato en el manano.llgg

tras que en cepas primitivas de Bsnsenula la relación manosa/fosfato bg
ja a 2,5 (18), en Saccharcmyoescerevisiae 1a relación oscila entre 13

y 19 (12).

Los lípidos son aparentemente triglicéridos, ya que su contenido en
fosfato es muybajo. no se detectan esteroles.



TablaI -CogpoaioiónQuímicadelaEaredcelulardelevadursg.

¡Hidratos¡b carbonotg¡mn-nogluoanomina.nao.fotodos.cleioos. tales.

Hexosa-ProtqíFoo-lia;¿oidosnnglucano

Iicroorganiano-' soluble

S.cereviaiae(13)68343416 ---10 S.cerevisigg(10)6031 84mmflocu

llntea(12)8943461.15

S.oerevioiaenof1

culantel(12)9144471,260,75—.—

s.carlsberansia74(11)80224o0,970,540,310 Losdatosseexpresanenporcientodepesosecodeparedaislada.LosdatosdeNitrógenoquo'noes debidoaglucosaminn,setransformaronenprotein.multiplicandopor6,25. Eldatodoácidonucleieoestádeterminadoporabsorcióna260m/u;uoandocomocoeficientedeex tinción9000.
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El dato de purinas más pirimidinas es tentativo y en ese orden no se

pueden excluir contaminnciones del citoplasma. Su existencia puede ser mw

imortante ya que podría estar relacionada con síntesis de las proteínas
de la pared.

Las proteínas de la pared contienen varios amino a’cidos, sobre todo

aoídicos. En S.curlsberfiensis 74 se encontró aspártico, glutámico, serina,
glicina, lisina, alanina, treonina, arginina, histidina, prolina, Valina,
metionina, tirosina, leuoina e isoleucina. Aproximadamenteel 50 de 1a

proteína de la pared está asociada al manana(ll).

Hay que mencionar la existencia de un gluoano soluble. Este se aisla

aún con tratamientos mw suaves, comopor ejemplo con papaína cristali

ESTRUCTU'RA DEI. MANANO

Nos referiremos al mananade S. cerevisiae. Varios investigadores es
tudiaron la estructura del mananopor metilación y encontraron que es un

polisaoárido mu: ramificado que contiene uniones ¿142,¿143 y 041-)6.

En bas a sus resultados de metilación, Haworthy colaboradores pro

pusieron comoposibles, estructuras con una cadena fundamental de uniones

0L1-52 con cadenas laterales unidas en forma oLl-ó6 (19 y 20). Una de

estas estructuras se esquematizó en la figura 2.

Han Man
eL oL
1 l

1 1
6 6

- - alandl-93Man okl-—)2Manokl—)2hïsnckl- 

Figura 2. Estrugtura posible del mansnosgggg'Haworth et el. (20).
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Peat y colaboradores aislaron cligomansnoepor hidrólisis acida pa;
cial del manana, que contenían principalmente uniones 0L1-96 (21).!)¡1003

junto con sus resultados de metilación y de acetólisis del manana,prop;
sieron la siguiente estructura (figura 3):

Man Man
oL l 0Ll

1 L
2 3

Han ¡hn
41 d.1

1 1
2 2

- - 6Man4-1-96HanoLl - 

Figura 3a Estructura del mansnopropuesta gor Past gt 51. (22)

donde 1a cadena fundamental esti formada ahora por uniones Jul-D6 y las

cadenas laterales por uniones 0€1-)2 y ¿1-63. Encuentra que las unio
nes 041-)6 son las másestables al leido;

Recientemente Lee y Ballou (23) obtuvieron por un método de acetáli

sis del mananauna mezcla de oligosaoáridos con un rendimiento del 60 fi.

Determinln que se trata del disaoárido O-UL-D—manopiranosil-(l-)2)-D-ma—

nopiranoaa,del trisaoaíridc O-oL-D—manopiranosil—(l-i2)—O-°L-D-manopirang_

sil-(lá2)-D—manopiranosa y además de un tetrasacírido 0-¿-D—nanopiran_4_>_

sil-(1-)3)—O—dL-D-manopirancsil-(1-)2 )-0—¡LD-mano};innosil-(l-¡Z )-D-

nopiranosa. Tanto el disacírido comoel trisacírido habían sido encontr;
dos por Peat y colaboradores (22) pero no el tetrasacírido. La estructu

ra propuesta por Peat (figura 3) no explicaría la foi-naciónde ese tati!
sacírido, de manerame Lee y Ballou proponen que la unión CCI-¿3 se en

cuentra en una rama lateral de tres manosas, cono se mestre en la figu
114.



Msn
¿1

L
3

Msn Msn
¿1 ¿1
l l
2 2

Man Man Man
ell ¿1 eL].

l 1 l
2 2 2

—- 61m1til-+6Mnnd1—)6lhnc(l-*6Mand.1—+6llan eá 1 - 

Figura 4 : Estructura del msnsnosggg’ Ballou et al. (23 y 24).

La acetólieis destruye preferentemente las uniones ¿1-36 y tam 

bién algunas de las uniones ¿1-03. De esta forma vemosque de izquieg

da a derecha. la primera rama lateral daria el disacárido, la segunda el

tetrs o el trisacárido según si resistió al ataque la unión ell->15, y

la tercera daria trissoárido. Manosalibre se obtiene de las cadenas m5
damentsles que no tienen una rsmificación, de las uniones ¿l-fi3 que se
degradan y de la destrucción que inevitablemente debe producirse de al

gunas uniones oLl->2. Aplicando una scetólisis en condiciones más sus

ves (24) encuentran una manopentaossy una mno-henosa con uns unión

eL1—-—>6que someten luego a una. segunda aoetólisis para determinar los

largos de rama de cada lado de las manosas unidas por «¿1-36. Ls acetá
lisis en estas condiciones no produce ningún tetrasaoárido con una unió:
til-#6. Estos resultados imponenciertas restricciones en el tipo de
rama lateral que pueden existir y que fueron consideradas en la figu 

ra 4o
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ESTRUCTURA DEI GLUCANO

El gluoano es insoluble en casi cualquier disolvente (Peat, Whelany

Edwards (21) lo disuelven en caliente con ácido fórmioo 90%), de tal for

ma que los metodosususles de análisis de estructuras se ven seriamente di
fioultados.

Según Psat, Whelany Edwards un lO e 20%serían uniones/Óln-i6 y el

reetof51-—+3. Bell y lorthoote (25) habían encontrado también uniones -—

f51——+2.Una de las estructuras posibles que surge de los resultados de
Peat y colaboradores es la que se representó en la figura 5.

Glu Glu

í "i
3 3

Glu Glu

P1 pi
3 3

Glu Glu Olu

P1 P1 Pi
3 3

—.- GluPl-b601u F1——>601up1 - .

Figura 5: Estructura gcsible del gluoano de 1evnduras según Post. Whelan
l Edwards.(2l)

Bacony colaboradores describieron recientemente un metodorelativa

mentesuave de solubilizar al glucanc (9). Este resultado facilitará seg!
ramente le determinación de ls estructura del gluoanc con mayorcerteza.

UBICACIONDELOS E LAPAREDCELQQ

Para determinar la posición del glucano, manano,quitina y proteína
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en la pared celular, se ha empleadomicroscopía de cortes de células,m‘-,

todos degradativos con enzimas que digieren uno o más componentes de la

pared y movilidad electroforeticn de la pared. Cuandose estudiaron para

des aisladas, se las preparó por métodos mecánicos, generalmente por ag;
tación violenta con perlas de vidrio (10).

Microscopía electrónica de paredes l de cortes de células.

La microscopía de paredes no ha dado resultados concluyentes en eusg

to a estructura y posible ubicación de los componentes.

Rorthoote (lO) y Nickerson (26) observan paredes enteras sometidas a

diversos tratamientos. Si trata previamente con metanol y ¿ter etílico ,

Northcote observa dos membranas. La pérdida de lípidos de alguns forms e

jaría un espacio libre, y se puede distinguir asi dos capas. Si hace lo

mismopero habiendo previamente pretratado con álcali que separa el mani

no proteína y también los lípidos, sólo observa una membrana.Una modifii

cación similar es observada por Agar y Douglas con un tratamiento con tg

lueno (27).

Autores que utilizaron OsO4para fijar (27, 28 y 29) o que tiñencnn
periodato-leucofuosina cortes liofilizados (30), observanestructura la
minsr en la pared. Sin embargo cortes de aparentemente muchomejor cali

dad se obtuvieron utilizando permanganatosolo o seguido de nitrato de‘g

ranilo (2 y 31), sin que se observnran láminas o capas en la pared. Con

las células fijadas con permanganato se observa frecuentemente una zona

límite exterior e interior de las paredes electrónicamente mis densa.Es
to puede ser debido s la presencia de proteins. El permangansto parece

fijarse a 1a proteína (32). Tambiénpodría ser que ataque en esa zons a

productos de degradación de los polisaoáridos de 1a pared.
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H‘todos dggzgdativos cgn ensinas 1 de movilidad elegtroforótica.

Este enfoque es el que ha dado resultados más interesantes. Los di
ferentes autores han tratado directamente células enteras o paredes pre

viamente aisladas, con enzimas de distinto grado de pureza.

Eddy realizó un estudio sobre la posible ubicación del mananaen la

pared. Antes de emplear enzimas degradativas, estudió la carga iónica de

las paredes (33). Trabajando con distintas especies de levaduras, encon
tró que la movilidad electroforótioa de éstas a distintos pHpueden cla

sificarse fundamentalmenteen dos tipos. En el yrimero, las levaduras eg

metidas a un campoeléctrico, migran hacia el ánodo y la movilidad esxrig

ticamente independiente del pH. Este comportamiento lo relaciona a la

presencia de grupos fosfato en la pared. En el segundo, la movilidad va

ría mucho con el pH (aumenta de valores que para algunas especies pueden

ser mayores que cero a pH muyácido, a valores negativos similares alpri
mer caso). Este segundo tipo de movilidad lo relaciona a la presencia de
proteína en la superficie. Entre otras estudia también le cepa S. carla
bergensis 74 y encuentra que pertenece al primer tipo, es decir, tiene

carga negativa y esta no varía mayormentecon el pH.

Si se crece estas mismaslevaduras en medio deficiente en fosfato ,

la movilidad de las levaduras del tipo primero disminuye mucho. Con ce

pas de características similares a S. oarlsbergensis 74 y crecidas en me
dio deficiente en fosfato,se encuentra que la curvn de movilidad en tun
oión del pH se parece mas bien a las del segundo tipo. Con las hipótesis

propuestas sobre qu‘ le confiere la movilidad, esto querría decir que i
nicialmente tenía fosfato en la superficie, pero luego de crecer en me

dio con fosfato limdtante, la superficie adquiere características de mo
vilidad del segundo tipo y quedaria entonces con proteína en la superfi

cie. Comoes probable que el fosfato forme en mayor o menor grado parte

de la estructura del manano(ll y 12), estos resultados indicarísn tan
bien que el mananase encuentra en le superficie exterior de la pared q;



- 13 

lular. El hecho que pueda transformarse en una pared con posiblemente una

proteína en su superficie, comomencionamos,no contradice lo dicho res 

pecto al manana. Según Nickerson (26) el manano se encuentra en forma de

complejo manano-proteína.

E1 comportamiento que Eddy encuentra para experimentos con paredes

aisladas, es exactamente igual al encontrado con células enteras. Supone

entonces que la superficie interior de la pared en contacto con la membrg
na citoplasmátioa tiene la mismaestructura que la exterior. El mismore

sultado experimental se obtendría sin embargo, si el compuesto que forma

la superficie interior de la pared no tiene carga iónica.

Con tratamientos de paredes aisladas meo‘nicamente con enzimas cris

talinas Eddyconfirma los resultados deducidos del comfortamiento electra
forótico. A1tratar con papaína cristalina se libera casi inmediatamente

un elevado procentaje del manana, junto con proteína y con la mayor par

te del fósforo que contiene la pared. Este fósforo permaneceasociado al

mananodespués de diálisis y aún despues de tratar con alcali de manera

de separar la proteína del manano. Del tratamiento con papafna queda un

residuo que por hidrólisis libera casi exclusivamenteglucosa y sería gl!
cano. Al microscopio conserva 1a forma original de la pared. El glucarmo

formaría entonces la estructura fundamental que le otorga rigidez mecani

ca a la pared celular. Unaparte del glucanc se disuelve al tratar con pa
paina, de maneraque ¿ete podria tener otra función en la pared, diferen
te a la del que es resistente a la enzima.

Bacony colaboradores (34), describen una enzima de mixobacterias de

actividad ’—glucanasaque se libera al medio de cultivo cuando éstas cre
cen con IeVBduras comoúnica fuente de carbono. A una suspensión de leva

duras o de paredes aisladas de levaduras, y sometih a diversos tratamieg
tos la tratan con esta enzima de mizobacteria. Luegooentrifugan y deter

minan en sobrenadante y sedimento material que de reacción positiva al r3
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actiVO de 1a antros (reacción de hidratos de carbono). Complementaesta

determinación con una observación a1 microscopio. rI‘antolas paredes ais

ladas comolas oe'lulae enteras permanecen sin atacar a menosque previa

mente hayan sido calentadas en autoclave. Tambiénse produce ataque en

el caso de las paredes si previamente se las trata oon un reactivo de ug
les, p.e., el meroaptoetanol. Este tratamiento no tiene efecto en las si
lulas enteras. Otra manerade emular a1 ataque enzinítico es antes

de tratar con el reactivo de tioles, pretratar con tolueno u otro salve;
te orgánico.

Estos resultados le sugieren a Baconun esquemade la estructura de

la pared celular. La pared consistiría en tres capas o membranas:

1) 1a primera estaría constituida por una manana-proteína. Esta proteína

tiene grupos di-sulturo. La mariano-proteína es la ¡ue impide que 1a

enzima de mizobacterias actúe sobre el glucano. Esta protección a ph;
de en el caso del reactivo de tioles, porque los puentes di-sulf'uro D

1a proteína se reducen; en el caso del calentamiento en autoclave,po¿
que 1a proteína se desnaturaliza.

2) Las células enteras, aún libradas de esta capa de manana-proteína,ti_e_

nen una adicional. Esta es la que se destruye por la acción del tela;

no o metanol mas éter etílico. Descarta que puede ser una capa de qui

tina porque la enzima de mile-bacterias contiene ademásde 1a P-glu
canaea, una quitinasa aetiw. Haydos trabajos (10 y 35) de microsco

pía electrónica, en los cuales se observan dos capas en paredes ente

ras; después de tratar con solventes orgánicos, esta separación end!
capas desaparece pudiéndose!obsemr luego sólo una.

3) Por último, tendríamos 1a red de gluoano. Cuandoel pretretamiente le

perite, 1a enzimade mizobacterias actuaría sobre este polisao‘rido.

E1 hecho de que son necesarios pretratamientos para llegar a atacar

el glueano, indioaría que éste se encuentra en una zona interior de Jap_e_

red. Wickerham(18) propone que 1a unión de la invertasa a1 senano,a pe-‘
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nar de ser tan fuerte que aun la enzima purificada sigue conteniendo ma

nano,es casual. Al ser excretada la ensima del citoplasma, quedaría str;

pada en la primer zona de la pared por el manana. Tiensa que otras protqg

nas también se unirian facilmente al manano, pero no con una unión tan gg

table comola invertasa. Si esta hipótesis fuese correcta, las enzimasds

mixobacterias podrían quedar atrapadas, por el manano, pero del lado ex

terior de la pared de la célula entera. Cuandose trata de paredes aislg

das, vimos que se proponía una cierta simetría en la estructura de la pg
red en el sentido que el mananoproteina estaría por igual en la superfii

cie exterior comoen la interior. Estaria así también protegido el glucg
no de la acción degradativa en las paredes aisladas.

Recientemente Lampeny colaboradores (36) purificarcn de B. subti 

lis un factor no dializable que podría ser una enzima. Tiene un efecto
muyinteresante sobre células de levnduras viables. Lampenutiliza en su

trabajo además el Jugo intestinal del caracol que usamos nosotros para

preparar la mananasintetasa. Lc utiliza sin embargoen una concentra -—

ción muchomenor. En esas condiciones afirma que el jugo de caracol solq

no disuelve la pared. Un pretratamiento con el factor de B. subtilis,pe5
mite sin embargoa esa concentración baja de jugo de caracol disolver

la pared. Encuentra que el efecto de este factor es similar a1 dell5-me;
captoetanol que mencionamosanteriormente, en cuanto a que ambos liberan

mananoe invertasa de las levaduras. Ademásambos permiten que se lisen

las levnduras con concentraciones bajas de Jugo intestinal de caracol.El

factor posee una propiedad adicional. Es capaz de lisar células pretratg
das con mercaptoetancl. Lo inverso, es decir que el mercaptoetanol des

pués de un pretratamiento con el factor lise, no ocurre. Este resultado

es interesante ya que en condiciones angie no se libera glucosa del glu

cano, se puede producir lisis de las células. Este resultado contradice
la hipótesis aceptada por muchosde que el glucano sólo podria mantener

,la estructura de la pared. Hay que mencionar que lampen no parece haber
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pecho observaciones al microscopio; mide la lisis por la disminución de
la turbidez de la suspensión en espectrocolorímetro. Unresultado tan ig

portante tendra entonces que ser confirmado, ya que una rotura en un sc

lo punto de la membranacitoplasmática con la pérdida del material intra
celular produciría una disminución similar de la turbidez sin modifica 
ción apreciable de la pared celular.

Ademásestos resultados parecerían indicar que existen dos mananos.

Uno es atacado por el factor de Rsubtilis solamente, en cambio el otro en

sensible al factor pero también al mercaptoetanol.

En otro trabajo, Bacony colaboradores (9) encuentran que el gluoano

modifica radicalmente sus propiedades de solubilidad, si es pretratado un
acetato de Nh a pH 5 a 75°C. Tratando así células de levadura liberadas

previamente de la manana-proteína con tratamiento alcalino, obtiene un r2
siduo con muchomenos glucann. Este residuo contiene un 50%de quitina y

observado al microscopio electrónico tiene el aspecto de cicatrices dabrg
tes unidas por una fina membrana. Esta membranaque une las cicatrices se

hace aun masdelgada, si trata el residuo posteriormente con la ÍS-gluca
naaa de mizobacterias que mencionamosanteriormente. La quitina formaría

entonces la cicatriz del brote. Hayque mencionar que no se ha descripto

la enzina que bicsintetice a la quitina en pared de levaduras. Como esta

debe formarse a medida que crece el brote, una curva de actividad de la
quitina sintetasa (en un cultivo sincrónioo) deberá ser de la mismaforma

que la que se obtiene de representar númerode celulas brotandc. No se cg
noce que función tiene la acetil-gluccsamdna fácilmente extraíble por il

cali, en la pared. A le quitina misma, corresponde un 10-20%de la aoetil

glucosamins de la pared (33).

A pesarrpe el número de compuestos que se han descripto en la pared

de levadura es menorque en bacterias, surge de estos primeros resultados

que se conoce mucho menos de la ubicación y función de cada componente en
-la levadura.
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FUNCION DEL HANANO

En su revista de los últimos progresos en el campode los polisacá

ridos, Sharon (37) menciona que los polisacáridos simples o compuestos 

pueden servir comoll) material estructural y de protección, 2) ccmpues

tos de reserva energética, 3) sustancias lubricantes y 4) sustancias que
actúan en el control del transporte de agua y metabolitos en fluidos ex
tracelulares.

El mansno de pared celular de levaduras, comotambién los otros ma

nanos conocidos, son polisacíridos de los cuales poco se sabe, de manera

que resulta difícil enoasillarlos en una o varias de las funciones men
oionadas.

Si se considera los distintos mananosexistentes en la naturaleza ,

es posible que cumplanfunciones distintas, ya que difieren apreciable 

mente en sus estructuras químicas (comotambién en su ubicación en la qé

lula o fuera de ella).

