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INTRODUCCION

Gliconrotoinall estructura, funciones y biosintesis.

Gran parte de las proteinas sufren una modificaciém importante
al unirseles covalentemente oligosaclridos de diversos tipos; en base
a lo cual se les denomina glicoproteinas. Bz este grupo quedan inclui
das protefnas que pueden funcionar deede moléculas estructurales en
los tejidos de sostén, hasta enzimas, hormonas, anticuerpos o recepto

res celulares, encontréndoseles en todos los seres vivos.

Uniones glicopéptidicas Es una caracteristica relevante en la estruc
tura de estas proteinas el tipo de unifn que se establece entre la ca
dena de azficares y el polipéptido; encontréndose que hay tres varieda
des (Fig. 1). En la primera, unién glicosilamina, el oligosachrido (1]
t& unido al grupo amido de la asparragina, siempre a través de la N-a
cetilglucosanina del extremc reductor. La unién O-glicosidieca a la se
rina o treonina, puede ocurrir a través de la N-acetilgalactosamina,

galactosa, manosa 0 xilosaj; mientras que con la hidroxilisina unica-

mente ocurre con la galactosa (Tabla I)

Cada tipo de unién presenta un comportamiento distinto al trata
miento alcalino (2). La unién a la serina o treonina es 1l4bil al alca
14 06,1 N a temperatura ambiental, la uniém a la asparragina requiere
un tratamiento con alcali 2N a 1oo°c; mientras que la unién a hidroxi

lisina es esatable en estas condiciones.

Se ha planteado si existe alguna secuencia especifica de aminog
cidos rodeando al aminofcido sustituido por las cadenas de azficares,
dado que esta secuencia podria ser una sefial para que ocurra dicha
sustitucién. Del estudio de muchas glicoproteinas se llegd a estable-
cer que la secuencia AspN-X-Ser(Tre), siendo X cualquier aminoécido,
se encuentran em todos los casos que la asparragina estf glicosilada,
con excepcién de la fosvitina, esta proteina se caracteriza por te-

ner un gran nfimero de residuos de fosfoserina en la vecindad de la
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Figura l. Tipos mas imvortantes de unién glicopeptidica (1).

unién glicopeptidica (1). Esta secuencia caracter{stica es hacia el ex
tremo C=-terminal de la asparragina glicosilada; para el extremo N-ter-

minal no se ha deteetado minguna secuencia especial.

Jackson y Hirs (3) sugirieron del estudio de varias glicoprotef{-
nas, que cuando X es un residuo polar la cadena de azficares es comple-
ja, es decir que ademfs de N-acetilglucosamina y manosa tiene otros

azficares, como galactosa, fucosa y &cido siflico; en cambio cuando X



Tabla I. Uniones glicoveptf{dicas en glicoproteinas(l)

Aminofcido Azficar unido Glicoproteinas

sustituido al aminofcido

Asparragina N-acetilgluco- Proteinas plasmiticas, hormo=-
nas, inmunoglobulinas, engi-
mas, ovoalb@mina, membrana ba
sal, membrana plasmética, que
ratén sulfato d« la cbdrnea.

Serina, Neacetilgalac- Secreciones mucosas, inmuno=-

treonina tosamina globulinas, fetuinas, membra-
nas plasméticas, gonadotropi=
na coriénica, queratén sulfa-
to del cartilago, glicoprotef
na depresora del punto de fu=-
8ién en el pez antértico.

Serina, Galactosa Colfgenc de la cuticula de

treonina los anélidos.

Serina, Manosa Pared celular e invertasa de
la levadura, glucosamilasa
del Aspergillus niger, collge
no de la cuticula de la alme-
ja.

Serina Xilosa Proteoglicanos

Hidroxi=- Galactosa Collgenos, membranas basales

lisina

BEidroxi- Arabinosa Paredes celulares de las plan~

prolina tas.

Hidroxi- Galactosa Paredes celulares en algas ver

prolina des.

es un residuo apaisr la cadena unicamente lleva N-acetilglucosamina y

manosa. 5in embargo cuando se tuvo la secuencia de aminolAcidos de un

nlimero mayor de glicoproteinas, se encontré que tal hipbtesis no era

aplicable en todos los casos. Es mis se ha determinado que la secuen=-

cia AspN-X-Ser(Tre) no es condicién suficiente para que ocurra la gli=

cosilacibén de la asparragina. Hunt y Dayhoff (4) encontraron en 264




proteinas, 10l seocuencias AspN-X-Ser (Tre), de las cuales solamente

20 tenfan oligosacArido unido. Esto estaria indicando que la glicosi-
lacién no ocurre en algunos casos por no disponerse de las enzimas ne
cesarias, o bien porque existe un impedimento estérico que previene
tal glicosilacién. Un ejemplo es el de la ovoalbfimina, que lleva uni-
do un oligosacfrido a la asparragina en una secuencia AspN-X~Ser(Tre);
pero tiene otro tripéptido (AspN-Leu-Ser) que no s¢ encuentra glicosi-
lado (5). Otro ejemplo es el de las ribonucleasas pancrefticas A y B
de bovino. La B est& glicosilada en la asparragina que ocupa la posi=-
cibn 34; mientras que la A, teniendo idéntica secuenoia de aminofoi-
dos, no lo estf. No puede descartaree que la forma A haya estade ori-
ginalmente glicosilada y que la cadena fue removida posteriormente (6).

Hay muy poca informaciém sobre la secuencia de aminohcidos que
rodea a la unién O-glicosfidica a la serina o treonina, encontréndose
que en la zona donde se ubica la cadena de asficares hay muchos resi-
duos de prolina. Hagopian et al. (7) encontraron que una N-acetilglu-
cesaminil transferasa de glhndulas submaxilares de bovimo transfiere
el 80% de la N-acetilgalactosamina a una sola treonina de la proteina
Al de la mielina, la cual en estado nativo no es una glicoproteina.
La treonina glicosilada tiene haoia el extremo C~terminal 3 residuos
consecutivos de prolina, semejante a la que ocurre en la inmunoglobu
lina @, donde la treonina glicosilada tiene 3 prolinas hacia el extre
mo C-terminal, si bien el adyacente es cistina. Sin embargo en la gli
coproteina depresora del punto de fusiém del pes antértico, el amino-
&cido que rodea a la treonina glicosilada es alanina, ya que esta Pro

teina se encuentra formada unicamente de alanina y treonina(l).

Del estudio secuencial de coléigenos de varias fuentes se despren
de que las hidroxilisinas glicosiladas estén en la secuencia Gli-X=-
(OH)Lis=-Gli-Y-Arg, en la cual X ¢ Y son aminofcidos variables (1). Sin
embargo en los colhgenos no se glicosilarian todas las hidroxilisinas

que se encuentran en la secuencia adecuada (8). Se da también el caso



de que existiendo la asecuencia apropiada para la glicosilacién de la hi
droxilieina, esta no ocurre por falta de las enzimas correspondientes;
por ejemplo el collgeno del Nematus ribessi contiene 37 residucs de hi
droxilisina y ninguno est& glicosilado, lo cual hace que funcione: co=
mo buen aceptor con la galactosiltransferasa de riién para formar la
secuencia galactosil-hidroxilisina (9).

Tipos de cadenas de carbohidratos. Las cadenas que se unen a la aspa=

rragina pueden aer de dos clases, una simple que consiste solamente de
Neacetilglucosaminas y manosas; y otra compleja, que lleva ademis N-a-
cetilglucosaminas externas, galactosa, fucosa, y &cidos siflicos y en
un caso (bromelina) xilosa (Tabla II).

Cuando se trata de oligosacéridos simples el peso molecular es=
t& en un rango de 1200 a 2000, en el caso de los complejos es de 2000
a 3000, En ambos casos la N-acetilglucosamina que se une a la asparra
glna lleva unida otra N-acetilglucosamina, formando el residuo de di-
N-acetilquitobiocsa, es decir N-acetilglucosaminil (léli' 4)-N-aoetil
glucosamina. Esto se encuentra en casi todos los casos, como se ve en
la Tabla II. Se han descripto excepciones, como ¢l de la inmunoglobu-
lina E que tiene un oligosacfrido unido sin formar el residuo de di-
Neacetilquitobiosa (11).

El nfinero de cadenas de azficarea varia de una glicoprotei{na a
otra. Para el caso de la ovoalbimina hay una sola, en la 2-microglo-
bulina hay 31 por molécula. En algunos casos en la misma molécula 3e
encuentran los dos tipos, el simple y el complejo, como en la tiroglo

bulina bhumana (1).

Los oligosac&ridos unidos a la serina o treonina por medioc de
la N-acetilgalactosamina, llevan ademAs &cidos sillicos, fucosa, ga=
lactosa y N-acetilgalactosamina (Tabla III). En general estos oligo-
sacAridos estén mé% densamente distribuidos que los unidos a asparra-

gina.
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Tabla III. Estructure de algunos oligosacAridos unidos a serina o tre-

onina(10).

Glicoproteina Estructura
Antigeno MN NAN2-%53Ga1 129 BNAcGals% Ser(Tre)
del eritroci- NJ«Z,G
to humano
Glicoproteina NAcGal 1:193631 1510 BNAcGalza Ser(Tre)
A submaxilat T«x1,2 T «2,6

Fu NAN

Y- o

Glicoproteina Gal 1—> 4NacGal— Tre
anticongélante

En colhgenos de la cuticula de los anélidos se encuentran unida-
des de carbohidrato unidas a serina o treonina por medio de la galacto
sa, Estas unidades son muy simples y consisten de 3 residuos de galac-
tosa unidos entre si por uniones (1—» 2). También la unién a serina o
treonina puede ser a través de la manosa, como ocurre en la pared de

la levadura o invertasa y en la glucoamilasa del Aspergillus niger (1).

Las cadenas de azficares de los proteoglicanos condroitin sulfato,
dermatén sulfato, heparina y heparén sulfato, estén unidos por medio
de la xilosa. Estas cadenas son més largas que las anteriores, llegando
@ tener un peso molecular de 13.000 a 29.000. Su estructura bésica son
unidades repetitivas de disacéridos, en los cuales alternan &cidos uré-

nicos y Ne~acetilhexosaminas, con grados variables de N y O sulfatacién.

A la hidroxilisina solauente se une galactosa, siendo la unidad
mAs coupleja el disacirtdo que ae forma al agregarse una glucosa en el
d-2 de la galactos=. los collgenos de poca organizacién, como el de mem
brana basal, estén mfs densamente glicosilados que aquellos que presen-
tan una estructura fibrilar (12).

Algunas glicoproteinas tienen en su molécula oligosachridos de



diferente tipo de unién al aminoAcido y también de distinto grado de

complejidad (Tabla IV).

Tabla IV, Algunas glicoproteiras con mis de un tipo de oligosachrido(l)

™

Glicoproteina Simplea Complejob Unido a Unido a
Ser ¢ Tre (OH)1is
Tiroglobulina +* +
(bovina)
Tiroglobulina + + +
(humana)

Inmunoglobulina + -

M (humana)

Inmunoglobulina + + *

A (humana)
Fetuina + +

Gonadotropina + +

coribnica (hu-
mana)

Membrana basal + +
glomerular (hu-
mana)

Cépsula del + +
cristalino

Proteoglicano de + +

la cérnea

a. Cuando solamente hay N-acetilglucosaminas internas y manosas,
b, Tiene ademhs N-acetilglucosaminas externas, galactosa, siflicos y

fucosa.

Por otro lado un oligosacfrido en particular puede presentar mi-

croheterogeneidad en su composicién, lo cual ocurre tanto en glicopro-

tefinas que tienen varias unidades o en aquellas que solamente tienen




una cadens (Tabla V)., Esta microheteroreneidad se ha querido explicar

en base a una determinacién genética, sin embargo las diferencias exis-
ten afin en una glicoproteine determinada proveniente de un mismo indivi
duo. La explicacién podria estar e¢n el mecanismo de biosintesis o en la

accibén posterior de glicosidasas.

Tabla V., Heterogeneidad en los oligosachridos de algunas glicoprotei-

nes{l).

Glicoproteina Oligosachrido Variacién
#2 macroglobulina | (NAN~Gal-NAcGlu) -(Man_~NAcglu)-NAcGlu-AspN n=0-4
h n 3

umana
Tiroglobulina (Han)n- NAcGlu-NAcGlu-AspN n=5=11
(bovina y humana)

Colégenos Glu-Gal-(OH)Lis también
(Piel, tendén) Gal-(OH)Lis
Col&genos de cu~ (Gal)n-Tre(Bor) n=l-3

ticula (Lumbri-
cus Nereis)

Glicoproteina NAcGal-Gal-NAcGal-Ser(Tre) deasde NAcGal
glindula subma-~ / / hasta el pen-
xilar (cerdo) Fu NAN tasacérido
Fetuinab NAN-Gal-=NAcGal-Ser(Tre) hay sin el
/ NAN unido a
NAN la NAcGal

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

b.~ Hay una heterogeneidad similar en la glicoproteina del eritrocito.

Funcién de los carbohidratos en las glicoproteinas. AGn cuando la funcién

biolégica de muchas glicoproteinas est& bien demostrada, muy poco se sabe
sobre la funcién intri{aseca de las cadenas de azlicares. Muchas funciones

han sido propuestas, pero muy pocas han sido demostradas.
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(Tabla VI). En varios casos se ha encontrado aue la cadena de azfica-
res no interviene en la funcién especifica de la glicoproteina. La ri
bonucleasa pancrehtica A bovina, que esthd desprovista de azficares,
tiene la misma actividad enzimhtica que la B, la cual s{ lleva un oli
gosacérido, Ambas formas tienen, como se mencioné§ anteriormente, la

misma secuencia de aminodcidos.

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

Funcién Ejemplos

Aumenta la viscosidad de Glicoproteina submaxilar ovina

las seoreciones mucosas

Baja el punto de fusién Glicoproteinas séricas del pesz

del suero sanguineo antértico.

Regulacién hephtica del Glicoproteinas plasmAticas

catabolismo de las pro- ¥y hormonas

teinas circulantes

S8itioa receptores de virus Glicoproteina del eritrocito re-
ceptora del virus influenza

Antigenos de la superficie Glicoproteinas M y N de los eri-

celular trocitos.

La actividad de anticuerpo de las inmunoglobulinas, no se encuen
tra asociada a su cadena de azficares. La remocién parcial de azflicares
de la inmunoglobulina M no afecta sus propiedades inmuholégicas, aune-
que si afecta su solubilidad (13). Si los carbohidratos participan en
lamtigenicidad de los aloantigenoas no se deberia a los azficares peri-
téricos, pues la remocidn enziméAtica del Acido siflico y la galactosa
no cambia la actividad del antigeno H2 (14). En el caso de los tipos
sanguineos sl es evidente que los azflicares deterninan su capacidad an-

tigénica.

La remocibén enzimltica del &cido sillico de varias hormonas, ha-

ce que pierdan su accién espeoc{fica in vivo, debido a que desaparecen
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rapidamente de la circulacibn, siendo captadas por los hepatocitos (15)
La captacién hephAtica de las asialoglicoproteinas se ha demostrado pa-
ra el orosamucoide, la gonadotropina coriémnica humana, cerulopiasmina,
haptoglobulina,® 2 macroglovulina, tiroglobulina, fetuina, hormona fo-
lfculo estimulante, siendo una excentién la transferrina. Dicha capta-
cién es inhibida por los asialoglicopéptidos, lo que indica que la de-
terminante es para el carbohidrato y no para toda la molécula. Cuando
ademfs del sifilico se elimina enzimAticamente la galactosa, la vida
media en la circulacibn vuelve a su valor normal (16). El receptor pa~
ra las asialoglicoprotefinas es a su vez una glicoprote{na de la mem-
brana plasmética del hepatocito. Dicha glicoproteina contiene Acido
siflico, @i éste es removido con neuraminidasa desaparece su funcién

de receptor (17).

8e ha sugerido que los azficares agregados a la proteina consti-
tuyen una seilal para su secrecibn celular; pero la albimina sérica,
tripsina, quimiotripsina, elastina y ribonucleasa A salen de la célu-
la sin ser glicoprotei{nas (10). En el caso de la inmunoglobulina M
(78), se encontré que para ser secretada y formar el pentémero (198)
se requiere el agregado de azficares periféricos (18).

El colégeno tiene la capacidad de agregar las plaguetas, pero si
es previamente tratado con galactosa oxidasa desapareae dicha funcién,
Como la membrana de las plaquetas tiene una UDP=-glucosa: galactosilhi-
droxilisina (colhgeno) glucosiltransferasa y el colligeno tiene galacto
sas solas unidas a hidroxilisina, se ha sugerido que la base de la in-
teraocién colégeno-plaquetas es una interaccién enzima-substrato (1).
Esto serfa un caso especial del mecaniemo propuesto por Roseman (19) se
gln el cual la glicosiltransferasa de una superficie celular se fija al
aceptor apropiado de la superficie de otra célula, forméndose un comple
jo enzima~substrato y que explicaria a nivel molecular el fenémeno de

la adhesién celular.

