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INTRODUCCIOI

Gliconroteinasl estructura¡ funciones 1 biosintesis.

Gran parte de las proteinas sufren una modificación importante
al unir-elos covalentemente oligosacáridos de diversos tipos; en base
a lo cual se les denominaglicoproteinas. ln este grupo quedan inclui
das proteinas que pueden funcionar desde moleculas estructurales en
los tejidos de sost‘n, hasta enzimas, hormonas, anticuerpos o receptg
res celulares, encontrandoseles en todos los seres vivos.

Uniones lico 6 tidicas; ls una caracteristica relevante en la estrug
tura de estas proteinas el tipo de unión que se establece entre la ca
dena de azúcares y el polipeptido; encontrándose que hay tres variedg
des (F13. l). En la primera. unión glicosilamina. el oligosacárido e;
ti unido al grupo amido de la asparragina. siempre a través de 1a N-g
cetilglucosamina del extremo reductor. La unión O-glicosidica a la s3
rina o treonina. puede ocurrir a través de la N-acetilgalactosamina.
galactosa, manosao xilosa; mientras que con la hidroxilisina unica­
mente ocurre con la galsctosa (Tabla I)

Cada tipo de unión presenta un comportamientodistinto al trata
miento alcalina (2). La unión a la serina o treonina es lábil al alcg
li 0,1 N a temperatura ambiental. la unión a la asparragina requiere
un tratamiento con alcali ZNa 10000; mientras que 1a unión a hidroxi
lisina es estable en estas condiciones.

Se ha planteado si existe alguna secuencia especifica de aminoá
oidos rodeando al aminoácido sustituido por las cadenas de azúcares.
dado que esta secuencia podria ser una señal para que ocurra dicha
sustitución. Del estudio de muchasglicoproteinas se llegó a estable­
cer que la secuencia AspN-I-Ser(Tre), siendo X cualquier aminoácido.
se encuentran en todos los casos que la asparragina esta glicosilada,
con excepción de la fosvitina. esta proteina se caracteriza por te­
ner un gran númerode residuos de fosfoserina en la vecindad de la
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Figura l. Tipos mas 1moortantea de unión lico e tidica (1).

unión glicepeptidica (l). Esta secuencia caracteristica es hacia el e;
tremo C-terninel de le asparragina glicoeilada; para el extremo N-ter­
minal no se ha detectado ninguna secuencia especial.

Jackson y Hire (3) sugirieron del estudio de varias glicoprotei­
nas, que cuando X es un residuo polar la cadena de azúcares es comple­
Ja, es decir que además de N-acatilglucoeamine y manosa tiene otros
azúcares, comogalactoaa. fucosa y ácido siúlico; en cambio cuando X



Tabla I. Uniones glicopeptidicgg en glicoproteinasíl)

Aminoácido Azúcar unido Glicoproteinas
sustituido al aminoácido

Asparragina N-acetilgluco- Proteinas plasmáticas. hormo­
nas. inmunoglobulinas, enzi­
mas, ovoalbúmina, membrana bg
sal. membranaplasmática. queratan sulfato de la córnea.

Betina, N-acetilgalac- Secreciones mucosas, inmuno­
treonina tosamina globulinas, fetuinas, membra­

nas plasmáticas. gonedotropi­
na coriónica. queratin sulfa­
to del cartílago, glicoproteí
na depresora del punto de fu­
sión en el pez antirtico.

Serina, Galactosa Colágeno de la outicula de
treonina los anólidos.

Serina. Hanosa Pared celular e invertasa de
la levadura, glucosamilasa
del Aspergillus niger, colas;
no de la cuticula de la alme­
1.o

Serina Kilosa Proteoglicanos

Hidroxi- Galactosa Colágenos, membranasbasaleslisina

Hidroxi- Arabinoea Paredes celulares de las plan­
prolina tas.

Hidroxi- Galactosa Paredes celulares en algas ve;
prolina des.

es un residuo apelar la cadena unicamente lleva N-acetilglucosamina y
manosa. Sin embargo cuando se tuvo la secuencia de aminoácidos de un
númeromayorde slicoproteinas, se encontró que tal hipótesis no era
aplicable en todos los casos. Es más se ha determinado que la secuen­
cia AspN-I-Ber(Tre)no es condición suficiente para que ocurra la gli­
oosilación de la asparragina. Hunt y Dayhoff (k) encontraron en 26k



proteinas, 101 secuencias AspN-I-Ser (Tre), de las cuales solamente
20 tenian oligosacárido unido. Esto estaria indicando que la glicoei­
lación no ocurre en algunos casos por no disponerse de las enzimas ng
cesarias, o bien porque existe un impedimentoesterico que proviene
tal glicosilación. Unesenplo es el de la ovoalbúaina, que lleva uni­
do un oligosaclrido a la asparrsgina en una secuencia AspN-X-Ser(Tre);
pero tiene otro tripóptido (AspN-Leu-Ber)que no se encuentra glicosi­
lado (5). Otro ejenplo es el de las ribonucleasae panoreáticas A y B
de bovino. La B esta glioosilada en la asparragina que ocupa 1a posi­
ción 3h; nientras que 1a A. teniendo identica secuencia de aminoáci­
dos, no lo esti. No puede desoartarse que la torna A haya estado ori—
ginallente glicosilada y que 1a cadena fue resovida posterior-ente (6).

la: su: peca inter-ación sobre la secuencia de aminoácidos que
rodea a la unión o-glicosidica a la serina o treonina. encontrándose
que en la zona donde se ubica la cadena de azúcares hay muchos resi­
duos de prolina. Hagopisnet al. (7) encontraron que una I-acetilglu­
cosaninil transferasa de ¡lindulas sub-axilares de bovino transfiere
el 80%de la I-acetilgalactosanina a una sola treonina de la proteins
A1de 1a mielina. 1a cual en estado nativo no es una glicoproteina.
La treonina slioosilada tiene hacia el extremoc-terninal 3 residuos
consecutivos de prolina, seseJante a la que ocurre en 1a inmunoglobg
lina G, donde1a treonina glioosilada tiene 3 prolinas hacia el entre
no C-terminal, si bien el adyacente ee cistina. Sin embargoen 1a gli
coproteina depresona del punto de fusión del pes antirtico. el amino­
acido que rodea a la treonina glicosilada es alanina. ya que esta prg
teina se encuentra formadaunicamente de alanina y treoninaíl).

Del estudio secuencial de coligenos de varias fuentes se despreg
de que las hidroxilisinss glicosiladas estan en la secuencia Gli-I­
(0H)Lis-Gli-I-Arg. en ls cual X e Y son aminoácidos variables (1). Sin
embargoen los oolágenos no se glicosilarian todas las hidroxilisinas
que se encuentran en la secuencia adecuada (8). Se da también el caso



de que existiendo la secuencia apropiada para lagflicosilación de la ha
droxilisina, esta no ocurre por falta de las enzimas correspondientes;
por ejemplo el colágeno del Nematusribeesi contiene 3? residuos de hi
droxilisina y ninguno está glicosilado, lo cual hace que funcione; co­
mobuen aceptor con la galactesiltransferasa de riñón para formar la
secuenciagalactosil-hidrozilisina (9).

Tipos de cadenas de carbohidratos. Las cadenas que se unen a la aspa­
rragina pueden ser de dos clases. una simple que consiste solamente de
N-aoetilglucosaminas y manosas; y otra compleja. que lleva además N-a­
cetilglucosaminas externas, galactosa, fucosa, y acidos sialicos y en
un caso (bromelina) xilosa (Tabla II).

Cuandose trata de oligosaoáridos simples el peso molecular es­
tá en un rango de 1200 a 2000. en el caso de los complejos es de 2000

a 3000. En ambos casos la N-acetilglucoeamina que se une a la asparrg
gina lleva unida otra N-acetilglucosamina, formandoel residuo de di­
N-acetilquitobiosa. es decir N-acetilglucosaminil (1É19' 4)-N-acetil
glucosanina. Esto se encuentra en casi todos los casos, comose ve en
la Tabla II. Se han descripto excepciones, comoel de la inmunoglobu­
lina E que tiene un oligosacárido unido sin formar el residuo de di­
N-acetilquitobiosa (11).

El número de cadenas de azúcares varia de una glicoproteina a
otra. Para el caso de la ovoalbúminahay una sola. en la 2-micro‘lo­
bulina hay 31 por molécula. En algunos casos en la misma molécula se
encuentran los dos tipos, el simple y el complejo, cono en 1a tiroglg
bulina humana (1).

Los oligoeacáridos unidos a la serina o treonina por medio de
la N-acetilgalactosamina, llevan ademásácidos sialicos, fucosa. ga­
lactosa y N-acetilgalactosamina (Tabla III). En general estos oliga­
sacáridos están más densamente distribuidos que los unidos a asparra­
gina.



wwe(-LV'H

9‘Lru/p

¡”H
9‘“!

(II)aWIINdevknown:(-LW'Hí(-Lntoovniyamm:(-Lmu-nqot20unuu1

9dao3'sor

I?.809‘I¡{M(or)

ndav(Enmomhegtntoovm',í4;; 9 oz(-Le-avwz(-LWH“na-0:3

“dum(-LRIDOVNfi(-LtvogHrvrs

9'L)°¿{‘Lï'aa’°11:1)3¡unudev«aroma;human»4-;9¿gmhumana,4--Lnos;(-etusfnqorflounmI

d9'a‘yd>°

a;[°o(lnfll)

{(tmu(-mm<—‘°°(ntoovn)

p0'

d y»vIDmr¿("‘°(um=nm)“¿330.0

nev«Puman4-no

da‘3"‘3

IznaonxaiaIn;o;o:dooïïo

InopanqonJ

4.1‘II'IQ'J



Tabla III. Estructura de algunos oliEosacáridos unidos a serina o tre­
onina(lO).

Glicoproteina Estructura

Antigeno MN uma-593m1 15-) yucaalib Ser('1're)
del eritroci- N 42,6to humano

a ,9 orGlicoproteina NAcGall-+3Gal l——9BNAcGal-ñSer(Tre)
A subnaxilat «1,2 #2,6

Fu NAN

46 dGlicoproteina Gal 1-9 kNAcGal-9'Tre
antioongelante

En colágenos de 1a cuticula de los anélidos se encuentran unida­
des de carbohidrato unidas a serina o treonina por medio de la galactg
sa. Estas unidades son muysimples y consisten de 3 residuos de galas­
tosa unidos entre si por uniones (1-9 2). Tanbión la unión a serina o
treonina puede ser a traves de la manosa, comoocurre en la pared de
la levadura o invertasa y en la glucoamilasa del Aspergillus niger (1).

Las cadenas de azúcares de los proteoglicanos condroitin sulfato,
dermat‘n sulfato. heparina y heparin sulfato, estan unidos por medio
de la xilosa. Estas cadenas son más largas que las anteriores, llegando
a tener un peso molecular de 13.000 a 29.000. Bu estructura básica son
unidades repetitivas de disacáridos. en los cuales alternan ácidos uró­
nicos y N-acetilhexosaminas, con grados variables de N y.0 sulfatación.

A la hidroxilisina solamente se une galactosa. siendo la unidad
más compleja el disacárddo que se forma al agregarse una glucosa en el

4-2 de la galaotosa. Los ooligenos de poca organización, comoel de me;
brana basal, están mas densanente glicosilados que aquellos que presen­
tan una estructura fibrilar (12).

Algunas glicOproteinas tienen en su molécula oligosacáridos de



diferente tipo de unión al aminoácido y también de distinto grado de
complejidad (Tabla IV).

Tabla IV. Algunas Elicogroteinas con más de un tigo de oli sacárido(1)

Glicoproteina Simplea Complejob Unido a Unido a
Ser o Tre (OH)Lis

Tiroglobulina + +
(bovina)

Tiroglobulina + o e
(humana)

Inmunoglobulina e e
M (humana)

Inmunoglobulina + + e
A (humana)

Fetuina + +

Gonadotropina + +
coriónica (hu­
mana)

Membrana basal e +
glomerular (hu­
mana)

Cápsula del + e
cristalino

Proteoglicano de + +
1a córnea

a. Cuandosolamente hay N-acetilglucosaminas internas y manoeas.
b. Tiene ademásN-acetilglucoeaminas externas. galactosa, eiálicoa y

fucosa.

Por otro lado un oligoaacárido en particular puede presentar mi­
croheterogeneidad en su composición, lo cual ocurre tanto en glicopro­
teinas que tienen varias unidades o en aquellas que solamente tienen



una cadena (Tabla V). Esta microheterogeneidad se ha querido explicar
en base a una determinación genética, sin embargolas diferencias exis­
ten aún en una glicoproteina determinada proveniente de un mismoindivi
duo. La explicación podria estar en el mecanismode biosintesis o en la
acción posterior de glicosidasas.

Tabla V. Heteroseneidad en los oligosacáridos de alggnasgglicogrotei­
nasíl).

Glicoproteina Oligosacárido Variación

«2 macroglobulina (NAN-Gal-NAcGlu)-(Man -NAcglu)-NAcGlu-AspN n=0-4a n 3humana

Tiroglobulina (Man)n- NAcGlu-NAcGlu-AspN n=5cll
(bovina y humana)

Colágenoe Glu-Gal-(OH)Lis también
(Piel, tendón) Gal-(OH)Lie

Colágenos de cu- (Gal)n-Tre(8er) nal-3ticula (Lumbri­
cue Nereis)

Glicoproteina NAcGal-Gal-NACGal-Ser(Tre) desde NAcGal
glándula subma- / / hasta el pen­
xilar (cerdo) Fu NAN tasacárido

Fetuinab NAN-Gal-NAcGal-Ser(Tre) hay sin el
/ NANunido a

NAN la NAcGal

a.- Ocurre una heterogeneidad similar en otras glicoproteinas plasmáti­
cas, membranabasal del glomérulo, en las cadenas complejas de la
tiroglobulina y la ribonucleasa porcina.

b.- Hayuna heterogeneidad similar en la glicoproteina del eritrocito.

Función de los carbohidratos en las glicogroteinas. Aúncuando la función
biológica de muchas glicOproteinas está bien demostrada, muypoco se sabe
sobre la función intrínseca de las cadenas de azúcares. Muchasfunciones
han sido propuestas, pero muy pOCashan sido demostradas.
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(Tabla VI). En varios casos se ha encontrado que la cadena de azúca­

res no interviene en la función especifica de la ulicoproteina. La ri
bonucleasa pancreática A bovina, que está desprovista de azúcares,
tiene la mismaactividad enzimática que la B, la cual si lleva un oli
sosacárido, Ambasformas tienen, comose mencionó anteriormente, la
misma secuencia de aminoácidos.

Tabla VI. Funciones demostradas de los carbohidratos en las Elicopro­
teinas (12).

Función Ejemplos

Aumentala viscosidad de Glicoproteina submaxilar ovina
las secreciones mucosas
Baja el punto de fusión Glicoproteinas sóricas del pez
del suero sanguíneo antártico.
Regulación hepitioa del Glicoproteinas plasmáticas
sstsbolisso de las pro- y hormonas
teinas circulantes
Sitios receptores de virus Glicoproteina del eritrocito re­

ceptora del virus influenza
Antigenos de la superficie Glicoproteinas My N de los eri­
celular trocitos.

La actividad de anticuerpo de las inmunoglobulinas, no se encueg
tra asociada a su cadena de azúcares. La remoción parcial de azúcares
de la inmunoglobulina Mno afecta sus propiedades inmuhológicas, aun­
que si afecta su solubilidad (13). Si los carbohidratos participan en
laantigenicidad de los aloantigenos no se deberia a los azúcares peri­
féricos, pues la remociónenzimática del ácido siúlico y la galactosa
no cambia la actividad del antigeno H2 (1k). En el caso de los tipos
sanguíneos si es evidente que los azúcares determinan su capacidad an­
tigónica.

La remoción enzimática del ácido siálico de varias hormonas, ha­
ce que pierdan su acción especifica in vivo, debido a que desaparecen
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rapidamente de la circulación, siendo captadas por los hepatocitos (15)
La captación hepática de las asialoglicoproteinas se ha demostrado pa­
ra el orosnmucoide, la gonadotropina coriónioa humana, ceruloplasmina,
baptoglobulina,°(2 macroglooulina, tiroglobulina, (etuina, hormonafo­
lículo estimulante‘ siendo una excepción la transferrina. Dicha capta­
ción es inhibida por los asialoglicopéptidos, lo que indica que la de­
terminante es para el carbohidrato y no para toda la molécula. Cuando
ademásdel siálico se elimina enzimáticamente la galactosa, la vida
media en la circulación vuelve a su valor normal (16). El receptor pa­
ra las asialoglicoproteinas es a su vez una glicoproteina de la mam­
brana plasmática del hepatocito. Dicha glicoproteina contiene acido
aiilico, ai óste es removido con neuraminidasa desaparece su función
de receptor (17).

Se ha sugerido que los azúcares agregados a la proteina consti­
tuyen una señal para su secreción celular; pero la albúmina sórica.
tripaina. quimiotripsina. elastina y ribonuoleasa A salen de la cólu­
la sin ser glicoproteinas (lo). En el caso de 1a inmunoglobulina M
(78), se encontró que para ser secretada y formar el pentómero (198)
se requiere el agregado de azúcares perifóricos (18).

El colágeno tiene la capacidad de agregar las plaquetas, pero si
es previamente tratado con galactosa oxidasa desaparece dicha función.
Comola membranade las plaquetas tiene una UDP-glucosa: galactoailhi­
droxilisina (collgeno) glucosiltransferasa y el colágeno tiene galactg
aan solas unidas a hidroxilisina. se ha sugerido que la base de la in­
teracción colágeno-plaquetas es una interacción enzima-substrato (l).
Esto seria un caso especial del mecanismopropuesto por Roseman(19) se
gún el cual la glicosiltranaferasa de una superficie celular se fija al
aceptar apropiado de la superficie de otra cólula, formándose un complg
jo enzima-substrato y que explicaría a nivel molecular el fenómenode
la adhesión celular.

Biosintesis. Se ha propuesto, en base a una serie de evidencias experi­
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mentales, la ruta que seguira la uinteelu en una cólula secretaria de
una glicoproteina del tipo aopnrragina (F15. 2). El primer evento (a)
seria 1a sintesis del polipéptido en los ribosomas unidos a membrana
en el reticulo endoplásmico rugoso (RER). Cioli y Lennox (20) han de­
mostrado que solamente los ribosomas unidos a membranasintetizan in­
muúoglobulina en células de mieloma, usando marcadores radioactivos
de membranaspara asegurarse que los ribosomas libres no están conta­
minados con membranas.

88
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Figura 2. Modelode la sintesis 1 transporte de una Elicoprofieina.
RER:reticulo endoplásmico rugoso; REL:reticulo encoplasmico liso,
M: membrana plasmática.
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Los azúcares internos se incorporarían en el RER(b), según se
ha visto al marcar células in vivo con glucosamina radioactiva y lue­
go hacer un fraccionamiento subcelular (21). Tambiénse ba encontrado
estudiando una glicoprotoína específica, p.e. 1a inmunoglobulina M,
que la N-acetilglucosamina y la manosa se incorporan en el RER(22,
23). Hayevidencias de que la glicosilación se iniciaría en el p6p­
tido naciente, pues ha sido posible obtener dichos péptidos marcados
con glucosamina. Si bien nunca se ha demostrado que se incorpore una
sola N-acetilglucosamina comosería de esperar si el agregado fuera
secuencial (24-27). Comono se ha encontrado AspN-NAcGlu-tRNAo NAC

Glu-t RNA,no hay fundamentos para pensar que la formación de la u­
nión NLoGlu-AspNeste codificada directamente a nivel de RNAmensa­
Jero (28,29).

A medida que la glicoproteína se desplaza en el retículo endo­
plasmico recibiría los azúcares restantes (c). La glucosaminaee in­
oorpora también en el retículo liso y correspondería a N-acetilglucg
saminas externas (21). Ungran númerode glicoproteinas tienen la s2
cuencia terminal Sia1-9 Gal-9 NAcGlu,habiendo sido posible prepa­
rar el substrato respectivo para cada slicosiltransferasa tratando
una glicoproteína de este tipo secuencialmente con neuraminidasa.
-galactosidasa y N-acetilglucosaminidasa. Al hacer un fraccionamien­

to subcelular de estas transferasas se encontró que se acumulanen la
fracción rica en aparato de Golgi (30). La proteína del mielomaaisls
da de retículo liso tiene glucosamina, manosay galadtosa. mientras
que la del retículo rugoso solamente tiene glucosamina y manosa (31).
Existe una concentración de una fucosil transferasa en el aparato de
Golgi (32). Por radioautografía también se ha encontrado que la galas
tosa (33) y la fucosa (34) se acumulan en el Golgi y luego con el
tiempo pasan a las vesículas de secreción.

En la fase final las ¿licoproteínas completas se empacarían en
vesículas (d) y serían transferidas a la circulación al fundirse las
vesículas con la membranaplasmática (e) (35.36). Cabe señalar que la
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albúmina sin ser una glicoproteina sigue las mismasetapas (27,37).

Las glicoproteínas que van a la membranase cree que seguirían
una ruta semejante (38), pero en vez de salir quedarían incorporadas a
la membrana(d'.e'). Esto no se ha demostradopor ser dificil aislar g
na glicOproteina de membranaespecifica y poderla seguir en lasdifereg
tee etapas comose ha hecho con las proteinas solubles.