Al mananade pared celular de leVaduras, varios autores le asignan

carácter estructural. Sin embargoel hecho de ser fácilmente extrafusven

forma soluble, indica que, o es una estructura muydelicada o cumple una

función asociado a otro componenteestructural (posiblemente el glucano)

La prueba de Bacmy colaboradores (34) de la inaccesibilidad chlglg
cano debido a la posible presencia de una mananoproteína, indicaría que

el manana forma una membranade la pared. Muchosautores parecen asigna;

le carácter estructural simplementeporque se encuentra en la pared. Sus

propiedades de formar una goma cuando se lo aisla, influjo a pensar que

podría actuar físicamente a manera de un cemento.

Debido a que no está resuelto el problema de la función, incluimos

algunas postulados para mananos en otros microorganismos. Alguna de es

tas podría resultar la clave de la función del mananaen S.car1sbergen 
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gig y géneros relacionados de la familia Saccharomyoea.

El carácter estructural del mananase ha mencionadoa1 estudiarse la

ubicación de los diferentes componentesen la pared celular y no se va a

mencionar aquí.

Componenteesencial del mecanismode división celular.

Nickerscn y Falcone (38) describen en Candida albicans una enzima mi
tooondrial con actividad "puente di-sulfuro" reduotasa. Demuestranademás

que mutantes que crecen casi indefinidamente ("divisionless mutante"), no

tienen esta enzima. Un manana-proteina que contiene puentes di-sulfuro(39)

es sustrato para esta enzima. Por otro lado, microfotografias, tomadas en

forma secuencial del proceso de formación de un brote (26) parecen mostm

que súbitamente es expelido una parte del protoplasto debido a un debili

tamiento localizadc de la pared. Se observa seguidamente que comienza a

formarse alrededor del protoplasto que había quedado desnudo, una nueva
pared celular.

Varios autores han mostrado en el microscopio electrónico una acumu

lación de mitoocndrias en 1a zona próxima al brote. Estos hechos induje 

ron a Nickerson (26) a proponer que los puentes di-sulfuro de 1a manano

proteína serían los que le dan rigidez a la pared y que la di-sulfuro re

duotasa actuando sobre estos grupos sería la responsable de debiliar lap_s_
red. En ese lugar entonces, se produciría la explosiva salida de una por
ción del citoplasma.

Pacto: gglutinante

Brock (40) estudia dos cepas de levaduras que conjugan sexualmente

con aglutinación. Deuna de estas cepas aisla un factor que llana factor

sexual. Si a1 medio en el cual se quiere producir aglutinaoión de esascüs

cepas se agrega previamente el factor sexual, esta aglutinación se inhi 

be. Purifica este factor por absorción y posterior eluoión de la cepa se
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zusl opuesta. Encuentra que se trata de una mananoproteína, que en for

mas de bajo peso molecular ubica en el citoplasma. Este mananoproteína,

estaría en la superficie de la pared de una de las cepas. Durante el pre

ceso de aglutinación no pudo determinar un aumento del contenido de mi

nano (44)

Fector flcculnntg.

En cepas que flcculan, algunas células lo hacen mientras otras no .

Haeschelein y colaboradores (16) encuentran que en células de S. carls

bergensis quefloculan, el contenido de manana está aumentado. En cambio

M111(12) en S. cerevisiae encuentra que no hay cambio en el conteniúade

manenosino en el grado de fosforilación del mismo. Hay que mencionar<na

Wickerhsm(18) sugiere que los fosfomannnoe extrecelulares que producaen

varias especies de Hansenula, servirían para que éstas se adhieren a las
plantas sobre las cuales crecen.

Componentede la invertasa

In invertasa aun purificada 60 veces contiene una cantidad fija de

manana. Parece contener tambi‘n glucosamina (42). La enzima se encuentra

en el espacio entre la membranacitoplasmfitica y la pared celular de tal

forma que se libera al medie e medida que se van formando los protoplas

tos (43).

Wickerham (18) sugiere que la unión al mansno es casual y común¡.2

tras proteínas aunque no tan fuerte. Se produce al ser excretada la eng;
ma del citoplasma.
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Lcs resultados de estudios de las paredes de levaduras y sus compo

nentes, indican la importancia del mananaen estas estructuras. Vimosque

constituye un 33%del peso seco de las paredes y que se han postulado v5
rias posibles funciones. Comoae explica más adelante en esta introduc 

ción, el interés en los estudios de biosíntesis, parece evolucionar ha 

cia el estudio de estructuras subcelulares complejas. Se han iniciado es
tudios de 1a biosíntesis del grínulo de almidón (44), del glucógeno par

ticulado hepático (45) y de la pared celular de bacterias (46 y 37).

Conel objetivo final de llegar a conocer el mecanismode la biolfig
tesis de la pared celular de levaduras, se decidió estudiar primero la
bicsíntesis del mananc.Esta biosíntesis constituye el tema de esta tesis

BIOSINTESIS DE POLISACARIDOS

En 1898, Croft Hill (47) obtuvo síntesis de disecíridc, incubandc 
maltasa de levadura con glucosa. A pesar de que las concentraciones de

glucosa superaban en varios órdenes de magnituda las fisiológicas,se tu
vo que aceptar este camino comoúnico plausible hasta que en 1939 Cori,

Schmidt y Cori (48), y Kiessling (49) obtuvieron incorporación al glucó

gano a partir de glucosa _ 1-P. Esta biosintesis se obtuvo con concentra

ciones del éster fosfórico suficientemente bajas comopara poder ser (i
siológicas.

La transgliccaidaoión a partir de azúcares fosfatos catalizada por

enzimas que se llamó fosfcrilasas, pareció entonces ser el mecanismopor

el cual se efectuaba la sintesis de polisac‘ridcs. Esta idea se vic ari;
nada cuandose descubrieron fosforilasas (50) que sintetizan disacáridos.

Sin embargo, este camino no prosperó, y no se encontró ninguna fcsforilg

sa ademasde la del gluoógenoque sintetizara un polisacárido. Es sís,sá
lo se han descripto desde entonces, las siguientes fosforilasasx la de

gluoógenc o almidón, de sacarosa, de maltosa, de cellobiosa, de laminar;



- 21 

biosa (51) y de ¡3 —1—»3oligosaceïridos de glucosa (52).

A pesar de esto, en el caso de la biosintesis de glucógeno por la

fosforilasa, se llegó e descartar este caminorecien cuandose encontró

y demostró otro (53). Habia en aquel entonces varios hechos experimente

les que le fosforilssa no explicaba. La reacción se puede escribir:

glucosa-l-P + aceptor ::2 glucosil eL(1-94)—aceptor+ P1

El equilibrio de la reacción está determinado por el cociente de las
concentraciones de fosfato inorgánico a Glucosa-l-P y por el pH. A pH? se

establece el equilibrio con un valor del cociente de concentraciones de

fosfato inorgánico a glucosa-l-P igual a 3,2. Concocientes menores hay

sintesis de glucógeno y con cocientes mayores hey degradación. Enibs tel;

dos el cociente es siempre mayor que 3,2 por ejemplo: en el diafragma de

rata es igual s 300 (54). Partidarios de la fosforilsea comoenzima ensbá
lion trataron de invalidar esta contradicción diciendo que podría existir

un compartimiento en el cual le concentración de P1 fuera baje y de que
ahí se lleVaria a cabo la sintesis de glucógeno. Pero esta hipótesis para
ce poco probable ys que la fcsfcrilasa se extrae siempre en forms soluble

de le célula. Tambiénel efecto de la adrenalina dic resultados que no se

podía erplicar suponiendoque la fosforilssa sintetizera gluoógeno.Sutheg
land y Cori (55) encontraron que este hormonaque se sabia produce degre

dación de glucógeno hepático, aumentabale actividad de la fosforilesa.32
sultadcs similares se obtuvieron con glucagón, es decir, un aumentoparl
lelo de glucogenolisis y de actividad de fosforilesa. Fue dificil expli
car cómo,si le fosforilasa es ls encargada de sintetizar el gluoógenc,sn
aumento se produzca siempre cuando hay glucogenolisis.

Estos problemas unidos al hecho mencionado de la imposibilidad de en

contrar fosforilesas que sinteticen otros polissoíridos, se resolvieron 
cuando se descubrió una nueva vía de biosintesis de polisaoúridos a par 



tir de rmcleótidos - azúcares.

En 1949 Leloir y colaboradores (56 y 57) estudiado el metabolismo

de gslsctoss en levaduras, descubrieron el UDP-glucosa,primer mclec’ti
(io-azúcar de una familia de compuestos que hoy sobrepasa los cincuen 

ta (58). En la. figura 6 esti representada la estructura del UDP-glucosa.

H
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Figura 6! Estructura del UDPilucoss

Inicialmente se descubrieron reacciones en lar; cuales el azúcar una;
dc al nueleótido era transformado en otro. Por ejemplo se encontré quels

glucosa, unida al UDP,es transformada en galactcea en presencia de una

enzima de leva'durs (59). Dutton y Storey (60) describieron la formcián

de un glicóeidc, elfl-o-nmino fenol glucurónido y Glsser y Brown(61) la
primera sintesis de un polissoíridc, el ácido hialurónico a partir b UIP.
glucurónico.

Posteriormente Leloir y Cabib (62) encontraron una enzima de land!
res que catalizsbs la síntesis de la trehalosa-fcsfato:

UDP-glucosa+ glucosa-óqulucosa ¿,dlqlglucosa-ó-P + UDP

Niemeyer (63) analizó las contradicciones mencionadas que se opo 

nísn al papel de 1a fosforileea en la síntesis de glucógenoy sugirió al
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UDP-glucosa comosustrato para una enzima que sintetizaría glncógeno. L0

loir y Cardini (64) encontraron en higado de rata, una enzima que catali

zaba la reacción de sintesis de gluoógenosegún:

UDP-glucosa+ aceptar: glucosil ¡(l-¡4 - aceptar + UDP

que luego se describió en varios tejidos mas (65). Muchasde las propiedg

des de esta enzima, que se llamó glucógeno sintetasa, son idénticas a las

de 1a fosrorilasa. Ambasadicionan uniones glucosilodl-wM y ambas re -—

quieren un aceptor de alto peso molecular, siendo el glucógeno el mejorlg
ceptor para las dos.

Es importante destacar sin embargo, que difieren mucholas posicio 

nes de equilibrio de las reacciones que catalizan estas enzimas. Comomea
cionamoe, el sentido de 1a reacción de la fosforilasa se modifica varian

do el cociente de concentración de glucosa-l-P y P1. En cambio todas las
experiencias para demostrar reacción en sentido de la degradación con la

gluoo'geno sintetasa, han fracasado (53) de manera que el equilibrio de e_s_

ta última reacción se encuentra completamentedesplazado en el sentido de
la síntesis.

Esto se debe en parte a que la energía de hidrólisis del UDP-glucosa

es casi el doble a le de 1a glucosa-l-P. De esta manera la formación de g
nión glicosidica a partir del nucleótido-szüoar es termodinámicamentemis

favorable que a partir del éster fosfórioo. En la figura 7 están represeg
tados datos de energias libres de hidrólisis.
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Figura 7! Ener Ia libre e hidr'lieie de distintos austrat e ara la to;
mac ón de la ón liooeídioa datos de Neufeld Baaaid (66)

Una propiedad importante que surgió recién después de descubiertas

muchasde laa reacciones bioaintétiOaa oon nucleótidoa-azúoaree ea que

al existir las distintas baaee púrioaa y pirimidiniona, existía la pee;
bilidad de sintetizar Varios polieaoíridee del mismoazúcar al mismo

tiempo. Se puede incluso regular separadamente la formación de cada uno.

En la figura 8 eat‘ esquematizada 1a forlaoión de tree poliaaoíridoe de

plantee, siempre a partir de gluooea-l-P.

ATP ADP-gluooaa_, almidán

gluceea-l-P UTP UDP-glucosa ______+ oalloea

CTP CDP-glucosa——’ celulosa

Figura 8: Formación en plantee, de diferentes polieaoáridoa del mismo
precursor.

Cabib (67) imagina la base del muoleótido comoun punto de apoyo a

propiado que puede fijarse a la enzima para poder luego esta transformar
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o transferir el azúcar.
El caminode biosíntesis a través de nucleótidos-azúcares se Vale

casi siempre de las mismasreacciones

azúcar-fosfato + XTP= XDP- azúcar + PPi

XDP-azúcar + aoeptor = azúcar-aceptor + XDP

Han surgido algunas pocas excepciones. Se encontró (68) que el ¿ci

do siilico se activa a CMP-siílico, o sea al nucleótido monofosfato. Se

ñsla sin embargoLeloir (69) que esto no disminuye apreciablemente la.2

nergía de unión para la transferencia y se encuentra que el mecanism o
es comúna otros azúcares ácidos. En un nucleótido di-fosfato azúcar la

unión hemiacetal se encuentra próxima a dos grupos fosfatos y en el CHEL

siilico, se encuentra próxima a un fosfato y a un carbóxido.

Tambiénde la segunda etapa, la transferencia al aceptor, se han

encontrado excepciones al mecanismogeneral. En algunos casos, el azfi 

car se transfiere comoazúcar-fosfato, liberandose el nucleótido como
monofosfato. El azúcar fosfato se incorpora comotal en los polisacíri
dos que tienen fosfato en su estructura comoson los ácidos teiooicos

(70 y 71) o el azúcar fosfato es transferido a un intermediario liposo

luble, para ser luego transferido a un aceptar, quedandoen este caso el

fosfato con el intermediario (72 y 73). Este punto se verá más detalla
damente en la discusión.

Se puede decir entonces que las biosíntesis de los polisaoíridos

que no han sido descriptas aún, seguramente se efectúan en la gran maxg

ria de los ceeos por transferencia del azúcar de un nucleótido. El int;
rés actual parece desplazarse hacia el estudio de 1a regulación del ni

vel intracelular de los polisacáridos de reserva y hacia la formación ,
estudiada al nivel molecular, de estructuras celulares comoser la pa 
red celular.
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Antecedentes en 1a biosíntesis del manano.

En 1954 ee descubrió en S.cerevisiag un nuevo nucleótido azúcar, el

CDP-manana(74), cuya estructura ee hs esquematizado en la figura 9.
OH

CH¡OH y"

o HlN N

l 9. 3%

o- P-O-P-O-CHZ
l l Oo- o

Figura 9: Estructura del CDP-manosa.

Los autores propusieron en este trabajo al CDP-managecomoprecursor

del mananade pared celular de la 1ev=dura.

En 1956 Munch-Petersen (75) describió 1a biosínteeis del GDP-manosa

en leVaduras e partir de manosa-l-fosfato según 1a reacción:

___a
Manosa-l-P + CTPF_ GDP-menosa + PP:l

Comoen las otras pirofoeforilasas, nombreque se le da oorrientemente a

las mucleótido-azúcsr-sintetasae, esta reacción tiene una constante de e
quilibrio aproximadamente igual a 1. Sin embargo nota Kornberg (76) qnsin

vivo no parece funcionar másque en el sentido de 1a biosíntesis del nu 
cleótido-azúcar.

Cabiby colaboradores (1) encontraron incorporación de rsdioaetivi 

dad en un compuesto de propiedades eimilaree al manano, inoubsndo CDP-ms

nosa, marcado con 140 en la manana, oon un extracto enzilítioo de levadu
ra.

Los trabajos de Cabib y Leloir (74) y de Algnnsti, Carminatti y c.

bib (1), sirven de punto de partida para el estudio de 1a enzima que bio
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sintetiza al mannno. Este estudio deberí oomplementareecon el de los

demás componentesde la pared celular, el glucano, la quitinn y tam

bién la proteína (no existe caso conocido de síntesis de proteína del

lado externo de la membranacitoplasmfitica), para poder llegar even 
tualmentea sintetizar la pared celular in vitro.
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H E T 0 D O S

COMPUESTOS USADOS

Los compuestos no radicactivos que no se mencionan aqui, fueron obtg
nidos en el comercio.

GDPz GN? se obtuvieron de Sigma Chemical 00., EE.UU.

GMP-BHse adquirió a Bioschwarz.

GDP-mancsafue extraído de levadura según Pontis, Cabib y Leloir (77).

Renace-l-P se obtuvo de manosa según las técnicas de Ashwell (78) y de
Mac Donald (79).
14 14

Manosn-l-P- C se obtuvo de la misma forma, utilizando manosa C de Ga;
bicchem.

14
CDP-manoSa C en la manosa. Se obtuvo según una técnica de Khorana (80:

81) modificada según Reoondoy colaboradores (82). El producto se purifii

06 por cromatografía con los solventes B y A, (ver más adelante), lavan

do cada vez el papel antes de la elución con etanol absoluto, para 911m;

nar el acetato de amonio. Posteriormente se pesó el CDPmanoea por unaqg

lumna de resina'nowe: 50 forma hidrógeno, neutralizando luego a pH'6,5

con HOK.Este tratamiento adicional se adoptó porque se observo que sepg

ra del GD2.manoeaun inhibidor de la mananosintetasa, posiblemente pro

veniente del papel de cromatografía.

GDP-manoea3B en la ¡ganosina. Aplicando la técnica de Khorana usada en

la preparación de CDP-manosa140, se encontró que se perdía la mayor pm;
te de la radicactividad. El GMP-33de Biosohwarzdebe estar tritiado en

posiciones que aunque a temperatura ambiente no intercambian con los 3+

del medio, apenas se elevn la temperatura comoexige la técnica inter

cambian rápidamente reemplazíndose el 3B por 1B. Se comprobó que el in 

teroambio no era debido a los reactivos ni a1 pH sino únicamente a la te!

peratura. Se ensayó entonces la síntesis de la primers etapa, el GMPmc;
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folidato, a una temperatura menor, determinando al mismotiempo radicac

tividad especifica y rendimiento de ls síntesis. El GMP-morfolidstoJess

paró del GMPsin reaccionar, por electroforesis con el solvente O (ver

más abajo).
En la figura lO se observe que disminuyendo la temperatura del baño

en el que se efectúa la sintesis de morfolidato,de 100° s 80°, a las 430

horas se había sintetizado algo más que 1a mitad de GMP-morfolidato. Por

otra parte a 100° 1a actividad espeoírioa habia caído s cero mientras que

a 80° cayo a un valor alrededor del 50%. No se ensayó el efecto dels tqm

peratura sobre el rendimiento en la técnica original de Xhorsnn (80).

0.--“-0 mcrfolidsto

80° a-----no actividad específica

01234rs
Figura lO: Intercambio de 3B con 1H al calentar GMP-33.Se toman muestras

s distintos tiempos y se mide semicuentitativamente la conver
sión del GMPen morfclidsto por separación en electroforesis con carbona
to (electrolito G, ver másadelante), y la radiosctividsd remanente.

Comoesta técnica utilizada e 80° daría rendimientos tanto de radio

actividad comode intermediario (GMP-morfolidato) excesiVamente bsjos,se

decidió ensayar un método general descripto por Michelson (83) adaptándo

lo para la preparación de GDP-manosarudiosotivo. En este técnica todas 

las reacciones se efectúan s temperatura ambiente y el rendimiento es i

gual o superior s1 de Khorans.

Técnica modificada de Nicholson de preparación de GDP-manoss-BH.

A partir de GMPsal de No, se prepara GMP¡oido libre, por pasaje s
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través de una Columna de Dove! 50 forma 3+. Se lava la columna hasta neu

tralidad y luego con un 10%más del volumen de ¡gun usado.