Biosintesis. Se ha propuesto, en base a una serie de evidencias experi-
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mentales, la ruta que veguiré la uvintesls en una célula secretoria de
una glicoproteina del tipo asparragina (Fig. 2). El primer evento (a)
serfia la sintesis del polipéptido en los ribosomnas unidos a membrana
en el reticulo endoplésmico rugoso (RER). Cioli y Lennox (20) han de-
mostrado que solamente los ribosomas unidos a membrana sintetizan in-
mupoglobulina en células de mieloma, usando marcadores radioactivos

de membranas para asegurarse que los ribosomas libres no estén conta-

minados con membranas.

e

Man NAcGlu Gal Sial

d RER REL Golgt

® -G L

dl

@ ¢ '“'Q,

Figura 2. Modelo de la sintesis y transporte de una glicoproteina.

RER: reticulo endoplésmico rugoso; REL: ret{culo encoplésmico liso,
M: membrana plasmAtica,



13

Los azGcares internos se incorporarian en el RER (b), segfin se
ba visto al marcar células in vivo con glucosamina radioactiva y lue~
g0 hacer un fraccionamiento subcelular (21l). También se ha encontrado
estudiando una glicoproteina especifica, p.e. la inmunoglobulina M,
que la N-acetilglucosamina y la manosa se incorporan en el RER (22,
23). Hay evidencias de que la glicosilacién se iniciarfa en el pép-
tido naciente, pues ha sido posible obtener dichos péptidos marcados
con glucosamina., 8i bien nunca se ha demostrado que se incorpore una
sola N-acetilglucosamina como seria de esperar si el agregado fuera
secuencial (24~27). Como no ee ha encontrado AspN-NAcGlu-tRNA o NAc
Glu-t RNA, no hay fundamentos para pensar que la formacién de la u-
nién NAoGlu-AspN easté codificada directamente a nivel de RNA mensa-~
jero (28,29).

A medida que la glicoproteina se desplaza en el reticulo endo=-
plhsmico recibiria los azficares restantes (c). la glucosamina se in-
corpora también en el reticulo liso y corresponderia a N-acetilgluco
saminas externas (21)., Un gran nfinero de glicoproteinas tienen la se
cuencia terminal Sial~» Gal—» NAcGlu, habiendo sido posible prepa-
rar el substrato respectivo para cada glicosiltransferasa tratando
una glicoproteina de este tipo secuencialmente con neuraminidasa,

=-galactosidasa y N-acetilglucosaminidasa. Al hacer un fraccionamien~
to subcelular de estas transferasas se encontr§ que se acumulan en la
fracoién rica en aparato de Golgi (30). La proteina del mieloma aiela
da de ret{iculo liso tiene glucosamina, manosa y galadtosa, mientras
que la del retfculo rugoso solamente tiene glucosamina y mancsa (31).
Existe una concentracién de una fucosil transferasa en el aparato de
Golgi (32). Por radioautografia también se ha encontrado que la galac
tosa (33) y la fucosa (34) se acumulan en el Golgi y luego con el

tiempo pasan a las vesiculas de secrecién.

En la fase final las glicoproteinas completas se empacarian en
vesiculas (d) y serfan transferidas a la circulaciémn al fundirse las

ves{culas con la membrana plasmhtica (e) (35,36). Cabe sefialar que la
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alblmina sin ser una glicoprote{na sigue las mismas etapas (27,37).

Las glicoprotef{nas que van a la membrana se cree que seguirian
una ruta semejante (38), pero en vez de salir quedar{an incorporadas a
la membrana (d',e'). Esto no se ha demostrado por ser dificil aislar u
na glicoproteina de membrana especifica y poderla seguir en lasdiferen

tes etapas como se ha hecho con las proteinas solubles.

La transferencia de la N-acetilgalactosamina & la protefina en
glicoproteinas que llevan unida la cadena de azficares a serina o treo-
nina, tendria lugar en el retfculo liso en las células He La y en las
membranas plasmAticas en la gléndula submaxilar. Esto se ha demostrado
con aceptor exégeno preparado por la remocién enzimhtica de los azf@ca-
res (39).

Poliprenol-azficares,

Hasta ahora se ha aceptado que las glicosilaciones que se descri
bieron anteriormente, ocurren por transferencia directa desde los nu-
clebtido-azficares y que el agregaudo de .y que el agregado de azficares
es secuencial. Esto filtimo ha sido demostrado para los azécares exter-
nos al disponer de aceptores adecuados, como se describié antes. Sin
embargo no se dispone de aceptores para la incorporacibén de las N-ace~
tilglucosaninas internas y las manosas. Recientemente se ha descripto
la glicosilacibén de la ribonucleasa A con UDPNAoGlu, catalizada por
preparaciones de higado de conejo (40)., La transferasa estaria locali-
zada en el RER. En este caso no se ha determinado que ocurra la trans-
ferameid de una sola N-acetilglucosamina, ocomo tampoco ha sido posible
demostrarlo en cadenas polipéptidicas nacientes marcadas con glucosa-
mina, existiendo la impresién de que no se incorpore un solo residuo
(22).

Por otro lado, como veremos después, se ha determinado la trans-
ferencia a protefnas de oligosaclridos unidoe a poliprenoles, lo cual
indicaria que la glicosilacién puede ocurrir por un mecanismo distinto

al de la transferencia directa y secuencial a partir de los muclebtido-
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azficares.

La formacibn de prenol-azlGcares se ha encontrado en toda la esca
la biolégica, desde bacterias hasta mam{feroe; lo cual indica la uni=-

versalidad de sus funciones.

Procariotes, En bacterias fue donde por primera vez se determiné que

los poliprenol-azficares son capaces de transferir unidades de carbohi=-
drqto en la biosintesis de heteropolisachéridos. En la sintesis del po~
lisachrido O de varias especies de Salmonella, se encontrd una serie
de reacciones en las cuales intervienen poliprenol-azficares (40-45),
La figura 3 esquematiza la bilosintesis del antf{geno O en la Salmonella
newington (44).

TOP-Ram TOP
Ga I-PRUNG Ram-Gal-PP-Und
uMP GOP Man
UuoP-Gal GOP
P-Und
P\ Man-Ram-Gal-PP-uUnd
PP-Und

(Han-Ram-G a Dn°PP-Und

(Han-Ram-Gal -zona central zZona central
n

Figura 3. Escuema de la biosintesis del antigeno O en Salmonella ne-
wington (44); Und: Undecaprenol.
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La primera reaccién es la transferencia de la galactosa-l-fosfa-
to del UDPGal al prenol, formandose prenol difosfato galactosa, al cual
en la segunda reaccién se le tranafiere ramnosa del TDPramnosa. En una
tercera reaccién se forma prenol-FP=Gal-Ram-Man, al transferirse manoaa
del GDPMan. El ant{geno O queda formado al polimerizarse estas unidades,
transfiriéndose finalmente a la zona central para constituir el lipopo~-
lisaclrido. Estas dos filtiwas etapas liberan prenol difosfato, que para
reciclarse pierde el fosfato por accién de¢ una fosfatasa (46). La es=-
tructura del 1{pido quedd determinada como undecaprenol (47)(ver Tabla
VvII).

También se ha llegado a un esqueua semejante con el §., thyphimu~
rium, donde la unidad repetitiva es Abe-Ram-Man-Gal-PP-Prenol (48,49).
En la biosintesis del peptidoglicano de pared de Staphylococcus aureus
¥y Micrococcus lysodeikticus interviene un poliisoprenol de 1l isopre-
nos (50,51).

Se ha demostrado la intervencién de prenol-azficares en la biosin
tesis de polimanano en bacterias (52,53). Colvin (54) describié la for
macién de lipido-intermediarios en el Acetobacter xilinum, sin ser
bien identificada su naturaleza. Dankert et al. (55) describieron la
formacidén de lipido azficares en una preparacién enzimética cruda de A-
cetobacter xilinum. El mismo grupo (56) ha descripto més ampliamente
estos lipido-aztGcares. En este sistema se ha encontrado la formacién
de 1lipido difosfato glucosa, lipido difosfato celobiosa y lipido mono-
fodfato galactosa. La formacién del heteropolisaclrido capsular de la
Klebsiella aerogenes también requiere la intervenciédm de poliprenol-a-
zlcares (57);: lo mismo que la de los Acidos teicoicos de las bacterias
gran (58, 59).

Eucariotes. Demostrar la existencia de poliprenol-azflicares en tejidos
de nmamiferos semejantes a los de bacterias, ha sido objeto de muchna in
vestigacibén en los dltimos afos. Con las evidencias presentadas por

Behrens y Leloir (60) se determinbé que una pequeila parte del dolicol



17

as encuentra como dolicol fosfato, siendo en esa forma capaz de aceptar
azlicares de los nuclebtido-azficares en reacciones catalizadas por micro-
somas de higado. A diferencia de los prenolfosfato de bacterias, la uni=-
én del dolicol al fosfato es Acido estable por tener saturado el isopre-
no (ver Tabla VII).

S8e han encontrado 3 tipos de compuestos que se formar{an con el
dolicol: dolicol momofosfato monosacAridos, doli¢ol difosfato monosacé-
ridos y dolicol difosfato oligosacéridos., Al incubar UDPGlulhé con mi-
crosomas de higado se forma un lipido~azficar, que por tratamiento &cido
guave libera glucosa; su formacibén se estimula con el agregado de un a=-
ceptor 1ipidico extrafdo del higado que tiene idénticas caracteristicas
que el aceptor obtenido de la fosforilacién quimica del dolicol (60).
Poasteriormente se encontré que era posible obtener un compuesto semejan=-
te si la incubaciédn se hace con GDPMan (61,62), quedando demcs trado en
forma directa que el lipido que interviene es el dolicol fosfato (63).
Anteriormente se habfa detectado la formaciém de un manQlipido seme jan-
te, sin llegar a su completa identificacibébm (64,65). EL dolicol fosfa-
to manosa se ha obtenido por sintesis quimica y tiene propiedades idén-
ticas al compuesto natural (66, 67,68). La unién que se establece tanto
en ¢l derivado de glucosa y de manosa ea@ (60,69,70).

Las membranas de oviducto de gallina sintetizan un 1{pido-xilosa,
a partir de UDPXil; su formacién se eatimula ocon el agregado de doliocol
fosfato, lo que suglere que se trata de dolicol fosfato xilosa (71).
Al inoubar UDPGalluc y UDPNAcGallu se encontrd que la transferencia al
dolicol fosfato em prhcticamente nula (61). En una publicacién reciente
se sostiene que incubando UDPGa114C con una fracciénm microsomal de hi-
gado, en presencia de ATP como inhibidor de la nucleétido pirofosfata-
sa, hay incorporacién de la radicactividad en un 1l{pido soluble en clo-
roformo-metanol que tiene propiedades semejantes al dolicol foefato ma-

nosa y por tratamiento &cido suave libera galactosa (72).

La formacién de dolicol difosfato monosaclridos solamente se ha

demostrado con la N-acetilglucosamina. Tetas (73) describié que la in-
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cubacién de UDPNAc Glul“c con microsomas de higado da lugar a la for-
macién de un 1li{pido extrai{ble con una mezcla de cloroformo y metanol

que libera N-acetilglucosamina por hidrélisis &cida suave. Posterior=-
32P UDPNAcGlul#C, encon-
tré que al li{pido se incorporaban juntos 32? ¥y l4(2; sugiriendo que 1la
unién al 14pido era difosfato. Ademés la elucién del l{pido-N-acetil=-

glucosamina de una columpna de DEAE celulosa requerfia un rango de sa-

mente Molnar (74) empleando en la incubacién

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 formacién del lipido-N-acetilglucosamina por microsomas de higado.
Lo miemo se ha encontrado empleando microsomas de péncreas bovino y
las propiedades del compuesto formado son idémnticas a las del doli=-

col difosfato Neacetilglucosamina obtenido por sintesis quimica (75).

El primer lipido difosfato oligosacArido se obtuvo al incubar
dolicol fosfato glucoaal#c con microsomas de higado. Encontrandose
que la glucosa se transfiere a un lipido que por tratamiento &cido
suave libera un oligosachrido de 16 a 18 unidades (76,77). A este
compuesto se le llamé aceptor endégeno glucosilado (GEA) y a é1 nos

referiremos posteriormente con mayor detalle.

Al incubar microsomas con UDPNAcGluluc y someter a hidrélisis
&cida suave el lipido marcado, se vio que ademfd de N-acetilglucosa-
mina se liberaba em menor propcrcién otro compuesto con un Rglucosa
de 0,85 (?77). Posteriormente se encontré que el segundo compuesto
era di N-acetilquitibiosa y que su formacién se incrementa al agre-
gar un extracto lipfdico crudo de higado que parecf{ia tener dolicol
difoefato N=acetilglucosamina i{ria. También se obtenia su formacién
reincubando el dolicol difosfato I—acetilglucosamina14c con UDPNAcGlu
frio, indicando las evidencias que la segunda N~acetilglucosamina es

transferida directamente del nuclebtido-azficar (78).

Incubando mierosomas con GDPMan14G se forman, ademés de dolicol

foefato manosa, otros compuestos lipidicos que por hidrélisis &cida
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suave dan lugar a la formacién de oligosacAridos de 8 a 15 unidades
(77). Su formacién ee estimulada con el agregado de dolicol fosfato.
Agregando lipidos aceptores contenidos en un extracto orghnico de higa
do, la formacién de estos compuestos fue afin mayor. Ha sido posible de
mostrar la transferencia de manosa del dolicol fosfato manoaalkc a al-

gun~a de estos aceptores (79).

La formacién de compuestos semejantes se ha determinado en pre=
paraciones microsomales de mieloma de raté4n (80), También en prepara-
ciones de membranas de oviducto se forma un dolicol difosfato oligosa-
crido, en el cual el oligosaclrido tiene de 7 a 9 unidades, llevando
en su extremo reductor N-acetilglucosamina (8l). Por tratamiento cone(
YA manosidasas se ha propuesto que el oligosachrido tiene la estructu-
ra (Mo.n)n - Man(].g) 4) NAcGlu (li) 4)NAcGlu (82).

El dolicol difosfato di N-acetilquitobiosal“c incubado con GDPMan
frfo y microsomas de higado u oviducto pasa a formar un dolicol difos-
fato trisacé&rido, al recibir una munosa, la cual se unir{a en B, segin
lo demusstra el tratumiento del oligosaclrido com glicosidasas (83).
La transferencia de esta manosa ocurre exclusivamente a partir de GDP-
Man. El dolicol difosfato trisacirido en presencia de dolicol fosfato
manosa y microsomas incorpora manosas, pasando a formar un oligosachrie-
do de 7 a 9 unidades.

El dolicol difosfato di N-acetilquitobiosa obtenido por sintesis
quimica es capaz de estimular la incorporacidén de manosa par mempranas
de linfocitoe en un 1l{pido-~oligosachrido que contiene méhs de 4 monosa-
ciridos (84). Si la incubacién se hace solamente con dolicol fosfato

manosa el compuesto no se forma.

Las membranas de oviducto son capaces de transferir el probable
dolicol fosfato xiloaalhc a un oligosachrido unido a lipido. El oligo=-
sacrido formado tiene de 7 a 9 unidades y por hidrélisie &cida total,
ya sea reducido o no, libera xiloaalhc. Esto indica que la xilosa no se

incorpora an el extremo reductor (71).



Los dolicol difosfato oligosachridos son capaces de transferir
el oligosacArido a una proteina aceptora endégena, cuando se incuban
con preparaciones microsomales. La primer evidencia de esta reacciéa
se demostré para el GEA (85). Posteriormente se encontré lo mismo pa=-
ra los dolicol difosfato monosilados (79), usando también microsonas
de higado. También se ha determinado en membranas de oviducto (8l1) y

fracoiones microsomales de mieloma (80).

Estas reacciones han llevado a proponer un esquema de la bioaig
tesis del oligosacirido y su transferencia a protef{na (86). En la fi-
gura 3, se da el esquema de tales reacciones para el caso del GEA. Lo

mismo ocurriria con los dolicoldifosfato oligosachridos manosilados.

DolOP (NACGIU) ,Man,

‘\
DolMPMan 00IMPG Iy —_ °.

—
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Dot 0P (NAcGIU), 0o Do10P (NACG1u), Man,Slu,
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.. Proteina
Plex,, |
Dol OPNAcGlu ‘-polDP *

Proteina (NAcCI ")2 ManyGlu,

Figura 4. biosintesis del Tiol DP - (NAcGlu) Man Glu, (GEA) y de una
glicoproteina (8¢5). &




8o ha intentado demostrar la transferencia a una proteina conoci
da, empleando tejidos que secretan una glicoproteina predominante. En
una preparacién de una linaa de células de mieloma que sintetizan pre-
dominantemente cadenas livianas kappa de inmunoglobulina, se encontré
que la radioactividad incorporada a proteina a partir de dolicol difos
fato oligosacAarido (ManI“C). del 10 al 20% precipité con el anticuerpo
especi{ftico (80). La incorporacién en el sistema se incremnenta agregan-
do cadenas kappa no glicosiladas obtenidas haciendo crecer las células

del mieloma en presencia de 2-deoxiglucosa (87).