La transferencia de la N-acetilgalactosamina a la proteina en
glicoproteinas que llevan unida la cadena de azúcares a serina o treo­
nina, tendria lugar en el reticulo liso en las celulas He La y en las
membranasplasmáticas en la glándula submaxilar. Esto se ha demostrado
con aceptor exógeno preparado por la remoción enzimática de los azúca­r.‘
Poliprenol-asúcares.

Hasta ahora se ha aceptado que las glicosilaciones que se descri
bieron anteriormente, ocurren por transferencia directa desde los nu­
cleótido-azñcares y que el agregado de.y que el agregado de azúcares
es secuencial. ¡sto último ba sido demostradopara los azúcares exter­
nos al disponer de aceptores adecuados, comose describió antes. Bin
embargono se dispone de aceptores para la incorporación de las N-ace­
tilglucosaminas internas y las manosas. Recientemente se ha descripto
la glicosilación de la ribonucleasa A con UDPNAcGlu,catalizada por
preparaciones de higado de conejo (40). La transferasa estaria locali­
zada en el EEB.En este caso no se ha determinado que ocurra la trans­
feranaid de una sola N-acetilglucosamina, oomotampocoha sido posible
demostrarlo en cadenas polipeptidicas nacientes marcadas con glucosa­
nina, existiendo la impresión de que no se incorpore un solo residuo
(22).

Por otro lado, comoveremos despues, se ha determinado 1a trans­
ferencia a proteinas de oligosacáridos unidos a poliprenoles, lo cual
indicaria que la glicosilación puede ocurrir por un mecanismodistinto
al de la transferencia directa y secuencial a partir de los mucleótido­



15

azúcares.

La formación de prenol-azúcaree se ha encontrado en toda la esog
la biológica, desde bacterias hasta mamíferos; lo cual indica la uni­
versalidad de sus funciones.

Procariotes. En bacterias fue donde por primera vez se determinó que
los poliprenol-azúcares son capaces de transferir unidades de carbohi­
drqto en la biosintesis de heteropolisacáridos. En la sintesis del po­
lisacárido O de varias especies de Salmonella, se encontró una serie
de reacciones en las cuales intervienen poliprenol-azúcares (ho-45).
La figura 3 esquematiza la biosintesis del antígeno O en la Salmonella
neuington (1+4).

TOP-Ram Top

Ga I-PR-Und Ram-Ga l-PP-Un d

(IMP GDP Han

UDPfiaI GDP
P-Und

p, Man-Ram-GaI-PP-Und
PP-Und

(ManoRam—GaDn°PP-Und

(Man-Ram-Galn-zona central zona central

Figura 3. Esouemade la biosintesis del antígeno O en Salmonella ne­
¡instan Züu)¡ Und: Undecaprenol.
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La primera reacción es 1a transferencia de la galactosa-l-fosfa­
to del UDPGalal prenol, formándose prenol difosfato galactosa, a1 cual
en la segunda reacción se le transfiere ramnoea del TDPramnosa.En una
tercera reacción ee forma prenol-PP-Gal-Ram-Man.al transferirse manosa
del GDPMan.El antígeno 0 queda formado al polimerizarse estas unidades,
transfiriéndose finalmente a la zona central para constituir el lipopo­
lisacárido. Estas dos últimas etapas liberan prenol difosfato, que para
reciclarse pierde el fosfato por acción de una fosfatasa (46). La es­
tructura del lipido quedó determinada comoundecaprenol (47)(ver Tabla
VII).

Tambi‘n se ha llegado a un esquema semejante con el S. thyphimu­
rium, donde la unidad repetitiva es Abe-Ram-Man-Gal-PPJBrenol(48,49).
En la biosintesis del peptidoglicano de pared de Staphylococcus aureus
y Micrococcuslysodeikticua interviene un poliisoprenol de ll isopre­
nos (50,51).

Se ha demostrado la intervención de prenol-azúcares en la biosin
tesis de polimananoen bacterias (52.53). Colvin (5ü) describió la fo;
maciónde lipido-intermediarios en el Acetobacter xilinum, sin ser
bien identificada su naturaleza. Dankert et al. (55) describieron la
formación de lipido azúcares en una preparación enzimática cruda de A­
cetobacter xilinum. El mismogrupo (56) ha descripto más ampliamente
estos lipido-azúcares. En este sistema ae ha encontrado la formación
de lipido difosfato glucosa, lípido difosfato celobiosa y lípido mono­
foifato galactosa. La formacióndel heteropolisacárido capsular de la
Klebsiella aerogenes también requiere la intervención de poliprenol-a­
zúcares (57); lo mismoque la de los ácidos teicoicos de las bacterias
gram (53. 59).

Eucariotes. Demostrarla existencia de poliprenol-azúcares en tejidos
de mamíferos semejantes a los de bacterias, ha sido objeto de muchaig
vestigación en los últimos años. Conlas evidencias presentadas por
Behrens y Leloir (60) se determinó que una pequeña parte del dolicol
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ss encuentra comodolicol fosfato, siendo en esa forma capaz de aceptar
azúcares de los nucleótido-azúcares en reacciones catalizadas por micro­
somas de higado. A diferencia de los prenolfosfato de bacterias. la uni­
6n del dolicol al fosfato es ácido estable por tener saturado el isopre­
no (ver Tabla VII).

Se han encontrado 3 tipos de compuestos que se formarian con el
doliool: dolicol monofosfato monosacáridos, dolicol difosfato monosacá­
ridos y dolicol difosfato oligosacáridos. il incubar UDPGlulhócon m1­
crosomas de higado se forma un lipido-azúcar. que por tratamiento ácido
suave libera glucosa; su formación se estimula con el agregado de un a­
ceptor lipidico extraido del higado que tiene idénticas caracteristicas
que el aceptor obtenido de la fosforilación quimica del dolicol (60).
Posteriormente se encontró que era posible obtener un compuesto semejan­
te si 1a incubación se hace con GDPMan(61,62), quedando demostrado en
formadirecta que el lipido que interviene es el dolicol fosfato (63).
Anteriormente se habia detectado la formación de un mqnqlipido semejan­
te, sin llegar a su completaidentificación (6#,65). El dolicol fosfa­
to manosase ha obtenido por sintesis quimica y tiene propiedades idón­
ticas al compuestonatural (66, 67.68). La unión que se establece tanto
en el derivado de glucosa y de manosa esfi9(60,69,70).

Las membranasde oviduoto de gallina sintetizan un lipido-xilosa,
a partir de UDPXil;su formación se estimula con el agregado de doliool
fosfato, lo que sugiere que se trata de dolicol fosfato xilosa (71).
Al incubar UDPGallO y UDPNAcGallhse encontró que la transferencia al
dolicol fosfato es pricticamente nula (61). En una publicación reciente
se sostiene que incubando UDPGallkccon una fracción microsomal de hi­
gado. en presencia de ATPcomoinhibidor de 1a nucleótido pirotosfata­
sa. hay incorporación de la radioactividad en un lipido soluble en clo­
roforno-metanol que tiene propiedades semejantes al dolicol fosfato ma­
nosa y por tratamiento ¡cido suave libera galactosa (72).

La formación de dolicol difosfato monosacáridos solamente se ha
demostrado con la N-acetilglucosamina. Tetas (73) describió que la in­
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cubación de UDPNloGlulk

mación de un lipido extraible con una mezcla de cloroformo y metanol
C con microsomaa de higado da lugar a la for­

que libera N-acetilglueosaminapor hidrólisis icida suave. Posterior­
mente Molnar (74) empleando en la incubación 32P UDPNAcGluth. encon­
tr6 que al lipido se incorporaban juntos 32? y luc; sugiriendo que la
unión al lipido era difosfato. Ademásla elución del lipido-N-acetil­
glucosamina de una columna de DEAEcelulosa requería un rango de sa­
les semejante al necesario para eluir el pirofosfolipido de N-acetil­
glucosamina del Staphylococcus lactis. Behrens et al. (61) encontra­
ron que al agregar dolicol fosfato natural o sintético, se estimula
la formación del lipido-N-acetilglucosamina por microsomasde higado.
Lo mismo se ha encontrado empleando micros0mas de páncreas bovino y
las propiedades del compuesto formadoson idónticas a las del doli­
col difosfato N-acetilglucosemina obtenido por síntesis quimica (75).

El primer lipido difosfato oligosacárido se obtuvo al incubar
dolicol fosfato glucosalkc con microsomas de higado. Encontrandose
que la glucosa se transfiere a un lipido que por tratamiento ácido
suave libera un oligosacárido de 16 a 18 unidades (76.77). A este
compuesto se le llamó aceptor endógeno ¿lucesilado (GEA)y a 61 nos
referiremos posteriormente con mayordetalle.

Al incubar microsomas con UDPNAcGlulucy someter a hidrólisis
ácida suave el lipido marcado, se vio que además de N-acetilglucosa­
mina se liberaba en menor proporción otro compuesto con un Rglucosa
de 0,85 (77). Posteriormente se encontró que el segundo compuesto
era di N-acetilquitibiosa y que su formación se incrementa al agre­
gar un extracto lipidico crudo de higado que parecia tener dolicol
difosfato N-acetilglucosamina fria. Tambiénse obtenía su formación
reincubando el dolicol difosfato I-acetilglucosaminalhc con UDPNAcGlu
frio, indicando las evidencias que la segunda N-acetilglucosamina es
transferida directamente del nucleótido-azúcar (78).

Incubando microsomas con GDPManlucse forman, además de dolicol
fosfato manosa, otros compuestoslipidicos que por hidrólisis ácida
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suave dan lugar a la formación de olimosacáridos de 8 a 15 unidades
(7?). Su formación es estimulada con el agregado de dolicol fosfato.

Agregandolipidos aceptores contenidos en un extracto orgánico de hize
do, la formación de estos compuestos fue aún mayor. Ha sido posible de
mostrar la transferencia de manosadel dolicol fosfato manosaluca al­
gunos de estos aceptores (79).

La formación de compuestos semejantes se ha determinado en pre­
paraciones microsomales de mieloma de ratón (80). También en prepara­
ciones de membranasde oviducto se forma un dolicol difosfato oligosa­
cárido, en el cual el oligosacárido tiene de 7 a 9 unidades, llevando
en su extremo reductor N-acetilglucoeamina (81). Por tratamiento con0(
yB manosidasas se ha propuesto que el oligosacárido tiene la estructu­

ra (Mann)n- Mal!(1¿)¡t) NAcGlu (15) ¡ONAcGlu (82).

El dolicol difosfato di N-acetilquitobiosalkc incubado con GDPMan
frio y microsomas de higado u oviducto pasa a formar un dolicol difos­
fate trisacárido, al recibir una manosa,la cual se uniria en‘fï, según
lo demuestra el tratamiento del oligosacárido con glicosidasas (83).
La transferencia de esta manosa ocurre exclusivamente a partir de GDP­
Man.El dolicol difosfato trisacárido en presencia de dolicol fosfato
manosa y microsomas incorpora manosas, pasando a formar un oligosacári­
do de 7 a 9 unidades.

El dolicol difostato di N-acetilquitobiosa obtenido por sintesis
quimica es capaz de estimular la incorporación de manosa par membranas
de linfocitos en un lipido-oligosacárido que contiene más de # monosa­
cáridos (84). Si la incubación se hace solamente con dolicol fosfato
manosa el compuesto no se forma.

Las membranasde oviduoto son capaces de transferir el probable
dolicol fosfato xilosalhc a un oligosacarido unido a lipido. El oliga­
sacárido formadotiene de 7 a 9 unidades y por hidrólisis ácida total,
ya sea reducido o no, libera xilosa1#c. Esto indica qu. 1. ¡iloga no 3.
incorpora an el extremo reductor (71).



Los dolicol difosfato oligosacíridos son capaces de transferir
el oligosacárido a una proteina aceptara endógena, cuando se incuban
con preparaciones microsoaales. La primer evidencia de esta reacción
se demostró para el GEA(85). Posteriormente se encontró lo mismopa­
ra los dolicol difoefato monosilados (79). usando tambien microsomas
de higado. Tambien se ha determinado en membranas de oviducto (81) y
fracciones microsomales de mieloma (80).

Estas reacciones han llevado a proponer un esquemade la biosig
tesis del oligosacárido y su transferencia a proteina (86). En la f1­
gura 3, se da el esquema de tales reacciones para el caso del GEA.Lo
mismoocurriría con los dolicolh'fosfato oligosacáridos manosilados.

DoIDP (NAcGlu)2Manx.
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Figura 4. Biosíntesis del Del DP - (NAcGlu) Manxgiua (GEA)l de unaglicoproteïna ¡355.



le ha intentado demostrar la transferencia a una proteina conoci
da, empleandotejidos que secretan una glicoproteina predominante. En
una preparación de una linea de células de mielomaque sintetizan pre­
dominantemente cadenas livianas kappa de inmunoglobulina, se encontró

que la radioactividad incorporada a proteina a partir de dolicol difog
fate oligosacárido (Manluc), del lO al 20%precipitó con el anticuerpo
especifico (80). La incorporación en el sistema se incrementa agregan­
do cadenas kappa no glicosiladas obtenidas haciendo crecer las células
del mielomaen presencia de 2-deoxiglucosa (87).

En las preparaciones de oviducto se encontró que de la proteina
glicosilada a partir del dolicol difosfato oligosacárido (Manlhc). me­
noe del 10%precipitó con suero antiovoalbúmina (81). Ademáspor elec­
troforesis en geles de poliacrilamida se encontró que la radioactivi­
dad se distribuye en bandas que no migran con la ovoalbúmina fria de

control (88). Por otro lado quedó demostrado que el oligosacárido trag
sterido a la proteina es el mismoque se encuentra en el dolicol ditog
fate oligosacárido (82). La dificultad de demostrar esta reacción para
una glicoproteina en particular podria residir en que hay muypoco a­
ceptor presente en las preparaciones empleadas (89).

En levaduras se ha encontrado la formación de compuestos semejaa
tes a los descriptoe anteriormente. Preparaciones particuladas de Sac­
charomices cerevisiae sintetizan a partir de GDPMan,un manolipido á­
cido lábil. cuya formación se estimula con el agregado de dolicol fos­
fato aislado de higado de cerdo (90,91). Posteriormente se demostró
que el lipido que interviene es un dolicol de 1k a 18 isoprenos (92)
(Tabla VII). Este dolicol fosfato manosaes capaz de transferir la ma­
nosa a una proteina en la serina o treonina (93,9“,95). Tambiénse ha
descripto la formaciónen este sistema de dolicol difostato N-acetil­
glucosamina. dolicol difoefato di N-acetilquitobiosa y dolicol difos­
fato di N-acetil quitebiosa-Man- Man(96).

En plantas se encontró la formación de un lipido azúcar ácido
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lábil, incubando una enzima particulada con GDPManluc,con propiedades
semejantes al poliprenol fosfato manoeasintetizado por el Micrococcus
lysodeiticus (97,98,99). En este sistema se encontró que el betulapre­
nol (ver Tabla VII) funciona comoaceptor de manosa, sin que ello sig­
nifique que sea el aceptor fisiológico (100). Forsee y Elbein {101) eg
contraron que agregando un extracto orgánico de fibras de algodón, pa;
cialmente purificada, estimula la formación de lipido-azficar ácido lá­
bil por una enzima particulada del mismoorigen, previamente extraida
con acetona e incubada con UDPGlulkc. Este aceptor migró en capa delgg
da comoficaprenol fosfato y no pudo ser sustituido por fofatidilcoli­
na o fosfatidil etanolamina, pero si por ticaprenol fosfato. Los mis­
mos autores (102) han descripto la formación de lípido-oligosacáridos
manosilados ácido lábiles con un tamaño de h a 9 azúcares. Reduciendo

estos oligosacáridos con (3H)KBH4y sometióndoles después a hidrólisis
ácida total, se detecta la liberación de glucosaminitol 3B.

Pont Lezica et al. (103) encontraron que el aceptor en las plan­
tas es ácido estable y tiene propiedades cromatográficas en capa del­
gada semejantes a las del dolicol fosfato de higado, sugiriéndose que
se trataba de un poliprenoliúsaturado (ver Tabla VII).

En un protozoario la Tetrahimena piriformis, se han detectado
compuestos semejantes a poliprenol-azúcares (104). Quezadaet al. (105)
encontraron en un extracto orgánico de insectos un aceptor de glucosa
y N-acetilglucooamina, al incubar alicuotas del extracto con microso­
mas dd higado de rata y el nucleótido-azúcar respectivo. (UDPGlulkC).
Este aceptor tiene propiedades de un poliprenol fosfato 0(-saturado.
semejante al dolicol fosfato de mamíferos.

Existen algunas evidencias de que en mamíferos se forman retinol
fosfato monosacáridos.El retinol es un tetradehidro tetrapenol ciclado
(106). Se describió la formación de este tipo de compuestos por transfg
rencia de galactosa del UDPGallhc (107) y con manosa del GDPManluc(108).
Sin embargoel agregado de retinol fosfato obtenido por sintesis quimica,
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estimuló muypoco la formación enzimática del manolipido, encontrandg
se si, que hay trazas de un compuesto que en placa delgada corre menos
que el dolicol fosfato nanosa (68). Unmejor estimulo se obtuvo al a­
gregar Junto con el retinol fosiato, ci- L lecitina y se determinó que
el.rotinol fosfato manosadespués de hidrólisis suave libera rotinol,
comoes de esperar para un compuesto que esc‘dinsaturado (109). No es­
tá bien demostradauna ulterior transferencia a proteina u otros lípi­
do-azúcares de los retinol intermediarios (106). Tambiénse ha descrip
to la formaciónde retinol glicosidos (110).

Poliprenoles. De todo lo anterior se concluye que además de los nucleá
tido-azúcares hay otro tipo de ¿ompuestos que transfieren restos de
glicosilo. La parte lipidica de estos compuestos, los poliprenoles. cg
rresponden a la fórmula general:

2%

H(CH -C=CH-CH2)n-OH2

El número n de isoprenos varia entre 5 y 2k, habiendo mucha va —
riación en las dobles ligaduras que pueden ser cis o trans, o estar
en parte saturadas, lo que hace que existan muchosisómeros posiblesa
En general, en la naturaleza se encuentran dos grupos: los todo trans
y los cia-trans poliprenoles; aislándose los últimos usualmente como
mezclas o familias de poliprenoles, distinguiéndose uno del otro sola­
mente en el número de residuos cis. En la Tabla VII se sumarizan datos
estructurales y la fuente de donde han sido obtenidos.

Se acostumbra llamar doliccles en general a aquellos polipreno­
les que tienen el isopren04X-saturado. La literatura parece indicar
que los fosfatos de prenolee alilicos son los fisiologicamente activos
en sistem s procariotes. En cambio los fosfato de dolicoles serian los
activos en levaduras, plantas, insectos y animales.

La presencia de un isogreno c(-5aturado en un poliprenol se de­
tecta por espectrometria de masas, resonancia magnética nuclear y es­
pectometria en infrarrojo (105). Sin embargoen los intermediarios
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fosforilados es muysencillo determinar esta saturación, pues esta ha­
ce que 1a unión del fosfato al prenol sea estacle al tratamiento ácido.

Tabla VII. Poliisoprengles de varias fuentes (106).

NombreTrivial Fuente n Uniones Isoprenos
trans(a) saturados(b)

Betulaprenoles Abedul 6-9 2(IV,V) O

Prenoles bacte- Bacterias 10-12 2(VIII,IX) O
rianos

Dolicoles Levadura, 14-18 2(XII.XIII) 1 (I)
mamíferos 17-21 2(XV.XVI) 1 (I)

Ficaprenoles Hojas ver- 9-13 3(VI,VII,VIII) 0
des

Bexahidnoueno- Aspergillus 19-23 2(xv1,xvn) 3 (I.xvn
les XI!)

Solanesol Hojas ver- 9 8 0
des

(a) Los números romanos se refieren a la posición del isopreno trans,
contando a partir del isopreno que tiene el OH.

(b) Los números romanosse refieren a la posición del isopreno saturado.

El aceptor engégeno glucosilggg (GEA). Anteriormente se mencionó que
al incubar dolicol fosfato glucosa con una preparación micr050malde hi­
gado, la glucosa se transfiere a un compuesto que por su insolubilidad
en agua y en algunos solventes orgánicos se creyó que se trataba de una
glicoproteína (60). Posteriormente se encontró que era soluble en una
mezcla de cloroformo-metanol-agua (1:1:O,3) (76). La hidrólisis ácida
suave del compuesto liberó un oligosacárido neutro que por cromatogra­
fía en papel se determinó que corre comoun maltooligosacárido de 16-18
unidades (77). Por filtración en columna de Sephadex se determinó que
el oligosacárido tiene un peso molecular de 3550.
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El oligosacárido del GEAse sometió a acetolisis, deacetilación
y cromatografía en papel. observándose varios picos comocuando se de
grada un oligoeacárido. El producto de metanolisis del GEAse trató
varios periodos de tiempo con dkylfi amilasa, no observandose por cro­
matografía en papel ningún producto de degradación.

El oligosacárido del GEA,obtenido por hidrólisis ácida suave.
se redujo con borohidruro de sodio y luego se sometió a una hidróli­
sis ácida total. Observandose que toda la radioactividad migró como
glucosa en cromatografía en papel, indicando que la glucosa transfer;
da del dolicol fosfato glucosa no lo hace al extremo reductor del oli
gosacárido, (lll). El porcentaje de radioactividad liberada comoáci­
do térmico. al tratar el oligosacárido con periodato, indica que se ha
incorporado mas de una molécula de glucosa y que por lo menos una de
ellas es interna en la cadena del oligoeacárido.