Se mezclan luego 0,35 mc (O,3Q¡omolee) de GMP3H sal de NH+4 con 20

¡emolee de CEPácido libre. Se evapora a sequedad a presión reducida y te!
pereturl ambiente (todas las evaporaoionee eubeiguientee se efectúan en

estes condiciones) y ee evapora 3 veces con CE3OHanhidro (84). Se sus 
pende en 0,14 m1 de CHOHanhidro y ee agregan 0,01 ml de tri-n-ootilem¿

na. Se calienta por tiimpoe cortoe con agua e 80°, con un refrigerante a

reflujo, enfriando inmediatamente después de cada calentamiento. Después

de haber oalentado aproximadamente un minuto en total, ee observ: que le

mayor parte del material se ha disuelto. Se evapora. Se toma y vuelve a

evaporar oinoo veces con N-N'-dimetil formamida. Se toma con 0,1 m1 de

N-N'-di-metilformnmida y 0,14 m1 de dioxano y ee agregen 0,01 m1 de di

fenil foeforil cloruro y 0,01 nl de tri-n-butilamina. Se deja en atmóefig

ra seca 2%h a 30°C y 40 h a 4°C. En la primera 1%h ee observa que pq;

te del material que no se había diuuelto inicialmente paga a eolución.Le

reacción que ocurre ee:

OO o 9 Mi“ w °u a
cup-Fon +cui. op culo-”-o-P—ow+[wcngnncz

6- ¿r ¿,- ¿y

Ó Mcg““¡k b

Se detiene la reacción precipitando el difenil-GDP con 0,5 ml de éter es
co. Se deja 3 h en deeecador a O°C. Se decanta el éter. Se toma y evapo

ra 6 veces con díoxano anhidro. La radioaotivided soluble en diozuno co

rreeponde a1 di-feníl-GDP formado (el CEPque no reaccionó es ineoluble

en dioxano).
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Por otro lado se pesan 80 mgde manosa-l-P sal de ciclohexolsmonio,

ee disuelve en agua, y se pasa por una columna de 0,6 1 7 cm de Dove: 50

forma H‘. Se leva hasta que el eluído sale a pH 6,8. Se neutraliza con

piridina. Se evapora a sequedad. Se agregan 0,1 m1de tri-n-butilaminn y

piridinn y se vuelve a evaporar. Se repite doe veces la evaporación con

piridinn. Se toma con QJDulde piridins.

Se toma el di-fenil-GDP con 0,065 ml de diczano y 0,05 m1deldridi

na (que completa la disolución) y ee agrega la manosn-l-P en los 0,1 ml

de piridinn. La condensación ee lleva n cabo en atmósfera eeoa 3%h e

30°C.

Para purificar el GDP-manoea,ee siembra la mezcla de reacción di

rectamente sobre un papel thtman 3 MH,lavando el tubo de reacción pri

mero con dioxnno y finalmente con agus. Se somete a le misma purifica —

ción del que se empleó para el GDPH14C.

En la tabla II se comparan los rendimientos del método de Michel 

son con el de thrana. Se observa que con el primero ee conservn ls ru

dioactividad específica, aunque en ese experimento dio un rendimiento si
tad que el de Khorana.

Tabla II - Rendimientos en la síntesis de GDP-manoeapor dos técnicas.

¡(todo rendimiento en el GDP-manosa3H

¡anales deeintegracio
- nes/min. f

(A) 3o 4

(B) 17 17

(A) Khorana ei nl. (80) (81). (B) Micheleon (83)

NOTA!En este caso el rendimiento de (B) fue menor pero cuando se hizo
con sustratos ne radicactiVOe dio el mismoo mejor rendimiento.En
este experimento puede haber ocurrido una pérdida mecánica no de
tentada.

,
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.gnP-l’-3aP. Una enzima de levadura cataliza el intercambio (85) del foa
fatofl de nucleótidoe di-foefato, con fosfato inorga’nioo. Si ee incuba 

con 32?” la reacción seria, simboliZando GDPcomoCPP, Pa!" india” q‘”
solamente el fósforo en P intercambian

CPP + 3217*1: GP-3ZP + I’1

Se prepara un extracto enzimática comoindican Cabib, Caminatti y Waya

konky (85) llegando hasta la etapa de pasar el extracto crudo por una c_o_

lumna de Sephadex G25. Luego ae incuba 50 min. a 30° 0,09 ml de esta e;

zima con la siguiente mezcla de reacción: 30,40moleede imidazol-Clplï'l,5 ,

1,5/¿molee de ED'I‘A,2/amolee de CDP, I/omol de Pi, y 60/¿0 de 321’ en un

volumen final de 0,3 ml. Se detiene la reacción agregando 3 m1 0104!! 2,5%
Se centrif‘uga, ee lava el precipitado y loe eobrenadantea ee tratan lOdn

agitando con 18 mg de carbón Norit A. Se centnifuga y ee lava 5 veoea el

carbón con l ml cada vez de P04H2Ha 0,1]! y luego 3 veoea con 1 m1 de a
gua. Se extrae el carbón con 8 ml de 1a siguiente mezcla: etanol, amoníg

co, agua (4 x 0,1 n lO), ee evapora el eobrenadante y ee toma con 1 ¡1do

agua. El GDP32

juliol.
P obtenido tiene aproximadamente4 x loómentae/min. por

Hanano. Se crecieron S. oarleborgeneia hasta fase estacionaria con 9 lch'l
medio de Wickerham(ver mía adelante), con aireación forzada. Se obtie 

nen 73 g de levadura lavadae con agua destilada. Se extrae el manana oo

moindican Cifonelli y Smith (86) emitiendo la segunda precipitación con

Cu++y reemplazando el metanol por etanol para precipitar (los aobrenah;
tee de metanol quedan turbios). Se obtienen 1,1 g de manano, peso seco.

llanano 140 de pared de Smarlabergeneia (manana"in vivo”). Se utiliza m

medio de cultivo de Halvoraon (87), modificado de la siguiente forma para

asegurarse de que la única fuente de carbono sea efectivamente 1a glucosa:

0,45 g de sulfato de amonio, 0,45 g de fosfato monopotaeico, 0,045 g de
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sulfato de magnesio heptahidrato, 0,18 g de peptona (Difco), 0,09 g de

extracto de levnduras (Difoo), 1,8 g de glucosa y 100,00 de glucosa 140

(0,2/¿moles de D—glucosauniformemente marcada de International Chemi 
cal and Nuclear Co., California), y agua hasta un volumen final de 90

ml. Se esteriliza le glucosa Junto con los demís compuestosya que se

comprobóque no influye sobre el crecimiento de S.carlsbergensis.

Se inocula con 36 mgde S.carlsber ensis 74. Se inouba 12 horasoïflc

en un agitador rotativo, se cosecha por oentrifugación y se laVn una vez

las células con agua destilada. Se deja 12 h en congeladors. Se suspende

con 1,5 ml de HON:1,5 H y 2 gotas de HONaION. Se trata 2 h en autoola

ve, a una presión de l kg/cm2. Se enfría. Se centrífuga y lava el preci

pitado. E1 sobrenadante se purifica comoindican Cifonelli y Smith (86),
simplificando la técnica a las siguientes etapas: se precipita con eta 

nol 66%, se redisuelve y se precipita con Fehling, se redisuelve con HCl

y se vuelve a precipitar con etanol 66%. Se seca con éter. Rendimiento s

8 mg.

Se determina la pureza de este mananade la siguiente forma: 0,12mg

del manana 14C (aproximadamente 6.000 cuentas/min.) se disuelven ent3055

ml de agua y se tratan con 0,3 m1 de ¿cido sulfúrico 2,3 N 5 h a 100°C .

Se enfría y se pasa por una columnade resina aniónica-catiónica Amberli

te MB3 forme acetato e hidrógeno. Se siembra en papel y se somete a org

matografia con el solvente C (ver más adelante). Luego se revela con el

reactivo de Trevslyan (88). Hey aproximadamente un 10%de glucosa. No se

detecta glucosamina.
l
4C obtenido con la mananosintetasa (manana"in vitro"). Se pre

2Mn, 0,59 ,umoles
GDP-manosa-l4c (5,9 x 105 cuentas/min.) 0,4 ml de enzima que contenía 

Manano

paró la siguiente mezcla de reacción: l,42¡omoles de Cl

0,32 mg de manana, en un volumen final de 0,4 ml. (La solución de C12Mn
y UDP-monosase evapora a sequedad antes de agregar la enzima).
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Se incuba 2 h a 30°C. Se purifioa igual que el manano 140 "in vivo",

sólo que antes de calentar se agregan 3,1 mgde mananode S. carlsbergen

sis'no radioactivo y el calentamiento se efectúa 40 min. a 100°c a pre 

sión atmosférica. Se incorpora el 20%del GDP-manosainoubado.

Oligosaoíridos de manana. Se adapta 1a técnica de Lee y Ballon (23) a tr;
bajo con cantidades 40.000 veces menores.

Se suspendieron 0,3 ng de canino en 0,05 m1(oido acético glacial ,

0,1 ml de anhidrido acético y 0,005 ml de ¡cido sulfúrico concentrado y

se dejó en tubos sellados, l día a temperatura ambiente con agitación y 6

dias a 30°Csin agitación. Se suspendió la mezcla ocn agua fría y se neu

tralizó cuidadosamente con son: hasta pH5,6-6,0. Se decantó el sobrena 
dante y el precipitado de acetatos se llevó a sequedad. Se tomí con neta

nol anhidro y se volvió s evaporar. Esta etapa se repitió Varias veces gg
ra eliminar toda el agua. Finalmente se disolvió en l ml de metanol.

Se preparó metilato de Na de la siguiente forma. En un balón con re

frigerante de reflujo, se agregaron 120 mgde Nh a 20 nl de metanol anhi

dro. Se dejó hasta que todo el sodio haya reaccionado. Se agregó entonces

0,4 m1de esta solución de metilato de sodio fresca, a la mezcla de ¡cet!
tos de oligomanano disuelta en l ml de metanol anhidro. Se dejó 5 min. a

60°C en atmósfera libre de agua. Aparece un precipitado pero que no con

tiene rarlioactividad. Se centrifugó y lavó dos veces el precipitado calm;
tsnol. A1 sobrenadante se agregó l volumen de agua y resina Dowex50 for

maH* hasta llevar a pH 7,4. Se centrifugó y lavó varias veces la resina.

Los sobrenadantes combinados se evaporaron a sequedad y se tomaron con un

volumen pequeño de agua. Recuperación de la radioactividad: 90%. Se oroqg

tografió con el solvente C (ver más adelante) en papel Whntman3' l,dura2
te 41 horas.

Jggg intestinal de caracol. Se utilizaron caracoles recolectados en Jordi
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nes de la zona del Gran Buenos Aires, en Mar del Sud (Prov. de Be.As.) y

comestibles comprados. Se extrajeron los intestinos y se molieron con a

rena en mortero, sin agregar agua. Se centrifugó y lavó una vez el sedi

mento de arena con l volumen de agua. Los sobrenadantee combinados sefiL

traron por una columna de dextrano Sephadex G25 previamente equilibrado

con ClNa 0,01 My EDTA0,001 MpH 6,5. Se guardó congelado o se liofili

26.

Se encontró que una cantidad de esta enzima que contenga 17 mgb pg

teina, es suficiente para formar protoplaetos de 1 g (peso húmedo)de lg
vadura.

Se determinó que su actividad de proteasa, con albúmina bOVina,y de

mananaea con manana de S. cerevisiae, es no detectable. Otroe autores GB)

(90) afirman que encuentran mananasa y algo de proteaea.

CULTIVO Y FANTENIMIENTO DE LA CEPA 15 DE SACCHAROEYCES CAEEEBERGENSIS a!_

tional collection of Yeaet Cultures, The BrewingIndustry Research Foun

dation, Nutrield, Redhill, Inglaterra).

La cepa se mantiene en estrías de medio de Wickerham (91) que cande

ne 0,33% de extracto de malta "Difoo", 0,33% extracto de levndurae "Dif 

oo", 0,55% Huete-peptona "Difco", 1,1% de glucosa y 2%de agar. Se culti

va en el mismomedio, pero sin agar.

Se cosechan lae levnduras hacia el final de ls fase logaritmica por

oentritugación y se lavan dos veces con agua destilada. Se obtienen 6-79

Se guardan en heladera. Se ha comprobado que afin después de 2 semanas, la

actividad de la mananaeintetaea que ee obtiene, no disminuye apreciable
mente.

PREPARACION DE LA MARINO SINTETASA

En lmapreparaoiones iniciales se hacia actuar el jugo intestinal d;
rectamente sobre la leVadura ein ningún pretratamiento de éstas. Sin em
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bargo, este procedimiento ee mis largo y suele dejar muchosresiduce de

paredes celulares e incluso algunas celulas enteras sin atacar. Pretrs 

tando las 1evnduras con mercaptoetanol y EDTA(3), se disminuye apreci;

blemente el tiempo de ataque con el Jugo intestinal de caracol y ee obt!¿

ne un preparado reproduoiblemente libre de residuos de pared y de las o!

lulas enteras. Mis abajo se describe el procedimiento con pretrstamiento
En los casos que se obtuvo enzima a partir de protoplastoe no pretrsta 

dos, se omite simplemente esa parte y se comienza pesando la 1eVadura lg

vida con 01X 0,6 ¡o

La preincubación e incubación se efectúan en un baño de 30° con aqi
tación suave.

Para la preincubación se suspenden 3,2 g de levaduras (peso húmedo)

con 3,8 m1 de agus y se agregan 4,4 ml de EDTA0,1 MpH 7.0 y 0,08 ml de

fg-mercaptoetanol. Se tratan 30 min. Se centrifugan y suspenden uns ves

con 01K0,6 l y se vuelven a contrifugsr. Se pesan (en este caso el peso

se redujo de 3,2 a 2,2 g debido a1 01X).

Se suspenden luego los 2,2 g de levaduras pretratadas con 1,8 ml de

buffer citrato 0,1 Mfosfato 0,2 u pH 6,1 (92), 0,2 m1 de ED'I‘A0,1 u pH

7,0 y 6,4 ml de ClK 1,2 M. Se agregan inmediatamente 4,4 ml de Jugo in!

testinal de caracol y ee lleva con ClK 0,6 Ma 22 m1de volumen final.

El tratamiento dura 45-60 min. con preincubación y por lo menos 2 h

sin preincubación. Se sigue el progreso de liberación de protcplastoe tg
mandocon un ansa una muestra, y colocíndola sobre un porta con una gota

de ClK 0,6 l.

Se observ: con dispositivo para contraste de fases. ComoS. oarls 

bergensis cepi 74 tiene formaalgrgada, es fícil diferenciar las células
sin atacar de los protoplastoe, que son esféricos (ver figuras 15 y 18).

Finalisando el ataque del Jugo intestinal de caracol, se centrifuga
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a 1500 Ig por 10 min., en un tubo de policarbonato. Se suspende suave

mente con una varilla de' polietileno y se lava 2 veces con 20 y 5 mlü

ClK 0,6 My citrato 0,01 MpH 6,1 centrifugando 10 min.a 1500 ¡g yjIDO

Ig respectivamente.

l) Obtención de la enzima de células no preincnbadas con mercaptoetanol
I EDTA.Los protoplastos se suspenden con buffer Tris-GKLOSH pH135

a 2,2 ml. Se congela y descongela 3 veces. Este constituye el extracto

total sin tratar.Se centrifuga y el sedimento se lava con un volumends

buffer Tris-Cloruro,centrifugando nueVamente.Parte de este segundo s2

brensdante se utiliza para llevnr al primer sobrenadante a 2,2 mltb v2

lumen final. El resto se descarta. El sedimento de la segunda centrifig

gación se suspende con buffer Tris-cloruro a 2,2 ml. Se obtiene asi un

extracto sobrenadante y uno sedimentable. Preparado de esta forma, el

extracto total tiene 60 mg/ml de proteina, 1a enzima sobrenadante 22

mg/ml de proteína y la enzima sedimentable 3T mg/ml de proteina y 30

¡Atmolss/ml de manano.

2) Obtención de la enzima de células preincubadas. Se resuspende el se
dimento de protoplastos con 4 veces su volumende buffer imnhzzcl

cloruro 0,05 M, pH 6,5 que contiene sulfato de magnesio 0,002 M.Se cen

trifuga a 20.00013 10 min. Se resuspende con el mismobuffer a 2,2 m1

de volumen final y se congela y descongela 2 veces con una mezcla de

hielo y sal. Se centrifuga 10 min. a 20.00015. Se suspende con 4 volú

menes del sedimento del buffer de imidazol y se vuelve a centrifugar ,

10 min. a 20.00023. Finalmente se resuspende con 0,1 m1de glicerol ,

0,03 ml de buffer imidazol-clorurc l M, pH 6,5 que contiene sulfato de

magnesio 0,04 H llevando con imidazol-oloruro 0,05 M, pH 6,5 que con 

tiene sulfato de magnesio 0,002 H a un volumen final de 2,2 m1 ( 1 m1

de enzima particulada corresponde a l g peso húmedode leVadura lavada

con ClK 0,6 M). Preparada de esta forma, la enzima tiene aproximadameg

te 33 mg de proteina por ml y 3-3Amoles/ml de manana, expresado como a!
hidro-manosa.
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DOSAJE DE LA HANANO SINTETASA

La mezcla de reacción usual contiene: 2,5/amolss de imidazo 1-01 pH

14c en la msnosa (2,5 x 105 cuentas/min6,5 , 0,1/4molee de GDI manosa

,umol), 0,15/Lmoles de 0121111,0,1/¿moles de sulfato de magnesio y 0,02ml
de enzima en un volumen final de 0,048 ml. Se inouba a 30°C y dose como

se indios a oontinuación.

Se utilizaron cuatro métodos para medir la actividad de la mnnano

sintetasa. El primero consiste en una extracción alcalina de la mezcla de

reacción y el mananasolubilizado es precipitado por alcohol, Cu++yunes!
mente por alcohol. Este método es de los cuatro que se describen, el úni

oo específico pero es muylaborioso en parte debido a que el mansnoda un

precipitado gomosomuydifícil de tratar.

En el segundo método, la mezcla de reacción se somete a una electro

foresis sobre papel, de manera que el mansno formado permanece inmóvil en

el origen mientras que el sustrato remanente migra hscis el inodo.Este se
gundo método se ideó comoalternativa rápida del primero y tiene 1a ven

taja que es casi completamenteconservstivoi se puede estudiar fácilmente

qué ocurre con la msncsa que no es transferida a manana o liberada como

tal (descargada).

En el tercero que es el más rápido de manera que se lo utiliza con

preferencia, la mezcla de reacción simplemente se precipita con etanol 66%

y luego de lavar se mide directamente.

En el cuarto, se diluye 1a mezcla de reacción con agua y se filtra

por "millipore". El mananaqueda en el filtro.

La eficiencia que se obtiene con cada método esmroximdsmente le mi;

¡{todo de ggtraoción del msnsnocon {losli

Se detiene la reacción agregando 0,5 m1 de HO! 2M. Se agregan 2 mg de
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manana no radioactivo, se completa a 1 m1 con agua y se calienta 40 min.

a 100°C. Se centrifuga a 12000 ¡g 10 min. y se leva el precipitado hono

geneizando con vnrilla con 0,5 m1 de HOK1 H y centrífugando nuevamente.

Los sobrenadantes combinados se precipitan con 2 volúmenes de etanol,q¿

lentando en un baño a 100° y raspando con una varilla a medida que se a

grega el alcohol. Se deja por lo menos 2 h a —1590.Se centrifuga.E1 pra

cipitado, que es una mezcla de manana, gluoógeno y gluoano "soluble", se

redisuelve con 1 ml de agua y se agrega 1 m1de reactivo de Fehling.Este

reactivo se prepara en el momentoa partir de volúmenes iguales de dolqg

luciones, una que contiene 17,3% de tartrato de Na y K más 12,5% de hi —

dróxido de Ky otra que contiene 3,5% de sulfato de Cu pentahidratado.