En las preparaciones de oviducto se encontréd que de la proteina
glicosilada a partir del dolicol difosfato oligosachrido (Manlhc), me~
nos del 10% precipité con suero antiovoalblmina (81). Ademis por elec-
troforésis en geles de poliacrilamida se encontré que la radioactivie
dad se distribuye en bandas que no migran con la ovoalblimina fria de
control (88). Por otro lado qued$ demostrado que el oligosacérido tran
aferido a la protefina es el mismo que se encuentra en el dolicol difos
fato oligosacirido (82). La dificultad de demostrar esta reaccién para
una glicoproteina en particular pcdria residir en que hay muy poco a=-

ceptor presente en las preparaciones empleadas (89),

En levaduras se ha encontrado la formacién de compuestos seme jan
tes a los descriptos anteriormente. rreparaciones particuladas de Sac-
charomices cerevisiae sintetizan a partir de GDPMan, un manolipido &-
cido 1l&bil, cuya formaciédn se estimula con el agregado de dolicol fos-
fato aislado de higado de cerdo (90,91). Posteriormente se demostré
que el 1l{pido que interviene es un dolicol de 14 a 13 ieoprenos (92)
(Tabla VII). Este dolicol fosfato manosa es capaz de transferir la ma=-
nosa a una proteina en la serina o treonina (93,94,95). También se ha
descripto la formacién en este sisteuna de dolicol difosfato N-acetil=-
glucosamina, dolicol difosfato di N-acetilquitobliosa y dolicol difos-

fato di N-acetil quitébiosa-Man- ian (96).

En plantas se encontré la formacibén de un lipido azficar &cido
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14bil, incubando una enzima particulada con GDPManluc, con propiedades
semejantes al poliprenol foasfuto wanosa sintetizado por el Micrococcus
lysodeiticus (97,98,99). En este sistema se encontr§ que el betulapre=
nol (ver Tabla VII) funciona como aceptor de manosa, sin que ello sig-
nifique que sea el aceptor fisioldégico (100). Forsee y Elbein £101) en
contraron que agregando un extracto orglnico de fibras de algodém, per
cialmente purificado, estimula la formacién de lipido-azficar &cido 1l4-
bil por una enzima particulada del mismo origen, previamente extraida

con acetona e incubada con UDPGlul“C. Este aceptor migré en capa delga
da como ficaprenol fosfato y no pudo ser sustituido por fofatidilcoli-
na o fosfatidil etanolamina, pero s{ oor ficaprenol fosfato. Los mis-

mos autores (102) han descripto la formacién de lipido-oligosacAridos

manogilados 4cido lébiles con un tamaiio de 4 a 9 azficares. Reduciendo

estos oligosacAridos con (BH)KBH4 y sometiéndoles después a hidrélisis

fcida total, se detecta la liberaciém de glucosawinitol 3H.

Pont Lezica et al. (103) encontraron que el aceptor en las plan-
tas es Acido estable y tiene propiedades cromatogrhficas en capa del=-
gada semejantes a las del dolicol fosfato de h{igado, sugiriéndose que

se trataba de un poliprenol « saturado (ver Tabla VII).

En un protozoario la Tetrahimena piriformis, se han detectado
compuestos semejantes a poliprenol-azficares (104). Quezada et al. (105)
encontraron en un extracto orghnico de insectos un aceptor de glucosa
y N-acetilglucosawuina, al incubar alfcuotas del extracto ¢on microso-
mas dé higado de rata y el nuclebtido-azficar reapectivo. (UDPGlulAC).
Este aceptor tiene propiedades de un poliprenol fosfato A -gaturado,

semejante al dolicol fosfato de mamfferos.

Existen algunas evidencias de que en mam{feros ee forman retinol
fosfato monosacéridos. El retinol es un tetradehidro tetrapenol ciclado
(106). Se describié la formacibén de este tipo de compuestos por transfe
rencia de galactosa del UDPGall"'c (107) y con manosa del GDPManll'c (108).

Sin embargo el agregado de retinol fosfato obtenido por sintesis quimica,
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eastimulé muy poco la formacién enzimética del manolipido, encontréndo
8e 8i, que hay trazas de un compuesto que en placa delgada corre menos
que el dolicol fosfato manosa (68). Un mejor est{mulo se obtuvo al a-
gregar junto con el retinol fosfato, X~ L lecitina y se determiné que
el wetinol fosfato manosa después de hidrélisis suave libera retinol,
como es de esperar para un compuesto que es X«insaturado (109). No es~
t4 bien demostrada una ulterior transferencia a proteina u otros 1l4ipi=-
do-azGcares de los retinol intermediarios (106). También se ha descrip
to la formacién de retinol glicosidos (110).

Poliprenoles. De todo lo anterior se concluye que ademés de los nucleb

tido-azficares hay otro tipo de éompuestos que transfieren restos de
glicosilo, La parte 1l{pidica de estos compuestos, los poliprenoles, co

rresponden a la férmula general:
s

H(CHE,-C=CH - CHa)n- OH

2
El nGmero n de isoprenos varia entre 5 y 24, habiendo mucha va =
riacién en las doblss ligaduras que pueden ser cis o trans, o estar
en parte saturadas, lo que hace gue existan muchos isémeros posibles.
En general, en la naturaleza se encuentran dos grupos: los todo trans
¥ los cis=trans poliprenoles; aisléndose los filtimos usualmente como
mezclas o familias de poliprenoles, distinguiéndose uno del otro sola-
nente en el n@mero de residuos cis. En la Tabla VII se sumarizan datos

estructuraldes y la fuente de donde han sido obtenidos.

Se acostumbra llamar doliccles en general a aquellos polipreno-
les que tienen el isopreno of-saturado. La literatura parece indicar
que los fosfatos de prenolec alflicos son los fisiologicamente activos
en sisteuw: s procariotes. En cambio los fosfato de dolicoles serian los

activos en levaduras, plcntas, insectos y animales,

La vresencia de un isopreno o =saturado en un poliprenol se de=-
tecta por espectrometr{a de masas, re¢sonancia magnética nuclear y es-

pectonetria en infrarrojo (105). Sin embargo en los intermediarios
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fosforilados es muy sencillo determinar esta saturacién, pues esta ha-

ce que la unién del fosfato al prencl sea estucle al tratamiento &cido,

Tabla VII. Poliisoprenoles de varias fuentes (106).

Nombre Trivial Fuente a Uniones Isoprenos
trans(a) saturados(b)
Betulaprenoles Abedul 6-9 2(1v,Vv) 0]
Prenoles bacte- Bacterias 10-12 | 2(VIII,IX) o]
rianos
Dolicoles Levadura, 14-18 | 2(XII,XIII) 1 (1)
nan{feros 17-21 | 2(XV,XVI) 1(1)
Ficaprenoles Hojas ver= 9-13 | 3(VI,VII,VIII) 0
des
Hexahtdropeno- Aspergillus | 19-23 | 2(XVI,XVII) 3 (I,XVII
les XIX)
Solanesol Hojas ver- 918 0
des

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

(b) Los nfuneros roranos se refieren a la posicibén del isopreno saturado.

El aceptor endédyeno yslucosilado (GEA). Anterlormente se mencioné que

al incubar dolicol fosfato glucosa con una preperaciédn microsomal de hi-
gado, la glucosa se transfiere a un coupuesto que por su insolubilidad
en agua y en algunos solventes orghnicos se crey6 que se trataba de una
glicoproteina (60). Posteriormente se encontrf§ gue era soluble en una
mnezela de cloroformeo-metanol-agua (1:1:0,3) (76). La hidrélisis acida
suave del compuesto liberé un oligosacérido neutro que por cromatogra-
fia en papel se determiné que corre como un maltooligosacérido de 16-18
unidades (77). Por filtracién en columna de Sephadex se determindé que

el oligosaclrido tiene un peso moleculiar de 3550,
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El oligosachrido del GEA se sometis a acetolisis, deacetilacién
y cromatografi{a en papel, observAndose varios picos como cuando se de
grada un oligosacérido. El producto de metanolisis del GEA se tratd
varios perfiodos de tiempo con KAy /3 amilasa, no observandose por cro-

matograffa en papel ningfin producto de degradacién.

El oligosachrido del GEA, obtenido por hidrélisis Acida suave,
se redujo con borohidruro de sodio y luego se sometidé a una hidréli-
sis &cida total. Observandose que toda la radiocactividad migré como
glucosa en cromatograffa en papel, indicando que la glucosa transferi
da del dolicol fosfato glucosa no lo hace al extremo reductor del oli
gosachrido, (111). El porcentaje de radioactividad liberada como &ci-
do férmico, al tratar el oligosacarido con periodato, indica que se ha
incorporado més de una molécula de glucosa y que por lo menos una de

ellas es interna en la cadena del oligosac&rido.

El tratamiento alcalino del metil~ oligosacdrido neutro, obteni-
do por metanolisis del GEA, dio lugar a la formacién de dos compuestos
cargados positivamente. Estos compuestos se neutralizan después de N-
acetilacién, lo cual sugiere la presencia de dos hexosaminas en el olie
gosacArido (111).

El oligosacArido del GEA se une a la concanavalina A, la cual co-
mo se sabe se6 se combina con polisachridos que tiene residuos termina-
les de X -D~manosa o € =D-glucosa (112).

La fornmacién del GEA ocurre en varios tejidos, emsontrandose en
todos los casos que el oligosacArido liberado por hidrélisis &cida sua=
ve co-cromatogrnfié con el obtenido de microsomas de higado de rata.

Los tejidos en los cuales se ha encontrado la formacibén de GEA son: ce-
rebro y ridén de rata, linfocitos humanos, hfigado y tiroides de cerdo.
La acetolisis del oligosachrido del GEA de higado de ratén y cerdo die~
ron el mismo patrém en cromatografia de papel (1lll).

Hay evidencias de que la unién entre el lipido y el oligosacérido

en la molécula del GEA es un pirofosfato. Entre estas evidencias esté
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el comportamiento del GEA en columnas de DEAE celulosa, donde se ha
encontrado que para eluir al GEA hace falta una concentracién de sa-~
les un poco mayor que la correspondiente para un lipido difosfato tri
sacérido sintetizado por el Acetobacter xilinum. Este necesita mhs sa

les que un lipido monofosfato glucosa en la misua bacteria (76).

Otra evidencia de que la unién en el GEA sea difosfato, estaria
en que el tratamiento alcalino de este compuesto produce un oligosacé
rido cargado que se neutraliza por accién de la fosfatasa alcalina de
la E. coli (76). Idéntico tratamiento del dolicol monofosfato glucosa
da lugar a la formacién del 1-6 anhidroglucosano (60). Sin embargo el
tratamiento con fenol caliente que descompone a los undecaprenil piro
fosfatos, no afecta al GEA (76).

Cuando se corrié GEA en una columna de DEAE- celulosa, se encon
tré una coincidencia entre el pico de la radioactividad del GEA y el
dolicol fosfato liberado por el tratzmiento &cido de las fracciones.
El dolicol fosfato se midié por su capacidad aceptora de glucosa para
formar dolicol fosfato glucosa, al incubar las fracciones con microso
mas de hfigado de rata y UDPGlul)+
tré en cromatograffia en capa delgada(ll3). Midiendo en Sepbadex el pe

C. Esta coincidencia también se encon.

80 nolecular del GEA y del dolicol fosfato glucosa, en forma de com=-
puestos de inclusibdn con doxicolato, se encontré para el primaro un
valor de 14.300 y para el segundo 11.300. La diferencia corresponde a
proximadamente al peso molecular del oligosacérido, concluyéndose gque
el residuo lipfidico en ambos casos tiene el mismo peso molecular (76).
Todos estos hechoa estarfan indicando que el lipido al cual se une el
oligosachrido por una uniédn difosfato en el GEA, es el dolicol (Tabla
VII).

De lo anterior se concluye que el dolicol fosfato glucosa, cuan
do se incuba oon microsomas, transfiere la glucosa a un aceptor endé-
zeno, form&ndose el GEA. Este tendrfa un oligosacarido de 20 unidades

de las cuales dcs serian hexosaminas, unido por unién difosfato a un
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l4pido que probablemente sea dolicol. Esta imagen de la estructura del.
GEA proviene de estudios resaligados con el compuesto marcado con gluco=
sa radioactiva. En este trabajo se obtuvieron cantidades de GEA en esca
la preparativa, 1o cual permitié hacer otro tipo de estudios de su es-

tructura.
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Materiales y Métodos

Enzimas, compuestos y mezclas de solventes usados.

Los sigulentes compuesto:.. se obtuvieron de fuentes comercia-
les:

DE4E-celulosa y TEAE=celulosa de Serva; &cido silicico Mallin-
ckrot de malla 100 a 200; Sephadex LH-20 de Pharmacia; Silica gel G,
tipo 60 de Merck; Kieselguhr de Merck; A-Naftol y Anisaldehido de
Merck; Cl H analftico Sintorian; Trimetiltriclorosilano de Fluka; he-
xadimetil-silano, bistrimetilsililtrifluorocacetamida, Anakrom ABS de
malla 80-90, silicona SE=-30, lana de vidrio silanizada, agente sili=-
lante Sylon, todos Supelco, anhidrido acético de Sintorgan; EDTA de
Sigma; mercaptoetanol de Serva; arabitol, manitol, manosa, glucosa,
N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, galactosa de Sigma; KBHL+
de Serva; Antrona de Sigma; verde de malaquita de Hartman-Leddon., De
los compuestos radioactivos usados el 3H NeexBH‘+ se obtuvo de New En-
gland Nuclear con una activided especifica de 140 Uci/umol, El UDPGlﬁ-
-1#0 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 dog fuentes, el compuesto natural y el

obtenido por foeforilac. 6n qufmicaz del dolicol. Para preparsr el Dol-
-MP natural, se corta en trozos higadc de cerdo recién sacrificado o
bien, almacenado a -90°C y 8e extrae en licuadora con 0,5 vollmenes
de acetona. Luego se filtra por Buchner y el residuo se deja secar al
aire. Este residuo se extrae durante una noche con 0,33 volfimenes de
metanol mAs 0,66 voliimenes de cloroformo. Nuevamente se filtra, sien-
do este filtrado la preparacién cruda de Dol MP; Esta ge saponifica
con 45 ml de metanol m&s 11 ml de Na OH 1ON por litro de extracto
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dirante 20' a B?OC. A algunas preparaciones se las sometid posterior=-
mente a un tratamiento &cido., El cual consiste en reflujar el extrac-
to saponificado bajo nitrS§geno por 20' con 95 ml de ClH concentrado.
Luego se someta a una particién segiin Folch et al, (115) hasta elimi=-
nar el &cido. Finalmente se lava el menisco de la interfase com c¢loro
formo~-metanol-agua (12;192:138) para eliminar las sales. La fase infe
rior se siembra en una columna de DEAE-celulosa en forma de acetato
(ver cromatograf{a en DEAE-celulosa) de 4xiO cm. E1l DolMP se eluye
con 2,3 1 de cloroformo-metanol-acetato de amonio 1M en metanol-&cido
acbético-agua (1500:525:225:12,5;11,25). Durante la elucién se observa
la migracién de una o més bandas amarillas, que hablan estado adsorbi
das en el origen. Se deteramina la presencia de DolMP en la zona en
que eluyen esas bandas, mediante dosaje enzimAtico del Dol¥P en ali=-

cuoatas de las fracciones (ver adelante dosaje del DolMP).

El dolicol que se utiliza para ser fosforilado quimicamente se
prepara segin una modificacién de la técnica descripta por Burgos et
al. (116). Higado de cerdo (2 kg) guardado a -90°C se corta en tro-
zos pequefios y se refluja 2,5 horas con 25 g de ptrogalol en 1 1 de e
tanol-agua (1l:1), Se extrae con agua y éter etilico y la fase etérea
se lava con agua hasta eliminar el Alcali. Se seca el éter con sohNa2
y se concentra al vacio a temperatura del ambiente. Se¢ toma con 500
ml de éter de petr8leo y se filtra en frio por WHatman 1. La presen-
cia de dolicol ae determina por cromatograffa en capa delgada de sili
ca gel G con cloroformo como solvente. El dolicol tiene un Rf de 0,7
que se observa al revelar con anisaldehido (ver cromatografia em capa
delgada). Luego de secar exhaustivamente con BouNa2 se siembra en una
columna de 4,5x15 cm de alimina Brockman (grado II), se lava con éter
de petréleo y se eluye con concentraciones crecientes de &ter etilico
en éter de petréleo.

Para preparar el DolMP sintético, se toma dolicol purificado por

alfimina proveniente de 8 gr de higado y se trata durante 3 horas a
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temperatura ambiente con la siguiente mezcla: 2 ml de éter de petré-
leo~-6ter etilico (943k), 2 ml de benceno, O,5 ml: tricloroacetonitrilo,
2 ml de solucién saturada de fosfato de di-trietilamina y 4,5 at ace-
tonitrilo. Se concentra bajo una corriente de nitrégemo, se toma con
cloroformo-metanol (2:1) y se lava por particién de acuerdo a Folch et
al., (115).