El tratamiento alcalina del metilb oligoeacárido neutro, obteni­
do por metanolisis del GEA,dio lugar a la formación de dos compuestos
cargados positivamente. Estos compuestos se neutralizan despuós de N­
acetilación, lo cual sugiere la presencia de dos hexosaminasen el oli­
gosacárido (lll).

El oligosacárido del GEAse une a la concanavalina A, la cual co­
mose sabe se se combina con polisacáridos que tiene residuos termina­
les de °(-D-manosa o °<-D-glucosa (112).

La formación del GEAocurre en varios tejidos, encontrandose en
todos los casos que el oligosacárido liberado por hidrólisis ácida sua­
ve co-cromatogníió con el obtenido de microsomas de higado de rata.
Los tejidos en los cuales se ha encontrado la formación de GEAson: ce­
rebro y riñón de rata. linfocitos humanos,higado y tiroides de cerdo.
La acetolisis del oligosacárido del GEAde higado de ratón y cerdo die­
ron el mismopatrón en cromatografía de papel (lll).

Hayevidencias de que la unión entre el lipido y el oligosacárido
en 1a molécula del GEAes un pirofosfato. Entre estas evidencias está
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el comportamiento del GEAen columnas de DEAEcelulosa, donde se ha
encontrado que para eluir al GEAhace falta una concentración de sa­
les un poco mayor que la correspondiente para un lipido difosfato tri
sacárido sintetizado por el Acetobacter xilinum. Este necesita mássa
las que un lipido monofosfato glucosa en la mismabacteria (76).

Otra evidencia de que la unión en el GEAsea difosfato, estaria
en que el tratamiento alcalino de este compuesto produce un oligosacé
rido cargado que se neutraliza por acción de la fosfatasa alcalina de
la E. coli (76). Idéntico tratamiento del dolicol monofosfato glucosa
da lugar a la formación del 1-6 anhidroglucoeano (60). Sin embargo el
tratamiento con fenol caliente que descomponea los undecaprenil pirg
fosfatos, no afecta al GEA(76).

Cuando se corrió GEAen una columna de DEAE-celulosa, se encog
tró una coincidencia entre el pico de la radioactividad del GEAy el
dolicol fosfato liberado por el tratamiento ácido de las fracciones.
El dolicol fosfato se midió por su capacidad aceptora de glucosa para
formar dolicol fosfato glucosa, al incubar las fracciones con microsg
mas de higado de rata y UDPGluZU+

tró en cromatografía en capa delgada(ll3). Midiendo en Sephadex el pg
C. Esta coincidencia también se encog.

ao molecular del GEAy del dolicol fosfato glucosa, en forma de com­
puestos de inclusión con doxicolato, se encontró para el prinnro un
valor de 14.300 y para el segundo 11.300. La diferencia corresponde a
proximadamenteal peso molecular del oligosacárido, concluyóndose que
el residuo lipidico en amboscasos tiene el mismopeso molecular (76).
Todos estos hechos estarian indicando que el lipido al cual se une el
oligosacárido por una unión difosfato en el GEA,es el dolicol (Tabla
VII).

De lo anterior se concluye que el dolicol fosfato glucosa, cuna
do se incuba con microsomas, transfiere la glucosa a un aceptor endó­

geno, formándose el GEA.Este tendria un oligosacárido de 20 unidades,
de las cuales dos serian hexosaminas, unido por unión difosfato a un
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lípido que probablemente sea dolicol. Esta imagen de la estructura del.
GELproviene de estudios realizados con el compuesto mareado con gluco­

ee rndioectivo. En este trabajo se obtuvieron cantidades de GELen esc;
le preparetive, lo cual permitió hacer otro tipo de estudios de su ee­
tructure.
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Materiales x Métodos

EnzimasI compuestos I mezclas de solventes usados.

Los siguientes compuestas se obtuvieron de fuentes comercia­
les:

DEAE-celulosa y TEAE-Celulosade Serva; ácido silicico Mallin­
ckrot de malla 100 a 200; Sephadex LH-ZOde Pharmacia; Silica gel G,
tipo 60 de Merck; Kieselguhr de Merck;6(-Naftol y Anisaldehido de
Merck; Cl H analítico Sintorgan; Trimetiltriclorosilano de Fluka; he­
xadimetil-silano, bistrimetilsilfltrifluoroacetamida, AnakromABSde
malla 80-90, silicona 53-30, lana de vidrio silanizada, agente sili­
lante Sylon, todos Supelco, annidrido acético de Sintorgan; EDTAde
Sigma; mercaptbetanol de Serva; arabitol, manitol, manosa, glucosa,

N-acetilglucosamina. N-acetilgalactoaamina, galactosa de Sigma; KBHl+
de Serva; Antrona de Sigma; verde de malaquita de Hartman-Leddon. De

los compuestos radioactivos usados el 3B NaBHl+se obtuvo de NewEn­
gland Nuclear con una actividad especifica de l#0 Uci/umol. El UDPGlu­
—1C uniformemente marcado se obtuvo por el método de Thomas et al.
(114), con una actividad especifica de 309 Uci/umol.

Dolicol Fosfato. Se obtuvo de dos fuentes, el compuesto natural y el
obtenido por fosforilac_6n quimiCadel dolicol. Para preparar el Dol­
-MPnatural, se corta en trozos higado de cerdo recién sacrificado o
bien, almacenado a -90°C y se extrae en licuadora con 0,5 volúmenes
de acetona. Luegose filtra por Buchnery el residuo se deja secar al
aire. Este residuo se extrae durante una noche con 0,33 volúmenes de
metanol más 0,66 volúmenes de cloroformo. Nuevamentese filtra, sien­
do eate filtrado la preparación cruda de Dol MP;Esta se eaponifica
con 45 ml de metanol más ll m1 de Na OHlON por litro de extracto
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dirante 20‘ a 37°C. A algunas preparaciones se las sometió posterior­
mente a un tratamiento ácido. El cual consiste en reflujar el extrac­
to saponificado bajo nitrógeno por 20’ con 95 ml de ClH concentrado.
Luego se someta a una partición según Folch et al. (115) hasta elimi­
nar el ácido. Finalmente se lava el menisco de la interfase con clorg
formo-metanol-agua(12;l92:l88) para eliminar las sales. La fase infg
rior se siembra en una columna de DEAE-celulosa en forma de acetato

(ver cromatografía en DELE-celulosa) de hxho cm. El DolMPse eluye
con 2,3 1 de cloroformo-metanol-acetato de amonio lM en metanol-ácido
acético-agua (15002525:225:12.5;ll,25). Durante la elución se observa
la migración de una o más bandas amarillas, que habian estado adsorbi
das en el origen. Se determina la presencia de DolHPen la zona en
que eluyen esas bandas, mediante dosaje enzimático del Dolfip en ali­
cuoatas de las fracciones (ver adelante dosaje del DolMP).

El dolicol que se utiliza para ser fosforilado químicamentese
prepara según una modificación de la tecnica descripta por Burgos et
al. (116). Hígado de cerdo (2 kg) guardado a -90°C se corta en tro­
zos pequeños y se refluja 2,5 horas con 25 g de ptrOgalol en 1 l de g
tanol-agua (1:1). Se extrae con agua y ¿ter etilico y la fase etórea

se laVa con agua hasta eliminar el alcali. Be seca el éter con SOuNa2
y se concentra al vacio a temperatura del ambiente. Se toma con 500
ml de éter de petróleo y se filtra en frio por WHatmanl. La presen­
cia de dolicol se determina por cromatografía en capa delgada de sil;
ca gel G con cloroformo comosolvente. El dolicol tiene un Rf de 0.7
que se observa a1 revelar con anisaldehido (ver cromatografía en capa

delgada). Luego de secar exhaustivamente con BOuNa2se siembra en una
columna de #,5115 cm de alúmina Brockman(grado II), se lava con éter
de petróleo y se eluye con concentraciones crecientes de éter etilico
en eter'de petróleo.

Para preparar el DolMPsintético, se toma dolicol purifiCado por
alfimina proveniente de 8 gr de higado y se trata durante 3 horas a



30

temperatura ambiente con la siguiente mezcla: 2 ml de 6ter de petró­
leo-¿ter etílico (9kak), 2 ml de benceno,0,5 ml tricloroacetonitrilo,
2 ml de solución saturada de fosfato de di-trietilamina y k,5 ¡1 ace­
tonitrilo. Se concentra bajo una corriente de nitrógeno, se toma con
cloroformo-metanol (2:1) y se laVa por partición de acuerdo a Folch et
al. (115).

Prangración de GEAlhc.Se obtiene con la siguiente mezcla de reacción:
20 nmoles de fósforo total de DolMPnatural se secan al vacio en pres­

encia de 50 ul de EDTAng 0,1 M en ClaMg 0,1 M. Se toma con 0,1 ml de
tris maleato 0,5 MpH 7.7, 0,15 ml de agus, 0,02 m1de fi-mercsptoeta­
nol 1M, 5:105 cpm de UDPglul C y con 0,15 ml de enzima microsomal
(ver más adelante). Se incuba durante 20' a 30°C. Se extrae una vez
con 0,8 m1 de metanol, y 1,2 m1 de cloroformo; dos veces con 0,2 ml de

012M; hmM.0,4 ml de metanol y 0,6 ml de cloroformo y tres veces con l
ml de fase superior teórica: Metanol-agua-Cles 1 M-cloroformo (482h7:
0,168z3) (115). El residuo proteico desnaturalizado se extrae finalmeg
te tres veces con 1 ml de solvente A (ver adelante). El GEAlncse ob­
tiene en estas extracciones con solvente A.

Pregaración de microsomas de higado. La tecnica utilizada es una modi­
ficación de la descripta por Mouléet al. (117). Se utilizan ratas ayu­
nadas 24 horas a las cuales se les inyecta 20 unidades de insulina por
via intraperitoneal l hora antes de sacrificarlas. Be homogeneizanen
un homogeneizador Potter-Elvehdem (vidrio-tetlon) con 1-2 volúmenes de
sacarosa 0,88 M que contiene 5 mMEDTA-Ns.Se centrifuga 10' a 10.000
rpm y el sobrenadante se centrífuga 90' a 40.000 rpm. El sedimento de
esta última centrifugación se toma con tampon tris-maleato 0,005 MpH
7,7; utilizando un volúmental que se obtiene una concentración de
proteina de 100-150 mg/ml. La enzima se conserva a -20°C y es estable
por varias semanas.

Mezclas de solventes. La mayoria de los solventes se destilaron una
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vez en destilador de vidrio. Se usaron las siguientes mezclas:
Bolvente A: cloroformo-metanol-agua (l: 130,3) (118)
Solvente B: cloroformo-metanol-agua (60:25:#) (119)
Solvente C: isopropanol-amoniaco concentrado-agua (6:3:1) (120)
Solvente E: n-propanol-nitrometano-agua (5:2:3) (121)
Solvente F: n-butanol-piridina-agua (40:36:2k) (122)
Bolvente a: n-butanol-piridina-agua (40:30:28) (122)
Solvente H: n-butanol-piridina-agua (4:3:h) (77)
Bolvente I: n-butanol-piridina-agua (6:4:3) (123)
Solvente J: cloroformo-metanol-ácido fórmico-agua (l#0:37:l6:1)(124)
Solvente K: cloroformo-metanol-agua (1:2:0,8) (125)
Bolvente D: diisobutilcetona-ácido acético-agua (20:15:2)
AislamientoI purificación del lipigg interggdiario.

Extracción. Se hicieron dos preparaciones, usando un total de 19 kg de
higado de cerdo obtenidos en un matadero local. los higados se conser­
Varon sobre hielo seco hasta el momentode su procesamiento.
Preparación A. En esta se extrajeron 6 kg de higado con los siguientes
solventes:

Acetona. Los higados se cortaron en pedazos pequeños y luego se
homogeneizaron en una licuadora de acero en 2 1 de acetona por cada kg
de higado. Se agregó 6 l más de acetona al total de la mezcla y se de­
Jó extrayendo durante una noche. Se filtró por un filtro Buchner ha­
ciendo succión y al sólido se le pasó 2 l más de acetona. Se dispersó
el sólido y se secó bajo una corriente de aire hasta que casi desaparg
ció el olor a acetona.

Cloroformo-metanol (2:1). Se suspendió el sólido en 12 l de clo­
roformo-metanol (2:1) y se dejó en extracción durante una noche. Luego
de filtrar el residuo se resuspendió en 9 l de la mismamezcla, se ex­
trajo una noche más y se filtró.

Metanol-agua. (1:1). Usando 6 l de metanol-agua (1:1) se suspen­
dió el sólido y se filtró. Esta operación se repitió 3 veces, obtenióg
dose una disminución importante en el color amarillo del filtrado.
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Clororormo-metanol-ngua (1:1:0,3) (Solvento A). El sólido húmen
do se suspendió en 6 l de cloroformo-metanol (1:1) y se le agregó a­
gua hasta aproximarlo a saturación. Para calcular la cantidad de agua
necesaria se filtró una pequeña alícuota de la suspención y se fue a­
gregando agua al filtrado hasta obtener dos fases. E1 residuo se ex­
trajo sucesivamente con 6,9 l y 4,5 l del solvente A. A la combina­
ción de estos tres filtrados se le agregó un total de 31105 cpmde
emma.
Preparación B. Se partió de 13 kg de higado y se procedió a extraer­
los con los siguientes solventes:

Acetona. Los higados se cortaron en pequeños pedazos y se homo­
geneizaron en 1 l de acetona/kg de higado. A la mezcla se le agregó
13 1 más de acetona y se dejó extrayendo durante una noche. Se filtró
y el residuo se resuspendió en 13 1 de acetona, se dejó una noche más.
Se filtró y el sólido se dispersó y la acetona se removió bajo una co­
rriente de aire.

Cloroforlo-Istanol (2:1). El sólido se extrajo con 2h 1 de clorg
formo-metanol (2:1) durante una noche y se tiltró. La extracción se r3
pitió con 12 l de clororormo-setanol (2:1).

Hetanol-agua (1:1). El sólido residual fue extraido cuatro veces
con 12 l de metanol-agua (1:1).

Solvente A. El sólido húmedose suspendió en 8 1 de cloroformo­
metanol (1:1) y se llevó casi a saturación con agua, tal comose hizo
en la preparación A. Despues de extraerlo por una noche se filtró y se
reextrajo sucesivamente con 9,2 1 y 4,5 l de solventeA. A la combina­
ción de estos filtrados se les agregó 6 x 105 cpmde emalhc.

Esggemade 1a preparación de GEAcrudo. Las diferentes etapas de 1a e;
tracción del GEAcrudo descriptas anteriomente se resumen en el esque­
ma 1. En este esquema se anotan algunos de los compuestos que se extra
en con la acetona. cloroformo-metanol (2:1) y el metanol-agua (1:1)
que fueron descartados. Finalmente el extracto en el solvente A es el
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que contiene a1 GEAcrudo, quedando un residuo tinal de proteinas des­
naturalizadas.

Esquema 1. Preparación del GEAcrudo.

Higados de cerdo

Extrae con acetona; filtra

Agua,trigli- insoluble
céridos, doli Cloroformo-metanol 2:1
col, etc. filtra

Fosfolipidos,DolMP, ins luble
DolMPMan,DolMpG1u,etc. Metanol-agua l;lfiltra

Sales,etc. insoluble
Solventa A
filtra

GEAcrudo Proteinas
desnaturalizadas

Cromatografía en DEAE-celulosa. El extracto en el solvente A se cro­
matogratió en una columna de DRAE-celulosa en forma de acetato (4,31
k6 cm). Para prepararla se toma DEAE-celulosa comercial (forma Cl-)
en HONalN, se lava exhaustivamente con agua y se seca con metanol.
Se toma con ácido acético glacial, se filtra y se lava con el solveg
te A hasta neutralidad. Unavez sembrado el extracto del solvente A,
la columna se eluyó con un gradiente lineal de formiato de amonio ob­
tenido con 1,5 l de solvente A en la cámara mezcladora y 1,5 l de fo;
miato de amonio 0.133M en el mismo solvente en la otra cámara. Se co­
lectaron fracciones de 50 ml y se les midió la radioactividad. Esta
se eluyó entre las fracciones #5-55. con ligeras variaciones en cada
columna. En todas las columnas la radioactividud apareció ligeramente
después, pero aún mezclada con una substancia amarilla. Las fraCCio­
nes que contenía a 1a radioactividad se combinaron y luego se secaron
al vacio en un evaporador rotatorio.

El extracto de la preparación A se pasó todo por una sola columna



mientras que el de la preparación E se dividió en dos volúmenes igua­
les que se pasaron por la columna separadamente.

Cromatografía en ácido silicico. En la preparación A el material seco
del paso anterior se suspendió en 30 nl de cloroformo-metanol (1:1) y
se transfirió a una columna de ácido silicico de 4 cm de diámetro por
7 cn de altura, equilibrada con el mismosolvente. El sólido que no
fue suspendido en la primera suspensión con cloroformo-metanol (1:1),
fue tomado con 30 ml más del mismo solvente. La columna se eluyó con
cloroformo-metanol (1:1). colectándose fracciones de 10 ml, hasta que
pasaron en total 100 m1. Luego se cambió a1 solvente A y 1a radioacti­
vidad emergió entre las fracciones 13-15, mezclada con una substancia
amarilla.

La preparación B se continuó procesando dividida en mitades, tal
como se hizo en 1a columna DEAEcelulosa. Se usaron columnas de ácido

siliúieo. idénticas a 1a anterior, excepto que 1a elución inicial con
cloroformo-metanol (1:1) 11056 a totalizar 25 fracciones de lO ml cada
una. Cuandose cambió a1 solvente A la radiosctividad se eluyó entre
las fracciones 28-32; mezclada con una substancia amarilla. Se combina
ron las fracciones donde apareció la del GEAradioactivo.

Cromatografía analítica de TEAE-celulogg. La TEAE-celulosa se trató con
NaOH1 N, se lavó exhaustivamente con agua. luego se secó con metanol.
Luego se toma con el solvente A y se pasó a una columna de 1,3x33 cm.
El material de la preparación A obtenido en la etapa anterior se sem­
bró en esta columna y se eluyó con un gradiente lineal preparado con
150 m1 de solvente A en la cámara mezcladora y 150 ml de formiato de a­

monio 0,133M en el mismosolvente en la otra cámara. Se colectaron frag
ciones de 5 m1.

Cromatografía analítica en DEAE-cclulosa. Una de las mitades de la pre­
paración B se transfirió a una columna de DELE-celulosa (1,3xhlcm) y se
eluyó con un gradiente lineal de formiato de amonio igual al descripto
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para la columna de TEAE-celulosa. También se colectaron fracciones de
5 ml.

Cromatografía en Seghadex LHZO.Alicuotas del pico radioactivo obteni­
do en la columna de DEAE-celulosa analítica se sembraron en una colum­

na de Sephadex LH-ZOde 0,8x25 cm, previamente equilibrada en el sol­
vente A. Se eluyó con dicho solvente. Se colectaron fracciones de 0,5
ml y la radioactividad emergió en las fracciones 7 a 9, mezclada con
la sustancia amarilla. Una columna igual se usó con el solvente K y la
radioactividad emergió en la misma forma.

Precipitación. Alicuotas de las fracciones que contenían la radioacti­
vidad de la columna analítica de DRAEcelulosa se llevaron a sequedad
bajo una corriente de nitrógeno y se disolvieron enpropanol-agua (65:
35). Luegose fue agregando propanol y al llegar éste a constituir un
60%del volumenoriginal o sea una proporción n- propanol-agua (125:)5)
la solución se tornó turbia. Centrifugando a 2000 r.p.n. se obtuvo un
precipitado en el cual se encontraba el 90%de la radioactividad, mien­
tras que la mayorparte de la sustancia amarilla quedó en el sobrena­
dante.

La otra mitad de la preparación B despuós de pasar por el ácido
silicico, en vez de sembrarla directamente en DEAE-celulosa, se llevó
a sequedad en un evaporador rotatorio y se tomó en 8 m1 de propanol­
agua (65:35). Según lo descripto anteriormente se precipitó con el a­
gregado de 4,8 m1 de propanol. El precipitado ee retomó en 8 ml de prg
panol-agua (65:35) y para disolverlo bien se dejó una noche a tempera­
tura del ambiente. La precipitación se hizo en total 3 veces. El preci
pttado final se tomó en 20 ml del solvente A y se transfirió a una co­
lumna de DEAEncelulosaanalítica igual a la descripta anteriormente.

Hidrólisis ácida suave del lipido intermediario.

Se usaron dos tipos de condiciones para el tratamiento ácido sus
ve, en medio acuoso y en solventes orgánicos.
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Medio acuoso. La muestra se seca y luego se suspende en solución acug
sa de ClH a pHZ. usando comoindicador timol azul. La suspensión se ig
cuba lO' a 1000€. Se hace una partición con una mezcla de cloroformo
metanol-agua (3:2:1) de acuerdo a Folch et al. (115). La fase superior

(acuosa) se removió y la fase inferior se extrajo con un volumen de fa­

se superior teórica: metanol-agua-ClaMglM-cloroformo (hfi:h7:0,l68:3).
Estas fases superiores se combinaron y se llevaron a sequedad en evapg
rador rotatorio; se retomaron en agua para evaporar de nuevo hasta que
se removió el ClH. Esto se corroboró con timol azul. Para utilizar la
fase inferior se extrajo varias veces más con fase superior teórica
hasta que esta era neutra.

Solventes orgánicos. Para la hidrólisis en medioorgánico las muestras
se tomaron en el solvente A y se les agregó metanol-ClH concentrado
(1:1) para obtener una concentración lN. Se incubaron 3 horas a 37°C y
se llevaron a cloroformo-metanol-agua (3:2:1). Las fases superior e ig
ferior se procesaron en la forma descripta anteriormente.