Se deja 30 mdna -15°C. Se oentrifuge. El mananaprecipitado, se la

va una vez oon 2 m1 de reactivo de Fehling y se oentrifuga nnevamente.A1

sedimento se le agregan 3 gotas de HCISNy apenas se disuelve, se dilus

ye con agua a 1 m1. Se agregan 2 Volúmenes de etanol en las condiciones

en que se efectuó 1a primera vez y el precipitado se redieuelve con a

gua y se pase con pipeta a una plancheta de acero inoxidable. Esta se se

ca sobre un baño a 100°Cy se cuenta en un contador de flujo gaseoso.(Á1

valor obtenido se le resta el que se obtiene en un tubo equivalente, en

el cual se agregó el GDP-manosao la enzima un instante antes de agregarel
Métodoelectroforótioo

Se indica el origen con una linea que se traza a 13 emde un extre

mo de un papel Whatman N° 3 MM.Se dibujan luego círculos de 2,8 cm de

diámetro, contiguos y con centros sobre la linea de origen.(un oírouhapg
ra cada muestra). Para evitar que muestras adyacentes se mezclen,se cor
tan entre los círculos ventanas de aproximadamente 2 mmde ancho y de7-8

omde largo. E1 papel asi preparado, se moja en el electrolito F (vernfib

=adelante) eliminándoee el exceso de buffer secanño con papel de filtro .
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Cada mezcla de incubación ae toma con una pipeta capilar que se desecha

luego de usada, y se siembra en una banda de aproximadamente 1 cm de en

cho, dentro del círculo que le corresponde. El tubo se lava con 0,05 m1

de agua y el lavado se transfiere al papel. La electroforesis se lleva a

cabo en un aparato comoel que describen martha: y Smith (93) aplicando

una tensión de 20 Volts/cm durante 2 horas. Después de secar el papelgkl

círculos del origen ae reoortan con tijera. Comose encontró que usual 

mente Junto con manano se libera manosa en forma soluble en etanol 50 fi,

se ideó un procedimiento para eliminar esta radicactividad, que no oo 

rresponde a mananapropiamente dicho. Cada círculo de papel es fijado con

un alfiler de acero a una superficie de corcho, que se coloca al revis eg
bre un cristalizador que contiene etanol 50%de manera que el circulo de

papel queda sumergido. Después de 30 min. con agitación suave de un agi

tador magnético, se sacan los círculos del etanol y se eecan en una oo

rriente de aire caliente. Cadadisco se coloca luego en una planoheta de

aluminio de 3 cmde diámetro. Se cuenta en un contador de flujo gaseoso,

primero de un lado y luego del otro, y se sumanambas cantidades. (Se reg

te un blanco contado de la misma forma, hecho agregando CDP-manoeaal fi;

nal de la incubación).

Filtración por millipore

Se agrega 0,25 nl de agua fria, y se pasa por un filtro de nitrato

de celulosa "millipore" con poros de 0,651p. Se lava el tubo y el filtro
con 0,25 y 0,5 m1 de agua y finalmente el filtro con 1 ml de agua mas.Se

seca el filtro con lampara infrarroja, se lo coloca en el fondo de un 
vial de vidrio y se mide en un contador de centelleo líquido con 5 ml de

tolueno que contiene 0,5% de PPOy 0,03% de di-metil POPOP.

Precipitación directa oca etaggl ófifi

A1 finalizar la reacción se agrega a los 0,048 ml de mezcla de rea;
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ción 1 m1 de etanol 66% (etanol 661 HZO33). Se mezcla bien con un cgi-
tador de tubos excéntricos y se oentrifuga 2 min. en centrífuga tipo al;
nice. Se decanta el sobrenadante, que se guarda y ha servido para recu

perar GDPmanosa14c. El precipitado se lava, resuspendiendo cada vostra

ese agitador, dos veces con 1 m1y una vez con 0,5 ml de etanol 66%que

contiene acetato de amonio 25 nn. Finalmente se resuspende con 0,35 nl

de agus y se pasa por decantaoión a una planoheta de aluminio. Se deje

secar sobre un baño de agus a 100° y se lava una vez el tubo con 0,35nl

de agua, agitando bien y transvasando a la mismaplanoheta. Se cuenta

en un contador de flujo gaseoso.

Conoen les otros métodos, ee resta un blanco realizado de la mie

ma forma, el que la ensima o el GDP-manosase agregó el terminar la re
acción.

CROHATOORAFIA Y ELECTROFORESIS

Se usaron los siguientes solventes para cromatografía en papelpig
pre en el sentido descendente:

Solvente A, etanol-acetato de amonio l H pH 6,8 (5 z 2)

Solvente B, etanol-acetato de amonio 1 H pH 3,8 (5 z 2)

Solvente C, n-butanol-piridins-agua (6 z 4 s 3)

Solvente D, ¿oido isobutírioo-anoniaco-agua (25 s 1 214), con EDRAl mm

Solvente E, n-butanol-etanol-agua

En los casos que se purifica un compuestopara ser utilizado con enzimas,

se usó papel previamente lavado según (94).

Los siguientes electrolitos se emplearonpara electroforesis sobre
papel:

Electrolite F, ¿cido acético-piridins-agua (0,4 z lO l 90)

Eleotrolito G, carbonato de na 0,25 H - bicarbonato de Na 0,25 H,pHfina19

Electrolito H, borato de sodio 0,05 H
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REDUCCION E HIDROLISIS DE OLIGOSACARIDOS DE “¿NANO

Para reducir tanto el di comoel msno-trissoírido se utilizó le tég

nica de Walker y Whelan (95). Se deje l/¿mol de saoárido con 17¡moles ü

BH4Neen 0,4 ml de agus, 24 horas a temperature ambiente. Se destruye el
exceso de borohidruro con una pequeña gets de ácido sulfúrico SH. Se pe

se luego por una columnade resina aniónica ostiónica tipo Amborlite ¡3-3

forma hidrógeno y acetato. El exceso de ¡cido bórico se elimina eVchrqg
do dos veces con metencl.

Ia hidrálisis del disecárido reducido se efectúe en tubo selledolflD

minutos a 100°C, con ¿cido clorhídrico aproximadamente 2B. Se elimina lg;

go el ácido, dejándolo durante le noche en un descender el vscío,en pro

senoia de HONa.Se toma con agus y se siembra en la electroforesis.

Se determinó con manc-trisacárido no radiosctivo, que es sin resis

tente que el mano-diescírido a la. hidrólisis icida. El ¿cido sulfúrico r_s_

sultó ser más eficiente y se lo usó en ves del clorhídrico. Posteriormeg
te se pasó por une resina aniónica catiónicn antes de sembrar en el pe 

pel de electroforesis.

Despues de determinar las posiciones de la msnose y msnitol en el

papel con un detector "Scanner" (ver más adelante), se eluyeron,pasarcn

por columna de Amberlite HB3 forma acetato-hidrógeno, evaporercn dos q;
ces con metanol y contaron en planchetas de ecero en un contador de flu

Jo gaseoso.

SEPARACION DE MANOSA Y HANITOL

En la figura ll, A se representó la separación de manoeay manitol

logrado en electroforesis con el electrolito H. Comoel mano-disaoárido

migre muypróximo a la msnose, se cromatografió con el solvente C (figu

ra ll, D) en el cual el disecárido reducido tiene menormovilidad que la
¡1811058 o
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E1eotroforesis Cromatografía
solvente H solvente C

A A, _, B
T 7V

trisacárido

8“ L: reducido“-5 x trisaozírido

o \\d isasárido
reducidodisaoáridosind/ o O\reducir N disacárido

- 10

p- 20

manoss————F—— (bdisaoáridore-,/
ducido ON— glucosa.

_ 15

Lmanito].// o O\\ 32:21),
glucosa .\KO

Figura 11, A y B. Separación electrofore'tica de manosa de manitol. En
el borde izquierdo de A y el derecho de B se ha an_c_
tado la distancia del runto donde se sembró 1a mez
cla. En ambos casos se utilizó papel WhatmanN° 1.
La electroforesis es de 2 horas a 20 Volts/anda. ca
matogrefís de 40 horas.
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BETODOS ANÁLITICOS

La concentración de mananoy oligosacáridos de manana se midió por

el método de Dubois (96). La concentración de nucleótidos se determinó

por su extinción a 260 mpy por el fósforo según Fiske y SubbaRow(97).
Las proteasas se dosaron por la liberación de material que absorbe a 

280 qu, en un sobrenadante de trioloroaoético. El mismoprocedimientose

empleó para fosfodiesterasas de RNA,donde se midió la extinoión a 2609m
La lipasa se dosó por el métododescripto por Bier (98).

Sobre papel de cromatografía o electroforesis se ubicó los azúcares

reductores con el reactivo de Trevelyan (88), los nucleótidos oon luz al
trevioleta y los ¿stores fosfóricos por el métodode Burrows (99).

Medidasde radioaotividad

En el dosaJe de la mansno sintetasa, se describe cómose mide el mg

nano 14C. Cuandoel material se quiere recuperar, se usó planohetas de‘g

oero inoxidable mientras que en los dosajes de rutina se usaron planohe

tas de aluminio. El 32P también se midió en contador de flujo gaseoso,‘2
sando planchetas de aluminio.

Para medir después de una cromatografía o electroforesis en papdlla

posición de compuestos 140, se usó un detector "Soanner" Nuclear Chicago

Para obtener datos cuantitativos, se eluyeron con agua las zonas corres
pondientes a cada pico y se contaron en planohetas comose describió más
arriba.

Se midió 3B en solución, en una mezcla que contenía 1 m1 de agusnús

10 m1del centellador descripto por Bray (100). Se usó un detectorb oeg

telleo líquido Packard Tricarb, con una ventana 50 a infinito y 60% de
ganancia.

O 1 OEn las oromatografías con 3B solo o con 3B más 4C, se reoorto una

zona de 7 cm de papel y oolooó dentro del vial en forma de un cilindro.
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Se agregó luego 10 m1 de tolueno conteniendo 0,5% de PPOy 0,03% de di
14metil POPOP.Cuando exietíu una mezcla de amboe iaótopoe, ee midió ¿1 C

solo en un canal con ventana 150-650 y 6% de ganancia y 14C más 3B en
3H no ee mide en el 

14primer canal. En el eegundo canal, para corregir por el C que ee mide
14

Junto oon el 3B, se puso sobre un papel una cantidad conocida de C y

un canal con ventana 50-700 y 40%de ganancia. El

ee lo sometió al mismotratamiento que sufrieron las muestras inoógni 

tae. Se determinó así, qué porcentaje de 140 se mide en el segundo oa 

nal. En las medidas de ambos ieótopoe, se calcula este mismoporcentaje

que se eetá midiendo en el primer canal y ee resta del valor que ee mi

de en el segundo, obteniendo así el Valor para el 3B.
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R E S U L T A D 0 S

Para iniciar el estudio de la mananaeintetasa, se desarrollaron ¡si
meramentetécnicas rápidas de dosaje de la actividad de esta encina. En

"Métodos" se describe el dosaje empleado por Algranati, Carminatti y Ca

bib (1) y tres técnicas que aunque no absolutamente específicas para el

manano, son muchísimo más rápidas.

Se estudió entonces la posibilidad de purificar la enzima. Se con 

firmó el resultado de Algranati y colaboradores (1), que la actividad es
sedimentable. En "Métodos" se describen dos técnicas de preparación de

la encina. La primera fue adaptada directamente del trabajo mencionado ,

y se usó en los primeros estudios. En la segunda, los protoplastos son:

previamente tratados con EDTAy meroaptoetanol, que labilizan 1a pared

celular de tal forma que el Jugo intestinal de caracol la digiere pr oq;
pleto (3). Iavando la enzimapor oentrifugación repetidas veces y guar 

dándole sin congelar, se logró un preparado enzimática particulado puri

ficada (el contenido en mananacae de la primera técnica a la segunda 10

veces) y relativamente estable.

Comola enzima es particulada, se intentó fraccionar de maneradep;
der identificar 1a partícula a 1a cual se encuentra unida.

Se estudiaron varias propiedades de la enzima. Se vio que no requig
re aceptar, que el GDP-manosaes un sustrato relatiVBmente específico y

que requiere In++ para su actividad. Se demostró la identidad del pro 

ducto biosintetizado con el ¡enano extraido de pared celular. La parte
nucleótídica del CDP-manosase libera aparentemente comouna mezcla de

Finalmente se estudiaron algunas propiedades de la unión a una par

tícula que haceqa el mananabiosintetizado sea sedimentable.
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PREPARACION DE LA ENZIMA

La técnica de preparación de protoplastos fue adaptada de la de

Eddy (101). Se sustituyó el estabilizante osmótico que 61 usa, la rha

mnosa o e] manitol, por ClK como usa Ottolenghi (102). Comoel jugo

intestinal de caracol es una mezcla cruda de enzimas, se intentó prepa
rar protoplastos con enzimas purificadas. Se esperaba obtener extracto

de mananosintetasa más activos. Por ejemplo, si el jugo de caracolcqg

tuviera una proteasa ( 90) podría atacar a la enzima, expuesta cuando

se libera el protoplasto. En la tabla III se observa que en ningún ca

so hubo formación de protoplastos con las enzimas purificadas, a pesar

de que en algunos, las paredes celulares estaban visiblemente atacadas

Conla enzima de Rhizopus 1a falta de efectividad no se puede atribuir

a que se hubiera inactivado ya que si se hacía actuar sobre laminsrina

un ¡B1-93 glucano similar al de 1a pared de levadura, era 60 Vecesds

efectiVa que la mismacantidad de jugo intestinal de caracol. E1 resul
tado con las glucanasas purificadas, se asemeja al obtenido por Bacon

y colaboradores (34) y por Lampen (36). Comose vió en la introducción,

las glucanasas solas no actúan ya que aparentemente existe una barrera

que protege al gluoano.

Rutinariamente se utilizaron S.car1sbergensis oeseohadasen la p;

te final de 1a fase logaritmica comorecomienda Eddy. Sin embargoel 1:2

ceso de formación de protoplastos en esta forma es large y muchas ve

ces simplemente no se forman los protoplastos sin que se encuentre eI

plicación alguna a este fenómeno.
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TABLAIII - Efectividad de distintas enzimas en su acción sobre S.carls
borgensis.

Ataque de las Liberación de
EnZ1m8(a) paredes protoplastoc

Celuldsa de caracol. ++ ++

Fracción precipitable con sulfig
to de amonio del medio de crecí
miento de Stregtogzces sp.,cu1- + 
tivado con S.carlsber5ensis co
mo única fuente de carbono.

exo-P-l-D} glucanasa de Basi
dioszcetes. . - 

ando-¡5-1-—+3 glucanasa de Rhiqg
Egg.(') + 

Eezcla de la enzima de Rhizogus
y de Basidiogïcetes. + 

Mezcla de la enzima de Rhizopus
y de Streptoglces ++ 

(') Esta enzima es 60 veces más activa para hidrolizar laminarina, que
1a celulasa de caracol.

Se trata una suspensión de S.carlsbe55ensis con las enzimas indicadas.
Se incuba con buffer acetato-¿cido acético pH 5,0 0,05 Hy ClK.0,6 M,
a 30° y con agitación. Se sigue el ataque y la formación de protcplas
tos tomando alícuotas en 01K0,6 My observando al microscopio con dig
positivo de contraste de fases. Se considera que la pared ha sido ata
cada cuando se deforma, cambiando visiblemente de aspecto respecto de
las células normales.

Para investigar la posibilidad que en alguna fase del crecimiento

fueran mássusceptible al Jugo de caracol, se hiso una curva de creci
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miento de nuestra cepa, S.carlebergensis 74,(figura 12). Se tomaron nuez
tras en los puntos indicados y se incubaron con Jugo intestinal de cara

ool. A distintos tiempos se tomaron muestras que se observaron al micrqg

copio. En forma aproximada y contando protoplastos y células enteras en

varios campos, se determinó la marcha de la formación de protoplastoe.fig
tos resultados semioulntitativos están representados en la figura 13. Se

confirman los resultados de Eddy (101), que señalaba la relatiVa insensi
bilidad de células en fase estacionaria. Se observa que la curVa l aun 

que tiene una pendiente inoial menor que 1a curva 2, llega a un 100 %de

protoplastos antes.

Iog(As.loz)
. _ 3 4

2, 0 Í 1 1

_ 1,6 1

- 1,2

O 1 2 3 4 5 6 hrs

Figura 12: Curva de crecimiento de 5.oarlsbergensis. En los puntos indiqg
dos por las flechas, se tomaronmuestras para preparar preto 
plastos (ver figura 13).
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50 '

A I i0123456hrs
Figura 13: Velocidad de formación de Erotoplaagoe de S.gg;labergennie.

Se tomaron muestras de levaduras en distintas faces de cre
cimiento, Quese indican en la figura 12, y se trató con 12
go intestinal de caracol (ver "m6todos").

En las muestras (l) y (2) las levaduras están en fase logaritmicab cg
cimiento. En las muestras (3) y (4) están en face estacionaria.
Se determina por observación de Varios camposdel microscopio, el por
centaje de células transformadas en protcplaetoe en función del tiempo
de incubación con Jugo intestinal de caracol.

Conlaa células en fase estacionaria temprana, curva 3, y face eg

tacionaria avanzada, curva 4, la velocidad decrece notoriamente. En e!
te último caso a las 6 horas de incubación recién ae llega a un 50%de

formación de protoplaetoe.

Se determinó entonces la relación óptima de jugo intestinal de cg
racol a levadura para le formación de protoplaetoe en el menortielpo

posible. La relación 1,5 nl de Jugo de caracol a l 3 de levadura (n g
na suspensión al 10%de ésta), parece ser ¡ati-factoria (ver figura 14}
Conuna relación l a l se llega a un punto en el cual no ee forman mas

protoplactoe. En ciertas ocasiones ae agregó entonces una cantidad ed;
cional de Jugo de caracol, pero sin obtener resultado alguno.
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É Protoplastos 2:1
Z :1

Formados 5
1:1

50 *

o . . . L
0 1 2 3 hrs

Figura 14: Relación óptima de ¡Ego intestinal de caracol a levndura.
Se siguió la formación de protoplastos con las relaciones
jugo intestinal de caracol a levadura indicadas. Se usó g.
oarlsbergensis no preincubadas con EDTAy meroaptoetanol.
(ver "m6todos").

Comolos protoplastos son muydelicados se trató en lo posible no

romperlos involuntariamente durante su preparación y posterior centri
fugaoión. En ciertas ocasiones se comprobóque el material de vidrio

aumentabala labilidad de los protoplastos. Se usó entonces rutinarig
mentematerial de polietileno.

Se estudió el erecto de lisar los protoplastos por distintos pra
oedimientos sobre la actividad de la mananasintetssa resultante.Unq¿
mente se resuspenden los protoplastos agregando el buffer diluido en

pequeñas porciones y homogeneizando en forma continua (ver "métodos";

El sedimento ocupa aproximadamenteuna tercera o cuarta parte del vo

lumen al que finalmente se lleVa 1a enzima. Esto significa que se di
luye el ClK en ese primer lavado a no menos de 0,1 M. Ls concentra 

ción del ClKdisminuye luegern los lavados sucesivos. Sin embargo,a1
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microscopio ee observen más proteplaetee lieadoe que si le lee diluye

violentamente haciéndolos salir de una Jeringe e un volumen grande de

buffer diluido, tal que la concentración de ClKfinal resulte 35 veces
menor.

En el oeee de le dilución violenta queden muchosprotoplaetoe con

le forma original que aparentemente tienen un pequeño orificio de mene

ra que el liquido intra y extra celular ee mezeló. Eetoe proteplestoeee

diferencian el microscopio de lee enteree en que eetoe últimos ee ohne;

van con un halo brillante mientras que lee que tienen un orificio noir;
llen. Un tercer metodo de honogeneizedo lo constituye el sonicado del

preparado de protoplaetoe apenas rotos, de manera de liearlee por een 

pleto. Por último ee preparó una enzima por eonicado directo de lee pra
topleetoe enteros. Se observe en le table IV que con el cheque oemótioe

comoee lo describe en "métodee', ee obtiene la enzima náe activa.

Table IV - Distintos métodosde rogge; los grotegleetoe para obtener le
¿ESEEL'

Tratamiento Actividad

cuentes/nin.
Segundatecnica de preparación de le
ensima. 1450

Chequeeenótioo violento . 1120

Choqueelnetiee violento y ¡enioede. 570

Sonieedo directo. 340

Choqueeenótioe violento ee llenó diluir efibitenente 30 veeee la een 
centreeión salina del medioen el que ee encuentren los preteplaetee.
El eenioedo ee efectuó durante l minute e la intensidad máxime.