Prazggnc16n de GEAI“C. Se obtiene con la sigulente mezcla de reaccién:

20 nmoles de fésforo total de DolMP natural se secan al vacio en pres-
encia de 50 ul de EDTA-Mg O,1 M en ClaMg 0,1 M. Se toma con O,1 ml de
tris maleato 0,5 M pH 7,7, 0,15 ml de agua, 0,02 ml de /8 -mercaptoeta-
nol 1M, leo5 cpm de UDPgluluc y con 0,15 ml de enzima microsomal
(ver mks adelante). Se incuba durante 20' a 30°C. Se extras una vez
con 0,8 ml de metanol, y 1,2 ml de cloroformo; dos veces con 0,2 ml de
Cleg 4mM, O,4 ml de metanol y 0,6 ml de cloroformo y tres veces con 1l
ml de fase superior teérica: Hetanol-agua-ClaMg 1 M-cloroformo (48:47:
0,168:3) (115). El residuo proteico desnaturalizado se extrae finalmen
te tres veces con 1 ml de solvente A (ver adelante). El GEAluc se ob-

tiene en estas extracciones con solvente A.

Preparacién de microsomas de higado. La técnica utilizada es una modi-

ficacién de la descripta por Moulé et al. (117). Se utilizan ratas ayu-
nadas 24 horas a las cuales se les inyecta 20 unidades de insulina por
via intraperitoneal 1 hora antes de sacrificarlas. Se homogeneizan en
un homogeneizador Potter-Elvehjem (vidrio-teflon) con 1-2 volfimenes de
sacarosa 0,88 M que contiene 5 mM EDTA-Na. Se centrifuga 10' a 10.000
rpm y el sobrenadante se centrifuga 90' a 40,000 rpm. El sedimento de
esta iltima centrifugacién se towa con tempon tris-maleato 0,005 M pH
7+7; utilizando un volfimen tal cue se obtiene una concentracién de
protefna de 100-150 mg/ml. La enzima se conserva a -20% y es estable

por variat semanas,

Mezclas de solventes, La mavoria de los solventes se destilaron una
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vez en destilador de vidrio. Se usaron las siguientes mezclas:
S8olvente A: cloroformo-metanol-agua (1! 1:0,3) (118)

Solvente B: cloroformo-metanol-agua (60:25:4) (119)

Solvente C: isopropanol-amonfaco concentrado-agua (6:3:1) (120)
Solvente E: n-propanol-nitrometano-agua (5:2:3) (121)

Solvente F: n=butanol-piridina~agua (40:36:24) (122)

Solvente G: n-butanol-piridina-agua (4#0:30:28) (122)

Solvente H: n-butanole-piridina-agua (4:3:4) (77)

Bolvente I: n-butanol-piridina-agua (6:4:3) (123)

Solvente J: cloroformo-metanol-acido férmico-agua (140:37:16:1)(124)

Solvente K: cloroformo-metanol-azua (1:2:0,8) (125)
Solvente D: diisobutilcetona-&cido acético-agua (20:15:2)

Aislamiento y purificacién del lipido intermediario.

Extraccifén. 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 momento de su procesamiento.
Preparacién A. En esta se extrajeron 6 kg de higado con los siguientes
solventes:

Acetona. Los higados se cortaron en pedazos pequeiios y luego se
homogeneizaron en una licuadora de acero en 2 1 de acetona por cada kg
de higado. Se agregd 6 1 més de acetona al total de la mezcla y se de-
j6 extrayendo durante una noche. Se filtré por un filtro tuchner ha-
ciendo succién y al sblido se le passé 2 1 mhs de acetona. Se disperséd
el s86lido y se secd bajo una corriente de aire hasta que casi desapare

cié el olor a acetona.

Cloroformo-metanol (2:1). Se suspendid el sélido en 12 1 de clo=-
roformo-metanol (2:1) y se dej6 en extraccidén durante una noche. Luego
de filtrar el residuo se resuspendié en 9 1 de la misma mezcla, se ex-

trajo una noche ms y se filtré,

Metanol-agua. (1:1). Usando 6 1 de metanol-agua (1:1) se suspen=-
dié el sélido y se £iltrbd. Esta operacidn se repitibé 3 veces, obtenién

doge una disminucién importante en el color amarillo del filtrado,
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Clorotormo-metanol-agua (1:1:0,3) (Solvente A). El s6lido hfime~
do se suspendié en 6 1 de cloroformo-metanol (l:1) y se le agregbd a-
zua hasta aproximarlo a saturacibém. Para calcular la cantidad de agua
necesaria se filtré una pecueria slicuota de la suspencibén y se fue a-
gregando agua al filtrado hasta obtener dos fases. El residuo se ex=-
trajo sucesivamente con 6,9 1 y 4,5 1 del solvente A. A la combina=-

cibén de estos tres filtrados se le agregd unm total de 3:105

aeal¥e.

Preparacién B. Se partié de 13 kg de higado y se procedidé a extraer-

cpm de

los con los siguientes solventes:

Acetona. Los higados se cortaron en pequeiios pedazos y se homo-
geneizaron en 1 1 de acetona/kg de higado. A la mezcla se le agregd
13 1 més de acetona y se dejé extrayendo durante una noche. Se filtré
y el residuo se resuspendibé en 13 1 de acetona, se dejé una noche méa,
Se filtré y el sélido se dispersd y la acetona se removié bajo una co-
rriente de aire.

Cloroformo=metanol (2:1). El sblido se extrajo con 24 1 de cloro
formo-metanol (2:1) durante una noche y se filtré. La extreccién ase re
pitié con 12 1 de cloroformo-metanol (2:1).

Metanol-agua (1:l). El #6lido residual fue extraido cuatro veces
con 12 1 de metanol-agua (1:1).

Solvente A. El sblido hfimedo se suspendib en 8 1 de cloroformo-
metanol (1:1) y se llevé casi a saturaciédn con agua, tal como se hizo
en la preparacién A. Después de extraerlo por una noche se filtré y se
reextrajo sucesivamente con 9,2 1 y 4,5 1 de solventeA. A la combina-

cién de estos filtredos se les agregd 6 x lO5 cpa de GEAluC.

Esquema de la preparacién de GEA crudo. Las diferentes etapas de la ex

traccibén del GEA crudo descriptas anteriomente se resumen en el esque~
ma 1. En este esqueme se anotan algunos de los compuestos que se extra
en con la acetona, clofoformo-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 al GEA crudo, quedando un residuo final de proteinas des-

naturalizadas.

Esquema l. Preparacién del GEA crudo.

Higados de cerdo

Extrae con acetona; filtra

Agua,trigli- insoluble
céridoe, doli Cloroformo-metanol 2:1
col, etc. filtra
Fosfolipidos,DoliP, insqluble
DolMPMan,DollMpGlu,etc. Metanol-agua 1;1
filtra
Sales,etc., insoluble
Solventa A
filtra
GEA crudo Proteinas

desnaturalizadas

Cromatografia en DEAE-celulosa. E1 extrgqoto en el solvente A se cro-

matografié en una columna de DEAE-celulosa en forma de acetato (4,3x
46 c¢m). Para prepararla se toma DEAE-celulosa comercial (forma C1)
en HdONa 1N, se lava exhaustivamente con agua y se seca con metanol.
Se toma con &cido acético glacial, se filtra y se lava con el solven
ta A hasta neutralidad. Una vez sembrado el extracto del solvente A,
la columna se eluyé con un gradiente lineal de formiato de amonio ob-
tenido con 1,5 1 de solvente A en la clmara mezcladora y 1,5 1 de for
miato de amonio 0,133M en el mismo solvente en la otra camara. Se co-
lectaron fracciones de S0 ml y se les midié la radioactividad. Esta
se eluyé entre las fracciones 45-55, con ligeras variaciones en cada
columna. En todas las columnas la radiocactividad aparecié ligeramente
después, pero afin mezclada con una substancia amarilla. Las fraccio=-
nes que contenia a la radioactividad se combinaron y luego se secaron

al vacf{o en un evaporador rotatorio.

El extracto de la preparacién A se pasé§ todo por una sola columma



mientras que el de la preparacién B se dividié en dos vollmenes igua-

les que se pasaron por la columna separadawnente,

Cromatografia en &cido silicico. En la preparacién A el material seco

del paso anterior se suspendi6 en 30 nl de cloroformo-metancl (1:1) y
se transfirid a una columna de acido silicico de &4 cm de didmetro por
7 cm de altura, equilibrada con el mismo solvente. El s81ido que no
fue suspendido en la griwera suspensiém con cloroformo-metanol (1l:1),
fue tomado con 30 ml mhe del nmismo solvente. La columna se eluy§ con
cloroformo~metanol (1:1), colecténdose fracciones de 10 ml, hasta que
pasaron en total 100 ml. Luego se cambibé al solvente A y la radioacti-
vidad emergié entre las fracciones 13-15, mezclada con una substancia

amarilla.

La preparacién B se continub procesando dividida en mitades, tal
como se hizo en la columna DEAE celulosa. Se usaron columnas de &cido
shlféic¢o idénticas a la anterior, excepto que la elucibén inicial con
cloroformo~metanol (l:1) llegd a totaiizar 25 fracciones de 10 ml cada
una. Cuando se cambié al solvente A la radioactividad se eluyd entre
las fracciones 28-525 mezclada con una substancia amarilla. Se combina

ron las fracciones donde apurecié la del GEA radioactivo.

Cromatograffia analitica de TEAE-celulosa. La TEAE-celulosa se traté con

NaOH 1 N, se lavé exhaustivamente con agua, luego se secd con metanol,
Luego se toma con el solvente A y se pas6 a una columna de 1,3x33 cm.
El material de la preparacibém A ovtenido en la etapa anterior se sem=-
bré en esta columna y se eluyé con un gradiente lineal preparado con
150 ml de solvente A en la cédmara mezcladora y 150 ml de formiato de a-~
monio 0,1%3M en el mismo solvente en la otra camara. Se colectaron frac

ciones de 5 ml,

Cromatoyrafia analitica en DEAE-celulosa. Yna de las mitades de la vre=-

paracién B se transfirié a una columna de DEAE-celulosa (1,3xi4lcm) y se

eluyé con un gradiente lineal de iorumiato de amonio igual al descripto
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para la columna de TEAE-celulosa. También se colectaron fracciones de

5 ml,

Cromatografia en Sephadex LH20. Alicuotas del pico radiocactivo obteni-

do en la columna de DEAE-celulosa analftica se sembraron en una colum-
na de Sephadex LH-20 de 0,8x25 cm, previamente equilibrada en el sol-
vente A. Se eluyd con dicho solvente. Se colectaron fracciones de 0,5
ml y la radioactividad emergid en las fracciones 7 a 9, mezclada con
la sustancia amarilla. Una columna igual se usé con el solvente K y la

radioactividad emergié en la misma forma.

Precipitacién. Alicuotas de las fracciones que contenfian la radioacti-

vidad de la columna analftica de DEAE celulosa se llevaron a sequedad
bajo una corriente de nitrézeno y se disolvieron enpropanol-agua (65:
35). Luego se fue agregando propancl y al llegar éste a constituir un
60% del volumen original o sea una proporciém n- propanol-agua (125:35)
la solucién se torné turbie. Centrifugando a 2000 r.p.m. se obtuvo um
precipitado en el cual se encontraba el 90% de la radioactividad, mien~
tras que la mayor parte de la sustancia amarilla qued$ en el sobrena-

dante.

La otra mitad de la preparacién B después de pasar por el é&cido
silicico, en vez de sembrarla directamente en DEAE-celulosa, se llevé
a sequedad en un evaporador rotatorio y se tomé en 8 ml de propanol-
agua (65:35). Segn lo descripto anteriormente ae precipitéd con el a-
gregado de 4,8 ml de propanol. El precipitado se retomé en 8 ml de pro
panol-agua (65:35) y para disolverlo bien se dej6é una noche a tempera-
tura del ambiente. La precipitacién se hizo en total 3 veces. El preci
pitado final se tomb6 en 20 ml del solvente A y se transfiri§ a una co=

lumna de DEAE-celulosa analfitica igual a la descripta anteriormente.

Hidrélisis Acida suave del lipido intermediario.

Se usaron dos tipos de condiciones para el tratamiento &cido sua

ve, en medio acuoso y en solventes orgénicos,
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Medio acuoso. La muestra se seca y luego se suspende en solucidn acuo

sa de ClH a pH2, usando como indicador timol azul. La suspensién se in
cuba 10' a 100°C. Se hace una perticibén con una mezcla de cloroformo
metanol-agua (3312:1) de acuerdo a lolch et al. (115). La fase superior
(acuosa) se removié y la fase inferior se extrajo con un volumen de fa-
se superior teérica: metanol—agua-Cleg 1lM~cloroformo (43:47:0,168:3),
Estas fases superiores se combinaron y se llevaron a sequedad en evapo
rador rotatorio; se retomaron en ajua para evaporar de nuevo hasta que
se removié el ClH. Esto se corroboré con timol azul. Para utilizar la
fase inferior se extrajo varias veces mas con fase superior tedrica

hasta que esta era neutra.

Solventes orghnicos. Para la hidrélisis en medio orghnico las muestras

se tomaron en el solvente A y se les agregb metanol-ClH concentrado
(1:1) para obtener una concentracién 1lN. Se incubaron 3 horas a 37°¢ y
se llevaron a cloroformo-metanol-agua (3:2:1). Las fases superior e in

ferior se procesaron en la forma descripta anteriormente.

El putativo dolicol difosfato obtenido en la fase inferior des-
pués del tratamiento a pH2 (ver resultados), se traté también con Aci-
do en wedio orglnico. Con la diferencia de que en vez de hacerlo en el
solvente A, se hizo en cloroformo-metanol (3:2) y se agregé ClH concen-

trado para obtener una concentracién final de 1N.

Cromatograffa en capa delgada.

Se trabaidé con cuatro tipos de vlacas: preparadas con silica gel
G activadas en estuia a llOOC durante 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 sflica;
pues presumiblemente este sea la causa de la menor recuperacién del do-
licol fosfato cuando se usa silica no lavada (60)., Después de desarro-
llar con metanol-ClH las placas, se secaron bajo una corriente de aire

caliente durante 30' y se guardaron en ese estado., Cuando se usaron se



activaron previamonte a 110°C durante 30'. Pura asegurarnos de gque to=-
do el ClH habfa sido removido se aplicé una pota de timol azul en una

zona marginal de la placa. A este tipo se les llamé placus lavadas.

Mezclando silica gel G y kieselguhr en proporcién de 3%:1 (121)
se prepararon placas que se usaron sin activar (placas silica: kiesel=
guhr). También se usaron placas preparadas con kieselguhr sin activar

por calor (placas kieselguhr).

Cuando los diferentes tipos de placas se usaron con fines anali-
ticos se les dio un espesor de 0,45 mm y en caso de preparativos de 0,9
mm.

Para visualizar azlcares las placas se revelaron con(naftol y
stou (127). Con este revelado los azficares dan un color violeta espe-
c{fico. Para revelar prenoles se usd el reactivo a base de anisaldehi-

doy con el cual los prenoles dun un color verde(128).

Dosaje del dolicol foafato.

Para medir el dolicol fosfato se empleb el método descripto por
Behrens y Leloir (60). Consiste en incubar microsomas de higado de ra=-
ta con UDPGlury medir el incremento en la formacién de DolMPGld? Para
ello el lipido se seca al vacf{o con EDTA-Mg para una concentracién fi-
nal 14 mM, Luego se incuba en una mezcla que contiene 0,6 mgs de pro-
tefina microsomal, 14 mM CIZMg, 0,8% triton X-100, 14 mY mercaptoetanol
y 150 mM de tampém tris-maleato pH 7,7. La incubacién se hace 20' a
}7°C y la reaccibn se detiene con el agregado de cloroformo-metanole
ClaMg 4mM (3:2:1) con lo cual se Separan dos faees (115). La fase orgh
nica se extrae 3 veces con un volumen de fase superior teérica. Final-
mente la fase inferior se secd sobre cazoletas de aluminio y se midié

la radiocoactividad en un contador de flujo gaseoso.

Cuando el DolMP se midié en placas de silica lavadas, se separéd
en bandesSde 1 cm de ancho y se volcaron en tubos. La silica se suspen-

dié en cloroformo-metanol (3:2) con el agregudo de ClH concentrado
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suficiente para obtener una concentraciém 0,6N (60)., Se hizo una parti-
cién llevando a cloroformo-metanol-agua (3:2:1) y la fase orghnica se
extrajo varias veces hasta llevarla a neutralidad. Después se secd bajo

nitrégeno y vacfo. El dolicol fosfato se mide como se indicé antes.

Cromatografia y electroforesis en papel.

La cromatograffia se hizo en papel Whatman 1, siempre descendente.
Cuando se analizaron monosacAridos, antes de aplicar la muestra, la pri-
mera parte del papel, unos 8 cm después del origen, se sumergié en una
solucién acuosa de 0,1M SO“Zn. En esta forma se consigue una buena sepa-

racién entre la galactosa y la glucosamina con el solvente I (129).

La electroforesis se hizo sobre el mismo papel y se usaron como
electrolitos:
L: Molibdato de sodio, 2% pH5 (130)
M: Acido férmico al 5% (131)

Los azficares en el papel se revelaron con el reactivo de plata y
alcali (132).