El putativo dolicol difoefato obtenido en la fase inferior dee­
puós del tratamiento a pHZ(ver resultados). se trató también con áci­
do en medio orgánico. Con la diferencia de que en vez de hacerlo en el
solvente A, se hizo en cloroformo-metanol (3:2) y se agregó ClH concen­
trado para obtener una concentración final de lN.

Cromatografía en capa delgada.

Se trabajó con cuatro tipos de placas: preparadas con silica gel
G activadas en estufa a llOOCdurante 30' antes de ser usadas (placas
de silica). Placas preparadas igualmente que las anteriores, pero desa­
rrolladas previamente en metanol-ClH concentrado (9:1). Este método es
sugerido por Stahl (126) para remover el hierro contenido en la silica;
pues presumiblemente este sea la causa de la menor recuperación del do­
licol fosfato cuando se usa silica no lavada (60). Despues de desarro­
llar con metanol-ClHlas placas, se sacaron bajo una corriente de aire
caliente durante 30' y se ¿uardaron en ese estado. Cuandose usaron se



actiVaron previamente a llOOCdurante 30'. Para asegurarnos de que tob
do el ClH habia sido removido se aplicó una gota de timol azul en una
zona marginal de la placa. A este tipo se les llamó placas laVadas.

Mezclandosilica gel G y kieselguhr en proporción de 3:1 (121)
se prepararon placas que se usaron sin activar (placas silica: kiesel­
guhr). Tambiénse usaron placas preparadas con kieselguhr sin activar
por calor (placas kieselguhr).

Cuandolos diferentes tipos de placas se usaron con fines anali­
ticos se les dio un espesor de O,A5 mmy en caso de preparativos de 0,9
mm.

Para visualizar azúcares las placas se revelaron confinaftol y

HZSOk(127). Con este revelado los azúcares dan un color violeta espe­
cifico. Para revelar prenoles se usó el reactivo a base de anisaldehi­
doy con el cual los prenoles dun un color verdeKlZC).

Dosaje del dolicol fosfato.

Para medir el dolicol fosfato se empleó el método descripto por
Behrens y Leloir (60). Consiste en incubar microsomas de higado de ra­
ta con UDPGlqu medir el incremento en la formación de DolMPGlu?Para
ello el lipido se seca al vacio con EDTA-Hgpara una concentración fi­
nal lh mM.Luego se incuba en una mezcla que contiene 0,6 mgs de pro­

teina microsomal, 14 mMCIZMS, 0,8% triton X-lOO, lh mMmercaptoetanol
y 150 mMde tampón tris-maleato pH 7,7. La incubación se hace 20' a
37°C y la reacción se detiene con el agregado de cloroformo-metanol­

612Mg#mM(3:2:1) con lo cual se separan dos fases (115). La fase orgá
nica se extrae 3 veces con un volumende fase superior teórica. Final­
mente la fase inferior se secó sobre cazoletas de aluminio y se midió
la radioactividad en un contador de flujo gaseoso.

Cuandoel DolMPse midió en placas de silica lavadas, se separó
en bandasde l cm de ancho y se volcaron en tubos. La silica se suspen­
dió en cloroformo-metanol (3:2) con el agregado de ClH concentrado
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suficiente para obtener una concentración 0,6N (60). Se hizo una parti;
ción llevando a cloroforno-metanol-agua (32221) Y la fase organica se
extrajo varias veces hasta llevarla a neutralidad. Despuésse secó bajo
nitrógeno y vacio. El dolicol fosfato se mide comose indicó antes.

Cromatogggfiaz electroforesis en papel.

La cromatografía se hizo en papel Whatmanl, siempre descendente.
Cuandose analizaron monosacáridos, antes de aplicar la muestra. la pri­
mera parte del papel, unos 8 cm después del origen. se sumergió en una

solución acuosa de 0,1H 30“Zn. En esta forma se consigue una buena sepa­
ración entre la galactosa y la glucosamina con el solvente I (129).

La electroforesis se hizo sobre el mismopapel y se usaron como
electrolitos:
L: Molibdato de sodio. 2%pHS (130)
M: Acido fórmico al 5% (131)

Los azúcares en el papel se revelaron con el reactivo de plata y
álcali (132).

Cromatografía en fase gaseosa.

Para realizar esta cromatografía primero se hace una metanolisis
del oligosacárido, luego se practica una N-acetilación y finalmente se
preparan los silil-derivados. A continuación describiremos las diferen­
tes etapas.
Metanólisis del oligosacárido. Se tomaron en ampollas de vidrio alícuo­
tas del oligosacárido del GEAque contienen 6,4 ugr de azúcar total me­
dido por el métodode la antrona (ver métodos analíticos). A dichas ali
cuotas se les agregó 7,6 ugr de arabitol y 7,6 ugr de manitol comotes­
tigos internos. Se les dejó una noche en desecador al vacio con pasti­

llasde KOHy otra noche con P 05. A cada muestra se le agregó 0,5 ml de2
metanol-Clfl lN. El metanol-ClH se obtuvo haciendo burbuhear C13 al meta
nol anhidro (133); midiéndose su normalidad por titulación con KOH.A
las ampollas se les hizo una atmósfera de nitrógeno y se sellaron a la
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llama, incubándoseles luego en estufa a 100°C durante 2h horas (13h).

Finalizada la incubación las ampollas se enfriaron a temperatu­
ra del ambiente y antes de abrirlas se dejaron 5' a OOC.El contenido

se transfirió a tubos de ensayo que fueron previamente lavados generg
samente con mezcla sulfocrómica. Las ampollas fueron igualmente lava­
das antes de ser usadas. El metanol-ClH se evaporó bajo una corriente
de nitrógeno seco, el cual se obtuvo haciendo pasar el nitrógeno co­
mercial por una columna de silica gel. Las muestras se retomaron en
0,5 ml de metanol anhidro y se estimó su acidez en placa de toque. A­
quellas que eran ácidas se eVaporaron de nuevo hasta que la solución
estaba completamente neutra.
N-acetilación. Be hizo según el método de Etchinson y Holland (135),
tomando las muestras en 0,5 ml de metanol anhidro y se les agregó su­
cesivamente 0.15 m1de pitidina anhidra y 0,1 ml de anhídrido acético.
Se agitaron y se incubaron durante l hora a temperatura del ambiente.
Las muestras se evaporaron con nitrógeno seco y se dejaron durante u­

na noche en desecador al vacio sobre P20 .
Sililación. Se usó la mezcla sililante recomendadapor Clamp(13k),
consistente de trimetiltriclorosilano-hexametildisilazano-piridina a­
nhidra (1:1:5). Despuésde hecha la mezcla sililante se centrifugó y
del sobrenadante se tomaron alicuotas de 50 ul que se agregaron a ca­
da muestra. Estas se dejaron incubando l hora a temperatura del am­
biente. Finalizada la incubación se centrifugaron las muestras para
remover las sales formadas y del sobrenadante se inyectaron 2-4 ul en
el cromatógrafo.
Cromatografía. Se usó un cromatógrafo Packard serie 7400, provisto de
detector de llama. Las columnas empleadas son de vidrio en espiral de
6 pies de longitud por 1/8 de pulgada de diámetro, empacada con 3%de
88-30 sobre un soporte de AnakromABSde malla 80-90. Para prepararla
se disolvieron 1,5 gr de silicona 33-30 en 250 ml de cloroformo, agre­
gando luego 50 gr del soporte AnakromABS. La mezcla se agita suavemeg
te con una espátula para no romper el soporte y luego se seca bajo una
corriente de aire caliente y cuando ya casi estaba seca se pasó a una



estufa a 17500 donde se mantuvo por # horas.

La columna de vidrio fue silanizada haciéndole pasar 10 ml de Sl
lon. eliminando el exceso con tolueno y finalmente se secó en una co­
rriente de nitrógeno. Para empacarla se le aplicó succión en uno de los
extremos sometióndosele a vibración continua. En los extremos se intro­
dujo un tapón de lana de vidrio ailanizada de 3 cm aproximadamente. La
columna se acondicionó en el cromatografo teniéndola a 25000 durante 3
dias con un flujo de 25 cc/minuto e inyectíndole diariamente 25 ul de
bistrimetilsilitrifluoroacetamida.

Haciendo uso de columnacompensadoralas corridas se hicieron en
las siguientes condiciones:

Temperatura del inyector ¿50°C
Temperatura del detector 26000
Flujo del gas portador(nitrógeno)30 cc/minuto
Flujo de hidrógeno 25 cc/minuto
Flujo de aire 250 cc/minuto

La temperatura en la columna se programó con una temperatura i­
nicial de 130°Cdurante 10' y luego se incrementó loc/minuto hasta lle­
gar a una temperatura final de ¿10°C. permaneciendoasi 10'. La veloci­
dad del registrador se mantuvoen l pulgada/5 minutos. El área de los
picos se determinó por triangulación y pesada. Los monosacáridos testi­
gos fueron sometidos al mismoprocedimiento que el usado con el oligosg
cárido de GEA.

Purificación del oligosacárido.

Las fases acuosas obtenidas después del tratamiento a pH 2 de
las fracciones que contenían el pico radioactivo en la columna de TEAE­
celulosa analitica o bien en las de DEAE-celulosaanalíticas, se croma­
tografiaron en placas de eilica: kieselguhr con el solvente E y se revs
laron con °Ñ-naftol. Cuandose hicieron placas preparatiVas se reveló
una zona marginal y las distintas bandas se suspendieron en igual volu­
mende agua, se centrifugaron y se colectó el sobrenadante. La attracción
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se repitió dos veces con medio volumen de agua.

Reduccióndel oliggsacarido.

Del oligosacárido del GEApurificado por capa delgada, se tomó
una alicuota de 360 nanomoles de azúcar total en 50 ul de agua y se le

agregó 50 ul de una solución 0,0kM de H3NaBH¡+en IDH IN. Considerando
que el oligosacárido tiene 20 azúcares, se tendrian 18 nanomoles de o­

ligoeacárido a los cuales se les agregó 2000 nanomoles de H3NaBHk.Ee­
ta relación daria un exceso de 100 veces en el H3NaBE“con respecto a1
grupo reductor, con lo cual ee asegura una reducción cuantitativa (136).
La mezcla se incubó durante #8 horas a 4°c y la reacción se paró con el
agregado de 150 ul de ClH IN bajo campana de vacio. La muestra se llevó
a sequedad con el evaporador rotatorio, se retomó con 0,5 m1de metanol
y se evaporó de nuevo; repitiendo la operación 3 veces. Finalmente se
tomó en agua y se pasó por una columna de MB-3 de 0,515 cm en forma de

hidrógeno y acetato. E1 eluido se concentró y se corrió en papel What­
manl con el solvente H durante 68 horas. Después de pasar la tira por
el radiocromatografo, el nico radioactivo se eluyó con agua y este fue
el material usado comooligosacárido del GEAreducido 3B.

Métodosanalíticos.

Azúcares. El contenido de azúcar total de las muestras se midió por el
métodode la antrona (137) o el del fenol-stok (138).
Fósforo. Para la determinación de fósforo se empleó el método de Cheng
et al. (139). Cuandose trataba de cantidades muypequeñas se empleó el
método del verde malaquita (140) modificado en 1a siguiente forma:
Fósforo inorgánico. La muestra se toma en 0,35 ml de agua y se le agrega

sucesivamente 50 ul de 80“H25N, 50 ul de molibdato de amonio al 25, 50 ul
de Tween20 al 1,5%, se agita y luego se agrega 50 ul de una solución a­
cuosa de verde malaquita a1 0,1%. Se deja en reposo 30' a temperatura del
ambiente y se lee en espectrofotométro a 660 nm. Con este método l namol
de fósforo da una lectura de 0,120 de densidad óptica; mientras que con
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el mótodo de Cheng et al. (139) esa misma lectura se obtiene con 5 nang
moles.

Fósforo total. La muestra seca se suspende en 50 ul de SO#H25Ny 20 ul
de ácido perclórioo al 70%,haciendo luego una digestión a la llama ass
gurándose de eliminar totalmente al perclórico. Después de enfriar los
tubos se les agrega 0,2 ml de agua, se dejan 10' en baño de 10000 y se
llevan a un volumen final de 0,4 ml. Se continúa igual que con el Pi.
Fósforo lábil. Se siguieron dos métodos. En un caso al lipido seco se

suspende en 0,2 ml de agua, se le agrega 50 ul de 80“E25Ny se incuba
10' en un baño a 10000. Se lleva a 0,4 ml y se prosigue como en el Pi.
Cuandola cantidad de lipido en la nuestra daba absorción por turbidez
se corrigieron con blancos que se hicieron tomandootra alicuota a la
que se le agregaron todos los reactivos, excepto que no se calentó en
el baño y se le mantuvo a una temperatura menor de 10°C hasta el mo­
mentode su lectura para evitar la hidrólisis posible.

El otro métodopara medir Pl consistió en someter el lipido a
tratamiento ¡cido suave en solventes orgfinicos (ver hidrólisis ácida
suave del lipido intermediario). Despuésde hecho el tratamiento acido
suave se hizo una partición y se midió el Pi liberado a la fase acuosa.
Con los dos métodos la medida de Pl dio resultados semejantes.
Radioactividad. Los compuestos que tenian 140 se secaron sobre planche­
tas de aluminio y 1a radicactividad se midió en un contador de flujo gg
seoso. Cuandols muestra se quiso recuperar se usaron planchetas de vi­
drio.

El 3B en solución se midió en la mezcla de Bray (lhl) en un con­
tador de centelleo liquido Packard, con una ventana de 30 a infinito y
60% de ganancia. En estas condiciones setiene una eficiencia del 50%.

Cuando en las cromatografias en papel se tenia 3B y 1“’C,se cor­
tó la tira en bandas de 0,5 a l cm de ancho, se les agregó 100 ul de a­
gus y aproximadamente 3,5 ml de solución de Bray. El 146 se midió en un
canal con ventana de 250 a infinito y 25%de ganancia, en estas condi­
ciones no se mide 3K. En el segundo canal se midió la mezcla de 3K y
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1"C con una ventana de 30-250 y 60%de ganancia. Para determinar que
cantidad del 140 medido en el primer canal penetra en el segundo, se
pusieron cantidades conocidas de 1*0 sobre papeles de las mismas dimeg
siones que en los problemas. Se midieron en el primer y segundo canal;
y se dedujo el porcentaje de la medida del primer canal que aparece en
el segundo. De esta manera e cada muestra se le calcula el porcentaje
de la lectura del primer canal y se resta a la lectura del segundoca­
nal, obteniendo asi 1a medida del 3B con una eticiencia del 17%.

La ubicación de la radioectividnd en un cromatograma de placa
delgada, papel o bien electroforesis en papel ae obtuvo por medio de un
radiocromatógrafo Packard.
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Resultados

Purificación del lipido intermediario.
Columnaanalítica de TEAE-celuloea. El extracto que se purificó en las
columnas preparativos de DEAE-celulosay luego de ácido silicico, se pa­
só por una columna de TEAE-celulosa. Se analizaron sus fracciones y los
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Figura 2.Columnaanalítica ggiïEAE-celulggg. El eluido que contenía al GEA
radioactivo. que paso sucesivamente por las columnas de DEAE-celulosa y á­
cido silicioo, se cromatografió en una columna de TEAE-celulosa que se elu­
yó con un gradiente lineal de 0 a 0,133Mde formiato de amonio en el solveg
te A.8e colectaron 60 fracciones de 5ml.En alicuotas de las fracciones se mi
dió la radioactividad del GEA(0 0 z corresponde a cpm/ml);el dolicol
fosfato antes(°-----0) y despu6s(O-—-—-O)dehidrólisis a pH2en alicuotas
de 50 Hl(la enZimaIÓla incorporó lBSOcpm);fósforototal("'“ "").
resultados aparecen en la Fig. 5; en la cual se puede ver que la radicacti­
vidad se eluyó con un pico en la fracción #6, correspondiente a una concen­
tración de aproximadamente 100 mMde formiato de amonio. La radiosctividad
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apareció mezclada con una substancia amarilla que tuvo su máximoen las
fracciones #5-46.

La medida del Pt por el método de Chen et al. (139) reveló un pi­
co que coincidia con radioactividad del GEA.Sin embargo al hacer la mg
dida del fósforo labil en alicuotas semejantes no fue posible detectar­
lo con este método. Esto sugería que la mayor parte del P total medido
provenía de contaminantes, pues si todo tuviera origen en derivados di­
foefato del dolicol. la mitad del Ptotal debió ser acido lábil. En un
DolDP-oligosacárido, la unión entre el azúcar y el fósforo}? es muy16­
bil al ácido. La unión entre ambosfosfatos también lo es aunque necesi­
ta condiciones un poco mis enórgicas que la anterior; mientras que la u­
nión del dolicol al fósforo °(es estable a un tratamiento ácido que rom­
pe las dos uniones anteriores (106).

Los azúcares detectados cualitativamente por el fenol sauna dieron
un maximoen las fracciones k5 y k6. El DolMPse midió por su capacidad
de incrementar la formación de DolMPGlual incubar microsomas de higado
con UDPGlu1c. Cuandose ensayó directamente, sin previa hidrólisis a
pH 2, no se detectó ningún estimulo; mientras que después de la hidróli­
sis apareció un pico de actividad en la fracción #6.

Columnaanalítica de DELE-celulosa. La mitad de la preparación B, des­
puós de pasar por la columnade ácido silicico, fue cromatografiada en u­
na columna analítica de DRAE-celulosa. Esta columna también fue eluida
con un gradiente lineal de O a 0,133Mde formiato de amonio. Los resulta­
dos de medir en alicuotas de las fracciones el GEAradioactivo, los azúcg
res liberados a la fase acuosa después de tratamiento ácido suave y el
DolMPaparecen en la Figura 6.

El GEAradioactivo emergió con un pico en la fracción 42, donde la
concentración de formiato de amonio es de aproximadamente 90 mH. Igual
que en la columna de TEAE-celulosa (Fig.5 ) el GEAestaba mezclado con u­
na substancia amarilla que tuvo un máximoen las fracciones k1-42-43.
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Figura 6. Columnaanalítica de DEAE-celulosa. El eluido que contenía al
GEAradiosctivo que se cromatografía sucesivamente por DEAE-celulosa y
ácido silicico, se pasó por una columna de DRAE-celulosa Que se eluyó
con un gradiente lineal de 0 a 0,133M de formiato de amonio. Se colec­
taron 60 fracciones de 5m1. En las fracciones se midió la radioactivi­
dad (0 O ; expresada en cpm/m1); el DolHPantes (13" ' -D) y dei
pués (9-- “0 ) de hidrólisis a pH2en alicuotas de 50 ul (la enzima
sola incorporó 480 cpm); y los azúcares liberados a la fase acuosa des­

ïués de hidrólisis a pH 2 en alicuotas de 20 ul, expresadas en umoles/ml
°_
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El ensayo de la actividad de DolMPdespuós de hidrólisis a pH 2
dio un pico en la fracción 42, pero con un hombrohacia la fracción 38
El azúcar ácido lábil medido por el mótodode la antrone en la fase a­
cuosa siguió un perfil semejante al DolMP. A1 igual que en la columna
de TRAE-celulosa (Fig. 5). el ensayo directo del DolMPno evidenció
ningún estimulo.

En las tablas VIII y IX se muestra el grado de purificación al­
canzado hasta esta etapa; obteniendose una relación Pt/Pl de 5,41 (Ta­
bla X) o sea más alta de la esperada. Esto hizo que se intentara mejo­
rar la purificación por otros medios. El fósforo lábil se llegó a me­
dir con el método del verde malaquita que es más sensible que el Cheng
et al. (ver mótodosanalíticos). En estas fracciones no se detectó P
inorgánico.

Columna de Sephadex LH-ZO.Una alicuota de la combinación de las frac­
ciones hl-kZ-h) de la columna de DRAE-celulosa (Fig. 6), se pasó por
una columna de Bephade: IE-ZO, previamente equilibrada con el solvente
A y eluyendoae con el mismosolvente. La radioactividad apareció.de
nuevo mezclada con la substancia amarilla y en el pico radicactivo la
relación de Pt/Pl fue de 5,28. Resultados semejantes se obtuvieron em­
pleando el solvente K.

Precipitación. Siendo conocido que el GEAmigra en cromatografía en es
pa delgada en n-propanol-agua (7:3) (113), se ensayó su solubilidad en
este solvente. De la combinación de las fracciones hl-k} de la columna
de DRAE-celulosa (F13. 6) se secó una alicuota y se tomó en una mezcla
de n-propanol-agua (65:35) en la cual se logró solubilizar todo el ma­
terial. Después se fue agregando propanol y al completar un 60%del vo­
lumenoriginal, la solución se tornó turbia. Se centrifugó y se obtuvo
un precipitado en el cual se recuperó el 90%de la radioactividad. La
mayor parte de la substancia amarilla quedó en el sobrenadante. Be re­
pitió la precipitación dos veces y el precipitado final se disolvió en
el solvente A. A1medir Ptotal y Plábil se les encontró en una relación
2,81/1. Inicialmente esta relación, comose mencionóanteriormente, era
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de 5,28.