- 54 _

En laa figuras 15 a 24 están dibujadae las observaciones efectuadas

al microscopio con contraste de fases del proceso de formación de protg
plaetoe. Se colocó siempre el material a observar sobre una gota de ClK

0,6 H. Cuandoae quiao obaervnr la lisis de lee protoplaatoe por choque

oemótico, ee agregó cuidadosamente por cada lado del cubre-objetos, bu

ffer diluido. Después de un momentoinicial en el cual hay un movimiento

brusco del material y resulta imposible obaervarlo, el preparado se esta
biliza y se puede seguir perfectamente comopor ejemplo, un protoplaeto

ee va hinchando y al mismotiempo se hace cada vez menea brillante.Final
mente ae observa au explosión quedando la mayor parte de lae vecee como

ee indica en lee figuras 20 y 21. Una vez que la membranacitoplaamátiOB

se rompeen esa forma brusca, resulta imposible ubicarla. Sólo ae la re

conoce cuando tiene laa organelae adheridas, en especial la vacuola.

brillante\
15 e; 16

halo brillante
e A

_, opaco

17 18

Figura 15: S.oarlebe ansia, fase logaritmica.
Figura 16: Protoplaato en formación. Está saliendo por un orificio en la

pared celular. La parte que queda vacia ee opaca.

Figure 17: Protoplaeto que ae rompió antes de salir.Ia membranacitoplag
mítica quedó adherida a la pared,dentro y fuera de le célula.
Algunas organelns quedan unidas a la membrana.

Figura 18: Protoplaetoe.Uno de ellos tiene unido el protoplasto del brota
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membrana
citoplas

uátioa \\Ï:ZÏÍÍÏ::)

20
J

¿y brillante opaco

C303 ,0 uïÏDZHÏQJ
21 22

C) GD c)

e o a o
Co o 818° oo 0o m1opaco o

brillante
23 24

Figura 19! Cambiosen la morfología de los protoplastos debidos a oanhhs
de presión osnótica.

Figura 20: Protoplasto que acaba de reventar. La vneuola queda entera.

Figura 21a Partículas suboelulares que liberan los protoplastos.
Figura 221 Residuos de paredes. En un caso el brote no fue atacado.

Figura 238 Protaplasto cuya membranaestá rota pero conservó la forma.

Figura 24: Preparado de protoplaetoe que se obtiene con preincubaoión can
neroaptoetanol y EDTA.Esta última figura está dibujada en ns
nor escala.

A pesar de que se optimizaron los parámetros que intervienen en la

preparación de los protoplastos, seguían esporádicamente presentándose eg
sos donde la for-ación no se completaha. Se ensayó entonces preinoubarlas

leVaduras con un oo-pnesto que tuviera un grupo sulfidrilo, comolo angie

ren varios autores (3, 103, 104).
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Se decidió usar eijs-mercaptoetanol ya que si era efectivo, era más
sencillo de emplear que otros compuestos indicados. Se observó que d dem

po de formación de los protoplnstos disminuyó a la mitad o menos,pero qm

habia que eliminar el mercaptcetanol durante ln incubación con Jugo intqg

tinal de caracol, sino el material se aglomerubey no se liberaban los

protoplastos. En la takla V se indican las actividades observadas sin y
con preincubeción de los protoplestoa.

Table V - Agtivided de la enzima preparada sin 1 con preincubación con 
EDTA1 mercagtcetancl.

Método de preparación de la enzima Actividad

cuentes/min.
Protoplastos sin tratamiento previo 1840

Levadura preinoubadp. confl-mercuptoetenol 0,1 H.

Luegone prepararon los protoplastos en presen
cia de esa concentración de mercaptoetancl 750

Levadure preincubada con Á-mercaptcetnnol y ED‘I‘A
pero sin estos reactivos durante la formación de
protoplastos. 1680

NOTA!En le table XIV se muestra el efecto del mercaptoetanol sobre la ac
tividad de la enzima cuando se lo agrega a la mezcla de reacción.

Tratamientos similares se aplicaron entonces a células enteras (table

VI), observándose que tiene un efecto pronunciado sobre la aotividad.La es
tivided de las células enteras aumente de un 10%a un 27%de la actividad

observada con la enzima de Lrotoplastos.

De manera de tener una enzima más purificada, se ensayo el efecto de

sucesivos lavados sobre 1a enzima. En la table VII ee observa que la enzi

malos resiste perfectamente.
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Table VI - Actividad 395g; el grocedimiento de preparación de la enzima.

Porcentaje tomando l
Actividad enzima preparada comq

Enzima cuentes/min. ee indica en “métodos”
como 100.

Extracto usual (segunda técnica
de preparación de la enzima) 1800 100

Células enteras de S. carleberd _
geneie. 170 10

Células enteras tratadas con
ED'I‘A0,04 u, 33o 18

Células enteras tratadas con
ZETA0,04 H y mercaptoetanol
0,1 m 480 27

Loa pretratamientoe con EDTAo con BDTAy mercaptoetanol, se efectuaron
comose indica en "métodos" experimentales. Se doeó la actividad enziqá
tica por el métodode precipitación con etanol 66%.

Tabla VII - Efecto del lavado con buffer sobre le recuperación de la en
zima en el sedimento de 22.000 gg.

Tratamiento a la enzima eedimenteble Actividad
por 15.000 g 10 minutos. cuentas/min.

Ninguno 1800

Un lavado con 3 volúmenes de buffer 1530

Doe lavados con 3 volúmenes de buffer 1770

A partir de protopleetoe ee prepara una enzima por la primera técnica ig
dioade en "métodoe"(enzimn preparada sin preincubeción con EDTAy methg
teetanol). Se toma una muestra para medir la actividad. El resto se eee
trifuge a le mismavelocidad, reeuependiendo con 3 volúmenes de buffer.
Se toma une muestre y ee vuelve a repetir el lavado.



-53

Tabla VIII - Estabilidad de la enzima.

Enzima Actividad

cuentas/nin.

Recién preparada 650

Guardada 65 días
en congeladore 500

En 1a table VIII ee ve que el extracto particulado no lavado (pr;

mer método de preparación de la enzima) ee muy estable. En más de dos

meses sólo perdió un 23%de su actividad. Lee enzimas ee conservan a

-15°C. Sin embargo, en la curva inferior de la figura 25 se ve que la

enzima que ha sido lavada (segundo método de preparación de la enzima),

no es tan estable. Se pensó que los sucesivos congelamientos y descon

gelamientoe que eufre cada vez que se la utiliza podía efectarla. Como

el glicerol no tiene un efecto mayormenteinhibitorio, ver figura 26 ,

se eneayó guardarla e -7°C, con una concentración de glicerol tal que
evite que e esa temperature ee congela. La curva superior de le figure

25 representa la actividad de unnalícuota de la mismaenzima que ¡e dg

56 en le cuIVn inferior,pero conservada con un 30%de glicerol.Se ¿don
tó entonces eee técnica de oonservnoión.
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Incorporacio'n cpm

1500

¡»glicerol

1000 '

-glícerol

50° o ro 20 30 días

Figura 25: Efecto del ooggelamiogto sobre la estabilidad de la enzima.
Se preparó una enzima a la cual no se le agregó glicerol y
se guardó a-15°C . Se determinó en distintos días came se
conserVBba la actividad de esta enz1Maen enumeración con
la enzimausual con glicerol,guardada a -7°C (sin congelar)

c pm
1000 1

500 '

0
O 20 40 % glicerol

Figura 26: Efecto del ¡1¿oo;ol sobre la agtgvidag de la egeina. Se cen
trifngaron alíauotaa de una enzimay ae resuspondieron en el
Volumenoriginal con buffer con glioorol a distintas concen
treciones.
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Sedimentabilidad de ls enzima.

Para determinar si la enzima existe en dos formes, una soluble y'g
tra sedimentable, se centrifugó el preparado enzimática no sedimentable

a 20.000 Ig, (primer método de preparación de la enzima) a mayores fue;

zas centrífugae. En la tabla IX se observa que en este extracto, de la

actividad que no eedimentaba a 20.000 Ig, 80%sedimenta a 100.000 Ig.

Tabla IX - Sedimentabiliggd a 100.000 ¿a de le enzima no sedimentable e
20.000 ¡5.

Distribución de
Enzima Actividad la actividad

cuentas/min. í»

Sobrenadante 20.000 ¡g 550 

Sobrenadante 100.000 zg 100 20

Sedimento 100.000 xg 370 80

Se centrifuge 90 min. a 100.000 1g 1a enzima no sedimentable en lO min.
a 20.000 2g. (ver en "métodos? primera téoniOa de preparación de la en
zima). Se mide la actividad en el sedimento y en el sobrenadante,por el
métodoelectroforético.

Enzimee contaminantes gue actúan sobre el GDP-manoen.

En el extracto preparado sin preinoubación con mercsptoetanol nie

EDTA,según la primer técnica de preparación de ls enzima, el CDP-mano

es ee relativamente inestable. En un experimento, en el cual se donó le

enzima por el método electroforétioo, se determinó también que aproxima

damente el 50% del GDP-manoease había descompueeto (cuando el manano

se incorpora sólo un 5%). E1 GDP-manoeaparece transferir la manana a u:

aceptor soluble en etanol 50%o simplemente libera directamente la mana

sa comotal (el mananapropiamente dicho es insoluble e esa concentra 



-51

ción de alcohol). En el métodoelectroforótioo de dosaJe se corrige por
1a actividad de esta enzima contaminante lavando el papel antes de ser

contado, con etanol 50%. En algunos experimentos se eliminó esta radio

sotividad sometiendo posteriormente al mismopapel a una cromatografía
con el solvente A.

En la table X estín resumidas los datos obtenidos con diversas en

zimas. Se observa que la mayor parte de actividad del sobrenadante, no

es de mananasintetasa. un posterior lavado con etanol 50%o una croma

tografía con el solvente A, elimina la casi totalidad de la radicactiïi
dad.

Tabla X - Aggrioián de radiggotividad en el origen de la electroforesis
gue no ee debida a la acción de la mananoaintetasa.

ActiV1dad

Tratamiento Sedimento de Sobrensdante de
20.000 Ig 20.000 x3

l 2 1 2

cuentas/min.

Ninguno 1350 830 1650 1070

Lavado con
etanol 50% — 79o — 220

Cromatografía
con solvente A 1280 - 160 

Se dcsa la actividad enzimática preparada según la primer técnica (ver
"métodos? por el mótodo electroforótico, pero emitiendo a menos que eg
té indicado, el lavado final con etanol 50%. Los resultados correspon
den a dos experimentos independientes. La cromatografía con el solven
te A se hace sobre el mismopapel y en la mismadirección que la elec
troforesis. El lavado con etanol 50%se describió en "métodos".

En la tabla XI se observa que la enzima contaminante es igualmq!

te activa sobre manana-l-P que sobre GDP-manosa.
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Tabla XI - Es eoificidad de sustrato de 1a enzima ue libera radioactivi
dad soluble en etanol 55%.

Medida antes de Medida después
cromatografía . de cromatogra

Sustrato fía.

Incorporación Sustrato trans Incorporación
formado

cuentas/min. fi cuentas/min.

14C GDF-manosa 3300 20 150

14manosa-l-P C 3700 10 50

Se dosa una alícuota directamente por el métodoelectroforético, pero sin
lavar al final el papel con etanol 50%. Otra alícuota se somete luego 3.2
na cromatografía en el mismosentido que la electroforesis, con el salvan
te A.

LOCAL ZACION DE LA IARTICULA A LA CUAL ESTA ASOCIADA LA KARANO SINTETASA.

Comola enzima está constituida por una mezcla de partículas subcehg
lares, se intentó fraccionarlas para determinar a cuál de ellas se encon
traba asociada la mananasintetasa.

la enzima fracción sedimentable preparada según la primera técnica,

se trató de fraccionar en sus componentespor centrifugación. Esta enzima

contiene ademasde las membranascitoplasnáticas, las partículas intrace

lulares y residuos de pared celular (ya que estos ensayos se realizaron
cuando aún no se había adoptado la técnica de pretratar las levaduras ocn

mercaptoetanol y EDTA).Centrifugando a amybaja velocidad se intentó se

parar los residuos de paredes, pero se encontró que con esta fracción se

dimentaba la mayor parte de 1a enzima. Comono se quiso tener un prepara

do que tuviera tantos residuos de pared, se abandonó este camino.

Se ensayaron entonces fraccionamientos con gradientes de sacarosa.1a
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misma enzima se siembra en la parte superior de un tubo que contiene un

gradiente lineal de sacarosa, cuya densidad varía usualmente entre 1,19

y 1.310

Los gradientes se prepararon en forms discontinua, y se dejaron 16

horas a 4°C para permitir la equilibración. Los tiempos y velocidadesch

oentrifugaoión Variaron de un experimento a otro, de maneru que en 31g!

nos las particulas deben haber llegado a una posición estable (inopíoni
oo) mientras que en otros se interrumpió antes (velocidad de sedimenta

ción). Desde el punto de vista de separación del material en bandas dig

cretas, el mejor resultado se obtuvo cuando se centrifugó 30 minutos a

5.000 revoluciones/minuto en el rotor SW-25de una centrífuga "Spinoo".

Las diversas fracciones que se obtienen se diluyeron con buffer y se

centrífugaron nuevamentepara eliminar la sacarosa. Luegoue reeusren

dieron en un volumenigual al volumeninicial de la muestra total pre

vio fraccionamiento. De esta manera se pueden sumar directamente las

actividades de cada fracción para determinar el rendimiento en activi
dad enzimática.

En la figura 27 se dibujó la distribución usual que se observó üfl

material en el gradiente. Se anotaron las densidades de cada zona y la

observación al microscopio. Se nota que las ¡articulas de ?.carlsber 

gensie se fraccionaron sólo parcialmente.
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Pigura 27: Gradionte de Bacarosa' 25 min. a 7000 rev./min,1 rota;

En lu figura 28 está representada ln actividad en función de la

altura del tubo. En casi todos loe experimentos se encontró que las

fracciones inferiores eran las más activas, aunque en una curva eevio

que aumentabala actividad hacia la parte superiordel tubo. En la fi

gura 28 se determinó además de la actividad de la enzima, la activi —

dad de la enzima que produce material no preoipitable por etanol 50 fl

y además el manana en cada fracción.
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Figura 28: Fraccionamiento de la mananasintetaea en gradiente de sucu
sggg. Se representá en el mismográfico pero con distinta es
cala, las actividades de mananasintetaea y de la actividad

que da un ¡reducto soluble en etanol 66%. Se determinó además el conte
nido en mannnode cada fracción, que ee expresó come/¿moles de anhidro
manana.

PROPIEDADES DE LA ENZIMA

En la figura 29 A está representada la actividad de la enzima en

función del tiemyo. Este tipo de curVa es el que se obtuvo usualmente.En

la figura 29 B está representada la curva que dieron algunos preparados.

En todo caso la actividad enzimática se midió siempre en le zona propor

cional al tiempo. Se obserVa en el segundo tipo de curVa de tiempo,un a

ohatamiento después de los 60 min., de manera que la velocidad de sínte
sis de mananodeoae rráctioamente a cero.
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Figura 29 A y B : Curva de actividad en función del tiemgo de reacción.

Se empleóel dosaje por precipitación directa de la
mezcla de reacción con etanol 66% (ver métodos arpa
rimentalos).
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Figura 30: Efecto de la concentración de enzima sobre la incogpora

ción a manana.

En la figura 30 se representó la curvn de concentración de la qe

zima. La mezcla de reacción se llevó a 0,09 m1 de manera de obtener 

más puntos experimentales. Se trabajó en condiciones tales que la ve

locidad de síntesis era proporcional a la concentración de la enzima.

En la figura 31 se observa el efecto de la temperatura sobre la

actividad. Se nota un efecto pronunciado. A 0° la actividad es prio
tioamente nula.
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En la figura 32 se calculó gráficamente 1a energía de activnción de

la mananoaintetasa, usando loa datos de 1a curva de temperatura. Se en

contró una energía de activnción de 16 Kcal./mol.

En 1a tabla XII ee observa el efecto de distintos metales sobre 1a

actividad de 1a enzima. Se comprobóvisualmente que ninguno precipitaba

al GDP-manoaa.El FeIII produce un precipitado cuando ae lo agrega a 1a

enzima pero aparentemente no es el GDP-manoaa,ya que un blanco incubado

en ausencia de enzima y agregada ésta antes de sembrar en la electroforg
sia, no du incorporación.

Tabla XII - Efecto de cationes sobre 1a actividad de la mananosintetaaa.

Catión Actividad (‘)

í
Ninguno 10

En 100

Co 30

FeII 38

FeIII 10

N1 11

M8 12

Ca 15

Zn 5

(') Tomandola actividad con th+oomo el 100%

En lu figura 33 A ae representó una curva de concentración de Hn*+.
Se usó escala aemilogarítmica para poder abarcar todo el rango de con 



-70 

centracionee de Mh++, Se notó que el aumento de la n.11v1dad es muy rá

pido, y la zona de concentración de Mn*+donde ee produce este aumento,

varía de una enzima a otra. En escala lineal (figura 33 B), 1a cuIVBde
, ++concentracion de Mn es bifásioa.

Cpm

6000 ' ¿ooo

1ooo B

>- A or L 1
1,0

2000

0 - l- l- 1- l M
10‘ 1o“ 10’ 10‘ 1o"

+
Figura 33 A y B: Efecto de concentraciones crecientes de Mn* sobre la

actividad de la mananasintetaea.
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Figura 34: Efecto del aumento de 1a concentración de GDP-manoeasobre la velo
cidad de 11-;reacción. repreSGnta la concentración de CDT-manosa)
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Figura 35: Re resentaoión de Lineweaver Burk 10 en resencia de En“,

z de Mg”.
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En la figura 34 se representó la actividad en función de la concen

tración de GDF-manosa.Se obtuvo la constante de Miohaelis representando

el cociente concentración de sustrato a velocidad de reacción, en fun -—

cién de la concentración del sustrato. La ecuación esIS/V‘uk/V+(l/V)S(Ifi).
En la figura 35 se representó el gráfico de inversas usual y se incluyó

el que obtiene con el ug++.

En la tabla XIII se muestra la especificidad de la enzima. La acti

vidad con los sustratos ensayados fue menor que el 15%de la actividad

con GDP-manosa.

En la figura 36 se representó el efecto del pH sobre la actividad 

de la enzima. El pH anotado es el que de una alícuota de 1a enzima con

todos los agregados menos el GDP-manosa.Para llevnr a pH superiores a

6,5, por ejemplo a pH 7,2, hay que agregar buffer 0,05 Mde aproximada 

mente una unidad más de pH.

Conlos diferentes buffers usados no hubo que aplicar correcciones,

ya que a un mismopH con cada per de buffere ue observó la misma activi

dnd.

Tabla XIII —Especificidad de 1a manana sintetasa.

actividad específica mjamolesincorpo
Sustrato m,“moles en cpm/¡tunel. rados .

GDP-manosa 140 240.000 6

ADP-manosa 170 600.000 0,8

manosa-l-P 120 400.000 0,1

manosa 120 370.000 0,5
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Figura 36: Curvn de BHde la enzima. En la mezcla de reacción ususl,se
emplearon los siguientes bufferszo o acetato de K 0,05H,
0-0 maleato de K 0,0511y A-o imidazol-Cl 0,05M.

En la tabla XIVse ¡representó el efecto de diversos metabolitos s_o_

bre 1a actividad de la enzima. En el caso de complejantes de aniones,cg

moel Hg“, podria ser que haya eliminado el sustrato oomplejándoloJ’or

otra. parte no se produjo precipitación del GDP-msnosa.En el caso hace
plejantes de eationes, tampocose ha determinado si su acción es sini 

lar al EMA, o sea eliminar los iones En“ de la solución. El p-Cl-mer

curi-benzosto no tiene efecto alguno sobre la actividad.
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Tabla XIV- Efecto del agggggdo de distintas sustancias a la mezcla de
reacción.

Agregado Concentración Actividad (')

mE

ninguno - 100

EDTA 10 16

sulfato de Cu 5 110

cloruro nercúrico 5 21

espermidina 10 108

p-Cl-Hg06H4COO- 0,1 100
sacarosa 1 105

" 100 100

" circa 1500 31

P-mercaptoetanol 50 87
ATP 15 42

acetato de amonio 10 88

flnoruro de K 10 97

" 100 105

citrato 50 39

" 100 23

oligomicina (en etanol) 40 ug/ml 62

azida sódica 0,5 21
Tris-Cl 100 120

acetato de K 60 126

acetato de K 100 146

GMP 3 95

CDP 3 81

(') Se toma la actividad sin ningún agregado igual a 100.
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En la tabla XVse anotaron los resultados de los efectos de algunos

tratamientos físicos sobre la mananasintetasa. Ye se había observado que

en la etapa de protoplssto, la enzima ere sensible al sonicado. También

se obserVBuna inactiVBción por detergentes. No se determinó en este ca

so si la actiVidad pasó al sobrenadante.