Cromatografia en fase gaseosa.

Para realizar esta cromatografia primero se hace una metanolisis
del oligosacArido, luego se practica una N-acetilacién y finalmente se
preparan los silil-derivados. A continuacién describiremos las diferen-
tes etapas.

Metanblisis del oligosacdrido, Se tomaron en ampollas de vidrio alfcuo-

tas del oligosac&rido del GEA que contienen 6,4 ugr de azficar total me-
dido por el método de la antrona (ver métodos analiticos). A dichas ali
cuotas se les agregd 7,6 ugr de arabitol y 7,6 ugr de manitol como tes-
tigos internos. Se les dejé una noche en desecador al vacio con pastie

llasde KOH y otra noche con P . A cada muestra se le agregbd 0,5 ml de

(¢
2°5
metanol-ClH 1N, El metanol-ClH se obtuvo haciendo burbujjear Clj al meta
nol anhidro (133); midiéndose su normalidad por titulacién con KOH. A

las ampollas se les hizo una atmbésfera de nitrégeno y se sellaron a la
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llama, incubdndoseles luego en esitufa a 100°C durante 24 horas (134),

Finalizada la incuvaciédn las ampollas se¢ enfriaron a temperatu-
ra del ambiente y antes de abrirlas se dejaron 5' a OOC. El contenido
se transfirié a tubos de ensayo que fueron previamente lavados genero
samente con mezcla sulfocrémica. Las ampollas fueron igualmente lava-
das antes de ser usadas. El metanol-ClH se evaporé bzjo una corriente
de nitrégeno seco, el cual se obtuvo haciendo pasar el nitrégeno co-
mercial por una columna de silica gel. Las muestras se retomaron en
0,5 ml de metanol anhidro y se estimé su acidez en placa de toque. A-
quellas que eran &cidas se evaporaron de nuevo hasta que la solucién
estaba completamente neutra.

N-acetilacién. 8e hizo segfin el método de Etchinson y Holland (135),
tomando las muestras en 0,5 ml de metanol anhidro y se les agregd su-
cesivamente 0,15 ml de piridina anhidra y 0,1 ml de anhfidrido acético.

Se agitaron y se incubaron durante 1 hora a temperatura del ambiente.

Las muestras se evaporaron con nitrégeno seco y se dejaron durante u-
na noche en desecador al vac{o sobre P205.

S8ililaci6én. Se usé la mezcla sililante recomendada por Clamp (134),
consistente de trimetiltriclorosilano-~hexametildisilazano~-piridina a-
nhidra (1:1:5). Después de hecha la mezcla sililante se centrifugé y
del sobrenadante se tomaron alicuotas de 50 ul que se agregaron a ca-
da muestra. Estas se dejaron incubando 1 hora a temperatura del am-
biente. Finalizada la incubaciédn se centrifugaron las muestras para
remover las sales formadas y del sobrenadante se inyectaroa 2-4 ul en
¢l cromatégrafo.

Cromatografia. Se usé un cromatSgrafo Packard serie 7400, provisto de

detector de llama. lLas columnas empleadas son de vidrio en espiral de
6 pies de longitud por 1/8 de pulgada de difmetro, empacada con 3% de
8B=30 sobre un soporte de Anakrom ABS de malla 80-90. Para prepararla
se disolvieron 1,5 gr de silicona SE~30 en 250 ml de cloroformo, agre-
gando luego 50 gr del soporte Anakrom ABS. La mezcla se agita suavemen
te con una espAtula para ano romper el soporte y luego se seca bajo una

corriente de aire caliente y cuando ya casi estaba seca se pasé a una



estufa a 175°C donde se mantuvo por 4 horas.

La columna de vidrio fue silanizada haciéndole pasar 10 ml de Sy
lon, eliminando el exceso con tolueno y finalmente se sec§ en una co-
rriente de nitrégeno. Para empacarla se le aplicd succién en uno de los
extremos sometiéndosele a vibracién continua. En los extremos se intro=-
dujo un tapén de lana de vidrio silanizada de 3 cm aproximadamente. La
columna se acondiciond en el cromatografo teniéndola a 250°C durante 3
dias con un flujo de 25 cc¢/minuto e inyecténdole diariamente 25 ul de
bistrimetilsilitrifluoroacetamida.

Haciendo uso de ¢olumnaconmpensadora las corridas se hicieron en

las siguientes condicioness

Temperatura del inyector 250°C
Temperatura del detector 260°¢C
Flujo del gas portador(nitrégeno)d cc/minuto
Flujo de hidrégeno 2% cc/minuto
Flujo de aire 250 cc/minuto

La temperatura en la columna se programé con una temperatura i-
nicial de 130°C durante 10' y luego se incrementé 1°C/minuto hasta lle-
gar a una temperatura final de 210°C. permaneciendo as{ 10'. La veloci-
dad del registrador se mantuvo en 1 pulgada/5 minutos. El &rea de los
picos se determiné por triangulacién y pesada. lLos monosacéridos testi-
gos fueron sometidos al mismo procedimiento que el usado con el oligosa
clrido de GEA.

Purificacién del oligosacAarido.

Las fases acuosas obtenidas después del tratamiento a pH 2 de
las fracciones que contenian el pico radioactivo en la columna de TEAE-
celulosa analitica o bien en las de DEAE~celulosa analiticas, se croma-
tografiaron en placas de silica: kieselguhr con el solvente E y se reve
laron con X-pnaftol. Cuando se hicieron rlacas preparativas se revelé
una zona marginal y las distintas bandas se suspendieron en igual volu-

men de agua, se centrifugaron y se colectéd el sobrenadante. La exXtraccibdm
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8e repitid dos veces con medio volumen de agua.

Reduceidédn del oligosacéArido,

Del oligosacirido del GEA purificado por capa delgada, se tomé

una alicuota de 360 nanomoles de azficar total en 50 ul de agua y se le

agregd 50 ul de una solucién 0,04M de 1{3Na.BH,+ en KOH 1N, Considerando
que el oligosacArido tiene 20 aszficares, se tendrfan 18 nanomoles de o-
ligosacArido a los cuales se les agregé 2000 nanomoles de H3NaBHu. Es-
ta relacién darfia un exceso de 100 veces en el H3NaBHk c¢on respecto al
grupo reductor, con 1o cual se asegura una reduccién cuantitativa (136).
La mezcla se incubé durante 48 horas a 4°C y la reaccién se paré con el
agregado de 150 ul de ClH 1N bajo campana de vacfo. La muestra se llevd
a sequedad con el evaporador rotatorio, se retombé§ con 0,5 ml de metanol
y se evaporé de nuevo; repitiendo la operacién 3 veces. Finalmente se
toad en agua y se pasé por una columna de MB-3 de 0,5x5 cm en forma de
hidrégeno y acetato. El eluido se concentré y se corrié en papel What-
man 1 con el solvente H durante 68 horas. Después de pasar la tira por
el radiocromatografo, el fico radioactivo se eluyé con agua y este fue

el material usado como oligosachrido del GEA reducido 3H,

Métodos analiticos.

Azficares. El contenido de azficar total de las muestras se midié por el
método de la antrona (137) o el del fenol-HZSOu (138).

Fésforo. Para la determinacién de fésforo se empleb el método de Cheng

et al. (139). Cuando se trataba de cantidades muy pequefias se empled el
método del verde malaquita (140) modificado en la siguiente forma:
Fésforo inorghnico. La muestra se toma en 0,35 ml de agua y se le agrega
sucesivanente 50 ul de BO#HZBN, 50 ul de molibdato de amonio al 2%, 50 ul
de Tween 20 al 1,54, se agita y luego se agrega 50 ul de una solucién a-
cuosa de verde malaquita al 0,1%. Se deja en reposo 30' a temperatura del
ambiente y se lee en espectrofotométro a 660 nm. Con este método 1 namol

de fésforo da una lectura de 0,120 de densidad éptica; mientras que con
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el método de Cheng et al. (139) esa misma lectura se obtiene con 5 nano
moles.

F6sforo total. La muestra seca se suspende en S50 ul de 804H25N y 20 ul
de écido perclérico al 70%, haciendo luego una digestién a la llama ase
guréndose de eliminar totalmente al perclérico. Después de enfriar los
tubos se les agrega 0,2 ml de agua, se dejan 10' en bailo de lOOOC y se
llevan a un volumen final de O,4 ml. Se continGa igual que con el Pi.
Fésforo l&bil. Se siguieron dos métodos. En un caso al l{pido seco se
suspende en 0,2 ml de agua, se le agrega 50 ul de 804H25N Y se incuba
10* en um bafio a 10000. Se lleva a O,4 ml y se prosigue como en el Pi,
Cuando la cantidad de lipido en la muestra daba absorciém por turbidez
se corrigieron con blancos que se hicieron tomando otra alicuota a la
que se le agregaron todos los reactivos, excepto que no se calenté en
el bafio y se le mantuvo a una temperatura menor de 10°C hasta el mo-

mento de su lectura para evitar la hidrélisis posible.

El otro método para medir Pl consistié en someter el lipido a
tratamiento fcido suave en solventes orghnicos (ver hidrélisis &cida
suave del l{pido intermediario). Después de hecho el tratamiento &cido
suave se hizo una particién y se midié el Pi liberado a la fase acuosa.
Con los dos métodos la medida de Pl dio resultados semejantes.
Radioactividad. Los compuestos que tenian 1“0 86 secaron sobre planche=
tas de aluminio y la radioactividad se midié en un contador de flujo ga
86080, Cuando la muestra ae quiso recuperar se usaron planchetas de vi-
drio.

El JH en solucién se midié en la mezcla de Bray (1l4l) en un con-
tador de centelleo l{quido Packard, con una ventana de 30 a infinito y

60% de ganancia. En estas condiciones setiene una eficiencia del 50%.

Cuando en las cromatograffas en papel se tenia 3 y 140, 88 COr=
té6 la tira en bandas de 0,5 a 1 cm de ancho, 8e les agregé 100 ul de a-
gua y aproximadamente 3,5 ml de solucién de Bray. El 14c se midié en un
canal con ventana de 250 a infinito y 25% de ganancia, en estas condi=-

ciones no se mide 3H. En el segundo canal se midié la mezcla de >u Yy
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1“0 con una ventana de 30-250 y 60% de ganancia. Para determinar qué
cantidad del 140 medido en el primer canal penetra en el segundo, se
pusieron cantidades conocidas de 1‘C sobre papeles de las mismas dimen
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 a cada muesira se le calcula el porcentaje
de la lectura del primer canal y se resta a la lectura del segundo ca-

nal, obteniendo asi la medida del 3H con una eficiencia del 17%.

La ubicacién de la radioactividad en un cromatograma de placa
delgada, papel o bien electroforesis en papel se obtuvo por medio de un

radiocromatégrafo Packard.
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Resultados

Egrifioacién del l{ipido intermediario.

Columna analitica de TEAE-celulosa. El extracto que se purificé en las

columnas preparativas de DEAE-celulosa y luego de Acido silicico, se pa-

86 por una columna de TEAE-celulosa. Se analizaron sus fracciones y 1los
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Figura S.Columna analitica de TEAE-celulosa. El eluido que contenia al GEA
radiocactivo, que pasbd sucesivamente por las columnas de DEAE-celulosa y &-
cido silicieo, se cromatografibé enm una columna de TEAE-celulosa que se elu-
y6 con un gradiente lineal de O a 0,133M de formiato de amonio en el solven
te A.Se colectaron 60 fracciones de 5ml.®n alicuotas de las fracciones se mi
dié la radioactividad del GEA(e ® ; corresponde a cpm/ml);el dolicol
fosfato antes(o---—~- 0) y después(0O———0 )de hidrélisis a pH2 en alicuotas
de 50 ul(la enzima 86la incorporé 1850Ocpm);fésforo total(®— - -~ @),

resultados aparecen en la Fig., §; en la cual se puede ver que la radioacti-
vidad se eluyé con un pico en la fraccién 46, correspondiente a una concen-

tracién de aproximadanente 100 mM de formiato de amonio., La radiocactividad
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aparecié mezclada con una substancia amarilla que tuvo su mfximo en las
fracciones 45-46,

La medida del Pt por el método de Chen et al., (139) revelé un pi-
co que coincidia con radioactividad del GEA. Sin embargo al hacer la me
dida del fésforo 1&bil en alicuotas semejantes no fue posible detectar-
lo con este método. Esto sugeria que la mayor parte del P total medido
provenia de contaminantes, pues si todo tuviera origen en derivados di-
fosfato del dolicol, la mitad del Ptotal debié ser &cido 1lé&bil. En un
DolDP-oligosacérido, la unién entre el azficar y el fésforo Q@ es muy l&-
bil al &cido. La unién entre ambos fosfatos también lo es aunque necesi-
ta condiciones un poco mhs enérgicas que la anterior; mientras que la u-
nién del dolicol al fésforo & es estable a un tratamiento &oido que rom-
pe las dos uniones anteriores (106).

Los azficares detectados cualitativamente por el fenol SOAH2 dieron
un mAximo en las fracciones 45 y 46. El DolMP se midié por su capacidad
de incrementar la formacién de DolMPGlu al incubar microsomas de higado
con UDPGlu1hc. Cuando se ensay$ directamente, sin previa hidrélisis a
pH 2, no se detecté ningln estimulo; mientras que después de la hidréli-
sis aparecié un pico de actividad en la fraccién 46.

Columna analitica de DEAE-celulosa. La mitad de la preparacién B, des-

pués de pasar por la columna de Acido sil{ciéo, fue cromatografiada en u-

na columna analitica de DEAE-celulosa. Esta columna también fue eluida
con un gradiente lineal de O a 0,173M de formiato de amonio. Los resulta-
dos de medir en alicuotas de las fracciones el GEA radioactivo, los azfica
res liberados a la fase acuosa despubés de tratamiento &cido suave y el
DolMP aparecen en la Figura 6.

El GEA radioactivo emergié con un pico en la fraccién 42, donde la
concentracién de formiato de amonio es de aproximadamente 90 mM. Igual
que en la columna de TEAE-celulosa (Fig.5 ) el GEA estaba mezclado con u=

na substancia amarilla que tuvo un méximo en las fracciones 41-42-43,
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Figura 6. Columna analitica de DEAE-celulosa. El eluido que contenia al
GEA radioactivo que se cromatograffio sucesivamente por DEAE-celulosa y
4cido silieico, se pasb§ por una columns de DEAE-celulosa que se eluyb
con un gradiente lineal de O a 0,133M de formiato de amonio. Se colec~
taron 60 fracciones de 5ml., En las fracciones se midié la radioactivie-
dad (® ® ; expresada en cpm/ml); el Dolilt antes (8- — —D) y des
pués (®= — —~® ) de hidrélisis a pH2 en alicuotas de 50 ul (la enzima
sola incorporé 480 cpm); y los azficires liberados a la fase acuosa des=-

pués de hidrélisis a pH 2 en alicuotas de 20 ul, expresadas en umoles/ml
(6 ——o0),
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El ensayo de la actividad de DolMP después de hidrélisis a pH 2
dio un pico en la fracciém 42, pero con un hombro hacia la fra¢cién 38
El agzficar &c1do 14bil medido por el método de la aptrona en la fase a-
cuosa siguié un perfil semejante al DolMP. Al igual que en la columna
de TEAE-celulosa (Fig. 5), el ensayo directo del DolMP no evidencié
ningfn est{mulo.

En las tablas VIII y IX se muestra el grado de purificacién al-
canzado hasta esta etapa; obteniendose una relaciém Pt/Fl de 5,41 (Ta-
bla X) o sea més alta de la esperada. Bsto hizo que se intentara mejo-
rar la purificacién por otros medios. El fbsforo 14bil se llegd a me=-
dir con el método del verde malaquita que es mAs sensible que el Cheng
et al., (ver métodos analiticos). En estas fracciones no se detecté P

inorgénico.

Columna de Sephadex LH=-20. Una alicuota de la combinacién de las frac-
ciones 4l1-42-43 de la columna de DEAE-celulosa (Fig. 6), se pasé por

una columna de Sephadex LH-20, previamente equilibrada con el solvente

A ¥y eluyendose con el mismo solvente. La radioactividad aparecié. de
nuevo mezclada con la subatancia amarilla y en el pico radicactivo la
relacién de Pt/Pl fue de 5,28. Resultados semejantes se obtuvieron em-

pleando el solvente K.

Precipitacién. 8iendo conocido que el GEA migra en cromatografia en ca

pa delgada en n-propanoleagua (7:3) (113), se ensayé su solubilidad en
este solvente. De la combinacién de las fracciones 41-43 de la columna
de DEAE=celulosa (Fig. 6) se sec6 una alicuota y se tom6 en una mezcla
de n-propancl-agua (65:35) en la cual se logrd solubilizar todo el ma-
terial. Después se fue agregando propanol y al completar un 60% del vo-
lumen original, la solucién se torné turbia. 8e centrifugd y se ubtuvo

un precipitado en el cual se recuperd el 90% de la radiocactividad. La

mayor parte de la substancia amarilla qued§ en el sobrenadante. Be re-

pitié la precipitacibn dos veces y el precipitado final se disolvié en
el solvente A. Al medir Ptotal y Pl&bil se les encontr§ en una relaciém

2,81/1. Inicialmente esta relacién, como se mencioné anteriormente, era



de 5,28.