Columnaanalítica de DEAE-celulosadespués de precipitación. En vista
del resultado anterior, la segunda mitad de la preparación B, después
de eluida del ácido silicico, se le practicaron 3 precipitaciones y se
pasó por una columnaanalítica de DEAE-celulosaigual a la descripta
anteriormente. La radioactividad emergió en la fracción 3?, correspon­
diendo a una concentración de formiato de amonio 8k mM(Fig. 7-1). En
la Fig. 7-A se muestran los resultados de medir DolHPy azúcar ácido
lábil. El ensayo directo del DolMPde nuevo fue negativo. El obtenido
después de hidrólisis a pHZtiene un pico principal en la fracción 37
y uno secundario en la tracción 31. El azucar ácido láhil tiene un pe;
fil semejante. En la F13. 7-B aparecen los resultados de medir el Pt y
el Pl. El Plúbil dio un perfil semejante al del DolMPdespués de trate
miento ácido suave y al azúcar liberado por el mismotratamiento. El P
total presentó dos máximos. el mayor en la fracción 29 y el menor en
la 37. Esto hace que en la última fracción la relación Pt/pl sea 2,37
y'en la fracción 31 dicha relación sea de h, lo cual significaría la
persistencia de contaminantes que contienen P total.

En la Tabla VIII aparece la purificación del GEAen función de
la medida en alicuotas de P total en cada etapa de purificación. No a­
parecen datos para la columna de TEAE-celulosa (F13. 5) pues ésta se
hizo con la preparación A (ver métodos) y siendo la primer preparación
que se hizo no se dejaron alicuotas para confeccionar tabla de purifi­
cación. En la Tabla VIII, se observa que el máximode purificación se
obtuvo oon la columna analítica de DEAE-celulosadespués de precipita­
ción (Fig. 7). Cuandola purificación se expresa en función de P lábil
(Tabla IX) también a esta columna corresponde el máximode purificación
Si bien la diferencia con la DEAE-celulosaanalítica sin precipitación
previa (Fig. 6) no es considerable. Este hecho estaria indicando que la
precipitación con n-propanol purificó fundamentalmentede substancias

que contienen P orgánico. El númerode veces que se purificó por P lá­
bil es menor que el número de veces que se purificó por P total. Esto
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Ïigura 7. ColumnaanalítiCa de DEAE-celulosadesBués de precipitación.
El eluido de la columnade ácido silicico que contenía el A radicac­
tivo, se tomó en n-propanol-agua(65:35) y se le agregó un 60%de n-prg
panel con lo cual precipitó la radioactividad (ver métodos). La preci­
pitación se hizo tres veces y el precipitado final se pasó en el sol­
vente A por una columna idéntica a la descripta en la Fig.6. En las
fracciones se midió:
A. El GEAradioactivo(0 o ¡aparece en epm/ml); el DolVP antes
(Ü--—-D) y despuésO' - --O) de hidrólisis a pHZen alicuotas de
50 ul (la enzima sola incorporó 1210 Cum); los azúcares liberados a la
fase acuosa después de hidrolieia a pHZen alícuotas de 20 ul, expresa­
dos en moles/ml (O O).
B. P total(0—""-0) y P lábil (u- - --D) aparece en umoles/ml.
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ee debido a que la contaminación original por material que contiene P
lábil es menor que la contaminación por P total (Tablas VIII y IX).

Tabla VIII. Purificación del GEAen función del P total

Fracción GEAluc Pt en la GEAlhc/Pt No de Recu­
cpmtatg- fracción cpm/umolde purifi pera­
lee z 1 (umolee) P total cacio- ción

nee “b (%)

Extracto 300 14300 21 1 100

DEAB-celg 216 196 1102 52 72
losa pre­
parativa

Ac.Bilicico 180 29 6206 291+ 60

DEAE-cel. 110 9.7 113#O 540 36
analitica(a)

DEAE-cel. 37 1,# 26k28 1258 12
analitica(b)

El extracto crudo de 1a preparación B se dividió en dos volúmenes igua­
les y ee purificó a través de las etapas que aparecen(ver Métodos). En
cada etapa se midió en alicuotas el Ptotal y la radioactividad del GEA

C

(a). Se refiera a la combinaciónde las fracciones hl-hE-h} de la colug
na DRAE-celulosaanalitica(Fig.6).
(b). En la columna de DELE-celulosa analítica hecha deepuóa de precipi­
tación con prepanol y los datos son para la fracción No 37(Fis.7). El
Node purificaciones es el cociente entre el valor de cada fracción yel del extracto crudo.

Comose mencionó anteriormente en un DolDP-oligoeacárido la rela­
ción Pt/Pl es de 2. En la purificación del GEAdeberia observarse que
esta relación ee aproximaa1 valor teórico esperado. Para determinar si
eato ocurre ee elaboró la Tabla X que muestra cómose acerca a la rela­
ción Pt/Pl de 2 a medida que se purifica el GEA.El valor más próximo es



en la columna de DEAB-celulosaanalítica (Fig.7) que se hizo después
de precipitación con n-propanol. Sin embargose ve aún la persistencia
de Iaterial con P orgánico. En estas fracciones no se detectó la pre­
sencia de P inorgánico.

Tabla IX. Purificación del GEApgr P lábil.

Fracción 6311hc P lábil 0211hc/P1 No. de Rec!
cpn tota; en la frac- cpm/umol purifi- perales x lO c16n(umoles) de P lábil cacio- ción

nes 1“q%

Extracto 300 1181 254 1 100

DEAB-cel. 216 8,1 2668k 105 72
prepar.

Ac.Bilicico 180 4,25 43352 170 60

DEE-cel. 11o 1.79 61523 242 36
Gna10(.)

DEAD-cel. 37 0.59 62711 246 12
“¡10(b)

En las diferentes etapas se tomaron alicuotas en las cuales se midió
el P lábil (ver métodos) (a). y (b). corresponden a lo mismode la Ta­
bla VIII.

Otro parámetro en la purificación del GEAes la medida del DolMP
liberado por hidrólisis ácida suave en las diferentes etapas.

En la Tabla XI aparecen los resultados de medir DolMPen alicuo­
tas tomadas en las diferentes etapas de purificación del GEAque fueron
previamente tratadas con ácido en condiciones suaves. El DolMPcomose

describió antes se mide por su capacidad aceptara de glucosa al incubar
las fracciones con microsomas y UDPGlu. Al valor obtenido asi se le
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Tabla X. Relación P total¿? lábil eg lappurificación del GEA.

Fracción P total en P lábil en Relación
la fracción la fracción Pt/Pl

(umoles) (umoles)

Extracto 14300 1181 12,11

DEAE-celu- 196 8,1 2#,12
losa prep.

Ac. silici- 29 mas 6,82
co

DELEcel. 9.7 1.79 5.41
anal. (a)

DRAE-cel. 1y“ 0959 2'37anal.

En base a los datos que aparecen en las tablas VIII y IX se calcu­
la la relación P total/P 16bil. (a). y (b). significan lo mismoque en
1a Tabla VIII.

resta el de un blanco obtenido al incubar la enzima con una alícuota i­
gual que no fue previamente sometida a hidrólisis ácida suave. En la Ta­
bla XI se aprecia que también en este caso el mayor grado de purifica­
ción corresponde a la columna de DEAE-celulosa después de precipitación
con n-propanol (Fig. 7). El grado de purificación alcanzado para el
DolHP es menor que el obtenido para el GEL(Tabla VIII); 756 y 1258 ve­
ces respectivamente. Esto estaria indicando que el DolHPpresente no
pertenece todo al GEA.Por la misma razón la recuperación del DolMPes
menor que la del GEA1hC(ver discusión).

Purificación del oligosacárido.

Las fracciones de las columnas analiticas de TEAE-y DELE-celulo­
sa se analizaron por cromatografía en capa delgada. Cuandose corrieron
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Tabla XI. DolHPliberado por tratamiento ácido en las etapas de purifi­
cación del GEA.

Fracción DolMP(c) Ptotal DolMP/Pt Puri- Recupera­
nmoles de en la frag nmoles de fica- ción DolMP
glucosaig cción (u- glu/umol ciones (%)
corporados MOIGB) de Pt

Extracto 9#,6 1h300 0,006 1 100

DEAE-cel. 70,6 196 0,36 6o 71+

Ac.silici- 39,0 29 1,34 233 41
co

DEAE-cel 19.5 9.7 1.89 315 20(anal.(a5

DEAB-cel. 6. 5 1,4 “¿lo 756 7

En alicuotas tomadas en las diferentes etapas de purificación se mi­
dió el DolMPdespués de tratamiento ácido suave. La medida se hizo por
incremento en la formación de DolMPGlu’al incubar cada fracción con mi­
crosomas y UDPGlu’(vermétodos). En cada fracción se restó el valor de
1a glucosa incorporada por la enzima incubada con una alícuota igual
que no fue previamente tratada con ácido. (a). y (b). corresponden a lo
mismoque en la Tabla VIII.(c),es el valor de la glucosa incorporada pg
ra formar DolMPGlu.Se midió simultaneamente todas las fracciones con
la misma enzima microsomal.

alicuotas de la fracción #6 de la columna de TEAE-celulosa (F15. 5) en
placas de silica-kieselguhr con el solvente B, el reveladocon vapores

de iodo y/o con at-naftol-80432 mostró una manchadifusa entre un Rf
0.39 y 0,58, con un maximode intensidad en Rf 0.5. La radioactividad
tenia un Rf de 0,46.

El hecho de que se revelara una mancha difusa que no coincidia to­

da con la radioactividad, estaba indicando la presencia de otros compueg
tos además del GEA.Se intentó obtener una mejor separación con otros
solventes, pero los resultados fueron insatisfactorios. En cambiocuando
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corrió el material de la fase acuosa despuós de hidrólisis a pH2 de
alicuotas de las fracciones, el revelado con a(-naftol presentó dos
manchas violeta. Una con Rf 0,16 y la otra con Rf 0.h7. La primera de
dichas manchas. tal comose muestra en la Tabla III, tiene su maximo
en 1a fracción k6. además se encontró que tiene la misma movilidad que
el pico radioactivo del GEA.La segunda de las manchas tiene un máximo
en la fracción #7.

Tabla XII. Oligosacaridos liberados ¡or tratamiento ácido suave de las
fracciones de la columna de TELE.

No. de fracción k3 #5 k6 #7 #9

Olisosacirido Rf 0,16 - 3 ++ - ­

Oligosacarido Rf 0,k7 - - ++ ++e ­

Las fracciones de ¿a columna de TEAE-celulosa (F13. 5) fueron trata
das a pH 2, 10' a lOOC. Los oligosacáridos liberados a la fase acuosa
se separaron en una placa delgada de silica-kieselguhr con el solvente
E. Las cruces significan la intensidad relativa qnl revelado con °(-na¿tol. La radioactividad del oligosacárido del GEAc coincidió con el o­
ligosaoirido de Rf 0,16.

Cuandose analizaron cantidades mayores aparecieron otras bandas
que se muestran en sus cantidades relativas en la #a columna de la Ta­
bla XIII. Para poder comparar mejor distintas cromatografias, ademas
del Rf se muestra la movilidad relativa de cada banda con respecto a
la movilidad del oligosac‘rido del GEA.Esto aparece tabulado comoRgea.
En el fraccionamiento preparativo de los digosacáridos las bandas se e­
luyeron con agua.

Tambiénse analizó el perfil de oligosacáridos después de hidró­
lisis acida suave de la combinaciónde las fracciones hl-hZ-k} de 1a
columna analítica de DEAE-celulosa (Fig. 6). En la Tabla XIVse dan las
cantidades relativas de las diferentes bandas. Se ve que en esta corrida
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Tabla XIII. Cromatografía en papel de los azúcares de los oligosacárjdos.

Banda No. Rgea(a) Rf Oligosg Glu Man Hexosg Gal Desco­
cárido minas nocido

1 0,35 0,06 + ++ ++ Ï o ­

2 1,0 0,18 ++++ ++++ ++++ ++ - ­

3 2'0 0.36 t z : 2 H ­

1+ 2,83 0,51 ++ I - ++ + ­

4.5 Ó‘ - II — - +,

El material acuosoluble después de hidrólisis a pH 2 de la fracoión
46 de la columna de TEAB-celulosa (F15. 5) se fraccionó a escala prepa­
rativa en una placa de silica-kiselguhr con el solvente E. Las bandas
se revelaron con °(-naftol en una zona margina y el resto se eluyó con
agua. El eluido se hidrolizó con ClH BNa 100 C durante 3 horas y se g
nalizaron los monosacáridos por cromatografía en papel con el solventeI.
a. Corresponde a la movilidad de cada banda/movilidad del oligosacárido
del GEA.

no apareció la banda No. l. La banda No. 3 apareció proporcionalmente en
mayor cantidad que la obtenida en la fracción #6 de la columna de TEAE­
celulosa (Tabla XIII). Por lo demás ambos perfiles de oligosacáridos son
muy semejantes.

El material hidrosoluble después de tratamiento ácido suave de las
fracciones de la Columnaanalítica de DEAE-celulosadespués de precipi­
tación, también se analizó comoznlos casos anteriores. Los resultados

aparecen en la Tabla XV.Si bien en este caso las bandas aparecen distri
buidas en varias fracciones, en definitiva el perfil de oligosacáridos
tomados en conjunto es igual al observado en las columnas anteriores.
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Tabla XIV. Oligosacáridos obtenidos de la columna de DEAE-celulosa
(Fi¡.6z Eor hidrólisis a BH2.

Banda No. 0 1 2 3 h 5

Rgea o 0.33 1 2,10 2.83 5,30

Cantidad + - e++ +0 o o

A ls combinación de las fracciones k1-h2-k3 de la columna analítica de
DELE-celulosa(tig.6). se le hizo tratamiento ácido suave y la fase acug
sa se cromatogrsfió en caps delgada en ls misma forma que se indica en
Tabla XII. Aparece únicamente el Egea (ver Tabla XIII)porque ls placa se
desarrolló dos veces. La radicsctividad correspondió a la banda No. 2.

Cuandose frsccionsron los oligosecáridos a escala preparativa,
para asegurarse de la pureza de la banda No. 2 que corresponde al oligo­
sacórido del GEAradicactivo, se cromatografiaron slicuotss del eluido

Tabla XV.OliEcsscóridcs obtenidos en la columna de DELE-celulosa (Fig.2)
nor hidrólisis s RH2.

Banda No. Rf Rgea _ Fracción 31 Fracción 3? Fracción 39

0 O O - e +

1 0,06 0.33 - ’

z 0,19 1,00 - ++ t

3 o,I+Io 2,31 ++ i 3

k 0,55 2,89 ++ + z

5 0.66 3M 1 4, +

Alicuotas de las fracciones de la columna de DEAE-celuloss (Pis. 7).
que tuera efectuada con material purificada previamente por precipita­
ción con propanol, fueron sometidas a hidrólisis ácida suave. Los cli­
gosacáridos liberados a la fase acuosa se cromatografiaron en espa del­
gada tal comose indica en la Tabla XII.
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con agua en diferentes solventes y placas. En todos los casos apareció
una manchaúnica que coincidió con el pico radioactivo. En 1a Tabla

XVIaparecen los distintos R! obtenidos en cada sistema. Las placas la
vadas que aparecen en la tabla, se refiere a que previamente se desa­
rrollaron con metanol-ClH (ver métodos: cromatografía en placa delgada).

Tabla XVI. Cromatografía en capa delgada del olicosacárido del GEA.

Tipo de placa Solvente Rf

Silica-kieselguhr E o, 18

Silica-kieselguhr lavada H 0,k6

Silica-kieselguhr lavada G 0,30

Aliouotas del oligosacarido del GEA(banda No.2) del fraccionamien­
to preparativo de los oligoeacáridos. se corrieron en los sistemas in­
dicados. El azúcar se detectó con ot-naftol y la radioaotividad por el
radiocromatógrafo. En todos los sistemas se visualizó una sola mancha
que coincidió con el pico radioactivo.

Después de remover el ClH se usaron sin activar. También se corrió una
alicuota en una placa de kieselguhr con el solvente F, el resultado no
aparece en la Tabla XVIporque se desarrolló dos veces la placa. El re­
velado mostró una sola manchaligeramente difusa que coincidió total­
mente con la radioactividad. Los resultados que aparecen en la Tabla
XVIImuestran el grado de purificación alcanzado hasta la segunda capa
delgada en función del azúcar acido labil. Este corresponde al grado
de purificación del oligoeacárido del GEA,en el cual corre comouna
substancia homogéneaque coincide con la radioactividad (Tabla XVI).
Comparando con las Tablas VIII y IX se observa que el número de veces
que se purifica por azúcar es menor que cuando la purificación se ex­
presa por Ptotal o Plábil. Este hecho está indicando que el material
contaminante que contiene azúcar ácido 16bil es menos abundante que el
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que contiene fósforo. El grado de purificación alcanzado con la DEAE-cg
lulosa analítica hecha después de precipitación es semejante al alcanza
do con la mismacolumna sin precipitación previa (a y b, Tabla XVII ).

Tabla XVII. Purificación del olisosacárido del GEA.

Fracción. GEA146 Azúcar en GEA1“C/a- No. de puri- Rec!
cpn tota? la fracción zúcar(cpm/ ficaciones perales x 10 (umolee) umol) c ón

1 cfiá

Extracto 300 3000 100 1 100

DEAB-oel. 216 313 690 7 72
prep.

Ac. sili- 180 #5,8 3930 39 60
cico

DElB-cel. 110 16,81 65k0 65 36
G11810(.)

DRAE-cel. 37 5.4 6851 68 12“al.
ler capa 60 3,h1 175h0 175 20
fina (c)

2a. capa 37 2,07 17852 178 12
fina (d)

Alicuotas de las diferentes fracciones se sometieron a hidrólisis n
pH 2 y despues de partición se midió el contenido de azúcares en la fase
acuosa por el método de la antrona (ver metodos). En los casos de las ca­

‘pas finas se midieron alicuotas del eluido. (a) y (b) corresponden a lo
mismode la Table VIII. (c).- es la corrida en placa de silica kieselguhr
n escala preparatiVa de los oligosacáridoe con el solvente E. Los oligosg
cáridos fueron obtenidos de la DEAE-celulosaanalítica (Fig. 6), fraccio­
nes #1-43 combinadas (d). - El eluido de le banda correspondiente al oli­
goeacúrido del GEAde ln capa delgada anterior. se recromatografió con el
solvente G en una placa de eilica-kieselguhr lavada. El No. de purifica­
cionee corresponde nl cociente entre el valor de cada fracción y el del
extracto.
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Análisis del oligosacarido.

gramatosrafia en papel. El material hidrosoluble obtenido despuós de
hidrólisis a pH 2 de la fracción #6 de la columna de TEAE-celulosa
(F13. 5) se fraccionó en una capa delgada preparativa de silica-kiesel­
guhr con el solvente E. Se reveló una sona marginal de la placa y las
bandas se eluyeron con agua. Estos eluidos se sometieron a hidrólisis
total y los hidrolisados se cromatografiaron en papel con el solvente I.
Los ionosacáridos se revelaron con plata y alcali.

Los resultados obtenidos se sumarizan en la tabla XIII. La banda

No. 2. que corresponde al oligosacárido del GEA,dio manosa y glucosa
en cantidades semejantes y una pequeña cantidad de hexosaminas. Para
control se desarrolló con el mismosolvente una placa idéntica a la usa­
da para el fraccionamiento de los oligosacóridos. Se dividió en las ban­
das correspondientes y a los eluidos se les practicó hidrólisis total.
Estos hidrolizados se corrieron en papel con el mismosistema. En varios
casos apareció una manchade glucosa, por lo cual las cantidades de glu­
cosa están afectadas de incertidumbre en cuanto a su valor real. El com­

puesto de la banda O reveló únicamente manosa. El No. 1 dio los mismos a
zúcares de la banda No. 2 y además galactosa. El compuesto No. 3 dio uni
camente hexosaminas y su cantidad era muypoca. El No. k tenia hexosami­
nas, galactosa y trazas de glucosa. Comoel compuesto No. 5 presentaba
en la placa delgada un RI casi igual al de la glucosa, se le corrió en
papel directamente y después de hidrólisis total. En amboscasos corrió

un compuesto único con un Rglu de 0.26. En papel no impregnado con sokz­
se obtuvo el mismoresultado.

Cromatografía en fase gaseosa. Dado que no se tenia seguridad en cuanto
a la cantidad real de los azúcares en el olizosacarido del GEA,se repi­
tió el análisis por cromatografía gaseosa. Para lo cual se hizo una com­
binación de las fracciones k1-h2-43 de la columna analítica de DEAE-ce­
lulosa (Fig. 6) y se sometió a hidrólisis a pH 2. La fase acuosa que
contiene a los oligosacáridos liberados se cromatografió en una placa de
silica-kieselguhr, tal comose describió anteriormente. Las diferentes
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bandas se eluyeron y la correspondiente al oligosacárido del GEA(ban­
da No. 2, Tabla XIV) se cromatografió de nuevo con el solvente G en u­
na placa de silica-kieselguhr lavada. El objeto de usar placas lavadas
fue para introducir la menor cantidad de impurezas en el cromatógrafo,
Al revelar con.tK-naftol apareció una sola banda con Rf 0,30 que coin­
cidió con la radioactividad. Esta banda se eluyó con agua. comotambi­
en 4 bandas del mismoancho de la del oligosacarido, dos anteriores y
dos posteriores a la misma. Estas bandas sirven comocontroles. En los
eluidos de las bandas se midió azúcar total por el métodode la antro­
na, siendo únicamente positivo en la banda radioactiva.

A los eluidos de la banda del oligosacarido y de los controles
se les agregó arabitol y manitol comotestigos internos y se sometie­
ron a metanolisis durante 2h horas. Despuésde ser I-acetiladas y si­
liladas se pasaron por el oromatografo de gases. Previamente se cali­
bró la columna sometiendo una mezcla de azúcares testigos al mismo
tratamiento, es decir metanólisis, N-acetilación y sililación. La F15.
8 muestra los tiempos de retención del arabitol, manosa, galactosa,
glucosa. manitol, N-acetilgalactosamina y N-acetilglucosamina.