Tabla XV- Efecto de diversos tratamientos físicos sobre la enzima.

Tratamiento Actividad

ninguno 100

sonicado 49

sonicado y vuelto a centrifugar}
actividad en el sedimento 46
Desoxicolato 21

Dodeoil-sulfato 28

Se tomó la actividad de la enzima sin tratar igual 100. Los
detergentes se eliminaron por centrifugación antes de dosar.

Se ensayó con varias enzimas la posibilidad que tuvieran un requeri

miento por un aceptor. En la tabla XVIse anotaron los resultados obten;

dos con distintos preparados enzimáticos. Se observa que el factor de ag

tiVación es del orden del error en 1a determinación, es decir, desprecig
ble.

En un experimento que no se anotó en la tabla, se repitieron los eg

sayos con mananay mano-trisaoárido dosando la enzima por el método de

filtración por "millipore". En el mananoretenido per el filtro no se ob
eervó un incremento de la incorporación por el agregado de los posibles

aceptores, pero existía la posibilidad que se hubiera formadoun produc

to soluble que hubiera pasado por el filtro. Para determinar esto, se e
liminó el GDP-manosaremanente del filtrado tratándolo con resina DoweI-l
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forma acetato y ee midió una alícuota del sobrenadante. Tampocoaqui ae

observó un efecto de aceptores.

Tabla XVI- Eneaxo del reguerimiento de factores de la enzima sedimenta
313.

EnZimB Factor de Aceptar

- aceptar + aceptar aotivnoión agregada

cuentas/min.

650 860 1,3 3.a. (1)

1.190 1.450 1,22 3.o. (2)

660 73o 1,1 E.C. (2)

47o 600 1,28 E.C. (1)

47o 680 1,45 3.o. (2)

99o 1.240 1,25 E.C. (1)

760 650 0,85 manana

1.300 1.230 0,92 manotrisaoárido

(l) y (2), extractos calentadoe de extracto total y de enzima sedimenta
ble a 20.000 Ig, respectivamente (primer método de preparación de 1a en
zima). Se los preparó calentando 2 min. a 100°, centrifugando y tomando
el aobrenadante. Estos E.C. contienen aproximadamente 0,1 mg de manana
endógeno. Donde se indica se agregó 0,15 mg de manana y 0,12 mg de mano
trisacárido. La actividad enzimática se midió por el métodoelectrofore
tico.

En la tabla IX se había visto que un 80%de 1a actividad que no ee

dimentaba a 20.000 ¡3, lo hacía luego a 100.000 Ig. Podría existir sin.qg

bargo, actividad enzimática en el aobrenadante que no es detectable por
faltarle aceptar conveniente. Se hicieron Varios intentos para detectar

esta necesidad de aceptar. En 1a tabla XVII están resumidas los datos og

tenidos para varias enzimas que mostraban algo de actividad en el sobre

nadante de 20.000 Ig (primera técnica de preparación de la enzima, ver



"mátodoe"). En la tabla ee obenrvu un solo caso donde hubo una activa 

ción apreciable.

Tabla XVII - Efecto de gfirefiadoe a la actividad de la enzima no sedimen
table a 20.000 ¿3.

Enzima
Factor de Aoeptor

—aceptar l + aceptar activación agregado
cuentas/min.

220 310 1,42 E.C. (1)

210 360 1,65 E.C. (2)

230 720 3,4 E.C. (2)

Se prepararon los E.C. comose describe en le leyenda de la table XVI.
Se doeó le actividad enzimática por el métodoelectroforétioo.

Se eneayó varias veces la posibilidad que 1a enzima necesitara de

factores que hubieran pasado al sobrenadante. En 1a table XVIII ee mueg
tran los datos obtenidos para distintos preparados de enzima sedimenta

ble a 20.000 ¡g (primer método de preparación de la enzima). En un ca

so ee observó una activación de 7,4 veces, que fue la más alta detecta
de.
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Tabla XVIII —Ensaxo de reguerimientoe de la enzima gor factores solubles

EHZimB Activación

- factor + factor

cuentee7nin.

160 1180 7,4

320 350 1,1

250 770 4.3

685 895 1,3

Se midió la actividad enzimática por el métodoelectroforético. Las dietig
tie enzimas cnsaynías Fueron las aedimentablea por 20.000 Ig de la primera
técniCa de rreparación dc la enzima. El factor agregado fue el sobrenadan
te de 20.000 xg. Los valores están corregidos por la incorporación que og
taliza el sobrenadante mismo.

Ia tabla XIXmuestra los resultados de un experimento en el cual seca

tudiaron algunas proyiedades de este factor activante. Aparentemente no

sedimentu a 100.000xg y tendría alto peso molecular ya que en columna de

gel de ¿extrano Sephadex G-25 sale inmediatamente después del volumen muer

to. Se nota que la activación ha disminuido respecto al experimento ante 

rior (tabla XVIII). Entre un ensayo y otro, el factor se guardó a -l5°, 20

horas. Las veces que se ensayo, no se volvió a encontrar activación por eg
brenadante.
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Tabla XIX- Propiedades del factor soluble gue activa 1a enzima sedimen

table a 20.000 ¿3.

I
Agregados Actividad ( ) Aotivnoión

Cuentas/min.

ninguno 250 

Sobrenadante 5 x 104g min. 450 1,8

Sobrenadunte 100.000 lg 550 2,2

Sobrenadante 100.000 Ig pg
sado por Sephadez 0-25 790 3,1

(') Se resta a la incorporación las cuentas que se determinaron
son debidas a los sobrenadantes per se. Se dosó la en¿ima —
por el métodode la electroforesis.

ESTRUCTURA DEL ¡AMARO BIQÉINTBTIZADO

El producto de la reacción enzimática fue identificado tentativamen

te por Algranati, Carminatti y Cabib (l). Los autores de ese trabajo puri
ficaron con reactivo de Fehling, hidrolizaron y luego sometieron los pro
ductos de hidrólisis a cromatografía y electroforesis. En cada una de es

tas etapas, determinan que lu radicactividad por/emol de manosapermanece
constante. Este resultado demostró que el producto es un polisnoárido de
manosa o

Sin embargo, este experimento no identifica al producto enzimático

comoel mananoauténtico de pared celular de 1evnduras. Varias alternati

vas podrían explicar igualmente bien los resultados obtenidos. Por ejem

plo, podría haberse sintetizado un polisaoárido, pero de estructura dife
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rente al mananoauténtico. Una Iosibilidad sería que se forme úniCBmen

te la cadena fundamental eLI-+6 y no las ramas laterales c(l-á2 y 

°(1-9B (ver figura 4). Tambiénpodría ser que ocurra lo contrario,es de

cir, que se formen sólo las ranas laterales sobre un aceptor no ramifiqg

do endógeno. Otra posibilidad sería que la enzima agregara una sola mang

su a cada extremo no reductor de manana aceptor endógeno o sea que fuera

incapaz de adicionar manosa en forma consecutiva.

Tara demostrar entonces que el producto era efectiVamente mananoa!

téntioo, había que comparar las estructuras de mananaenzimática formado

in vitro, con el natural extraido de la pared.

Se decidió aplicar un método de degradación química parcial que prg

duJera en lo posible, oligosacáridos de dos, tres y cuatro unidades de

manosa. Estos serían, si se observa la estructura propuesta para el mana
no (ver figura 4), representativos de las uniones existentes en el poli
sacírido.

El métodode degradación parcial aplicado, consiste en una acetóli

sis seguida de una desacetilación de los acetatos de oligosacáridos pro

ducidos (ver "Hétodos"). Para trabajar con cantidades parecidas de ambos

nananos, se hizo la extracción del mananade pared de células crecidas en

medio radicactivo de manera que el mananotuviera una actividad radioag

tiVa específica similar al enzimátioo.

En la figura 4 de la introduooión, se explica cuáles uniones son a

tacadas preferentemente por este método. La mezcla obtenida se resuelve

por cromatografía en papel.

Bate-Smith y Westall (107) establecen una relación entre la estrug

tura de un compuesto y su RF . Se deduce para nuestro caso, que si las 2
niones que poseen los oligosacáridos son de un mismotipo, una represen

tación de log. (l/RF - 1) en función de las manosas en el oligosacárido
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debe dar una recta. En la figura 37 vemos que esta relación se cumple tg

cluso para el caso del tetraeacárido, que según Lee y Ballou (23)tendría
unaunión ¡L1-8.

¡(1 -12,0- og /-RF )

n° de manosas
o l l L L

1 2 3 4

?igura 37: Estructura de loa olggoeaoáridoa de manana. Se representa 1a
relación de Bate-Sm1th y Weatall (107) para los oligoaaofiri
dos separados por cromatografía con el solvente Eso o y
con el solvente Cao o

En la figura 38 ee observa el gráfico que se obtuvo pasando la cro

matografía de los oligosaoáridoa de cada manana, por un detector de ra 

dioactividad en tiran de papel "Scanner" (ver "m6todos"). Bajo cada pico

de radioactividad ae anotó el porciento de la radioactividad que corres

ponde a ese oligosacárido, determinado por elución y medición en plancha
tae en contador de flujo gaseoso. Se obeervn que el aspecto de los cro
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matogramas y el porciento de radicuotividad en cada pico para ambos mqu

nos oe muysimilar. El munanoenzimítioo carece aparentemente de tetraeg

cárido y libera algo más manosa.

r frisacárido disacárido Mmm”)an C-P-m.

MANANO

"¡n vivo“

MANANO

vitro“

Figura 38: Productos de la acetólieis de manana. Se 31516 manana de
"Sacoharomyces carlsbergenoie" 74, crecido con glucosa-C14
comoúnicn fuente de carbono. Por otra parte se aialó el gg

nano radioactivo obtenido en una incubación de la enzima, con CDP-ma
nosa-C14 comosustrato. Alícuotae de ambos mananoe fueron sometidas a
la acetólisie y los productos deeacetilndoe se corrieron en cromatogrg
fía de papel con el solvente C. Ia distribución de la radioactividadem
el papel fue determinada con un "scanner" Nuclear Chicago. El númerodg
bajo de cada pico indica el porcentaje de 1a radioaotividsd total que
le corresponde.



-83

Tabla XX- Rendimiento en la obtención de oligosaoáridoe de mananogar el
método de Lee 1 Ballou (23).

manana 140 manana 146

obtenido "in vivo" obtenido "in vitro"

Experimento 1 2 1 2

cuentas/min. cuentas/min.
iniciales 18000 18000 13000 13000

mezcla de acetatoe
de oligoeacáridoe

13000 11500 12500 10500

mezcla de oligoma
nanoe 11500 7500 9000 10000

rendimiento final 65% 41% 70% 77%

La tabla XI muestra el rendimiento en dos experimentos, de cada etapa

de la acetólisis. Menosen un caso, que ee debe posiblemente a una pérdida

mecánica, el rendimiento fue del orden de] 70%.

Estos resultados demuestran que el mananobioeintetizado por la mana

no sintetasa es muyparecido al natural.

Para determinar ei la enzima adiciona manoaas en forma consecutivn,ee

decidió comprobar si por lo menos adiciona doe y tree manoeas consecutivas.

Para esto se aislaron di y trieacáridos obtenidos por aoetólisie del mena
no enzimático y ee los sometió a una reducción con boro hidruro de Nh ee

gún:
N

oC-D—menopiranoeil-(l -—>2)-D—manopiranosa 3-8-9 0L-D—manopirenosil

(1-! 2)-D—manitol.
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Para el trisaoárido 1a reacción serial

oL-D—manopiranosil-(1‘-+2)-cL-D-manopiranOSil-(1--52)-D—manopiranosa
BHflfi-D-manopiranosil-(l-ü )- ¿ -D—manopiranosil-(l —) 2)-D—manitol.

Posteriormente se hidrolizó completamente con ácido y los produo 

tos de hidrólisis se separaron por electroforesis en papel con borató

de Na comoelectrolito. Este método fue el único de los ensayados conefl

cual se pudo separar manosa de manitol (ver figura 11A).

El resultado de un experimento de este tipo se muestra en la figu

ra 39Adonde la radioactividad sobre el papel se midió comose describe

en "métodos" y cada pico se midió cuantitativamente eluyéndolo con agua.

Debajo de cada pico están indicadas las cuentas/minuto que se midieron

en planchetns en un contador de flujo gaseoso.

En la tabla XXIse observn que en el caso del disacárido tanto el

manitol como1a manosa tienen la misma radioactividad mientras que en

el trisacárido la manosatiene aproximadamenteel doble que el manitol.

Esto demostraría que ambosolígosacáridos tenian manosas igualmente ra

dioactivas. Esto sólo se explica si la mananasintetasa catalizó la in
corporación al polisaoárido de cada una de ellas.

Comocontrol, este experimento se hizo también con diseoárido y'tqi
saoárido del mansnoradiosctivo extraído de pared celular. En la figura

39 B se aprecia que la distribución de la radioactividad entre manosay

manitol es muysimilar sino idéntica a la obtenida del mananoenzimáti
oo.

Para verificar que la hidrólisis de los oligosaoáridos reducidos

fuese completa, se cromatografió una alícuota de la electroforesis de

manosay manitol con el solvente C. En la electroforesis en borato (ver

figura ll A) los oligosncáridov reducidos migran Próximos a la manosapg

ro en la cromatografía mencionada se separan bien. En la figura 40 se
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confirma que la hidrólisis fue completa, ya que 8610 hay mananay mani

tol (en este solvente ambos compuestos tienen el mismoRF).

in vivo manosa manito]
200

iOOL o i
Ei

O kJ..

in vitro z
200 - Q d

e " .
:I
-E

{i On in vivo manosa manito]U - _— .
'E
b
D
u - d

. o _
10€) EE

%
O k) q

¡n vitro ZZ
200' E .

100 r .

o l 4 I' 4L j . l
O 10 20 30cm

Figura 39 A y B: Reducción e hidrólisis de oligosaoáridoa de manano.Se
trató una alícuota (5500 cpm) de manotrisaoárido obfig

nido por eluoión de un cromatogramasimilar al de la Fig.38 con boroqi
druro de sodio 24 horas a temperatura ambiente. Se hidrolizó el prodqg
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to de la reducción ¡or 3 horas a 100° con SOH 2,3 N. Se pasó el hidro
lizado por una columna de resina de intercaméig HB-J y se sometió a elqg
troforesis en papel con solvente H comoelectrolito. Se obtuvo 1a distq¿
bución de radioactividad representada en 1a figura, con un "scanner" Nu
clear Chicago. Los picos correspondientes a manoaay manitol se eluyeron
con agua y contaron comose describe en "método".

Tabla XII - Relación de actividad de manosaa manitol en olifiosacáridos
de manananaturalL "in vivo" y de mananaobtenido "in vitro".

Manano Oligosaoárido manosa manitol Relación
manosa/manitol

cuentas/min.
in vitro disacárido 1270 1060 1.2

trisacárido 1440 670 2.2

in vivo disaofirido 1090 1100 1.0

trisacárido 2380 1245 1.9
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300 fitfisacárido' disacária'o mïmosa y r
reducido reducido manito/

ZOOr' msm-151130

O

F DISACARIDO

e 100L
:I
l: o

\% 200- TRISACARIDO
‘E0
3

O

TRISACARIDO

100 *

o 1 J . l j
O 10 20 30 40 cm

manSG

man ¡tol

ITICIDOSO

manito/

Figura 40: Control de la hidrólisis de los oligoeaoáridoa de maan re
ducido. Se resuelve por cromatografía con el solvante C, la
manosay manitol eluídoa de la electroforesis de le figura z
39 A.
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EUCLEOTIDO «¿UEss LI];-É .. EN 11-. nanccmn

En la transferencia catalizada por la mananoeintetasa de manosaan

GDP-manosaal manana aceptor, de la parte nucleotidica de la molécula 

del GDP-manosa podría liberarse GDP, GMPo una mezcla de ambos. Como se

dosa la enzima midiendo la incorporación de manosa 140, no se determina

qué ocurre con el resto de la molécula de CDP-manosa.

En el caso sepeoial de la mananasintetasa donde se cataliza la sin
tesis de un compuesto ¿ue está ubicado del lado exterior de la membrana

citoplasmátiCa 5 partir de un sustrato que se encuentra del lado inte 

rior, es importante determinar cómose libera el nucleótido. Cadaposibi
lidad, señala un mecanismoposible de síntesis. Por ejemplo, la libera 
ción de GETpodría indicar la operación de un mecanismosimilar al des 

oripto para la síntesis del mucopéptidode bacterias Grampositivo (13 )
en donde los azúcares se unen primero comofosfo azúcares a un lípido ig

termediario. En cambio, la liberación de CDPindioaría la operación de
un mecanismodonde la transferencia de la manosa se haría directamenteafl

manana.

Se quiso determinar la estabilidad del CDP,uno de los productos más

probables, frente a la enzima. Para esto se preparó CDP-32Pcomose ind;
ca en'bétcdos'.‘ En la tabla XXII se dosó la actividad degradante de CDP

midiendoal finalizar la reacción, la radioaotividad no absorbible alcaï
bon. Se utilizó la técnica de Cabib, Carminatti y Noyskovgky(85), pero

utilizando ¿cido fórmioo en vez de perclórico, ya que este no es volátil
e introduce errores en la medida de la radicactividad. Se obserVHen la

tabla XXII que sin protección, aproximadamente 70%del CDPdesaparece en

15 minutos de incubación. Este es un tiempo relativamente corto para la

manana sintetasa. Si se agrega CDPno marcado, la degradación del ODPse

reduce a un 25%.
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Tabla XXII - Estabilidad del CDPen extractos de mananosintetasa.

Absorbido sobre Sobrenadaéïee de
A r ados carbón la absorcion sog eg bre carbón.

cuentas/minuto

sin incubar 4330 220

-ninguno 1640 3870

0,25lumoles de GDPBl-P 3560 1330

La mezcla de reacción contiene: 2,25/4moles de imidazol-Cl pH 6,5, 0,09
¡ltmoles de sulfato de magnesio, 0,lfifcmoles de cloruro de Hn++, 0,004
‘Asnmles de GDP32-P(5.1 cuentas/min./bnol) y 20,;1. de enzima en unug
lumen final de 50¡gl. Se incuba 15 min. a 30°C. Se detiene la reacción
agregando ácido fórmico 0,5 N. Se centrífuga y el sobrenadante se trata
con 17 mgde carbón. Se absorbe así el CDPmientras que el fosfato in
orgánico permanece en solución.

Iara mejorar aún más 1a protección del CDP,se estudió el efecto 

del F- sobre 1a fosfatasa de GDP.Ya se vio en la tabla XIVque el flug

ruro no inhibe a la manano sintetasa. Se incubó GDPcon Mn++y enzima,y

se midió 1a liberación de P1. En la figura 41 se representó esta libera

ción de Pi en presencia y en ausencia de fluoruro. Se observa que la si
drólisis del CDPse reduce a la mitad.

¡uma/es -F
o 1 . Figure 41: Estabilidad del

’ CDPen Eresencia
z en ausencia de fluoruro.
Se mide a distintos tiempos

f7 la liberación de Pi.

O 15 30 min.
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Habiendo logrado condiciones para que el GDPno se degrade deunsiac

do rápidamente, se decidió dosnrlo yor el método de Leloir y Goldemberg

(108). En este método, mediante la riruvato kinhsa, fosfoenolpiruvato y

GDPdan CTPy piruvato. El piruvato se dosu luego por su fenil-bidrszona

en medio alcalina. Para poder medir cantidades del orden esperado,se re

dujo el volumen final de le reacción a 0,61 nl. En esta forms el coefi 

ciente de absorción molar es 9,1. Sin embargo, debido al blanco excesivo

de la enzima, que por si sola da tanto color como aproximadamente 3Oggm2

les de GDF,se abandonó esta técnica.