Columna anali{tica de DEAE-celulosa deapués de precipitacién. En vista

del resultado anterior, la segunda mitad de la preparacién B, después
de eluida del Acido silicico, se le practicaron 3} precipitaciones y se
pasé por una columna analitica de DEAE-celulosa igual a la descripta
anteriormente. La radioactividad emergié en la fraccibénm 37, correspon=
diendo a una concentracién de formiato de amonio 84 mM (Fig. 7-A). En
la Fig. 7-A se muestran los resultados de medir DolMP y azficar &cido
14bil. El1 ensayo directo del DolMP de nuevo fue negativo., El obtenido
después de hidrélisis a pH2 tiene un pico principal en la fracciém 37
y uno seoundario en la fraccién 31. El Azucar Acido lAhdl tiene un per
fil semejante. En la Fig., 7-B aparecen los resultados de medir el Pt y
el Pl. El Pl&bil dio un perfil semejante al del DolMP después de trata
miento &cido suave y al azGcar liberado por el mismo tratamiento., EL P
total presenté dos mAximos, el mayor en la fracciém 29 y el menor en
la 37. Bsto hace que en la filtima fracciénm la relacién Pt/pl sea 2,37
y en la fraccién 31 dicha relacién sea de 4, lo cual significaria la

persistencia de contaminantes que contienen P total.

En la Tabla VIII aparece la purificacién del GEA en funcién de

la medida en alicuotas de P total en cada etapa de purificaciémn. No a=
parecen datos para la columna de TEAE-celulosa (Fig. 5) pues ésta se
hizo con la preparacién A (ver métodos) y siendo la primer preparacién
que se hizo no se dejaron alicuotas para confeccionar tabla de purifi-
cacién. En la Tabla VIII, se observa que el méximo de purificacién se
obtuvo oon la columna analfitica de DEAE-celulosa después de precipita-
ciém (Fig. 7). Cuando la purificacién se expresa en funcibén de P 1Abil
(Tabla IX) también a esta columna corresponde el mAximo de purificaciém
Si bien la diferencia con la DEAE-celulosa analf{tica ein precipitacién
previa (Fig. 6) no es considerable. Este hecho estarfia indicando que 1la

precipitacibén con n-propamol purificé fundamentalmente de substancias

que contienen P orgénioco. El1 nfimero de veces que se purificé por P lé-

bil es menor que el nfimero de veces que se purificé por P total. Esto
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Fipura 7. Columna analftica de DE4iE-celulosa después de precipitacién.
El eluido de la columna de acido silicico que contenia el GEA radioac—
tivo, se torné en n-propanol-agua(65:35) y se le agregé un 60% de n-pro
panol con lo cual precipité la radiocactividad (ver métodos). La preci-
pitacién se hizo tres veces y el precipitado final se pacbd en el sol-
vente A por una columna idéntica a la descripta en la Fig.6. En las
fracciones se midié:

A. El GEA radioactivo(e ® japarece en cpm/ul ); el DolMP antes
(O——0) y después(®- - - —®) de hidrblisis a pH2 en alicuotas de
50 ul (la enzima sola incorporé 121C com); los azflicares liberados a la
fase acuosa después de hidrolisis a pHZ en alicuotas de 20 ul, expreaa-
dos enwmoles/ml (O o).

Bs P total(0-—----0) y P 14bil (u- — --8) aparece en umoles/ml,
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es debido a que la contaminacibdn original por material que contiene P
14bil es menor que la contaminacién por P total (Tablas VIII y IX).

Tabla VIII. Purificacié4n del GEA en funcién del P total

Fraccién GEA14C Pt en la GEAI#C/Pt No de | Recu-
cpm totag fraccién cpm/umol de | purifi| pera-
les x 1 (umoles) P total cacio~| cibn

nes f'C (%)

Extracto 300 14300 21 1| 100

DEAE-celu 216 196 1102 52 72

losa pre-

parativa

Ac.8il4cico 180 29 6206 294 60

DEAE~-cel., 110 9,7 11340 540 36

analitica(a)

DEAE-cel. 37 1,4 26428 1258 12

analftica(b)

El extracto crudo de la preparacién B se dividié en dos volfimenes igua-

les y se purificd a través de las etapas que aparecen(ver Métodos). En

inda etapa se midié en alicuotas el Ptotal y la radicactividad del GEA
C.

(a). Se refiere a la combinacidn de las fracciones 41-42-43 de la colum

na DEAE-celulosa analitica(Fig.6).

(b). Es la columna de DEAE-celulosa analitica hecha después de precipi-

tacién con propanocl y los datos son para la fraccién No 37(Fig.?7). El

No de purificaciones es el cociente entre el valor de cada fraccién y
el del extracto crudo.

Como se mencioné anteriormente en un DolDP-oligosachrido la rela-
cibén Pt/Pl es de 2. En la purificacién del GEA deberia observarse que
esta relacién se aproxima al valor tebérico esperado. Para determinar si
esto ocurre se elabord la Tabla X que muestra cémo se acerca a la rela-
cién Pt/Pl de 2 a medida que se purifica el GEA. El valor més préximo es



en la columna de DEAEB-celulosa analitica (Fig.?7) que se hizo después
de precipitacién con a-propanol, Sin embargo se ve afin la persistencia
de material con P orghnico. En estas fracciones no se detecté la pre-
sencia de P inorgénico.

Tabla IX. Purificacién del GEA por P 1lAabil.

Fraccién GEA1“C P 14bil GE11hC/P1 No. de Recu
cpm totnB en la frac- c¢pm/umol purifi- pera
les x 10 cién(umoles) de P 14bil | cacio=- cién

nes gy

Extraocto 300 1181 254 1 100

DEAB-cel. 216 8,1 26684 105 72

prepar.,

Ac.8ilicico 180 4,25 43352 170 60

DEAER=cel. 110 1,79 61523 242 36

anal.(a)

DEAE~-cel. 37 0,59 62711 246 12

a.nal. (b)

En las diferentes etapas se tomaron alicuotas en las cuales se midié
el P 14bil (ver métodos) (a). y (b). corresponden a lo mismo de la Ta-
bla VIII,

Otro parémetro en la purificacién del GEA es la medida del DolMP

liberado por hidrélisis Acida suave en las diferentes etapas.

En la Tabla XI aparecen los resultados de medir DolMP en alicuo=
tas tomadas en las diferentes etapas de purificacién del GEA que fueron
previamente tratadas con Acido en condiciones suaves. E1 DolMP como se
describié antes se mide por su capacided aceptora de glucosa al incubar

las fracciones con microsomas y UDPGlu . Al valor obtenido asi se le




Tabla X, Relacién P total/P 14bil

en la purificacién del GEA.
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Fraccién P total en P 14bil en Relacién

la fraccién la fraccién Pt/Pl
(umoles) (umoles)

Extracto 14300 1181 12,11

DEAE-celu- 196 8,1 2k,12

losa prep.

Ac. silfci- 29 4,25 6,82

co

DEAE cel. 9,7 1,79 S,k

anale. (a)

DEAE-cel. 1,4 0,59 2437

anal, (b)

En base a los datos que aparecen en las tablas VIII y IX se calcu=
la la relacién P total/P lAbil. (a). y (b). significan lo mismo que en
la Tabla VIII,

resta el de un blanco obtenido al incubar la enzima con una alicuota i-
gual que no fue previamente aometida a hidrélisis &cida suave. En la Ta-
bla XI se aprecia que también en este caso el mayor grado de purifica-
cién corresponde a la columna de DEAE-celulosa después de precipitacién
con n-propanol (Fig. 7). El grado de purificacién alcanzado para el
DolMP es menor que el obtenido para el GEA (Tabla VIII); 756 y 1258 ve=
ces respectivamente. Esto estaria indicando que el DolMP presente no
pertenece todo al GEA. Por la misma razén la recuperacién del DolMP es
menor que la del GEA1“C (ver discusién).

Purificacibén del oligosaclrido.

Las fracciones de las columnas enaliticas de TEAE- y DEAE-celulo-
8a 8e analizaron ror cromatograrf{a en capa delgada. Cuando se corrieron
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Tabla XI. DolMP liberado por tratamiento &cido en las etapas de purifi-
cacién del GEA.

Fraccién DolMP(c) Ptotal Do1MP/Pt Puri- Recupera=
nmoles de en la frac | nmoles de fica=- cién DolMP
glucosa in ccién (u=- | glu/umol ciones (%)
corporados moles) de Pt

Extracto 94,6 14300 0,006 1 100

DEAE=-cel. 70,6 196 0,36 60 74

Ac.8ilici- 39,0 29 1,34 233 41

co

DEAB-cel 19,5 9,7 1,89 315 20
anal- (35
DEAB-cel. 6,5 1,4 L, 54 756 i

En alicuotas tomadas en las diferentes etapas de purificacibdn se mie
dié el DolMP después de tratamiento &4cido euave. La medida se hizo por
incremento en la formacién de DolMPGlu®al incubar cada frac¢ién con mi-
crosomas y UDPGlu®(ver métodos). En cada fraccién se resté el valor de
la glucosa incorporada por la enzima incubada con una alicuota igual
que no fue previamente tratada con &cido. (a). y (b). corresponden a lo
mismo que en la Tabla VIII.(c),es el valor de la glucosa incorporada pa
ra formar DolMPGlu. Se midié simultaneamente todas las fracciones con
la misma enzima microsomal.

alicuotas de la fraccién 46 de la columna de TEAE-celulosa (Fig. 5) en
placas de silica-kieselgubhr con el solvente E, el reveladocon vapores
de iodo y/e con o(-naftol-so#ﬁ mostré una mancha difusa entre un Rf
0,39 y 0,58, con un méximo de intensidad en Rf 0,5. La radioactividad
tenfa un Rf de 0,46,

El hecho de que se revelara una mancha difusa que no coincidia to-
da con la radiocactividad, eastaba indicando la presencia de otros compues
tos ademis del GEA. Se intenté obtener una mejor separacién con otros

solventes, vero los resultados fueron insatisfactorios. En cambio cuando
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corrié el material de la fase acuosa después de hidrélimis a pH 2 de
alicuotas de las fracciones, el revelado con o{-naftol presenté dos
manchas violeta. Una con Rf 0,16 y la otra con Rf O,47. La primera de
dichas manchas, tal como se muestra en la Tabla XII, tiene su méximo
en la fraccibén 46. idemAs se encontré§ que tiene la misma movilidad que
el pico radiocactivo del GEA. La segunda de las manchas tiene un méximo
oen la fracciém 47,

Tabla XII. Olisoenc&ridos liberados por tratamiento &cido suave de las
fracciones de la columna de TEAE,

No. de fraccién 43 4s L6 L7 49
Oligosachrido Rf 0,16 - + ++ - -
Oligosacérido Rf 0,47 - - +*+ ++e -

Las fracciones de %a columna de TEAE-celulosa (Fig. 5) fueron trata
das a pH 2, 10' a 100 C. Los oligosachridos liberados a la fase acuosa
se separaron en una placa delgada de silica~kieselguhr con el solvente
E. Las cruces significan la intensidad relativa qgl revelado con °(-na£
tol. La radioactividad del oligosachrido del GEA 'C coincidié con el o-
ligosachrido de Rf 0,16.

Cuando se analizaron cantidades mayores aparecieron otras bandas
que se muestran en sus cantidades relativas en la 4a columna de la Ta~-
bla XIII. Para poder comparar mejor distintas cromatografies, ademés
del Rf se muestra la movilidad relativa de cada banda con respecto a
la movilidad del oligosac&rido del GEA. Easto aparece tabulado como Rgea.
En el fraccionamiento preparativo de los digosacéridos las bandas se e~
luyeron con agua.

También se analizé el periil de oligosacAridos después de hidré-
lisis &cida suave de la combinacién de las fracciones 41-42-43 de la
columna analitica de DEAE-celulosa (Fig. 6). En la Tabla XIV se dan las

cantidades relativas de las diferentes bandas. Se ve que en esta corrida
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'Pabla XIII. Cromatoyrafia en ;apel de loa azlcares de¢ los oliponachridos,

Banda No, Rgea(a) | RS Oligosa | Glu Man |Hexosa| Gal | Desco-
cArido ninas nocido
(o} o) 0 + - + - -
1 0,3% | 0,06 + ++ ++ : + -
2 1,0 0,18 e+t | rert | +es ++ - -
3 2,0 0,36 ¥ : A4 b ++ -
4 2,83 | 0,51 ++ : - ++ + -
5 3,60 | 0,65 - 2 - - - -

El material acuosoluble después de hidrélisis a pH 2 de la fraccién
46 de la columna de TEAE-celulosa (Fig. 5) se fraccioné a escala prepa-
rativa enr una placa de silica-kiselguhr con el solvente E. Las bandas
se revelaron con & -=naftol en una zona marginal y el resto se eluyé con
agua, El eluido se hidrolizé con ClH 3N a 100 "C durante 3 horas y se a
nalizaron los monosacAridos por cromatograffa en papel con el solventel.

a., Corresponde a la movilidai de cada banda/movilidad del oligosachrido
del GEA.

no aparecié la banda No., l. La banda No. 3 aparecié proporcionalmente en
wayor cantidad que la obtenida en la fraccién 46 de la columna de TEAE-
celulosa (Tabla XIII). Por lo demés arbos periiles de oligosacAridos son

muy semejantes,

El material hidrosoluble descués de tratamiento Acido suave de las
fracciones de la columna analfitica de DEAE-celulosa después Ge precipie
tacién, también se analizé como m los 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 verfil de oligosacélridos

tomados en conjunto es icual al observado en las columnas anteriores.,
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Tabla XIV. Olggo-acﬁridos obtenidos de la columna de DEAE-celulosa
(Fis.G) por hidrélisis a pH 2,

Banda No. 0 1 2 3 4 5
Rgea 0 0,33 1 2,10 2,83 3,30
Cantidad + - >+ ++ + +

A la combinacién de las fracciones 41-42-43 de la columna analitica de
DEAE-celulosa (Fig.6), se le hizo tratemiento &cido suave y la fase acuo
sa se cromatografié en capa delgada en la misma forma que se indica en
Tabla XII. Aparece inicamente el Rgea (ver Tabla XII]) porque la placa se
desarrollé dos veces. La radioactividad correspondié a la banda No. 2.

Cuando se fraccionaron los oligosacAridos a escala preparativa,
para asegurarse de la pureza de la banda No. 2 que corresponde al oligo-
sachrido del GEA radiocactivo, se cromatografiaron alicuotas del eluido

Tabla XV. Oligosachridos obtenidos en la columna de DEAE-celulosa (Fig.7)
por hidrélisis a pH 2.

Banda No. Rf Rgea | Fraccibém 31 Fraccién 37 Fraccién 39
(o] o] o - * +
1 0,06 | 0,33 - - +
2 0,19 | 1,00 - *+ b
3 o,44 | 2,31 ++ + :
b 0,55 | 2,89 ++ + :
5 0,66 | 3,47 z * +

Alicuotas de las fraccionss de la columna de DEAE-celulosa (Fig. 7),
que fuera efectuada con material purificado previamente por precipita-
€ién con propanol, fueron sometidas a hidrélisis &cida suave. Los oli-

gosacéridos liberados a la fase acuosa se cromatografiaron en capa dele-
gada tal como se indica en la Tabla XIIX.



56

ocon agua en diferentes solventes y placas. En todos los casos aparecid
una mancha inica que coincidié con el pico radioactivo. En la Tabla
XVI aparecen los distintos Rf 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: cromatografia em placa delgada).

Tabla XVI. Cromatograf{a en capa delgada del olicosacérido del GEA.

Tipo de placa Solvente Rf

Silica=kieselguhr E 0,18
Silica-kieselguhr lavada H 0,46
Silica=kieselgubr lavada G 0,30

Alicuotas del oligosacérido del GEA (banda No.2) del fraccionamien~
to preparativo de los oligosachridos, se corrieron en los sistemas in-
dicados. El azlcar se detecté con o -naftol y la radiocactividad por el
radiocromatégrafo. En todos los sistemas se visualiz6 una sola mancha
que coincidié con el pico radiocactivo.

Después de remover ol ClH se usaron sin activar. También se corrié una
alicuota en una placa de kieselguhr con el solvente F, el resultado no
aparece en la Tabla XVI porque se desarroll$ dos veces la placa. E1l re-
velado mostré una sola mancha ligeramente difusa que coincidié total-
mente con la radioactividad. Los resultados que aparecen en la Tabla
XVII muestran el grado de purificacién alcanzado hasta la segunda capa
delgada en funcién del azGcar &cido 14bil. Este corresponde al grado
de purificacién del oligosachrido del GEA, en el cual corre como una
substancia homogénea que coincide con la radioactividad (Tabla XVI).
Comparando con las Tablas VIII y IX se observa que el nfimero de veces
que se purifica por azficar es menor que cuando la purificacién se ex-
presa por Ptotal o Pl&abil. Este hecho est& indicando que el material

contaminante que contiene azficar &cido 1l&4bil es menos abundante que el
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que oontiene fésforo. El grado de purificaci6én alcanzado con la DEAE-ce

lulosa analitica hecha después de precipitacibén es semejante al alcanza

do con la miema columna sin precipitaciém previa (a y b, Tabla XVII ).