La F15. 9-A corresponde al cromatograma de las 4 bandas control.
En todos los casos los resultados fueron idénticos. El pico 1 oorrespog
de al arabitol y los picos 7 y 8 al manitol. Este pioo 8 apareció tam­
bién cuando se cromatografió manitol directamente. Comoel pico 8 tam­
bién corresponde a un pico secundario de la N-aoetilglucosamina, se to­
mócomoárea total de 6sta al pico principal o sea a1 No. 11 (Fin. 8),
Tanto en los problemas comoen los testigos.

La Fig. 9-3 muestra el cromatograma obtenido con los azúcares
del oligosacárido del GEA.¡pareciendo manosa, glucosa y N-acetilgluco­
samina. Las cantidades de cada azúcar presente en este cromatograma se
ouantificaron según el método de Clampet al. (139). Los resultados spa
recen en la Tabla XVIII, en la cual se puede ver que la relación Manzcuu
es 6:2:1. Cuandose hizo con el oligosacárido purificada solamente hasta
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Figura 8. Cromatografía gaseosa de azúcares conocidos. Muestras de n­
zúcaree comerciales fueron sometidas e metenblisie, N-acetilación y
eililación comose describió en métodos. Luegose corrieron en el cro­
matogrefo de genes. Los picoe aparecen enumerados en orden creciente
de los tiempos de retención: 1, arabitol; 2, manoen;3,#.ga1actoea; 5,
6, glucosa; 7, manitol; 9,10, N-acetilgalactoeeminn; 8,11, N-ecetilglg
coeamina. Loe picos de cada azúcar fueron identificados en cromatogra­
fiaa previas efectuadas con cada azúcar por separado en presencia de
arebitol y mnnitol.

la primer capa delgada Be obtuvieron resultados semejantes. Esta rel¿
ción ee la mismasi se hace en la columnade relación del área total
ajustada (columna ü de le Tabla XVIII). Esto hace que dicha relación



61

2 b

8

o A l j l

0 15' 30' 45' 60’

Respuestadeldetector

o 1 + A . A

o 15 Jo 45 60
MINUTOS

Figura 9. Cromato rafia en fase aseosa de los azúcares del GEA.(cont.
Pág. siguiente



62

Figura 9. (Continuación). los oligosacáridos se fraccionaron a escala
praparativa en una placa de silica-kieselguhr con el solvente E y se
eluyeron con agua las diferentes bandas. El eluido de la banda del o­
ligosacárido del GEA(banda No. 2) se recromatografió con el Solvente
G en una placa de siliCa-kieselguhr lavada. El revelado con o(-naftol
mostró una sola manchaque coincidió con el pico radioactivo. Se elu­
yó esta banda y dos anteriores y posteriores comocontroles. A los e­
luidoe se les agregó manitol y arabitol. para luego someterlos a meta
nólisis, N-acetilación y sililación. Finalmentese corrieron en el
cromatografo de gases.
1.- Muestra el resultado de las bandas de control.
3.- Corresponde a la banda que contiene al oligosacárido del GEL.El

númerode los picos corresponde al orden creciente en el tiempo
de retención comose describe en la fig. 8.

Tabla XVIII. Cálculo del contenido de azúcares en el oligosacárido
dC]. “A.

Monos; Area total Relación Relación nmoles de Relación
carido de los i- del area del área monosacari- aproximada

cos(mm)(a) total(b) total a- do/ugr de de los azg
Justada(c) oligosacá- cares (e)

rido ( d )

Manosa 547 0,608 0,5k7 4,24 6

Glucosa 183 0,203 0,183 1,¡+2 2

N-acetil- 48 0,053 0,095 0,74 1
glucosa­
mina

(a) Sumadel área de los picos obtenidos para cada azúcar en el croma­
tograma de la Fig. 9-3.total(b) Area Se cada monosacárido dividida por el área del arabitoltestigo (900 mm)
(c) Relación del área total multiplicada por el factor de ajuste molar.
Para la manosay glucosa fue de 0,9 y para la N-acetilglucosamina de
1,8. Estos factores se calcularon a partir de cromatogramasen los cua­
lel se corrieron cantidades conocidas de cada monosacárido.
(d) Relación del área total ajustada multiplicsda por nmoles de arabi­
tol/ugr de muestra (7,75 nmoles/ugr)
(o) Es la relación aproximada al número entero más cercano.
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sea independiente de la cantidad de oligoeacárido estimada por la an­
trona.

En las muestras ee agregó 7,6 ugr de arabitol por 6,# ugr de a­
zúcar total de oligoeacárido medidopor la antrona (ver métodos: cro­
matografía en fase gaseosa). Beto hace que la cantidad de azúcar del
oligoeacárido represente un 8k%de la cantidad de arabitol presente.
Esta proporción puede medirse independientemente en el cromatografo,
midiendo la proporción del área total de loa monoaacáridoe en rela­
ción al area de arabitol. La aumade laa áreas ajustadas de loe mono­
eacáridoe es de 0,825 (¡uma de los valoree de la columna h de la Ta­
bla XVIII), y la del arabitol ee 1. Esto significa que el área de to­
doe los monoeacáridoe ee un 82.5% del área del arabitol, lo cual es
muypróximo al 8“! estimado en base a la antrona.

Identificación del extremoreductor. Unaalícuota del oligoeacárido
del GEApurificado hasta la primer capa delgada (ver Tabla XVIII) ee

redujo con 3B Nana“ y ee corrió en papel con el solvente H. Al radio­
cromatografiar la tira ee observó un eolo pico con una movilidad song
Jante al oligoeacárido del GEA.El pico ee eluyó con agua y este será
el oligoeacárido del GEAreducido 3B al cual se hará mención en loe
próximos experimentos.

Para comparar el oligoeacarido trio que se redujo con el marca­
do con glucosa 1‘0. ee corrió una alicuota del oligoeacárido del GEA
reducido 3B en papel con el solvente H. La tira ee pasó por el radio­
cromatografo. apareciendo un pico único, luego ee cortó en bandas de
0,5 cmy ee midió diferencialmente 3B y 146. Los resultados aparecen
en la Fig. 10, donde ee observa que el trazado de la radioactividad
del 3H coincide practicamente todo con el trazado del 146, quedando
el pico entre un tamaño de maltooligoeacáridoe de 16 a 17 unidades.

En la Tabla XIXaparecen los datos eobre la cantidad de 3B inca;
porado en el pico de la Fig. lO en relación a la cantidad de oligosa­
cárido expresada comoazúcar total. Eeta relación indica el númerode
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Figura 10. Cromatorafia en noel del oliïosacárido del GEAreducido
cog 3HNaBHg.Una alícuota del olimosechido del GEAreducido con 3HNa­
-BH4se corrió en papel con el solvente H. La tira pasó por el radio­
cromatografo pare ubicar le radicactividad y luego esa zona se cortó
en bandas de 0,50m de ancho. En las bandas se midió diferencialmente
el contenido en 33(0- 0 ) y 1"NEXO-“r-. ). Las flechas en ll par­
te superior indican la posición de maltooligosacáridoscon el númerode
unidades. Estos meltooligosacáridos de tamaños crecientes se obtuvie­
ron por hidrólisis ácida parcial de la amilosa. Comola glucosa escapó
del papel el tamaño de los maltooligosacáridos se determinó por compa­
ración con la migración de un testigo de inositol que corre entre mal­
tooligosacáridos de 3 y 4 unidades.

azúcares presentes por extremo reductor o sea el tamaño del oligosacá­
rido. Por esta relación se establece que el oligosacárido del GEAten­
dria de 18-19 azúcaresíver discusión).
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Tabla XIX. Cantidad de 33 incoroorado al extremo reductor.

Azúcar Total 3H en natomos de 3H Azúcar total/
(nmoles) cpm incorporados /3H (nmoles/

/natomos)

2,28 1603 0,123 18,54

En 1a alícuota de oligosacárido del GEAreducido 3B que corrió en pa­
el(Fig.lO) se mide la cantidad total de 3B presente. En base a que el
H se contó en esas condiciones con una eficiencia del 17%se determina

el número de natomos de 3K, presentes en la alicuota. Sabiendo que la g
liouota de oligosacárido corresponde a 2,28 nmolea de azúcar total medi
dos por el método de la antrona se hace la relación de azúcar total a

presente en el extremo reductor del oligosacarido.

Para identificar el monosacárido que se redujo con el 3HNaBHuse
tomó una alícuota del oligosacárido 3By se sometió a una hidrólisis en
ClH BNa 100°C durante 3 horas. El hidrolizado se cromatografió en papel
con el solvente I. Al obtener el radiocromatograma(Fig. ll-A) se vieron
dos picos. uno que coincide con el testigo frio de glucosaminitol y otro

1“C(Fig. ll-B) se en­
contró que toda la radioactividad del glucosaminitol es 33 y la del pico
con el de glucosa. Al medir diferencialmente 3B y

de glucosa es C. El pico de glucosaminitol de otro cromatograma igual
fue eluido del papel con agua, luego fue N-acetilado y cromatografiado en
papel con el mismosolvente (Fig. 12). Toda la radioactividad pasó a te­
ner una movilidad igual a la del N-acetilglucosaminitol.

Comoen el solvente I no se separan la glucoaamina de 1a galactg
samina (123), se pensó que tampoc0se separarian los correspondientes al­
ditoles. Se buscó nntonces un sistema en el cual fuera dado conseguir di­
cha separación. Se ha descripto la separación de varios alditoles por e­
lectroforesis en papel con molibdato de sodio al 2%pH 5 (130). En este
sistema se corrió el pico de N-acetilglucosaminitol eluido del cromato­
grama descripto en la Fix. 12, obteniendo una buena separación del n-a­
cetilgalactosaminitol (Fig. 13).
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Figura 11. Hidrólisis total del oli osecárido del GEAreducido con
3HNaggg.Una alícuota del oligoeechido del GEA.2educ1doee hidrolizó
en ClH BN, 3 horas e 100°C y se corrió con el solvente I.
A.- Radiocromatogramade la tiraola-La t re ee cortó en bandas de lo.
y ee midió diferencialmente3fl (“ ") y C ( ). Los azúcares frio.
corridos comotestigos internos se revelaron con plata y alcali.
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Figura 12. N-acetilación del Elucosaminitol 3B. El pico que corre co­
moglucoeaminitol deapu e de la hidr lisis total del oligosacárido del
GEAreducido 3K (Pis. ll) ee eluyó del papel y ee N-acetiló (lh2). Se
corrió de nuevo en papel con el solvente I y la radioactividad se ubi­
có con el radiocromatograto (lfl‘af\u0. Los azúcares se revelaron con
plata y alcali.

El oligoaacárido del GEAreducido 3Hae desaoetiló por trata­
miento oon KGBEN a 10000 durante 2 horas. Después ee eliminó el ¡OH
por precipitación con ¡cido perclórioo y ee hidrolizó con Clfl l, 5 N,
2 horas a 10000. El hidrolizado ee corrió en papel con el solvente I.
Al pecar la tira por el radiocromatografoee vio'que la radioactivi­
dad no corrió igual al glucoaaminitol comoen el cano anterior (F13.
ll). sino que pasó a migrar con un pico cercano al origen y otro muy
chico sobre el origen mismo(F12. 14). Ente último posiblemente co­
rresponde a oligosacárido no hidrolizado completamente. El pico que
se movió lo hizo con un Rglu de 0,11. Dolicol difosfato di-N-acetil­
quitobioaa 1¿"Cobtenido por sintesis enzimática según lo describen
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Leloir et el. (78). se hidrolizó a pH2 con lo cual se obtiene di-N-a­

cetilquitobioss. Esta se redujo con KBH#y se desacetiló por tratamien­
to slcalino. El compuestoasi obtenido es quitobiosa reducida (quitobi­
itol) y la serie de reacciones y tratamientos que se hicieron para ob­
tenerlo se esquematizsn en la Fig. 15. Este compuesto, el quitobiitol
1“C se corrió en papel con el solvente I, mostrando un Rglu de 0,09.

100 ... +
"Aaa/m OH NÁCGITIOHF--4 F---4

COPIm.

4 o 4 a 12 16 20
CM

Figura 13. Electroforesis del N-acetil lucosaminitol 3B. El pico de la
Fig. 12 se eluyz y se sometiz s una electroforesis en MoOgNazal 2%,
pH 5, 20 v/cm durante 1,5 horas. La tira se pasó por el radiocrOmató­
grafo y los azúcares testigos se revelsron con plata y slcali.

Esto hizo pensar que el pico con Rglu de 0,11 de la Fig. 1h podria tra­
tarse también de quitobiitol. Para corroborarlo se eluyó del papel y se
sometió a unn electroforesis en ácido fórmico al 5%, poniendo al lado

1en la misma tira una muestra de quitobiitol C obtenido comose indicó
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Figura 1#. Hidrólieis del oli osacárido reducido 3K desacetilsdo.
Una alícuota del oligosachido del GEAreducido 3B. se dessoetilz en
KOHEN a lOO°C durante 2 horas y se hidrolizó en ClH 1,5N, 2 horas a
100°C. Se corrió en papel con el solvente I. El trazado corresponde
el rediocromatogremey se indican los azúcares testigos revelados con
plata y alcali.

en la Fig. 15. En la Fig. 16 se observa que el compuesto tritiado co­
rrió practicamente en la mismaposición que el testigo de quitobiitol
14C.
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Figure 15. Rea iones ara obtener uitobiosa reducida( uitob11t01)1u .
El DolDPNAoGlu C reacciona en presencia de microaomaa y de un exceso
de UDPNAcGluformandoee DolDP-N-diacetilquitobiosa. Ente se hidrolize
a PH 2, obteniendose di-N-acetilquitobioaa que se reduce con KBHu‘klue­
go se desacetila con alcali. EEcompuestofinal es el quitobiitol C.I: UDPNAcGlu; II: DolDPNAcGlu1 C; III: DolDPNAcGlu’-NAcG1u z DolDP di­
-N-acet11quitobioaa; IV: quitobiosu reducida 146 (quitobiitol).
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3Figura 16. Electroforesis del probable ggitobiitol H.
A.- El pico con Rglu 0.11 (F13. l#) obtenido de la hidrólisis del oli­
gosacárido del GEAreducido PH.y desacetilado se eluyó y se corrió en
electroforesis en ácido fórmico al 5%, 20 v/cm durante 3 horas.
B.- Simultaneamente al lado se corrió una muestra conocida de quitobi­
itol 1¡“Cobtenida comose describe en la Fig. 15. Los azúcares indica­
dos corresponden al revelado con plata y sloali de los testigos inter“
nos.



Análisis de la molécula ligidica.
Se vio en las columnas analíticas (Fig. 5-6-7) que al medir di­

rectamente el DolMP,por su capacidad de estimular la formación de
DolMPGlucon microsomas de higado incubados con UDPGlu, no se detectó
ninguna actividad. Si las fracsiones se someten previamente a trata­
miento ácido suave se encuentra actividad de DolMP.Esa actividad, a1
provenir del DolMPliberado en la hidrólisis ácida del GEA,deberia
tener caracteristicas cromatográficas distintas al mismoe iguales a
las del DolMP.Preliminarmente se estudió su comportamiento en una co­
lumna de ácido silicico, donde comose vio antes, el GEAse eluye uni­
camente con el solvente A. Para ello se tomó en cloroformo-metanol(1:l)
una alicuota de la fase inferior de la fracción 46 de 1a columnade
TRAE-celulosa (F15. S) después de hidrólisis a pH 2. Se pasó a una co­
lumnade ¡cido ailicico de h nl previamente equilibrada con clorofor­
mo-metanol (1:4). Se eluyó con 3 volúmenes (12 m1) del mismo solvente
y finalmente con el mismovolumen del solvente A. Las fracciones se
concentraron y se midió en ellas la actividad de DolMP(Tabla XI). T0­
da 1a actividad emergió en la fracción de cloroformo-metanol (1:1).
Esto muestra que el compuesto responsable de esa actividad, después
de tratamiento ácido suave, cambió su comportamiento en el ácido sil;
cico con respecto a1 GEA.La substancia amarilla que como se dijo an­
teriormente estaba presente en esta fracción de la columna de TEAE-cg
lulosa (F15. 5) eluyó con el solvente A.

Las fracciones de esta columna se corrieron en una capa delgada
de silica gel con el solvente J y se reveló con anisaldehido,con el
cual los poliprenoles dan un color verde. Los resultados se muestran
en 1a Fig. 17. Se observa que la fracción cloroformo-metanol (1:1) da
compuestos (Fig. 17 -A) con Rf 0,09, 0,82, y 1.2. En cambio en 1a
fracción del solvente A se revelaron dos manchas, una en el origen y
otra con Rf 1 (Fig. 17 —B).

El Doth en este sistema corre con un Rf 0,80 a 0,8k (60). La
fracción cloroformo-metanol (1:1) se trató con ácido más fuerte y se
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Tabla XX. Cromatografía en ácido silicico de la actividad de DolMPlibe­
rada por hidrólisis a BH2 del GEA.

Fracción Í Volumen CPM

Sin agregado - 220

Cloroformo-metanol(l:l) 2ul 523

Cloroformo-metanol(l:l) Sul 849

Solvente A 2u1 227

Solvente A 5ul 290

La fracción No. 46 de la columna de TEAE-celulosa (Fig. 5) se sometió
a hidrólisis a pHZ, 10' a 100 C y la fase inferior se tomó en clorofor­
mo-metanol (1:1). Se pasó por una columna de ácido silicico de km1. Se
eluyó con el mismosolvente y se obtuvo una primerafracción y con el
solvente A se obtuvo una segunda fracción. Se concentraron las fraccio­
nes y se midió DolMPpor el estimulo en la formación de DolMPGlu, al ig
cubar microsomas con UDPGlu’,utilizando 2 cantidades en cada fracción.

corrió en el mismosolvente (Fin. 17-6). Al revelarse apareció una sola
manchacon Rf 0,82. Estos resultados sugerian que en la fracción cloro­
formo-metanol (1:1), que tiene toda la actividad de DolMPse revelan con
el anisaldehido dos manchas, una con un Rf semejante al DolHP. La otra
con una menor movilidad, pero si esta fracción se somete previamente a
un tratamiento ácido más enérgico da unicamente la mancha con Rf seme­
jante al DolMP. La mancha con Rf l en A y B (Fix. 17) además de tener
un color verde diferente, estaba en iguales cantidades en ambasfraccio­
nes y en C no apareció.

Comoeste tipo de análisis demandael uso de más material, se a­
nalizaron las corridas en capa delgada midiendo enzimaticamente al
DolMP. Este método es 5-10 veces más sensible que el revelado con
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aniealdehido. Para medir el DolHPen lne placas, estao ee dividieron en
bandas de l cm y se eluyeron con cloroformc-metanol-CIH (Ver mótodoe:

doeaje del DolMP). En los eluidos se mide al Dole. incubandolos con mi
crosomas de higado de rata y UDPGlu1kc. Se mide el DclMPGlu 140 formado,
apareciendo un incremento en su formación en aquellas bandas donde es­
tá presente el DolMP.En la Fig. 18-A se muestran los resultados de co­
rrer la fase inferior obtenida después de hidrolizar a pHZla fracción

G
-o­

Q...

op"­ N b. Oh G d o

Figura 17. Cromatografía en caga delgada de la. fracciones de la Tabla
¿;¿. Alicuotae de las fracciones ee corrieron en una placa de eilica
gel con el eolvente J y ee revelaron con ani-aldehido;. A.-Fracción
cloroformc-netancl(l:). 3.- Fracción del solvente A6.- La fracción de
cloroformc-metanol (1:1) ee cometió previamente a hidrólisis en propa­
nol-ClH lN. lO' a 10000, ee eliminó el ócido y ee concentró al vacio.

No. 46 de la columna de TEAE-celuloea (F13. 5) En la misma placa se co­
rrió una muestra de DolMPnatural (Fix. 18-B). Se observa que parte de
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Figura 18. Cromatorafia en ca a del ada del resto li idico.
A.- La fracción No. :3 de la columna de TEAE-celuloea (Pis. 5) se some­
tió a hidrólisis a pH2, 10‘ a 100°C, seguida de parti‘ión. La fase in­
ferior se corrió con el solvente D en una placa de silica gel lavada.,
se eluyeron bandas de 1 cm (ver métodos) y en cada una se midió 1a ac­
tividad de DolMPpor el estimulo en la formación de DolMPGlual incu­
bar microeomaa de higado de rata con UDPGlu. 3.- En la misma placa se
corrió una muestra de DolHPnatural.

la actividad liberada por tratamiento ácido suave de la fracción 46 co­
rre en una posición semejante a la del DolMPnatural (Rf 0,68 y 0,65
reapectivamente), pero gran parte de la actividad queda en la fracción
del origen. El DolMPnatural mostró un pico de menor actividad en esta
fracción.