Se decidió entonces utilizar GDF-manosamarcado en el nucleótido.De

manera de poder medir simultáneamente formación de manano, se empleó o
14tro isótopo, distinto del C que marca la manOSa. Comoel 32P es de vida

media muy corta si se compara con el tiempo que toma la síntesis quimica

del GDP-manosaa partir de CIT, se decidió utilizar tritio.

Se efectuaron entonces incubaciones con GDP-manosamarcada con 3H en

la guanosina y con 140 en la manosa. En la leyenda de la tabla XXIII se

describe la mezcla de reacción. Se hacen controles con cada isótopo por

separado. Se mide la radioactividad comose indica en "métodos".

Para la separación de los productos, y del sustrato remanente se eg

saysron Varias técniCSS. En la figura 42 está representado un cromatogng

mebi-dinensionsl, en el cual se colocó la mezcla de reacción directameg
te sobre el papel. Se puede notar que aunque en la primera dimensión la

separación es deficiente, resulta aceptable en la segunda dimensión.
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Solvente D
—-—-—-—>

Origen (GDP-manoee) (CDP) (GMP)

Solvente

A

Figura 42! Cromato rafía bidimensional de una mezcla de CDP-manana CDP
GR?I enzima. Se cromatografió la mezcla de reacción con el

solvente D en lu primera dimensión y con el solvente A en la eegunda.Se
usó papel Whatmen N° 3 EM.

Sin embargo, la cromatografía bidimensional con eetoe solventes ee

muylenta de manera que deepués de los primeros experinentos se hicieron

distintos ensayos para mejorar la cromatografía con el solvente D,peroen
una sola dimensión.

En la figura 43 se observa que si la mezcla de reacción es tratada 

con etanol 66%o filtrada por 'millipore" y se elimina posteriormente el
++

En con resina catiónica, la mezcla de nucleótidoa se resuelve en forma

aceptable en una sola dimensión.
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Tratamiento previo de la Aspecto cromatografía con solvqg
mezcla de reacción te D a Jue 48 horas.

GDP-manos: GDP GMP

Ninguno (Nucleótidoe solos, ‘ (:::)sin Mn++y enzima).

Sobrenadantede precipita
0 ‘cion con etanol 66fl.

Sobrenadantele precipita
ción con etanol 66%, pasa
do por una columna con re
sina Dom-ex 50 NH +

4
{7 o D

Filtrado por un "millipord'
(qUn retiene el manano,glg
cano y proteína),se 133511.61
filtrado por una columna —
de Dowex 50 NH*4.

o O o
Figura 43:

senoia de enzima. IA uezcla sembrada es la descripta en la Lg
yenda de la Figura XXIII. Se revela comose indica en "métodos".

Con ambOBmétodos cromatográficoe ue hicieron Varios experimentos gi

ra determinar la estequiometría de la reacción catalizada ¡or la manana

sintetaea. Se coloca comosustrato GDP-manoea140 y 3B y ee mide simulté

neamente la formación de manano, GDPy GMP.En la leyenda de la tabla 

XXIII ee describe la mezcla de reacción empleada. A1 final de la incuba

ción, se detiene la reacción enfriando y agregando 0,5/4moles de EDTA.En
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experimentos en que se usó la cromatografía bidimensional, se sembró la

mezcla de reacción directamente sobre el papel. En cambio, cuando se u

só la cromatografía en una sola dimensión (figura 43), se pasó 1a mez 

cla de reacción por filtro de nitrato de celulosa "millipore". Para mg
dir la incorporación a mananoel filtro se trató comose describe en"má
todos". Por otro lado, el filtrado se pasó ¡or un columna de Dowez 50

forma amonio, el eluído se concentró al‘mcío y se sembró sobre Whatman

N° 3 MHy resolvió con el solvente D.

Comose vio en la figura 41, 1a protección del GDFno es completa.

La reacción de descomposición serían

cDPP—-) GMP+ P1

Se determinó que también el GMPse descompone, liberando Pi . Se hicie

ron entonces, determinaciones paralelas del Pi formadodurante la reac
ción, emitiendo en un caso de la mezcla de reacción al GMPy en otro al

CDPpara determinar el P1 formado a partir del CDPy GFP, respectivameg
te. Los datos de la tabla XXIII han sido corregidos por estas descompo
siciones.

Los resultados de medidas simultáneas de manana, CDPy GMP,se han

resumido en la tabla XXIII. Se pueden clasificar en dos grupos. En el

primero, la suma de los m¡¿moles de nucleótidos formados da igual a los

de manana formado. En el segundo, aumenta mucho la cantidad de GDPbrmg

do, de manera que la suma de los m/Lmoles de ambos nucleótidos es mucho

mayor que la de los m/‘moles de manano formado. No se ha encontrado una

explicación a la formación en algunos casos, de cantidades no estequio
métricas de CDP.
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Tabla XXIII - Esteguíometría de la reacción

manano GDP cup CDP + cup

m/Lmolee

4,6 3,3 1,5 4,8

8,5 6,6 2,1 8,7

9,5 9,0 1,5 10,5

17,0 11,2 5,9 17.1

12,8 25,5 5,3 30,8

14,5 54,0 4,3 58,3

La mezcla de reacción contiene: 3,5;¿moles de imidazol-Cl pH 6,5 ,
0,15jamolos de C12Mn, 0,08jemoles de 012m8, 2,5/Lmoles de PK ,
0,15/smoles de CDP, 0,15/omoles de GMP,0,14;.moles de CDP-mano—
sa - 3B (8 x 106 desintegraciones/min.Áfltmol), 0,0};nmoles de GDP
manosa 140 (2,2 1 106 desintegraciones/min.¿Asmol), 4Q/¿l de enzi
ma en un volumen final de 69¡nl. Se incuba 30 min. a 30°C. Se prg
cesa la mezcla de reacción y se corrigen los resultados por las
descomposioíones que sufren el CDPy el GMP,como se describe en
el texto.

UNION DEL HANANO ENZIEATICO A PARTICULAS

Se ha visto que la mananasintetase es generalmente particula

da (ver tabla IX), y los experimentos realizados para localizarla en

alguna partícula subcelular señalan, aunque no fehacientemente, que

estaría unida a la membranacitoplasmática (ver también la discu 

sión). Comoel manana se encuentra en la pared celular se decidió e!

tudiar si el mananasintetizado por la enzima, ee soluble o se en
cuentra unido a unn partícula.
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tos. En el primero se precipitó el manano formado con etanol 66%como se

hace usualmente (ver "métodos"). En el segundo, la mezcla de reacción se

diluyó oon agua y centrifugó a 100.000 Ig. El sedimento se lava una vez

centrifugando nuevamente y se resuspende en agua y pasa a una plancheta

para ser contado. En la tabla XXIVobservamos que con ambos procedimien

tos se obtiene aproximadamente la mismaincorporación.

Tabla XXIV- Sedimentabilidad del manana enzimática.

Banano precipitado Mananosedimentable
con etanol 66% por centrifugaoión

cuentas/min.

2350 2920

Se detiene la reacción según se indica (la centrifugación se hace 30 min.
a 100.000 Ig). Se lava el sedimento con etanol 66%en el primer caso y
por centrifugación en el segundo. Luego se Pasa a planchstas y se mide en
contador de flujo gaseoso.

Se hicieron entonces, Varios experimentos para intentar determinar
la naturaleza de la unión que mantiene a1 mananoen forma particulada.Se

preparó una cantidad mayor de mananoradioaotivo, con el procedimientoth

1a centrifugación recién descripto. Alícuotas de éste se sometierontatrg
tamientcs a distintos pHy temperaturas, para determinar su efecto sobre
la sedimentabilidad del mananobiosintetizado. Al final de la incubación,

se diluye nuevamente con agua y se centrífuga. Los datos de la tabla XXV

corresponden a estos sobrenadantes y sedimentos que se obtienen. La act;
vidad sumada de sobrenadante más sedimento varía entre 2700 y 3300 cuen

tas/min. Esta variación puede deberse a diferencias en absorción del ma
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terial al ser contado. Se observa que e pH 6,5 el manana sigue sedimen 

tando. Con fosfato esta sedimentabilidad se mantiene algo menos que con

imidazol. Calentado a 100°C a ese pH también sigue sedimentando. En oa.

bio cuando se lo trata a pH 7,5 tanto a 30° comoa 100°, el manana se s2
lubilizs.

Tabla XXV- Efecto del EHsobre la sedimentsbi] idad del maano enzinlítieo

Tratamiento Sedimentables No sedimentables

cuentas/min.

imidazol pH 6,5 2880 450

imidazol pH 6,5,calentsndo
2 min. a 100°C (') 2805 435

imidazol pH 7,5 1956 1588

tris-Cl pH 8,6 1182 2100

fosfato pH 6,5 2122 1160

fosfato pH 7,5 817 1954

fosfato pH7,5,calentando
2 min. a 100°C (') 556 2348

fosfato pH 7,5,celentundo
2 min. a 100°C 468 2376

(') Estos tubos no se incuban a 30°

Se prepare mananorsdioactivo incubando la enzima comose describe en el
texto. Se detiene la reacción centrifugnndo, y el mananaque ha sedinqg
tado se lava y se suspende en agua. De éste se toman alícuotss que se
tratan comoindica la tabla. luego de incubar 60 min. a 30°C se centri
fuga y mide radiosctividad en contador de flujo gaseoso del sedimento
y del sobrensdante.
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Cpm manana Figura 44: Efecto del preca
lentamiento a din —_—

300- sabrenada tc ferentea teneraturas I a ¡H
6,5 sobre 1a eolubilizaoión
del manana. Se trata 10 min.
a las temperaturas indicadas

20m y a pH 6,5, manano 140 prepa
rado con GDP-manosa 140 y la
enzima. Se centrifuga y ali
ouotae del sedimento Be tra
tan a pH 1,5 a 100° 2 mina
toa (o-—--o) y a 30° 60 mia.
(a--—- a). Se vuelve a cen
tritugar y ae determina lag;
dioactividad que pasa a1 so

o I n n 4L4—— brenadante.
4050607080 °C

100 

En la figura 44 ee estudia el efecto de un precalentamiento de 3 q;
nutos a pH6,5 y temperaturas crecientes, sobre 1a aolubilización poste

rior del mananoa pH 7,5 a 30° y a 100°C. En ordenadas se representó el

nmnunoquo se solubilizó. Se observa que mientras 1a solubilizaoión

a 100°C disminuye muypoco a1 aumentar la temperatura del precalentamieg

to, a 30° la aolubilización cae bruscamente.

Vimos que pretratando al nanano 3 min. a pH 6,5 a 80° ya no ae sol!

biliza a pH 7,5. Este hecho permite el estudio del efecto de diversas eg

zimaa hidrolíticas, que tienen un pH óptimo de acción por encima de pH

7.0. Se prepara manana 140 con 1a enzima y aisla y lava por oentrifuga 

ción. Luego ae lo calienta a pH 6,5 con buffer imidazol 3 min. a 80°C.En

1a tabla XXVIse observé el resultado de tratar alícuotae de este manana

con distintas enzimashidrolítioas. Todasson activas para solubilizaral

manana, en especial la de veneno de Crótalua. E1 mercaptoetanol no actuó
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pero en otro experimento donde se lo hizo actuar Junto con EDTA,sí sol!
bilizó al manano.

Tabla XXVI- Efecto de distintas enzimas sobre la sedimentabilidad de ma
nana radicactivo gretratado a RH615. 10 min. a 80°.

Tratamiento Sedimentablea No sedimentablos

cuentas/min.

ninguno 1390 276

pronnsa 617 673

papaína 306 667

tripeina y quimotripsina 384 752

lipasa + inhibidor de
tripsinu 629 690

celulaea de caracol 748 838

foafo di-esterasa de veneno
de Crótalus Ademantous 444 1034

nvercartoetanol 0,14 M 1057 412

Se incuba 60 min. n 30° manana radioactivo preparado y pretratado comose
indica en el texto. Se centrífuga y mide radioaotividad en aobrenadante y
sedimento.

Tabla XXVII- Carga iónica del manzanosolubilizadc por tratamiento a fiflfi

Agregado cuentas/min.residuales

ninguno 490

Down: 50-Na 460

Dowexl-acetato 300

DEAE-Cl 220

1
Se pretrata el manana 4C oon fosfato a pH 7,5, 60 min. a 37°. Se centri
fuga y el mananaque pasa al sobrenadante se inauba 10 min. con las regi
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nas indicadas. Se vuelve a centrifugar y se mide la radioectividad en un
alícuota del sobrenadante.

Se estudió la posibilidad de que el mananasolubilizado tuviera car

ga iónica. En la tabla XXVIIse obserVBnlos resultados de tratar manana

solubilizedo-por efecto de pH, con resinas de distinta polaridad. Se ob 
sem una absorción preferencial por las resinas aniónioae, que indicarkl
que el ¡enano solubilizado posee carga negativa.
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Pregaración de la enzima.

Para preparar la mananasintetasa, Algransti, Carminatti y Cabib (l)
partieron de la hipótesis de que la enzima debia estar muyposiblemente

en la membranacitoplasmática, puesto que se formaban con componentes de

la pared celular. Las células de levaduras son extremadamenteresisten 

tes a cualquier método mecánico de rotura. En cambio las membranascito

plasmáticas son muydelicadas. Le pareció a los autores que para enoon 

trar actividad de mananasintetasa, debían aislar las membranascitoplag

míticas lo nás intactas posible. Luego, un método mecánico que destruxg
ra efectiVamente las Laredes celulares, no parecia el apropiado. Se em

pleó entonces la técnica de obtención de protoplastos o esferoplastosgue

Eddy (101) describió para levaduras. (Nosotros usamos el término proto 

plasto comolo hace Eddy, pero puede ser muybien que esferoplasto sea

más apropiado (109)).Se eligió lu levadura de cerveza S. oarlsbergensis

cepa 74, por su forma alargada (ver figura l). Esto permite seguir la to;
maciónde protoplastoe sin dificultad por observación con microscopio.

Los protoplastos que son esféricos, se distinguen claramente de las oil!
las enteras, que son alargadas.

Algranati y colaboradores obtuvieron así, incorporación a partir de
GDP-manoeaa un poliSacárido similar al manano con una actividad enzimá

tica que era aparentemente nedimentable. En el presente trabajo se estu

diaron los distintos parámetros que intervienen en el métodode prepara

ción de la enzima en sus dos fases principales: la preparación de Lusprg
toplastos de las células enteras y la obtención de la enzimaa partir de
los protoplaetos.

El resultado de la figura 13 indicaria que para preparar protoplas
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tos con jugo intestinal de caracol, es más conveniente usar células en

fase logaritmica temprana. Pero esto tendría el inconveniente del menor

rendimiento en número de células que se cosechan. Luego se decidió cosg

charlas en la última parte de 1a fase logaritmioa, donde son afin sensi

bles al jugo intestinal de caracol. Aunqueal microscopio óptico no ca!
bian de aspecto al pasar a la fase estacionaria, es dramático comoau

menta la resistencia al jugo intestinal de caracol. En qué forma se mo

difica la estructura de la pared para hacerse refractaria al ataque no

se sabe y es un problema muyinteresante. Una forma de estudiarlo sería

agregar al jugo de caracol enzimas hidrolíticas que tal vez este no po
see.

Comoestas inoubaciones duraban como mínimo 2 horas, era deseable

encontrar un método de acelerar el proceso, sobre todo cuando muchas v3

ces sin erplicación aparente, no había formación de protoplastos.En«nq¿
tas ocasiones en que la formación de protoplastos se detenía, se agregó

más jugo de caracol pensando que éste se hubiera inactivado durante la

incubación. Sin embargo, este agregado no tuvo ningún efecto y aduoimos

entonces la resistencia a las levaduras mismas. En estos preparados se

encontró además que siempre quedaban algunas células enteras y residuos

de pared celular. Amboscontaminantes tenían que ser eliminados.Las c6

lulas enteras iban a quedar en la enzima partioulada con la consiguien

te incertidumbre de qué papel juegan en la síntesis del manano, aunque

en 1a tabla VI se obserVB que no lo sintetizan. Se hizo un ensayo de es

pararlas en la etapa de lavado de los protoplastos. Se vio que estos se

dimentaban formando 2 capas de distinto aspecto, con igual actividad e!
zimátioa en ambas, pero con un mayor contenido en células enteras en la

inferior. Sin embargo, por más cuidado que se tuvo en la separación de

las capas, siempre 1a capa inferior se oontaminaba con células enteras

y sobre todo con residuos de paredes.

Estos problemas se resolvieron cuando se adoptó 1a técnica de pre
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tratar las células con mercaptoetanol y EDTAantes de incubar con Jugo

de caracol. Esto hace que con la mismaactividad final, el tiempo de ig

oubación con jugo de caracol se reduzca a 1a mitad o menos. Con estezmg

cedimiento la preparación de la enzima se hizo además muyreproduoible

y se formabanlos protoplastos prácticamente libres de células enteras

sin digerir y de residuos de pared celular. Se observa al microscopio ,

que el pretratamiento per se produce un leve cambio en el aspecto de
las levaduras.

Durante el lavado de los protoplastos por centrifugación, se notó

que mientras en la primera centrifugación, cuando tienen aún el;flgo de

caracol, el sobrenadante es limpido, en las sucesivas oentrifugaciones
es turbio. Esto significaría que hay algo en la primera oentrifugaoión

que protege a los protoplastos que se pierde luego. Se hizo un ensayo

tentativo de protegerlos con albúmina y con manana, pero sin resultado

Se encontró una mejora evitando el uso de material de vidrio en esta g

tapa y resuspendiendo los protoplastos con máximocuidado. Esta labili
dad con material de vidrio seria similar aunque no tan pronunciada,ala

encontrada por Rodbell (110) con células aisladas de tejido adipoeo.

Eddy (5) describe partículas subcelulares de levadura, observando
con contraste de fases. No observa la membranaoitoplasmfitica después

de romper el protoplasto. Se intentó seguir la suerte de la membranaqi
toplasmática después de lisado el protoplasto, pero sólo fue posible
en aquellos casos donde se rompian apenas y quedaban casi enteras (fi

gura 23) con organelas adheridas. En la figura 16 ae ve cómose está

liberando un protoplasto, Quegeneralmente ocurre en 1a zona de menor

curvatura de la pared. En la figura 17 vemos qué ocurre cuando se song

te a choque oamótiooun protoplasto que en parte se encuentra dentro

de la célula. En la figura 18 vemosdos típicos protoplastos) en unotb

ellos se mantiene unida una pequeña esfera que pensamos se trata del
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protoplasto del brote. En la figura 20 observamosel resultado del cho

que osmótico descripto en "métodos" sobre el protoplasto. Quedaposiblg

mente la vacuola entera y la membranacon organelas adheridas pegada a

la vacuola. Con el tiempo 1a vacuola también se lisa. En la figura 24

se ve el aspecto de un preparado enzimítico usual, obtenido con pretra

tamiento con mercaptoetanol y EDEA(segunda técnica de preparación de

la enzima, ver "métodos"). Es posible que cuando los protoplastos se

rompan completamente la membranase arrolle y se confunda con una orga

nala. Algo similar se describe en membranade esferoplastos de E¿ggli
(lll) y en membranascitoplasmáticas de hígado (112).

E1 hecho que células enteras (tabla VI) tratadas con meroaptceta 

nol y EDTAtengan un 27%de la actividad del extracto usual, es un re

sultado dificil de interpretar. Por el brillo que siguen teniendo las

levaduras a1 microscopio, parece poco probable que la membrana se hu 

biera dañado por el tratamiento con mercaptoetanol y EDTA.Según Lan 

pen (36) este tratamiento libera manana-proteína. No mencionaun efecto

sobre 1a membranaoitoplasmítioa. Se supone que in vivo el CDP-mamesse

biosintetiea intracelularmente y no atraviesa la membranaoitoplasm‘ti

ca. La primera etapa en 1a biosinteeie del manano(ver más adelante)pg
dría ser una transferencia de 1a manosaa un intermediario que puede a

travesar la membranacitoplasmática. ¿Cómopueden entonces células ent;
ras mostrar incorporación? Una de las explicaciones que respetaría lo

dicho respecto de la impermeabilidad de la membranain vivo a1 CDP-mana

sa, es que aunque el tratamiento con mercaptoetanol y EDTAno la hace

impermeable a otros solutoa, sí la hace permeable al ODP-manosa.Tambi€n

podría ser que unas pocas células que aparecen cpacas, y por consiguiqg
te tengan un orificio por el cual penetra el GDP-manosay sea en ¡stas

donde hay síntesis del manana.