Tabla XVII., Purificacién del oligosac&rido del GEA.

Fraccién

aza ¢

GEA14C/a-

Azficar en No. de puri- Recu
cpa tota3 la fraccién | zcar(cpm/ ficaciones pera
les x 10 (umoles) umol) cién

1 G%

Extraoto 300 3000 100 1 100
DEAE~cel. 216 313 690 7 72
prep.

Ac., 8ili~- 180 45,8 3930 39 60
cico

DEAE-cel. 110 16,81 6540 65 36
anal, (.)

DEAE-cel., 37 Sk 6851 68 12
a.nalo (b)

ler capa 60 3,41 17540 175 20
fina (c¢)

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

Alicuotas de las diferentes fracciones se sometieron a hidrélisis a
pH 2 y después de particién se midib el contenido de azficares en la fase
acuosa por el método de la antrona (ver métodos). En los casos de las ca-
'pas finas se midieron alicuotas del eluido. (a) y (b) corresponden a lo
mismo de la Tabla VIII. (c).- es la corrida en placa de silica kieselguhr
a escala preparativa de los oligosacdridos con el solvente E. Los oligosa
clridos fueron obtenidos de la DEAE=-celulosa analitica (Fig, 6), fraccio=-
nes 41-43 combinadas (d). - Bl eluido de la banda correspondiente al oli=-
gosachrido del GEA de la capa delgada anterior, se recromatografié con el
solvente G en una placa de silica-kieselguhr lavada. E1l No., de purifica-
ciones corresponde al cociente entre el valor de cada fraccién y el del

extracto.
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Anélisis del oligosacérido.

Cromatografia en papel. El material hidrosoluble obtenido después de
hidrélisis a pH 2 de la fraccién 46 de la columna de TEAE-celulosa
(Fig. 5) se fracciond en una capa delgada preparativa de silica-kiesel-

gubr con el solvente E. Se revelé una sona marginal de la placa y las
bandas se eluyeron con agua. Estos eluidos se sometieron a hidrélisis
total y los hidroligados se cromatografiaron en papel con el solvente I.

Los Bmonosacéridos se revelaron con plata y alcalf.

Los resultados obtenidos se sumarizan en la tabla XIII. La banda
No. 2, que corresponde al oligosacarido del GEA, dio manosa y glucosa
en cantidades semejantes y una pequeiia cantidad de hexosaminas. Para
control se desarrolld con el mismo solvente una placa idéntica a la usa-
da para el fraccionamiento de los oligosachridos, Se dividié en las ban~-
das correspondientes y a los eluidos se les practicé hidrélisis total.
Estos hidrolizados se corrieron en papel con el mismo sistema. En varios
casos apareaid una mancha de glucosa, por lo cual las cantidades de glu-
cosa estén afectadas de incertidumbre en cuanto a su valor real. El come-
puesto de la banda O revelé finicamente manosa. El No. 1 dio los mismos a
zGcares de la banda No. 2 y ademés galactosa. E1l compuesto No. 3 dio Gni
camente hexosaminas y su cantidad era muy poca. El No. & tenia hexosami-
nas, galactosa y trazas de glucosa. Como o1 compuesto No. 5 presentaba
en la placa delgada un Rf casi igual al de la glucosa, se le corrib en
papel directamente y después de hidrbélisis total. En ambos casos corrié
un compuesto Gnico con un Rglu de 0,26. En papel no impregnado con 3042-
ge obtuvo el mismo resultado.

Cromatografia en fase gaseosa. Dado qus no se tenfia seguridad en cuanto

a la cantidad real de los azficares en el oligosachrido del GEA, se repi-~
tié el an&lisis por cromatografia gaseosa. Para lo cual se hizo una com=

binacién de las fracciones 41-42-43 de la columna analitica de DEAE-ce=-
lulosa (Fig. 6) y se sometid a hidrélisis a pk 2. La fase acuosa que

contiene a los oligosachridos liberados se cromatografié en una placa de

silica-kieselpuhr, tal como se describié anteriormente., Las diferentes
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bandas se eluyeron y la correspondiente al oligosacArido del GEA (ban-
da No. 2, Tabla XIV) se cromatografi§ 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 cromatégrafo,
Al revelar con o -naftol apareci$ una sola banda con Rf 0,30 que coin-
cidi6 con la radiocactividad. Esta banda se eluyd con agua, como tambi-
en 4 bandas del mismo ancho de la del oligosacérido, dos anteriores y
dos posteriores a la misma. Estas bandas sirven como controles. En los
eluidos de las bandas se midié azQcaer total por el método de la antro-

na, siendo finicamente positivo en la banda radiocactiva.

A los eluidos de la banda del oligosaclrido y de los controles
se les agregd arabitol y manitol como testigos internos y se sometie-
ron a metanolisis durante 24 horas. Después de ser N-acetiladas y si-
l1ladas se pasaron por el aromatografo de gases. Previamente se cali-~
bré la columna sometiendo una mezcla de azficares testigos al mismo
tratamiento, es decir metan6lisis, N-acetilaciém y sililacién. La Fig.
8 muestra los tiempos de retencién del arabitol, manosa, galactosa,

glucosa, manitol, N-acetilgalactosamina y N-acetilglucosamina.

La Fig. 9-A correaponde al cromatograma de las 4 bandas control.
En todos los casos los resultados fueron idénticos. E1 pico 1 correspon
de al arabitol y los picos 7 y 8 al manitol. Este pico 8 aparecié tam-
bién cuando se cromatografid manitol directamente. Como el pico 8 tam-
bién corresponde a un pico secundario de la N-acetilglucosamina, se to-
b como Area total de ésta al pico principal o sea al No. 11 (Fig. 8),

Tanto en los problemas como en los testigoa.

La Fig. 9=B muestra el cromatograma obtenido con los azficares
del oligosacArido del GEA. Apareciendo manosa, glucosa y N-acetilgluco-
samina. Las cantidades de cada azficar presente en este cromatograma se
cuantificaron segfin el método de Clamp et al. (13%). Los resultados apa

recen en la Tabla XVIII, en la cual se puede ver que la relaciém Man:gyy

es 6:2:1. Cuando se hizo con el oligosacarido purificado solamente hasta
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Figura 8. Cromatografia gaseosa de agzlicares conocidos. luestras de a-
zficares comerciales fueron sometidas a metandlisis, N-acetilacién y
s8ililacién como se describib en métodos. Luego se corrieron en el cro-
natografo de gases, Los plcos aparecen mnumerados en orden creciente
de los tiempos de retencién: 1, arabitol; 2, manosa; 3,4,galactosa; 5,
6, glucosa; 7, manitol; 9,10, N-acetilgalactosamina; 8,11, N-acetilglu
cosamina. Los picos de cada azficar fueron identificados en cromatogra-
fias previas efectuadas con cada azlicar por separado en presencia de
arabitol y manitol.

la primer capa delgada se obtuvieron resultados semejantes. Esta rela
cifn es la misma si se hace en la columna de relacién del Area total

ajustada (columna 4 de la Tabla XVIII). Esto hace que dicha relacién
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Figura 9., Cromatografia en fase gaceosa de los azlicares del GEA. (cont.
P4g. siguiente)




62

Figura 9. (Continuacién). los oligosacéridos se fraccionaron a escala
preparativa 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-
ligosachrido del GEA (banda No. 2) se recromatografié con el Solvente
G en una placa de silica-kieselguhr lavada. El revelado con o -naftol
mostréd una sola mancha que coincidié con el pico radioactivo. Se elu-
Y6 esta banda y dos anteriores y posteriores como coatroles. A los e-
luidos se les agregéd manitol y arabitol, para luego someterlos a meta
nélisis, N-acetilacién y sililacién. Finalmente se corrieron en el
cromatografo de gases,
A.- Muestra el resultado de las bandas de control.
B~ Corresponde a la banda que contiene al oligosacérido del GEA. El
nfimero de los picos corresponde al orden creciente en el tiempo
de retencién como se describe en la fig. 8.

Tabla XVIII. CAleulo del contenido de azficares en el oligosacArido

del GEA.

Monosa |[Area total | Relacién | Relacién | nmoles de Relacién
carido |de los _pi- | del &rea | del Area | monosacari- | aproximada

cos(mm<)(a) | total(b) | total a- | do/ugr de de los azf

justada(c) | oligosacé- cares (e)
rido ( 4 )

Manosa 547 0,608 0,547 4,2k 6
Glucoaa 183 0,203 0,183 1,42 2
N-acetil- 48 0,053 0,095 0,74 1
glucosa-
mina

(a) Suma del Area de los picos obtenidos para cada azficar en el croma-
tograma de la Fig. 9-B,

(b) Area total ge cada monosacarido dividida por el &rea del arabitol
testigo (900 mm“<)

(c) Relacién del &rea total multiplicada por el factor de ajuste molar,
Para la manosa y glucosa fue de 0,9 y para la N-acetilglucosamina de
1,8. Estos factores se calcularon a partir de cromatogramas en los cua-
le® se corrieron cantidades conocidas de cada monosaclrido.

(d) Relacién del &rea total ajustada multiplicada por nmoles de arabi-
tol/ugr de muestra (7,75 nmoles/ugr)

(e) Es la relacién aproximada al nfimero entero méis cercano.
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sea independiente de la cantidad de oligosacérido estimada por la an~
trona.

En las muestras se agregd 7,6 ugr de arabitol por 6,4 ugr de a-
zGcar total de oligesacérido medido por la antrona (ver métodos: cro-
matografia en fase gaseosa). Esto hace que la cantidad de azfcar del
oligosac&rido represente un 84% de la cantidad de arabitol presente.
Esta proporcién puede medirse independientemente en el cromatografo,
midiendo la proporcién del &rea total de los monosac&ridos en rela-
cién al Area de arabitol. La suma de las &reas ajustadas de los mono-
sacAridos es de 0,825 (suma de los valores de la columna 4 de la Ta~-
bla XVIII), y la del arabitol es 1. Esto significa que el Area de to-
dos los monosacAridos es un 82,5% del &rea del arabitol, lo cual es

muy préximo al 84% estimado en base a la antrona.

Identificacién del extremo reductor, Una alicuota del oligosacérido
del GEA purificado hasta la primer cape delgada (ver Tabla XVIII) se
redujo con 3K NaBBk y se corrié en papel con el solvente H. Al radio-
cromatografiar la tira se observé un solo pico con una movilidad seme
jante al oligosaclrido del GEA. El picn se eluyd con agua y este seré
el oligosacirido del GEA reducido 34 al cual se har& mencién en los
préximos experimentos.

Para comparar el oligosacérido frio que se redujo con el marca-
do con glucosa 1“0, se corrié una alicuota del oligosacArido del GEA
reducido 3H en papsl con el solvente H, La tira se pasé por el radio-
cromatografo, apareciendo un pico finico, luego se corté en bandas de
0,5 cm y se midié diferencialmente 3n y 1“6. 1os resultados aparecen
en la Fig, 10, donde se observa que el trazado de la radioactividad
del JH coincide practicamente todo con el traszado del 1
el pico entre un tamafio de maltooligosaclridos de 16 a 17 unidades.

C, quedando

En la Tabla XIX aparecen los datos sobre la cantidad de 3H incor
porado en el pico de la Fig. 10 en relacién a la cantidad de oligosa-

chrido expresada couwo azficar total. Esta relacién indica el nimero de
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Figura 10. Cromatograf{a en pavel del olirosaclrido del GEA reducido
con 3HNaBH4. Una alicuota del oli@osachido del GEA reducido con JHNa-
-BH, se corrié en papel con el solvente H. La tira pasé§ por el radio-
cromatografo para ubicar la radioactividad y luego esa zona se cortd
en bandas de C,5cm de ancho., En las bandas se midid diferenclalmente
el contenido en ZH(® ¢ )y lc(e----8), Las flechas en la par-
te superior indican la posicién de maltooligosachridoscon el nfimeroc de
unidades. Estos maltooligosaciridos de tamafios crecientes se obtuvie-
ron por hidrélisis &cida parcial de la amilosa. Como la glucosa escapd
del papel el tamafio de los maltooligosac&ridos se determiné por compa-
racién con la migracién de un testigo de inositol que corre entre mal-
tooligosacéridos de 3 y 4 unidades.

azficares presentes por extremo reductor o sea el tamarfo del oligosacéh-
rido. Por esta relacibén se establece aue el oligosacirido del GEA ten-

dri{a de 18-19 azGcares{ver discusién).



65

Tabla XIX. Cantidad de 3H incorvorado al extremo reductor,
AzGcar Total 3H en natomos de “H AzGcar total/
(nmoles) cpm incorporados /34 (nmoles/
/natomos)
2,28 1603 0,123 18,54

En la alicuota de oligosachrido del GEA_reducido JH que corrié en pa-
el(Fig.10) se mide la cantidad total de b presente. En base a que el
H se conté en esas condiciones con una eficiencia del 17% se determina

el nGmero de natomos de 3H, presentes en la alicuota. Sabiendo que la a

licuota de oligosachrido corresponde a 2,28 nmoles de azficar total medi

dos por el método de la antrona se hace la relacidn de azficar total a
presente en el extremo reductor del oligosacérido.

Para identificar el momosacfirido que se redujo con el BHNaBﬂu se
tomé una alicuota del oligosacérido >n y se sometid a una hidrélisis en
Cl1H 3N a 100°C durante 3 horas. El hidrolizado se cromatografié 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
2 y Me(rig. 11-B) se en-
contré$ que toda la radioactividad del glucosaminitol es 3H y la del pico
de glucosa es 1“0. El pico de glucosaminitol de otro cromatograma igual

con el de glucosa. Al medir diferencialmente

fue eluido del papel con agua, luego fue N-acetilado y cromatografiado en
papel con el mismo solvente (Fig. 12). Toda la radiocactividad pasé§ a te-
ner una movilidad igual a la del N-acetilglucosaminitol.

Como en el solvente I no se separan la glucosamina de la galacto
samina (123), se pensé que tampoco se separarfan los correspondientes al-
ditoles. Se buscéd mntonces un sistema en el cual fuera dado conseguir di=-
cha separacién. Se ha desorivto la separacién de varios alditoles por e-
lectroforesis en papel con molibdato de sodio al 2% pH 5 (130). En este
sistema se corribé el pico de N-acetililucosnminitol eluido del cromato-
grama descripto en la Fiz. 12, obteniendo una buena separacién del n-a-

cetilgalactosaninitol (Fig. 13).
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Figura 11. Hidrélisis total del oligosachrido del GEA reducido con
3HNa§g||. Una alicuota del oligosacArido del GEA reducido se hidroliszé
en ClH 3N, 3 horas a 100°C y se corrié con el solvente I.

A.- Radiocromatograma de la tirasBe.-la t%rn se corté en bandas de lom
y se midié diferencialmente3d (----) yi%c ( ). Los azficares frios
corridos como testigos internos se revelaron com plata y alcali,
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Figura 12. N-acetilacién del glucosaminitol 3H. El pico que corre co=
m0 glucosaminitol después de la hidrSlisis total del oligosachrido del
GEA reducido JH (Fig. 11) se eluyé del papel y se N-acetilé (142). Se
corrié de nuevo en papel con el solvente I y la radioactividad se ubi-
06 con el radiocromatografo (/““"ws. los azficares se revelaron con
Plata y alcali.

El oligosacfrido del GEA reducido 3
miento oon KOH 2N a 100°C durante 2 horas. Después se eliminé el KOH
por precipitacién con &cido perclérico y se hidrolizé con C1H 1, 5 N,
2 horas a 100°C. El hidrolizado se corrié en papel con el solvente I.

H se desacetilé por trata-

Al pasar la tira por el radiocromatografo se vio’que la radicactivi-
dad no corrié igual al glucosaminitol como en el caso anterior (Fig.
11), sino que pasd a migrar com un plco cercano al origen y otro muy
chico sobre el origen mismo (Fig., 14), Este filtimo posiblemente co-
rresponde a oligosachrido no hidrolizado completamente. El pico que
se movié lo hizo con un Rglu de 0O,1l. Dolicol difosfato di-N-acetil-
quitobiosa 140 obtenido por sintesis enzimhtica segfin lo describen
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Leloir et al. (78), se hidrolizé a pH 2 con lo cual se obtiene di~N-a-
cetilquitobiosa. Esta se redujo con KBH# Yy se desacetilé por tratamien-
to alcalino. El compuesto as{ obtenido es quitobiosa reducida (quitobi=-
itol) y la serie de reacociones y tratamientos que se hicieron para ob=
tenerlo se esquematizan en la Fig. 15. Este compuesto, el quitobiitol

1“0 se corrié en papel con el solvente I, mostrando un Rglu de 0,09,

100 _. +

NAGalmoH NAcGmOH
P et

4 0 4 8 12 16 20

Figura 13. Electroforesis del N-acetilglucosaminitol 3H. El pico de 1la
Fig. 12 se eluyd y se sometié a una electroforesis en MoOpNa, al 2%,
pH 5, 20 v/cm durante 1,5 horas. La tira se pasé por el radiocromaté-

grafo y los azGcares testigos se revelaron con plata y alcali.