De una placa semejante a la que aparece en la Fig. lS-A, se elu­
yó la fracción del primer centimetro. Unaalícuota control se corrió
tal cual en el mismosolvente y tipo de placa (Fix. 19-A). Otra alícuo­
ta se tomó en cloroformo-metanol (3:2), agregándole ClH concentrado
para una concentración final de lN, se incubó 3 horas a 37°C. Se hizo
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Fi¿ura 19. Tratamiento ácido de la actividad DolMPen la fracción del
origen. Se corrieron con el solvente D en una mismaplaca de silica 1a­
vada las siguientes muestras: A.-Unaalicuota del eluido de la fracción
del primer centímetro en una placa idéntica a 1a F15. lB-A. B.- Una ali
cuota del eluido igual a la anterior, que previamente se trató con ClH
lN en cloroformo-metanol (3:2), 3 horas a 37°C. C.- DolMPnatural. D.­
DolMPsintético. En cada caso se eluyeron bandas de l cm y se midió el
DolMPsegún lo descripto en la leyenda de la Figura 18.
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partición para extraer el ácido y se corrió en la mismaplaca que la a­
licuota controlCFim. l9-B). Se encontró que en el control la actividad
continúa apareciendo en el origen, lo cual muestra que el procedimien­
to de elución no afecta la movilidad del compuesto del origen. En cam­
bio 1a alícuota sometida al tratamiento ácido másdrástico, 1a activi­
dad pasó a tener una movilidad semejante a la del DolMP. En la misma
placa también se corrieron muestras de DolMPnatural (F13. 19-0) y D­
olMPsintético (Fin. 19-0). El último mostró muchaactividad en la
fracción del origen.

Es de hacer notar que mientras el DolMPnatural y sintético co­
rrieron con Rf 0,56 y 0,58 reSpectivamente, el pico de actividad obte­
nido después de tratamiento acido de la fracción del rigen corrió con
un RI 0,65. Sin embargo cuando se corrió el DolHPGlu “c formado con

Tabla XXI. Migración del DolHPGlu' formado con los diferentes aceptores.

Solvente B C D

Aceptar R!

Posible DolDP(a) o. 33 0.73 0.32

Tratado con ácidoCb) 0,33 0,74 0.31

DolHPsintético 0,55 0,75 0,29

DolMPnatural 0,32 - 0,30

(a) Corresponde a la elución del primer centímetro comose ve en la Fig.
19-A.
(b) La fracción anterior sometida previamente a tratamiento con ClH lN
en cloroformo-metanol (3:2). 3 horas a 37°C.
Las diferentes fracciones se ensayaron para DolNPy la fase orgánica con
teniendo el DolMPGluse concentró y corrió en placas de silica gel. La
radioactividad se ubicó con el radiocromatomrafo.
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cada fracción los Rf fueron semejantes cn varios solventes (Tabla XXI).
Se supuso que las diferencias obserVadns podrian deberse a las diferen­
tes cantidades de lipido que se siembra en cada caso. Para ver esta in­
fluencia se tomaron dos alicuotas DolñPGlu ° que tenian 1500 cpm cada
una. A una de ellas se le agregó lo ul de DolMPnatural (#8 nmoles de
P orgánico) y se corrieron en una plaCa de silica en el solvente D. La
muestra que tenia agregado de Doth mijró con un Rf de 0,?9 y la que
no tenia con 0,35. Lo anterior sugiere que la Cantidad presente de ma­
terial puede explicar las diferencias observadas.

Una posible explicación de que aparezcan dos picos de actividad
de DolHP. seria que el tratamiento a ph 2 del GEAda lugar a la libera­
ción de una mezcla de DolMPy DolDP. Este permanece en la banda del o­
rigen y un tratamiento ácido más enérgico lo transformaria en DolMP.

El supuesto DolDP, al incubarse con los microsomas y UDPGlu‘,
da lugar también a la formación de DolMpGlu’(Tabla XII). Este hecho
significaría que en los microsomashay una fosfatasa que hidroliza el
segundo fosfato del DolDP. El DolMPformado serviría como aceptor de
la glucosa del UDPGlupara dar DolMPGlu.La F13. 20 muestra el resulta­
do de una experiencia realizada para probar esa afirmación. Se usó como
substrato una alicuota del eluido de la banda del primer centímetro de
una placa como la que se muestra en 1a Fig. lB-A. Se incubó con microsg
mas y el extracto orgánico se corrió en una placa de silica lavada, mi­
diendose el DolMPen el eluido de las diferentes bandas (Fig. 20-3).
Comocontrol se incubaron los microsomas solos, agregando al final de
la incubación la alicuota del substrato (Fig. 20-A). Claramente se ve
que en el caso de la alicuota incubada con los microsomas, la actividad
pasa a tener un Rf semejante al DolMP.En Cambioen el control la acti­
vidad permanece en el origen.

Se afirmaria más la suposición que el compuesto que permanece
en el origen de las cromatografias en placa delgada es DolDP, si simul­
taneamente con la formación de DolMPse pudiera detectar la liberación
de Pi:
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Figura 20. Acción enzimática sobre el Erobable DolDP. Comosubstrato
se usó el material obtenido al eluir la banda del primer centímetro de
una placa como la que se presenta en la Fig. lB-Aa La mezcla de incuba­
ción es la descripta en Métodos para el dosaje del DolMP.sin el agre­
gado de UDPGlu’. En B el substrato y la enzima se incubaron Juntos a
37°C durante 30'. A es un control en el cual la enzima se incuba sola
agregando el substrato al final de la incubación. Las fases orgánicas
concentradas se cromatografiaron con el solvente D en una placa de si­
lica lavada. En el eluido de las bandas se midió la actividad de
DolMP.

DolDP+ ¡{20 —-—-) Dolflp e P1
Inicialmente se intentó medir el Pi liberado por la acción de la

fosfatasa microsomal, en condiciones comolas que se describen en la
Fig. 20. Sin embargo, la enzima al ser incubada sola libera de por si
Cantidades muy altas de Pi. De manera que se optó por medir el Pi libe­
rado por tratamiento ácido suave. Se tomó una alícuota de la combina­
ción de las fracciones 41-42-h3. se sometieron a hidrólisis a pH 2 y la
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fase inferior obtenida después de la partición se pasó en Cloroformo­
metanol (1:0 por une columnade ácido silicico igual n la deecriptn en
la Tabla XX.La actividad de DolHPeluidada con este solvente se co­
rrió con el solvente D en una placa de silica lavada. En el eluido de
les bandas de l cm se midió la actividad de DolMP(F13. 21-A) y el Pi
liberado a la fase acuosa después de tratamiento en ClH lN en cloro­
formo-metano].(3:2). 3 hores n 37°C (ng. 21-13). Este último trata­
miento es el mismocon el cual el supuesto DolDPpesa a cromatogrntisr
comoDolMP(Fic. 19-3). Se observa que le banda del origen en le Fix.
21-1, tiene actividad de DolMP,igual a lo que ocurre en la F13. 18-1.

3 7 12
Pp m n 1SB t B

-.2 A g 0.a
E. o
Q á
° 1 _ R 0.4

o: J fi“
o 4 a o 1. 8

CM CH

Figura 21. Detección de P lóbil en el su uesto DolDP
Unaeliouotn de la combineci n de las fracciones l- 2-h3 de ln columna
analítica de DEAE-celulosa(Fig. 6) se sometió a hidrólisis a pH 2 y se
pnsó en cloroformo-metanol(l:l) por una columna de ácido silicico como
la que se describe en le Tabla XX. Al eluido con dicho solvente, des­
puós de concentrado se le corrió con el solvente nen una placa de silica
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(Continuación de la leyenda de la Figura 21. Pág. Anterior)
gel lavada. En el eluido de las bandas de l cmse midió en alicuotas a­
propiadas: A.- La actividad de DolMP por el dosaje enzimática. B.- El
Pi liberado a la fase acuosa. después de un tratamiento con ClH lN en
cloroforIo-metanol (3:2). 3 horas a 37°C. El P1 se midió por el metodo
del verde malaquita (ver metodos).

El tratamiento ¡cido da lugar a la liberación de P1 a la fase acuosa
en la mismafracción. Cuandose midió P total en esta fracción se enoog
tró una relación Pt/Pl de 1,91.

lsguena de purificación del GEAcrudo.

En el esquema2 se resumen las diferentes etapas llevadas a ca­
bo para purificar el GEAcrudo.

Esquema 2. Purificación del GEAcrudo.

l. DELE-celulosa; eluido con formiato de amonio.
Se purifioa 52 veces por P total y 7 veces
por azúcar ácido lábil. (Tablas VIII y XVII)

2 Acido silicico: lava con cloroformo-metanol (19)
Eluye con solvente A, se purifica 294 veces por
P total y 39 veces por azúcar ácido lábil.

3 Precipitación con n-propanol de una solución
n-propanol-agua (65:35). Disolución solvente A.
Esta etapa de la purificación se aplicó a la
DEAE-oelulosa (Fig. 7)

4 TEAE-celulosa(Fig. 5) o DEAE-celulosa (Figs. 6
y 7). Máximapurificación en la Fig. 7. siendo
para P total 1258 veces y para azúcar ¡ciao lá­
bil 68 veces.
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Him-611.1. pH 2. 10' n 100°c
fase superior: oligoeacáridos

Partición(í: fase inferior:

Capadelgada en silicn-kieselguhr de los oli­
goanoáridoa. Obtención de preparaciones homogé­

dolicol fosfatos

nena del oligoenoárido del GEA,para ser anali­
zadas en cromatografía en papel o en fase gaseo­

Capadelgada en silica gel de 1a fase inferior.
Detección de dolicol difoefato y monofoafnto.
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Discusión

Aislamiento z purificación del GEA.

La purificación total del GEAtal cual no fue posible obtener­
la, aún cuando este se llegó a purificar 1258 veces por P total (Ta­
bla VIII). Se intentó continuar su purificación por capa delgada, en­
contrándose que muypocos solventes son capaces de hacer migrar al
GBAy aquellos con los cuales se consigue hacerlo no dieron una sepa­
ración neta de los compuestos. Sin embargo fue posible fraccionar
bien en capa delgada loscligcsacáridcs liberados por hidrólisis ácida
suave del material. El fraccionamiento de los cligosacáridcs en placa
delgada tiene una doble ventaja. Primero que es menos probable una
contaminación con glucosa. lc cual suele ocurrir si se usa papel para
el fraccionamiento. Ademássobre la placa se puede revelar con s(-na¿
tol. que es mássensible para detectar cligosacáridos que el revelado
con plata y alcali que se usa sobre el papel.

Fraccionando los oligcsacáridos en placas se logró obtener el
cligcsacaridc del GEApuro. pues al correrlo en Varios sistemas (Ta­
bla XVI) apareció una sola mancha, la cual coincide con el pico de ra
dioactividad del oligosacárido del GEA1“c usado comotrasedor. Ade­

más la cromatografía en papel del oligosacáridc reducido con 3HNaBH¿
mostró una coincidencia casi total entre este compuestoy el marcado
con glucosa 140 obtbnidc por sintesis en microsomas de higado de rata
(Fig. 10). Esto último está indicando tambión que lo que se aisla es
GEAy no el aceptcr endógeno que se glicosila posteriormente (ver
lis. 2#). Aunquesi la diferencia entre el aceptor endógeno (EL) y el
GEAfuera de una sola glucosa no seria bien evidente en la cromatogrg
tia de la Fig. lO. Esto seria suponer que el EAya tendria incorpora­
das algunas de sus glucosas, pues comose ve adelante el oligosacári­
do del GEA1iens4 glucosas. Ademáshay evidencias de que en la reac­

ción de formación de GEAa partir del EA entran más de una glucosa
(111). Ya una diferencia de ese orden hubiera quedado manifiesta en



la cromatografía de la F13. 10. Otra posibilidad seria que el EAfuera

el oligosacarido que es de tamaño menor inmediato nl del GEA en el
fraccionamiento en capa delgada; sin embargoel estudio preliminar de
su composición en azúcares revela la presencia de galactosa (banda 3,
Tabla XIII) y este azúcar no está presente en el GEA(ver adelante).

El hecho de que el DolMPliberado por tratamiento ácido suave y
medido por el estimulo en la formación de DolHPGlu, tenga un grado de
purificación, expresado por P total, menor que para el GEAmismoesta­
ria indicando dos cosas: primero, que en extracto crudo habian otros
compuestos que también liberan DolMPpor hidrólisis ácida suave, los
cuales se fueron eliminando en la purificación. En segundo lugar, que
en la etapa final habrian otros compuestosque dan lugar a la libera­
ción de DolMP.Estos corresponderian justamente a los oligosacáridos
que acompañan al oligosacárido del GEAcuando se hace la cromatogra­
fía en capa delgada (Tablas XIII-XIV). La presencia de estos oligosa­
cáridos hace que la relación molar azúcares/Plábil sea de 9 (Tablas
IX y XVII) en la columna de DEAE-celulosa analítica hecha después de
precipitación. Acáes la etapa de purificación en la cual la relaéión
Pt/Pl es de casi 2 (Tabla X ). Esto hace suponer que todo el P lábil
presente corresponde al DolDP.Siendo esto asi deberia existir una r3
lación azúcares/Plábil de 18,31 en lafracción hubiera únicamente GEA.
(asumiendo que el oligosacárido del GEAtiene 18 azúcares, ver adelan
te: estructura del oligosacárido). El hecho de que dicha relación sea
menor, de 18, comose vio antes, está también indicando la presencia
de oligosacáridos de menor tamaño que el del GEAque.hace que la rela­
ción azúcares/Plábil disminuya. Estos oligosacáridos serian Justamente
los que se revelan en la capa delgada (Tablas XIII-XV), observandose
que la mayoria y los más abundantes son de menor tamaño que el del GEI.
El perfil de estos oligosacáridos se reprodujo en todas las prepara­
ciones.

Estructura del oliggsacárido del GEA.
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Una vez que fue posible obtener el oligosacárido del GEApuro,
se procedió a determinar su composición en azúcares. En un análisis
preliminar semicuantitativo por cromatografía en papel se encontraron
manosas, glucosas, y hexosaminas (Tabla XIII). Unode los aspectos de
mayor incertidumbre en este análisis fue que algunos de los controlesv
revelaron glucosa. El análisis cuantitativo hecho por cromatografía gg
seosa reveló la presencia de los mismosazúcares que los encontrados
por cromatografía en papel. En este caso los controles no revelaron la
presencia de glucosa, lo cual se debería a que la metanolisis se hizo
en ampollas de vidrio cuidadosamente lavadas en lugar de los tubos con
tapa de rosca usados para hacer la hidrólisis cuando se hizo cromato­
grafía en papel.

De los datos suministrados por la cromatografía gaseosa (Tabla
XVIII) se llegó a establecer que los azúcares presentes en el oligosa­
cúrido del GEAestan en la relación mínimasiguiente: N-acetilglucosa­
mina-glucosa-manosa (1:2:6). Anteriormente se había encontrado que el
oligosacárido obtenido por metanolisis del GEAsometido a tratamiento
alcalino enérgico, se comporta en electroforesis comoun compuesto con
doble carga positiva. Estas cargas desaparecen por N-acetilación, de
lo cual se concluye que el oligosacárido del GEAcontiene dos N-acetil­
hexosaminas (111). Con los resultados de la cromatografía gaseosa se
demuestra que estas dos N-acetilhexosaminas corresponden a N-acetilglu­
cosaminas. Del producto de hidrólisis ácida del cligosacárido del GEA
reducido con 3HNaBH4se aisló glucosaminitol 3B, que N-acetilado corre
comoN-acetilglucosaminitol (Fig. 11-13). Esto estaría indicando que
una de las dos N-acotilglucosaminas está en el extremo reductor. Lo ag
terior se ha encontrado en otros oligosacáridos unidos a dolicol. Hsu
et al. (80) obtiene un DolDP-oligosacárido manosilado (manosa 140) de
7 azúcares incubando DolMPMan1C con microsomas de mieloma. Reduciendo

el oligosacárido con 3HNaBH4y sometióndolo luego a hidrólisis ácida
total, detectaron 1a formación de glucosaminitol 3B. Lucas et. al.(81)

también redujeron con 3HNaBHhun oligosacárido de 7 a 9 unidades de
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azúcar, obtenido de la hidróliaie Ácidn suave de un DolDP-oligoaecári­
do mnnoailadodel oviducto de sellina. La hidrólisis total del oligo­
aaoárido reducido 3B. liberó glucoeaminitol 3B.

La velocidad de hidrólisis ácida del metil-N-aoetilglucoeaminido
es aproximadamente 1000 veces más lenta si previamente ee deacetila.
Esto ae ve en la figura 22, donde aparecen las posibilidades de la hi­
drólisis del metil-N-acetil glucosaminido. A1seguir la via de previa

desacetilación se obtiene que kl+es aproximadamente 1000 veces más
lenta que k1 (1#3).

HOH.c

I'I,0H

HOH¿C y "N kmon.0 Ac 0

0'19 ÍflDH' /////)'HN '
Ác m 0 kl' +"¡N

Figura 22. Mecanismode hidrólisis ácida de lacK-metil-N-acetil luco­
aemina (metil a-acetamide-Z-deoxi-cZ-D-glucopiranoeidos 11h};
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Bi en el oligosacárido del GEAexiste un tipo de unión semejante
al anterior, la desacetilación previa deberia volverla muyresistente
al ácido. Conesta idea, el oligosacárido del GEAreducido 3Hse desa­
cetiló previamente por tratamiento alcalino idéntico al que lo convie;
te en un compuesto con doble carga positiva. Después se le sometió a hi
drólisis ácida, encontrándose que en vez de glucosaminitol apareció un
compuesto con una movilidad en cromatografía (Fig. 147 y electroforesis
en papel (F15. 16) practicamente igual a la di N-acetilquitobiosa redu­

cida con NaBHuy sometida a desacetilación por el mismotratamiento al­
calina (ver Fig. 15). Lo anterior sugiere que las dos N-acetilglucosa­
minas del oligosacárido del GEA.eeencuentran hacia el extremo reductor.
formandoun residuo de di N-acetilquitobiosa. Esto explica porque cuan­
do el oligosacárido del GEAdesacetilado se trata con ácido nitroso no
sufre una disminución importante en su peso molecular (144). Este tra­
tamiento rompela union hexosaminil (lkS), si una de las N-acetilglu­
coaaminasocupara una posición interna en el oligosacárido, dicho tra­
tamiento disminuiria su tamaño.

Los DolDP-oligosacáridos manosilados formados en microsomas de bi
gado sometidos a metanolisis Ácida dan lugar a oligosacáridos que desa­
cetilados por tratamiento alcalino se comportan comocompuestos con do­
ble carga positiva (79). Esto sugiere que también tienen dos hexosami­
nas en su molécula. Tratando con manosidasas el oligosacárido manosila­
do que se aísla de una preparación membranosade oviducto de gallina,
se determinó que en su extremo reductor se encuentra un residuo de di­
-N-acetilquitobiosa (81,82). Por otro lado es posible obtener enzimati­
camente DolDPboligosacáridos por la sucesiva incorporación de manosan
al DolDP-di-N-acetilquitobiosa (83,8h). Anteriormente vimos que muchas
glicoproteinas tienen unida su cadena de azúcares a un residuo de aspa­
rragina a través de una di-N-aoetilquitobiosa (Tabla II). Esto sugiere
que si el oligosacárido del GEAtiene un residuo de di-N-acetilquitobig
sa hacia su extremo reductor, la unión que se establece al ser transfe­
rido a proteina seria del tipo asparragina. Efectivamente se ha
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demostrado que la unión entre el oligosacárido del GEAy la proteina
a la cual es transferido tiene un comportamientoal tratamiento alcali
no que sugiere ese tipo de unión (85).

Partiendo de que hay dos N-acetilglucosaminas en el oligosacári­
do del GEA,la composición global del oligosacírido del GEAseria el

doble de la fórmula minima presentada en la Tabla XVIII; o sea (Glu)4
(Man)12 (NAcGlu)2. Esto no estaria completamente de acuerdo con el pe­
so molecular de 3550 encontrado para el oligosacárido por filtración
en gel, valor que es compatible con un oligoeacárido de 20 unidades(76).
Esta diferencia sin embargopodria estar dentro del error experimental.
En cromatografía en papel, el oligosacárido del GBAcorre comoun maltg
oligosacárido de 16-18 unidades. Sin embargo esta medida se hace compa­
rando oligosacáridos de estructura diferente (77). Cuandose determinó
el peso molecular del GEAy el DolMPGluen forma de complejos de inclu­
sión con deoxicolato. se encontró para el primero un valor de 14300 y
de 11300 para el segundo (76). El número de moléculas incluidas depende
de la longitud del lipido, si ambos tienen DolMPy el GEAun P más, re­
sulta que el peso molecular del oligosacárido es de 3000, el cual está
cercano a la fórmula propuesta. El númerode azúcares presentes en la
molécula del oligosacárido también puede ser determinado en base a la
relación de azúcares/grupo reductor. Comose vió en la Tabla XII esta
relación está entre 18 y 19 azúcares. Este metodo no es del todo oonclg
yente pues no se hizo con el control adecuado para determinar si la re­
ducción del oligosacárido fue completa. Sin embargo es muysemejante a
los valores obtenidos por los otros métodos. En la TablaXXII se resumen
los datos para el peso molecular del oligosacárido del GEApor los di­
ferentes métodos que se han mencionado. Todo indica que la fórmula pro­
puesta para el oligosacárido del GEAen base a la cromatografía de fase
gaseosa y partiendo de que tiene dos N-acetilglucosaminas, da un peso
molecular que está en el orden de los valores presentados endicha tabla.

Este es el primer caso en que se ha logrado determinar la composi­
ción del oligosacárido en un DolDPderivado extraido de untejido. Hsu
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Tabla XXII. Peso molecular del oligosacárido del GEAobtenido por di­
ferentes metodos.