Una vez lavados los protcplastos, se intentó obtener una manana
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sintetasa libre de enzimas no eedimentables y lo más homogéneaposible

en el sentido de las partículas subcelulares que contiene. Se determi

nó que es relatiVamente estable al lavado con buffer (tabla VII) pero

no si se diluye en una sola operación (H en tabla IV el efecto del da

que osmótico violento). Tampocoes estable al sonicado y el tratamieg

to con detergentes (tabla XVy XVI). Estos hechos podrían indicar que

la enzimaesta constituida por un sistema estructural complejo sobre'g
na membrana.

Con la enzima sedimentable (primera técnica de preparación,ver"má

todos") se detectó repetidamente una actividad que liberaba un produc

to soluble en etanol 66%y que no migraba en un campo eléctrico. Como

también actúa sobre manosa-l-P (ver table XI), es posible que sea una
fosfatasa. Parte de esta enzima se encuentra en el sobrenadante de 

100.000 Ig. En una ocasión, se observó una activación sorprendente de

este enzima por simple dilución con buffer pH 7,5. El experimento se

ensayó en otra ocasión pero no se reprodudo. Si se prepara le enzima 

rompiendo las IeVBduras con una prensa comola descripta por French y

colaboradores (113), casi todo el producto formadoresultó ser no pre
cipitable por etanol 664.

Podria ser que esta actividad está relacionada en alguna forma al

sistema enzimática de la mananasintetase. Indicaríu una falta de aceg
tor o algún tipo de desacoplamiento.

Conlas incubaciones prolongadas con jugo intestinal de caracol

que se hacian inicialmente, se detectó repetidas veces actividad de mg
nano sintetasa en el sobrenadante de 20.000 ¡3. A1pretratar con mer 

captoetanol y EDTA(ver "métodos”) y reducir consecuentemente el tiem

po de incubación con jugo de caracol, se encontró que casi toda le eo

tividad es sedimentable (ver tabla IX).
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Propiedades de la enzima

En algunos pocos preparados ee observó una curva de tiempo que ee

achataba después de una hora cuando usualmente era lineal hasta laa 2

horas. Esto puede deberse a que eea un preparado con menosaceptor en

dógeno (a la mezcla de reacción no se le agrega aceptar). Ineeperado

fue el erecto del In++. Comono ae esperó un efecto específico tan pra

nunciado, inicialmente ee trabajó con Mg+*en la reacción ya que ae

vic que un complejante comoel EDTA(tabla XIV) inhibía. También acti

van en menor grado el Fe+*y el Co++. La curva de actividad en función

de la concentración de ¡ln!Hee bif‘aica (figura 33 B). Se notó un in 

cremento inicial muybrusco de la actividad, para aumentar luego más
lentamente.

La curva de pH muestra un rango muyamplio de actividad, que va

ein modificarse mayormente de pH 5,5 a pH 7,2. Se doea usualmente a pH

6,5. El pH fisiológico de S.cerevisiae ee aproximadamente6 (114). La

caida brusca de actividad a pH mayor que 7 puede aer debido a que el

Mn++comience a preoipitar sustrato o complejarlc mejor. Tambiénpuede

ser que eea un efecto de falta de aceptar. En experimentos que ae die

cuten más adelante sobre 1a eedimentabilidad del mananaen estado nat;

vo, ae ve que un tratamiento a pH 7,5 lo aolubiliza. Puede ser que en

eeae condiciones no funcione comoaceptar.

La constante de liohaelie ee 5 x 10-4I.

Comparandolae rectas obtenidas en la figura 35 vemosque el cfeg

to del Hn++ea al mismo tiempo, de aumentar la velocidad máxima como

disminuir la con-tante de Hichaelie. Los datos de este experimento, cg

rrigiendo aproximadamentepor haberse usado cantidades diltintae de en

zima, explican una activación de cuatro veces. En la tabla XII ee obaq;
v6 una activación de lO vecee.

Loa datos de especificidad de la enzima, sirven una vez mae para
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confirmar a los nucleótidos - azúcares comosustratos de las enzimas

que biosintetizan uniones glicosídicas. Vemosque hay una incorpora

ción despreciable tanto con manosa libre comotambién con mamas-1—P.

Luego, el camino tiene que ser de manosa-l-P a GDP-manosay no a la

inversa. En la levadura se ha descripto solamente el CDP-manosacomo

nucleótido azucar de manosa. Igualmente se ensayo ADP-manosa.Un s6

lo caso se ha descripto de manosaunida a otro nucleótido que no n¿p

ra el CDP,y es a la timidina di-fosfato en Streptomvces griseus(115)
e interviene en una reacción de interconversión de azúcares y no en

síntesis de un polisacárido.

Los ensayos efectuados para detectar el requerimiento de un a

ceptor fracasaron. Se ve en la tabla XVIque el mayor factor de act;
vación obtenido esta muypoco por encima del error experimental. Co

mose verá en el estudio de la estructura del mananabiosintetizado,

éste se forma con una estructura igual a la del natural uniéndose ug
rias manosas en forma consecutivn. Este hecho Junto al de no encon 

trar efecto de aoeptor, podría indicar una gran especificidad de la
enzima por el aceptorl ninguno de los agregados le sirve y en el en

dógeno adiciona manosas sólo donde "corresponde". Este resultado es

de esperar por otro lado, si el sistema de síntesis fuese uno espe 

cialmente ordenado, asociado a una membrana.El aceptor tendría en

tonces que estar unido a esta membranay todo el aceptor libre que

se agrega a la mezcla de reacción no es activo. Comose vio en losrg

sultados el mananaestá efectiVamente unido a una partícula, que de
bería ser la mismaa la cual está unida la enzima.

En algunos preparados hechos por la primera técnica (ver "méto

dos") se observó que de la actividad del extracto total se recupera

ba anormalmente poco en el sedimento. Se encontró sin embargo que bg

bía algo en el sobrenadante, gie aotivabs al sedimento. La tabla XVIII
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muestra algunos experimentos negativos y otros positiVos, realizados con

extractos totales que al centrifugar se comportabande esa forma anormal.

En el mejor caso se obtuve una activnción del 700%. Este puede ser un {g
nómencsimilar al que ocurre cuando se trata mitccondrias de tal forma

que pierden un componenteesencial para que fosforils el ADP,ya que ta!

bién en nuestro caso se trata de una partícula (el sistema enzimático )
que pierde un factor soluble.

Estructura del mananabiosintetizado

El estudio de la estructura se ha basado en la técnica de degrada 
ción química parcial del mananode Lee y Ballou (23). Comose vio en los

resultados, produce una mezcla de oligosaoáridos de mananocon un rendi

miento del 70% (incluyendo 15-20% de manosa libre), de manera de poder

excluir la posibilidad de que se está estudiando sólo una parte del mat;
rial biosintetizado.

Para identificar a los cligosaoáridos formadosen la acetólisis, se
los sometió a una cromatografía con el mismosolvente (el solvente E)que

usaron Les y Ballou y se los reconoció por su RF. Posteriormente se adqn
tó el solvente C que resuelve la mezcla igualmente bien pero mucho más

rápidamente.

Se ha demostrado 1a casi identidad del mananoenzimático con el e1

traIdo de las paredes celulares de S.car1sbergensis. La ensima es aparsg
tamente incapaz de catalizar la formación de la unión 1--93. Tambi‘n

se demostró que la enzima agrega por lo menos tree manosas en forma con

secutiva. Esto querría decir que sintetiza todo el polisacfirido y no a

grega solamente manosas a los extremos_no reductores del manana endógeno

del preparado enzimático.

Por la estructura que posee el manana, es evidente también que se
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está biosintetiZBndo la unión l-96, aunque el métodode aoetólisis así
comose aplicó, no permite aislar oligcsacáridos con uniones l--46.En

la figura 4 se explicó comola acetólisis produce por ejemplo al disacá
ridc. Al reducir luego a este con boro hidruro de Na e hidrolizarlo, se

vio que la manosay el manitol tenian la mismaradicactividad. Como el

manitol originariamente habría formado parte de la cadena fundamental

del manana, se deduce que ésta fue formada por la enzima in vitro.Elndg
morazonamiento se puede hacer con el trisacárido.

Mecanisag de transferencia de la manoea del GDP-manosaal manana.

Munch-Petersen (75) describió en leVadura la pircfosforilasa de<3DP

manosa. La obtuvo por autólisis en forma soluble. En otros casos des 

criptos de pirofosforilasas de bacterias y de hongos, se obser1a siem 

pre que se trata de enzimas oitoplasmáticas y solubles. Nohay entonces

hecho alguno que pueda indicar que el GDP-manosano ee bicsintetiza en

el citoplasma. Pensamos que es pooc probable que exista un mecanismopg

ra transportar GDP-manosa,compuesto insoluble en lípidos a través de

la membranacitoplasmática, al sitio donde se encuentra el mananaen la

pared celular. (Existen sin embargo, resultados recientes de Roseman 

(116) y Pog3n1117), que hacen dudar si la hipótesis de G-Managc (118),

de la impermeabilidad de la membranacitoplasmática a los ¿stereo {está
ricos, tiene validez universal). De manera que hay dos problemas a re 

solver: l) dónde está ubicado el sistema enzimático que bioaintetiza al

mananay 2) cómollega la manosa del citoplasma a la pared celular (ver

figura 45). Este punto se trata másadelante al discutir qué nucleótidc
se libera paralelamente a la síntesis de manano.

El intento de identificar la partícula a la cual se encuentra aso

ciada la actividad de la mananasintetasa, se efectuó cuando no se ha 
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bía desarrollado aún el método de preparación de la enzima con preincu

bación con mercaptoetanol y EDTA.Esta preparación (primera técnica, ver

"mátodos") contiene comose mencionó, residuos de paredes celulares par

cialmente digeridos (figura 22) y algunas células enteras.

Se pensó que si se obtenía un fraccionamiento efectivo, suponiendo

que la actividad se encuentre en las membranascitoplasmáticas, éste po
dría servir para identificar la partícula a la cual se encuentra unidala

enzima y ademas para purificarla. Sin embargo, la mayor actividad de ma

nano sintetasa se observó en las bandas que contenían los residuos de pg
redes. Hay que recordar además que las membranascitoplasmaticas libres,

si es que existen, no se han podido reconocer al microscopio óptico.

En el gradiente que se representó en la figura 28 se ve que el mana

no se encuentra en las mismas bandas que la enzima (ver figura 28 ).Esto

es una confirmación microscópica de lo dicho ya que el mananoestá en 1a

pared.

A pesar entonces de que no se pudo demostrar, se sigue pensando que
el sistema enzimático de la mananasintetasa se encuentra asociado a la

membranacitoplasmátioa. El hecho de que los preparados enzimátioos que

se obtienen con preincubación con mercaptoetanol y EDTAsean aotivos,dqg

cartan a los residuos de paredes celulares comositio de la síntesis, ya
que en estas enzimas estos residuos han sido digeridoe completamente.

Hanaparecido recientemente trabajos sobre 1a biosíntesis del compa

nente polisaoárido de paredes celulares de bacterias en los cuales desde!

tran que el nucleótido se libera comomono-fosfato, quedandoel otro fc;

fato del nucleótido di-fosfato azúcar, unido al asúoar (73),(ll9),(120).

En la primera etapa se forma una unión pirofosfato con un compuesto 1122

soluble. Este sería el que atraviesa la membranacitoplasmática y luego

transfiere el azúcar al aoeptor en 1a pared celular. En el caso del in 

termediario liposoluble que interviene en la biosíntesis del antígeno 0
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de Salmonella, este sería un terpeno (121).

Comoel sistema que sintetiza mananoes similar en cuanto sustrato

y producto se encuentran separados por una membrana(ver figura 45), es

especialmente importante determinar en qué forma se libera el nucleóti

do en la reacción. Si fuese como GMPpodría ser que opere un mecanismo

similar al de paredes de bacterias mencionado.

También podria operar un mecanismo como el propuesto por Northoote

y colaboradores (122) (123) para polisac‘ridos extracelulares de plan 
tas, en el cual el mananadebería preformarse en una vesícula citoplas

mática, y ser incorporado a la pared al ser ezoretado dentro de esa ve
sícula a través de la membranacitoplasmática.

El dibujo de la figura 45 en 1a cual se representó la reacción glg
bal de biosíntesis del msnano, se ha ubicado cada compuesto en la parte

de la célula en la cual se cree está in vivo. Se ve esquematizado así,
cual es el problema de compartimientos que interviene en 1a biosíntesis
del manana.

citoplasma membranaoitoplasmátioa pared

GDP-manosa manana

Figura 45! Ubicación de la mananosintetasa en la celula. La membranaq;
toplasmática sería impermeable el GDP-manosay al manano.

Los resultados que se obtuvieron (ver tabla XXIII) indican que en

la reacción se forma efectivamente GMP,al mismo tiempo que se forma GIüu

La relación mananaa GMPsintetizadas varía entre 2 y 6 aproximadamente.
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O 1 OSe determino en un experimento con GDP-manosa4C solo, que no hay prac

ticamente formación de manosa-l-P de manera que se descarta que el GMP

se forme por la pirofosfatasa de levadura que cataliza la reacción(l24)t

GDP-manosa-———-D GMP+ manosa-l-P

No pudimos demostrar qué produce la variabilidad en la proporción

de GDPformado, que en muchos experimentos supera a la de manano.Una e;

plicación posible sería que en los experimentos que dan GDPen exceaaqg
túe la enzima contaminante que describimos libera un producto soluble

en etanol 66%y podría estar catalizando la reacción:

GDP-mancsa-———0 GDP+ mancsa

De estos resultados se deduce tentativnmente que la reacción detdg
síntesis del mananaes:

(¡+y) GDP-manosa+ acepázf endógeno-—+zGDP+yGMP+(x+y)manosil-aceptor
(desconocido)

Se pueden formular varias hipótesis de mecanismosde transferencia

de manosa del GDP-manosaal manano, y que contemplen la formación de CDP

y GMP.Para demostrar si alguna es correcta,habr{a que fraccionar el pro
ceso de síntesis del mananoen etapas intermedias y seguir la suerte de
la manosa en cada una.

Ia estructura del manancque dedujeron Peat y Ballou y sus respect;
vos colaboradores, sugiere algunos mecanismosposibles de síntesisáaigran

ramificaoión,hace difícil imaginar una enzimadel tipo de la ramifioante

de glucógeno(l25),que fuese la encargada de formar las ramas laterales.

Másbien parece que la cadena fundamental y las laterales,se forman siqu
táneamente. Se puede incluso suponer un mecanismo en el cual se for
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mael polisaofirido por el agregado de di, tri, y tetrasacárido (tal oo
mose los aisla en la acetólisis) convenientemente actiVBdos. A1 combi

narse estos por uniones 1--96, formarían automáticamente la cadena fun
damental del manana.

Comoel mananacontiene fosfato en su estructura, podria ser que

este provenga de una manosa que no se transfirió comotal sino comome

nosa-l-P. Para explicar la formación de hasta un 33%de GMP(respecto

del mananasintetizado, ver tabla XXIII), el mananade S.car1sbergensie
74 debería contener un porcentaje mayor de fosfato que el determinado 

por Mill en S.cervisiae (12). En este sentido, podria ser interesante y;

tentar preparar una enzima que forma el mananode Hansenula wiggeii que

tiene un alto contenido de fosfato en su estructura (18). Unadeterniqg
ción de los sub-productos formados podría mostrar un relativo aumento>en

1a liberación de GMPrespecto de GDP(en el supuesto caso de que tam 

bién el GDP-manosasea el sustrato).

Comose mencionó, en los mecanismos en los cuales se han demostra

do la intervención de intermediarios lípido-azúcar, este se transfiere

con un fosfato. Un mecanismode este tipo podría explicar tambien late;
mación de GMP.Habría que suponer que la manosa atraviesa la membrana 

citoplasmática por ejemplo comoun tri-mano fcsfo-lípido. De esta for

ma por cada tres manosas que son transferidas una se transfiere comomg

nosa-l-P y da comosubproducto GMTy las otras dos se transfieren como

manosa y consecuentemente dan GDP.

La estructura del mananaque se describió, se efectuó sobre el prg
ducto extraído con ¿losli y purificado con Cu++. Comoen la estructura

in vivo contiene fosfato y está asociado por lo menosa una proteína,el
estado de las propiedades del mananoextraído en condiciones relativa 

mente muysuaves, puede enseñarnos algo adicional sobre el mecanismode

la reacción de biosíntesis y aclararse algún aspecto desconocido de su
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estructura.

Comoel mannnobicsintetizado, al igual que la enzima que cataliza

su formación es eedimentable (ver tabla XXIV),se estudió el efecto de
distintos tratamientos sobre esta sedimentabilidad.

El efecto del pH sobre la eolubilisación del mananoes sorprenden

temente pronunciado. En ensayos que se hicieron a pH 7,2 con fosfato,se

producía la mismasolubilización que a pH 7,5 mientras que a pH 6,5 pe;

maneoeasociado a una partícula; o sea, un cambio en menos de una uni 

dad de pH cambia drásticamente su sedimentsbilidsd. Se observa además ,

un efecto propio del buffer usado. El fosfato e un mismopH libere sie!

pre más manano que el imidazol (tabla XXV).

Comoa pH 7,5 la liberación se produce igualmente bien a 30°oomoe

100°, se pensó que podía tratarse de dos efectos. A temperatura nenor ,

actuaría una enzima solubilizante endógenomientras que e ebullición eg
ria una unión relativamente lábil que se degradaría químicamente. Para

probar esto se hizo el experimento que se describe en la figura 44y'que

parece indicar Justamente la aristencia de dos efectos. Por pretrata -—

miento con calor el enzimática se pierde mientras que el quimdcono se
modifica.

Sin embargo, una observación efectuada paralelamente con microsco

pio, demostró que por efecto del aumento de pH las partículas del extngg

to enzimático que se encontraban en parte agrumndas, se disgregan.Si el

mananaestuviera ocluido en material aglomerado, podría ser que se tra
te de un efecto fisico.

Se estudió entonces, aprovechando que se disponía de un pretratamieg
to que evitaba que el manancse solubilisare e pH mayor que 7, el efec

to de diferentes enzimashidrolíticas (ver tabla XXVI).Este solubiliqg
ción del mananola interpretamos tentativamente en base a l) lo que se

conoce de 1a estructura del manano, 2) su posible asociación a otros oq!
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ponentes de ls pared que surge del estudio de le ubicación del msnsno(ver

"introduceión") y 3) la acción específica de oada enzima ensaysds. En la

figura 46 están indicndos los distintos componentesde la pared celular

06m0podrian estar ordenados y lOs sitios donde sotusrían las enzimas hi

drolíticas. En un ensayo que no está en la tabla se comprobóque ribonu 
olessa no actúa olubilizando al manana.

Para poder confirmar este esquema habrá que encontrar un método para

identificar s los mananosobtenidos por los tratamientos con las distin
tas enzimas.

pronnss
tripsins+quimotripsins jg-gluoanasas de

fosfodiesterase papains Jugo de caracol

Hïn

Han Msn oII u
eee acerco-P4ooeeproteímnasales-esooestructura

OH (__ ) luble (gluoano)

EDTA+ meroaptoetanol

Figure 46: Posible sitio de acción de las enzimas hidrolítioas ue actúan
solubilizando al manana. La proteins que se sisla comocomple

Jo manana-proteins, contiene puentes di-sulfuro sensibles s reducción,tqg
bién por una enzima mitooondrial (39). El fosfato representa el 10%quelg
proximsdsmentecontiene el mansnoaislado con ¿loali (12), pero podría 
ser que hubiera uno que actúa de puente entre el mananay la proteins y
que no se haya detectado. Ls unión entre el msnano y la proteins puede —
ser mediante uns unión éster (26).
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