Métodos No. de Unidades Peso molecular
aproximado

Bephadex (1-50 (75) 20 3550

Bephadex 6-150 18 3000
Inclusión DOC(76)

Cromatografía en 16-18 2800
papel, solvente H(77)

Azúcares/grupo 18-19 3000
reductor (a)

Cromatografía gaseosa 18 3000
(b)

(a) Corresponde al valor encontrado en 1a relación azúcares/grupo re­
ductgr. en base a1 3B incorporado en el oligosacárido de GEAreducido
con HNaBH4(ver Tabla XIX).
(b) Corresponde a 1a fórmula del oligosacárido del GEAdeducida de los
datos obtenidos por cromatografía gaseosa (Tabla XVIII) y asumiendo
que tiene dos N-aCetilglucosaminas. (ver texto).

et a1. (80) determinaron la composición de azúcares de un oligosacári­
do manosilado obtenido in vitro de células de mieloma. Lo hicieron re­

duciendo con 3HNaBHI+los productos de hidrólisis ácida total del oliga­
sacárido y deduciendo la relación manitol 3H a glucosaminitol 3K, con­

cluyen que 1a fórmula del oligosacárido en mención es (Man)5 (NAcGlu)2.
Se ha encontrado la formación, por microeomas de higado, de Dol­

-DP-oligosacáridos manosilados con una longitud que va de 5 a 16 unida­
des(79). UnDolDPoligosacárido de oviducto estaria formado por manosas
y un residuo de di-N-acetilquitobiosa(81,82). El GEA¡aria semejante a
estos compuestos en cuanto a tener un residuo de di-N-acetilquitobiosa
y manosas.
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La diferencia la establece el contenido adicional de glucosas.

Comoantes se mencionó, el GEA.al incubarse con microsomas, es

capaz de transferir el oligosacárido a una proteina endógena. Glicoprg
teinas que lleven unido un residuo de di-N-acetilquitobiosa sustituido
con manosaes frecuente encontrar (Tabla II). Lo que es raro encontrar
son glicoproteinas que tengan glucosa en su cadena. En la literatura
se encuentran algunos casos en que dicho azúcar está unido a proteinas
que no son colágeno o membrana basal.

Rhakriehnamuthy (lhó) informó la presencia de glucosa en una gli­
coproteina extraida de 1a intima de aorta bovina. En trabajos posterio­
res (1h7, 148,149) confirmó tal hallang. En la Tabla XXIII se da la
composiciónglobal de azúcares de una glicoproteina extraida de la inti
ma de aorta porcina (150). Se demostró que dicha glicoproteina no con­
tiene hidroxiprolina, ni hidroxilisina, lo cual elimina la posibilidad
de que la glucosa encontrada provenga de colágeno.

Ademásde la proteaea de hongo que aparece en la Tabla xxllben o­
tras enzimas de hongo comola glicomilasa A y B se determinó la presen­
cia de glucosa. acompañada de galactosa y manosa (152). Uno de los oa­
sos en que mas cuidados se han tomado para descartar la contaminación
por glucosa. es en la determinación de ¡9-g1ucoronidasa del prepucio
de las ratas (Tabla XXIII). Se encontró que hay mayor cantidad de glucg

en la forma C (153). Poepisilova et al. (156) aislaron de linfocitos
un receptor para la concanavalina A, el cual es una glicoProteina con
sa

un contenido de 10,4%en azúcares. Al hacer el analisis de los azúcares
de

composición de azúcares que se muestra en la Tabla XXIII.
un glicopéptido obtenido por tratamiento con pronasa encontraron la

Droege et al. (159) analizarOn la composición en azúcares del ma­
terial precipitable con TCA,obtenido después de tratar con tripsina
linfocitos de pollo de varias fuentes. Encontraron manoga, N-acet1131u—

oosamina, N-acetilneuaminico, fucosa, galactosa y glucosa. La glucosa
presentó valores distintos según el origen de los linfocitos, siendo el
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Teg¿a XXII . Alfignas glicogroteinas en las cuales se ha detectado glucosa

Glicoproteina Sial Fu Hexoaa­
minas(d)

NACGal NAcGlu Glu Man Gal Union
(e)

Proteaaa de
hongo(151)(a)

[ï-Glucuronidg
aa(AyB) de rs
ta(153) (b)

fi -Glucuronid¿
aa(C)de rata
(153) (b)

Antigeno I deleritrocito
(155) (b)

Receptor Con-A
linfocitos
(156) (a)

Antígeno HL
A2(154)(a,c)

Glicoproteina
útero de cer­
do (157) (b)

Glic. de la
aorta porcina
(150) (b)

2.65

2,9

0,8

2.00

0,8

12,5

6,9

3,22

10

13

2,2

3.1

0,6

15.3

AspN

AspN

AspN

AspN

AspN

(a)
(b)
nes
(c)
(d)
(e)

molares.
Valores expresados en relación Ga1=6
Cuando nose determinó si se trata de NAcGalo de NAcGlu.
Se refiere al aminoácido al cual se une la cadena de azúcares. En los

casos que no se determin61­

Correspondeal análisis del glicopeptido obtenido por proteofisia
Es el análisis de la glicoproteina purificada. En a y b se dan relacio­
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contenido mayor en los provenientes de sangre,menor en los de timo e ig
termedio en los de bursa y bazo que presentaron iguales valores entre
si. La fucosa y el ácido N-acetilneuraminico también presentaron dife­
rencias en cantidad según los distintos tipos. Kornreld (159) detecta­
ron glucosa en membranasde linfocitos, pero creen que pudiera tratarse
de una contaminación. Droege et al. (153) hicieron el mismotratamiento
descripto anteriormente para los linfocitos, con eritrocitos y encontra
ron la presencia de glucosa también. Comose ve en la Tabla XXIHblanti
geno I del eritrocito tiene glucosa. La glicoforina, una glicoproteina
aislada del glóbulo rojo tiene glucosa (160). En dos glicoproteinns me­
nores, aisladas también de la membranadel glóbulo rojo, también se en­
contró glucosa. Se cree que no seria contaminación pues no se detectó
glucosa en una tercer glicoproteina aislada simultaneamente con las an­
teriores (161). De la membranadel eritrocito se aisló un glicopóptido
de bajo peso molecular, que tiene tres glucosas unidas a un residuo de
cistina. Este seria un nuevo tipo de unión glicopeptidica (162).

En algunos glicopeptidos obtenidos por proteolisis de microsomas
de higado de rata se ha encontrado glucosa, teniendo los autores la ig
presión de que se trata de una contaminación (163,16#). Phillips et al.
(165) encontraron glucosa en las membranas de los microsomas de higado
de rata, encontrando diferencias cuantitativas con el tratamiento con
fenobarbital de 1a rata y en el hepatoma de Morris. Ademásde la gluco­
sa hubieron variaciones en otros azúcares. Estos autores en el mismo
trabajo encuentran glucosa en la membrananuclear, mientras que a dife­
rencia de los microsomas sólo detectan trazas de galactosa. En las mem­
branas microsomales de intestino de rata se detectó glucosa además de
manosa, gelactosa, fucosa. glucosamina, ácido sialico y galactosamina
(166).

Bossmany Martin (167) encontraron que mitocondrias aisladas son
capaces de transferir glucosa del UDPGlu’a proteina endógena. Posteriog
mente los mismosautores (168) detectaron la presencia de glucosa al a­
nalizar el contenido en azúcares neutros de una preparación mitocondrial.
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Hallazgo semejante fue hecho por Itoh et al. (169). si bien al analizar
los glioopóptidoa obtenidos por proteólisis, la glucosa apareció en me­
nor cantidad, que la encontrada en el análisis global de las mitocon­
drias. De la orina humananormal se ha aislado un glicopáptido que tie­
ne la siguiente estructura: 3-0-1? —D-glucopiranosil-0(-L-Fucosa-L-tre­
onina (170).

De lo anterior se concluye que, además del colágeno y la membra­
na basal, hay otras glicoproteinas que tendrian glucosa en sus oligosa­
cáridos. Hasta ahora solamente hemosencontrado en la literatura un ca­
so (170) en el cual se determinó la secuencia y el tipo de unión en que
se encuentra la glucosa en estas glicoproteinas. Faltaria este estudio
para el resto en las cuales se detectó glucosa.

En tejidos de mamíferos, la mayoria de las glicoproteinas en las
cuales se ha encontrado glucosal no son solubles sino formarian parte
de membranascelulares. La glicoproteina a la cual el GEAtransfiere
su oligosacárido seria también de membranaspor sus caracteristicas de
solubilidad (85).

La molécula ligidica del GEA.

Hay evidencias de que la parte lipidica de la molécula del GEA
seria dolicol. Cuandose midió el peso molecular por filtración en gel
de los comunestos de inclusión formados con deoxicolato por el DolMP­
-Glu y el GEA,se encontró un valor de 11300 para el primero y 14300
para el segundo. La diferencia correspondia aproximadamentea la exis­
tente entre los restos hidrófilicos. concluyóndose que en ambasmolácg
las el resto lipidico es dolicol (76).

Comose mencionó anteriormente (Ver introducción) al correr GEA

en columna de DRAE-celulosa o en capa delgada, se encontró una coincideg
cia entre la radioactividad del GEAradicactivo y el DolMPliberado por
tratamiento ácido suave. Este hecho se reprodujo en las columnas de las
figuras 5,6,7. El ensayo enzimático del DolMPen las fracciones, sin
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previo tratamiento ácido, no detectó ninguna actividad. Esto estaria
indicando que en las condiciones en las cuales se mide enzimáticamente

al DolMP,no habria una actividad enzimática que hidrolice DolDP-oligg
sacáridos, con la liberación de DolMP.Si existiera dicha actividad se
mediria DolMPsin previo tratamiento ácido. Hsu et al. (80) encontra­
ron que incubando DolDP-oligosacárido manosilado con microsomas de mig
loma aparece un producto acuosoluble que corresponde al oligosacárido­
-P. Esto sugería la presencia de una enzima que hidroliza al D01DP-oli
gosacárido.

Para eluir el GEAde una columna de ácido silicico se necesita
una mezcla de cloroformo. metanol y agua (sdvente A). Con cloroformo­
-metanol (1:1) no se eluye, pues no es soluble. El DolMPsi es posible
eluirlo con mezclas de oloroformo-metanol. Por lo tanto la actividad
de DolMPliberada por hidrólisis ácida suave del GEAdeberia eluirse
del silicico con una mezcla de cloroformo-metanol. En la Tabla XXse
ve que efectivamente asi sucede.

El dolicol revela en capa delgada con un reactivo de anisaldehi­
do da un color verde (128). Cuando se sometió a ese procedimiento la
fase orgánica obtenida después de la hidrólisis ácida suave del GEAa­
pareció una mancha verde que corrió con un Rf semejante al del DolMP
(ver Fig. lB-A). Pero también apareció otra mancha con menor movilidad.
que sometida a un tratamiento ácido más enérgico dió lugar a la forma­
ción de la substancia que corre comoDolMP(Fin. 18-0).

Comoel revelado demandamuchomaterial, se prefirió correr en
capa delgada y ubicar el DolMPpor ensayo enzimática. Este método con­
siste, comose mencionóanteriormente, en medir la capacidad aceptora
de glucosa del DolMPcuando se le incuba con microsomas y UDPGlu’(60).
Las placas se dividieron en bandas y el DolMPse midió en los eluidos
de dichas bandas. Este método es 5 a 10 veces más sensible que el reve­
lado con anisaldehido. Esto se detorminó comparando 1a minima cantidad
necesaria para poder ver el DolMP con el anisaldehido y para medirlo
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en el ensayo de formación de DolMPGlu.Al correr la fase orgánica del
GEAtratado con ácido suave, se encontró que además de un compuesto
que corre como el DolMPapareció otro de menor movilidad (Fin. 18). El
último compuesto al ser tratado con ácido en forma más enérgica pasa a
tener la movilidad del DolMP(Fig. l9-B). Lo anterior sugiere que este
compuesto correspondería a DolDP. Si bien habian algunas pequeñas difg
rencias entre los controles de DolMPnatural o sintético y el obtenido
del GEA,cuando se corrió el DolKPGluformado con los distintos aceptg
res dio en diferentes solventes el mismoRf (Tabla XXI). Con uno de

los solventes empleados (solvente B) ha sido posible separar derivados
del dolicol de derivados del ficaprenol (68, 103). Posiblemente las di
ferencias observadas con los aceptores.se deba a la diferente cantidad
de lipido que se sembró en cada caso (ver resultados).

El hecho que tanto el probable DolDP como el DolMPdieran lugar
a la formación de DolMPGlu,sugería que en la preparación microsomal
estaba presente una fosfatasa capaz de separar el fosfato fi del DolDP.
Esta interpretación se vio reforzada al encontrar que el DolDP,incubg
do con la enzima y cromatografiado de nuevo. pasa a tener una movili­
dad semejante a la del DolMP(Fig. 20). Ia anteriormente se habia in­
dicado que la hidrólisis ácida suave del GEAda lugar a 1a liberación
de una mezcla de DolMPy DolDP, pues se vio que un tratamiento ácido
mas enérgico aumentaba el DolMPpresente (113). Este hallazgo podria
explicarse en base a que no todas las preparaciones enzimáticas tienen
la mismaactividad de fosfatasa y que por lo tanto parte del DolDPsea
medido únicamente si la mezcla se trata previamente con ácido en con­
diciones más enérgicas.

En bacterias se ha descrtho una fosfatasa unida a membranaca­
paz de convertir undecaprenol-DP en undecsprenol-MP (#6). La existen­
cia de esta fosfatasa del DolDPpermitiría que el mismosea reutiliza­
do en el clclo de sintesis del DolDP-oligosacáridos (Fig. 2#), semejag
te a lo que ocurre en bacterias (Fix. 3).
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La existencia de una unión difosfato en el GEA,la indicaba su
comportamiento en la Columna de DEAE-celulosa, pues se eluye en la zo­
na de compuestos conocidos que tienen una unión difosfato (76). Esto
queda reforzado con la deteCCión de DolDPdespués de la hidrólisis á­
cida suave del GEA.Ademásfue posible medir P lábil en las fraccio­
nes donde aparece el GEA,siguiendo el perfil de DolMPliberado por
tratamiento ácido (Fig. 7). Si bien no fue posible obtener una rela­
ción Ptotal/P lábil 2:1 comoera de esperarse. debido a que aún queda
material contaminante que tiene P total (ver Tabla x). En el DolDPsi
fue posible obtener dicha relación,después de purificarlo en columna
de ácido silioico y correr en capa delgada (F13. 21).

Con todos los datos citados podemosafirmar que la estructura
del GEAcorresponde a la que aparece en la Fig. 23, en la cual el do­
licol va unido a traves de un enlace difosfato, a un residuo de di-N­
-acetilquitobiosa, al cual se unen a su vez las cadenas de manosasy
glucosas. Quedandopor determinar en qué secuencias van unidas. La
primer manosa si es muy probable que sea una unión B. pues se encontró
que esa unión se establece cuando se forma el DolDPhtrisacárido (83).
Ademásesta unión se ha encontrado en DolDPboligosacáridos en los cua­
les se ha hecho la secuencia de azúcares (82).

La via de sintee del GEAdescripta en la Fig. h, se puede esque­
matizar con los datos actuales según la Fig. 2k. Al DolDP-di-N-acetil­
-quitobiosa se le incorporarian manosa tal comose ha demostrado en o­
tros DolDP-oligosacáridos formados por di-N-acetilquitobiosa y manosas
(81.83). Finalmente recibirá las glucosas. El hecho de que no se encuen­
tre variedad de tamaños en el GEAindica que posiblemente todas las glu­
cosas se agregan sucesivamente, en forma tan coordinada que nos es posi­
ble aislar intermediarios. Esto se ha visto que sucede con el DolDP­

-(NAcGlu)2 (Man)l que pasa a formar un DolDP-oligosacárido de 6 a 9 uni­
dades, sin que sea posible aislar intermediarios (83). Las glucosas po­
drian agregarse a partir de un deriv¿do de dolicol, portador de una uni­
dad repetitiva, comosucede en la formación de polisacaridos bacterianas.
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Sin embargo hasta ahora en las incubaciones con microaomas, solamente se
han encontrado dos derivados de dolicol que contengan glucosa: el DolMP­
-Glu y el GEAmismo. Para completar la demostración de la secuencia de

reacciones de 1a Pia. 24, habria que encontrar un DolDP-(NAcGlu)2(Man)l2
capaz de recibir glucoaae para formar el GEA.



98

DoIDP - (NAcGI¡az-(Man

DolHPMan DoIHPGIu
GDPManÁ kUDPGlu

noInP-(NAchQZ WMP DoIDP- NAcGIQEGIaIñ'ZGIu)‘
UDPNACGW Proteína

P¡ y.
OoIDPNAcBIu DolDP

Proteína- («e Gltbáéan)‘5(clu)4

Figura 24. Poaible
proteina.
(NAcGlu)2 =.d1-N—acet11quitobiosa

mecanismode sintesis del GEAAIsu transferencia a_
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CONCLUSIONES

Las siguientes conclusiones se obtienen de los datos experimen­
tales presentados en esta tesis:

le­

20"

30‘

El aceptor endógeno glucosilado (GEA)que se habia detectado al
inoubar dolicol monofosfato glucosa’ con microsomas de higado, fue
posible obtenerlo en cantidades medibles por métodos quimicos ueug
les.

El GEAcomo tal no fue posible obtenerlo en forma pura. A partir

de una cierta etapa se purificaron por separado las porciones hidrg
filica e hidrofóbica de este compuesto.El oligosacárido liberado
del GEApor hidrólisis ácida suave se llegó a tener comocompuesto
puro.

El análisis de los azúcares por cromatografía en papel del oligoea­
cárido del GBA.reveló 1a presencia de manosa, glucosa y hero-ami­
nas. Por cromatografía en fase gaseosa se determinó que los azúca­
res que forman al oligosacarido del GEAestan en la relación mole­
cular minimasiguiente: manosa-glucosa-N-acetilglucosamina(6:2:1).

Anteriormente se observó que el oligosacárido del GEAdesaCetilado
se comporta como un compuesto con doble carga positiVa. Estas car­
gas desaparecen por N-acetilación. Lo anterior permite inferir que
el oligosacarido del GEAtiene dos
que tiene dos N-acetilglucosaminas

acetilhexosaminas. En base a
y a la fórmula minima deducimos

que la composición de azúcares del oligosacárido del GEAes la si­

guiente: (Man)12 (Glu)4 (NAcGlu)2, lo cual da un peso molecular de
3000. Este peso molecular está dentro del orden de valores que se
han encontrado por otros metodos (ver Tabla XXII). Esta es la pri­
mera vez que se determina la composición en azúcares de un oligosg
cáridq,no radioaetivo,extraido de tejidos, que se encuentra unido
a ¿en e01.



5.- Fue posible reducir con 3HNaBH4el oligosacárido del GEA.Por hidrá
lisis ácida
minitol 3B. Se demostró en esta forma que una de las N-acetilgluco­

total del oligosacárido asi reducido se obtuvo glucosa

saminas del oligosacárido del GEAse encuentra en su extremo reduc­
tor.

El oligosacárido del GEAreducido 3B y desacetilado sometido a hi­
drólisis ácida da lugar a la formación de un compuesto tritiado que
tiene caracteristicas cromatográfícas y electroforeticas semejantes
al quitobiitol (di-N-acetilquitobioáa reducida y desacetilada). EE
to indica que las dos N-acetilglucosaminas del oligosacárido del
GEAse encuentran hacia su extremo reductor formando un residuo de

di-N- acetilquitobiosa (N, N' diacetilquitobiosa).

La molécula lipidica obtenida por hidrólisis ácida suave del GEA
se analizó en capa delgada. Los productos se detectaron por su ca­
pacidad de incrementar la formación de dolicol monofosfato glucosa'
al ser incubados con UDPGlu’y microsomas de higado de rata. De es­
ta manera se observaron dos compuestos, uno que migra como el doli­
ool monofosfato y otro de menor movilidad. Este último al ser tra­
tado con ácido en condicionesmás enérgicas. pasa a tener la movili­
dad del dolicol monofosfato. Esto hace suponer que el compuesto de
menormovilidad es dolicol difosfato.

El supuesto dolicol difosfato al ser incubado con microsomas y
UDPGlu‘da lugar a la formac ón de dolicol monofosfato glucosa’.
Esto sugiere la presencia en los microsomas de una fosfatasa que hi
droliza el fosfato]? del dolicol difosfato produciendodolicol mong
fosfato,que luego acepta glucosa para formar dolicol monofosfato
glucosa. Para confirmar lo anterior el dolicol difoefato se incubó
previamente con los microsomas y se corrió en una capa delgada, en­
contrándose que pasa a tener la movilidad del dolicol monofosfato.
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Esta tosfatasa de dolicol difosfato serviría para que pueda ser re­
utilizado el dolicol difosfato que se libera cuandose transfiere a
proteina el oligosacarido proveniente de un dolicol difosfato 01132
sacárido. Cuandoel dolicol difosfnto pasa a dolicol monofosfato,
está en capacidad de aceptar azúcares y entra de nuevo a1 ciclo (ver
Fig. 2k).

9.- Se midió fósforo labil en el GEA.La relación fósforo; total/fósforo
lábil no llegó a ser 2. comoes lo esperado teóricamente, debido a
la persistencia de contaminantes que contienen fósforo orgánico. Sin
embargoen el dolicol difosfato purificada si se encontró esta rela­
ción. Esto confirmaria los datos anteriores de que el GEAtiene una
unión difosfato entre el dolicol y el oligosacárido.

10.- La fórmula propuesta del GEAaparece en la Fig. 23 y el esquema de
su biosintesis en la Fig. 2k.
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