Esto hizo pensar que el pico con Rglu de 0,11 de la Fig. 14 podrias tra-
tarse tambiér de quitobiitol. Para corroborarlo se eluy$ del papel y se
sometié a una electroforesis en &cido férmicc al 5%, poniendo al lado

1
en la misma tira una muestra de quitobiitol #C obtenido como se indicé
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Figura 14, Hidré6lisis del oligosaclrido reducido 3H desacetilado.
Una alicuota del oligosac!rido del GEA reducido 3H. se desacetild en
KOH 2N a 100°C durante 2 horas y se hidrolizé en C1lH 1,5N, 2 horas a
1009°C. 8e corrib en papel con el solvente I. El trazado corresponde

al radiocromatograma y se indican los azficares testigos revelados con
plata y alcali.

en la Fig. 15. En la Fig. 16 se observa que el compuesto tritiado co-

rrié practicamente en la misma posicién que el testigo de quitobiitol
14
c.
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Figura 15. Reaggiones para obtener quitobiosa reducida(quitobii;ol)1%L.
El DolDPNAcGlu ' 'C reacciona en presencia de miorosomas y de un exceso
de UDPNAcGlu formandose DolDP=N-diacetilquitobiosa. Este se hidroliza
a PH 2, obteniendose di-N-acetilquitobiosa que se reduce con KBHu‘ulue-
go se desacetila con alcali. E& compuesto final es el quitobiitol
I: UDPNAcGlu; II: DolDPNAcGlu! C; III: DolDPNAcGlu®~NAcGlu = DolDP di-
-N-acetilquitobioga; IV: quitobiosu reducida the (quitobiitol).
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Figura 16. Electroforesis del probable quitobiitol “H.
A.~ El1 pico con Rglu 0,11 (Fig. 1%4) obtenido de la hidrélisis del oli-

gosaclrido del GEA reducido JH y desacetilado se eluyé y se corrié en
electroforesis en &cido férmico al 9%, 20 v/cm durante 3 horas.

B.~ Simultaneamente al lado se corrié una muestra conocida de quitobi-
itol 4C obtenida como se describe en la Fig. 15. Los azficares indica-
dos corresponden al revelado con plata y alcali de los testigos inter =

nose.




Anflisis de la molécula lipidica.

Se vio en las columnas analiticas (Fig. 5-6=7) que al medir di-
rectamente el DolMP, por su capacidad de estimular la formacién de
DolMPGlu con microsowas de higado incubados con UDPGlu, no se detectd
ninguna actividad. Si las fracciones se someten previamente a trata-
miento &cido suave se encuentra actividad de DolMP. Esa actividad, al
provenir del DolMP liberado en la hidrélisis &cida del ZA, deberia
tener caracteristicas cromatograficas distintaes al mismo e iguales a
las del DolMP, Preliminarmente se estudié su comportamiento ea una co=-
lumna de acido silfcico, donde como se vio antes, el GEA se eluye uni-
camente con el solvente A. Para ello se tombé en cloroformo-metanol(1l:1)
una alicuota de la fase inferior de la fraccién 46 de la columna de
TEAE~-celulosa (Fig. 5) después de hidrélieis a pH 2. Se pasé a una co-
lumna de &cido silicico de 4 ml previamente equilibrada con clorofor-
mo-metanol (1l:4). Se eluyS con 3 volGmenes (12 ml) del mismo solvente
Yy finalmente con el mismo volumen del solvente A. Las fracciones se
concentraron y se midié en ellas la actividad de DolMP (Tabla XX), To-
da la actividad emergid en la fracciém de cloroformo-metanol (1l:1).
Bsto muestra que el compuesto responsable de esa actividad, después
de tratamiento fcido suave, cambié su comportamiento en el &cido sili
cico con respecto al GEA. La substancia amarilla que como se dijo an~
teriormente estaba presente en esta fraccién de la columna de TEAE-ce

lulosa (Fig. 5) eluyé con el solvente A.

Las fracciones de esta columna se corrieron en una capa delgada
de silica gel con el solvente J y se reveld con anisaldehido,con el
cual los poliprencles dan un color verde. los resultados se muestran
en la Fig. 17. Se observa que la fracciédn cloroformo-metanol (1l:1l) da
compuestos (Fig. 17 =-A) con Rf 0,09, 0,82, y 1,2. En cambio en la
fraccién del solvente A se revelaron dos manchas, una en el origen y
otra con Rf 1 (Fig. 17 -B),

El DoliiP en este sistewa corre con un Rf 0,80 a 0,84 (60). La

fraccién cloroformo-metanol (1l:1) se tratd con &cido més fuerte y se
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Tabla XX. Cromatografia en &cido silicico de la actividad de DolMP libe-
rada por hidrélisis a pH 2 del GEA.

Fraccién ' Volumsn CPM
Sin agregado - 220
Cloroformo-metanol(1:1) 2ul 523
Cloroformo-metanol(l:1) Sul 849
Solvente A 2ul 227
Solvente A 5ul 290

La fracocién ho. 46 de la columna de TEAE-celulosa (Fig. 5) se sometid
a hidrélisis a pH2, 10' a 100°¢ y la fase inferior se tomb en clorofor-
mo-metanol (l:1). Se pasd por una columna de Acido silfcico de Lml. Se
eluyé con el mismo solvente y se obtuvo una primerafraccibénm y con el
solvente A se obtuvo una segunda fraccidédn. Se concentraron las fraccio-
nes y se midié DolMP por el estimulo en la formacién de DolMPGlu, al in
cubar microsomas con UDPGlu®, utilizando 2 cantidades en cada fraccién.

corrié en el mismo solvente (Fig. 17-C). Al revelarse aparecié una sola
mancha con Rf 0,82. Estos resultados sugerian que en la fraccién cloro-
formo~metanol (1:1), gque tiene toda la actividad de DolMP se revelan con
el anisaldehido dos manchas, una con un Rf semejante al DolMP. La otra
con una menor movilidad, pero si esta fraccidédn se somete previamente a
un tratamiento &cido més enérgico da unicamente la mancha con Rf seme-
jante al DolMP. La mancha con Rf 1 en A y B (Fig. 17) ademis de temer

un color verde diferente, estaba en iruales cauntidades en ambas fraccio-

nes y en C no aparecié.

Como este tipo de andlisis demanda el uso de méAs material, se a-

nalizaron las corridas en capa delgada midiendo enzimaticamente al

DolMP, Este método es 5-10 veces mAs sensible que el revelado con
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anisaldehido. Para medir el DolMP en lns placas, estass se dividieron en
bandas de 1 cm y se eluyeron con cloroformo-metanol-ClH (ver métodos:
dosaje del DolMP). En los eluidos se mide al DoliMF, incubandolos con mi
crosomas de higado de rata y UDPGlu1hC. Se mide el DolMPGlu 140 formado,
apareciendo un incremento en su formacibén ern aquellas bandas donde es=-
t4 presente el DolMP. En la Fig. 18-A se muestran los resultados de co-

rrer la fase inferior obtenida después de hidrolizar a pH2 la fraccién

Figura 17. Cromatograffa en capa delgada de las fracciones de la Tabla
XIX. Aliouotas de las fracciones se corrieron en una rlaca de silica
gel con el solvente J y se revelaron con anisaldehido: . A.-Fraccién
cloroformo~-metanol(l:)., B.~- Fraccién del solvente A C.~- La fraceién de
cloroformo-metanol (1:1) se sometid previamente a hidrélisis en propa-
nol-ClH 1N, 10' a 1000C, se eliminé el kcido y se concentré al vacio.

No. 46 de la columna de TEAE~-celulosa (Fig. 5) En la misma placa se co-

rrié una muestra de DolMP natural (Fix. 18-B). Se observa que parte de
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Figura 18. Cromatografia en capa delgada del resto lipifdico.

A.- La fraccién No. L8 de la columna de TEAE-celulosa (Fig. 5) se some-
ti6 a hidrélisis a pH 2, 10' a 100°C, seguida de parti€ién. La fase in-
ferior se corrié con el solvente D en una placa de silica gel lavada.,
se eluyeron bandas de 1 cm (ver métodos) y en cada una se midié la ac~
tividad de DolMP por el estimulo en la formacién de DolMPGlu al incu-
bar microsomas de h{igado de rata con UDPGlu. Be.- En la misma placa se
corrié una muestra de DolMP natural.

la actividad liberada vor tratamiento Acido suave de la fraccién 46 co-
rre en una posicién seme jante a la del DolMP natural (Rf 0,68 y 0,65

respectivamente), pero gran parte de la actividad queda en la fracciébnmn
del origen. El DolMP natural mostrd un pico de menor actividad en esta

fraceién,

De una placa semejantc a la que aparece en la Fig. 18-A, se elu=-
¥y6 la fraccién del primcr centimetro. Una alicuota control se corrié
tal cual en el mismo solvente y tipo de placa (Fis. 19-a4). Otra alicuo-
ta se tombé en cloroformo-metesnol (3:2), agrezAndole ClK concentrado

para una concentracién final de 1N, se incubé 3 horas a 37°C. Se hizo
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Fisura 19. Tratamiento &cido de la actividad DolMP en la fraccién del
origen. Se corrieron con el solvente D on una misma placa de silica la-
vada las siguientes muestras: A.-Una alicuota del eluido de la fraccién
del primer centimetro en una placa idéntica a la Fig. 18-A. B.- Una ali
cuota del eluido igual a la anterior, que previamente se tratbd con ClH

. 1IN en cloroformo-metanol (3:2), 3 horas a 37°C. C.~ DolMP natural. D.-
DolMP Bintético. En cada caso se eluyeron bandas de 1 e¢m y se midié el
DolMP segln lo descripto en la leyenda de la Figura 18.
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particién para extraer el &cido y se corrié en la misma placa que la a=-
licuota control(Fig. 19-B). Se encontréd que en el control la actividad
continfia apareciendo en el origen, lo cual muestra que el procedimien=-
to de elucién no afecta la movilidad del compuesto del origen. En cam-
bio la alicuota sometida al tratamiento &cico mhs dréstico, la activi-
dad pasé a tener una movilidad semejante a la cdel DolMP. En la misma
Placa también se corrieron muestras de DolMP natural (Fis. 19-C) y D-
0lMP sintético (Firs., 19~D). El Gltimo mostP6 mucha actividad en la

fraccién del origen.

Es de hacer notar que mientras el DolMP natural y sintético co-
rrieron eon Rf 0,56 y 0,58 respectivamente, el pico de actividad obte-
nido después de tratamiento &cido de la fraccién del 1rigen corrié con

4

un Rf 0,65. Sin embargo cuando se corrié el DolMPGlu C formado con

Tabla XXI. Migracién del Dol)iPGlu® formado con los diferentes aceptores.

Solvente B c D
Aceptor Rt

Posible DolDP(a) 0,33 0,73 0,32
Tratado con &cido(b) 0,33 0,74 0,31
DolMP sintético 0, 35 0,75 0,29
DolMP natural 0,32 - 0,30

(a) Corresponde a la elucidn del primer centi{metro como se ve en la Fig.
19-aA.

(b) La fraccién anterior sometida previamente a tratamiento con ClH 1N
en cloroformo-metanol (3:2), 3 horas a 37°C.

Las diferentes fracciones se ensayaron para DolMP y la fase orgénica con
teniendo el DolMPGlu se concentrd y corrié en placas de silica gel. La
radioactividad se ubicéd con el radiocromatografo.
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cada fraccidn los Rf fueron semejantes en varios solventes (Tabla XXI).
Se supuso que las diferencias observadcs podrian deberse a las diferen-
tes cantidades de lipido que se siembra en cada caso, Para ver esta in-

fluencia se tomaron dos alicuotas Dol:¥Glu *

que tenfan 1500 cpm cada
una. A una de ellas se le agregbd 10 ul de DolifP natural (48 nmoles de
P orgénico) y se corrieron en una placa de silica en el solventc D. La
muestra que tenia agregado de DoliP mirré con un Rf de 0,29 y la que
no tenifa con 0,35. Lo anterior sugiere que la cantidad presente de ma=-

terial puede explicar las diferencias observadas.

Una posible explicacibédn de que aparezéan dos picos de actividad
de DolMP, seria que el tratamiento a pk 2 del GEA da lugar a la libera-
cién de una mezcla de DolMP y DolDP. Este permanece en la banda del o-

rigen y un tratamiento Acido més enérgico lo transformaria en DolMP,

El supuesto DolDP, al incubarse con los microsomas y UDPGlu®*,
da lugar también a la formacibén de DolMpGlu® (Tabla XXI). Este hecho
significaria que en los microsomas hay una fosfatasa que hidroliza el
segundo fosfato del DolDP. El DolMP formado servirfia como aceptor de
la glucosa del UDPGlu para dar DolMPGlu. La Fig. 20 muestra el resulta-
do de una experiencia realizade para probar esa afirmacibn. Se usé como
substrato una alicuota del eluido de la banda del primer centimetro de
una placa como la que se muestra en la Fig. 18-A. Se incubb con microso
mas y el extracto orghnico se corrié en una placa de silica lavada, mi-
diendose el DolMP en el eluido de las diferentes bandas (Fig. 20-B).
Como control se incutaron los microsomas solos, agregando al final de
la incubacibén 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 DollMP. En comuvio en el control la acti-

vidad permanece en el origen.

Se afirmaris m&8 la suposicién que el compuesto gue vermanece
en el origen de las cromatografias en placa delgada es DolDP, si simul-
taneamente con la formacibén de DolMP se pudiera detectar la liberacién
de Pi:
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Figura 20. Accién enzimética sobre el probable DolDF. Como substrato
se usé el material obtenido al eluir la banda del primer centimetro de
una placa como la que se presenta en la Fig. 18-A: La mezcla de incuba-
cibén ea 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
379C durante 30'. A es un control en el cual la enzima se incuba sola
agregando el substrato al final de la incubacibén. Las fases orghnicas
concentradas se cromatografiaron con el solvente D en una placa de si~
lica lavada. En el eluido de las bandas se midié la aotividad de

DolMP.

DolDP + HZO ————> DolMP + Pi

Inicialmente se intenté medir el Pi liberado por la accién de la
foafatasa microsomal, en condiciones como las gue se describen en 1la
Fig. 20. Sin embargo, la enzima al ser incubada sola libera de por si
cantidades muy altas de Pi. De manera que se optd por umedir el Pi libe-
rado por tratamiento Acido suave. Se tomé una alicuota de la combina-
cién de las fracciones 41-42-43, se sometieron a hidrélisis a pE 2 y la



80

fase inferior obtenida después de la particién se pasé en Cloroformo-
metanol (1) por una columna de Acido silicico igual a la desoripta en
la Tabla XX. La actividad de DolMP eluidada con este solvente se co-
rrié con el solvente D en una placa de silica lavada. En el eluido de
las bandas de 1 om se midié la actividad de DolMP (Fig. 21-A) y el Pi
liberado a la fase acuosa después de tratamiento em ClH 1N en ¢loro=-
formo-metanol (312), 3 horas a 37°C (Fig. 21-B). Bste Gltimo trata-
miento es el mismo con el cual el supuesto DolDP pasa a cromatografiar
como DolMP (Fig. 19-B). Se observa que la banda del origen en la Fig.
21-A, tiene actividad de DolMP, igual a lo que ocurre en la Fig. 18-A.
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Figura 21. Deteccién de P l&bil en el supuesto DolDP
Unaalicuota de la combinacidén de las fracciones &41-42-43 de la columna

analitica de DEAE-celulosa(Fi;. 6) se sometib a hidrélisis a pH 2 y se
pasS en cloroformo-metanol(l:1l) por unz columna de &cido siltficico como
la que se describe en la Tabla XX. Al eluido con dicho solvente, des~
pués de concentrado se le corrié con el solvente Den una placa de silica
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(Continuacién de la leyenda de la Figura 21, Phg. Anterior)

gel lavada. En el eluido de las bandas de 1 cm se midié en alicuotas a-
propiadas: A.- La actividad de DolMP por el dosaje enzimktico. B.- El
P1i liberado a la fase acuosa, después de un tratamiento econ ClH 1IN en
cloroformo-metanol (3:2), 3 horas a 37°C. El Pi se midié por el método
del verde malaquita (ver métodos).

El tratumiento &cido da lugar a la liberacién de Pi a la fase acuosa
en la misma fraccién. Cuando se midid P total en esta fraccién se encon
tré una relacién Pt/Pl de 1,91.

Esquena de Burificacién del GEA crudo.

En el esquema 2 se resumen las diferentes etapas llevadas a ca-

bo para purificar el GEA crudo.

Esquema 2. Purificacién del GEA crudo.

1. DEAE-celulosa; eluido con formiato de amonio.
8e purifica 52 veces por P total y 7 veces
por azficar &cido 14bil. (Tablas VIII y XVII)

2 Acido silfcico: lava con cloroformo-metanol (1%)
Eluye con solvente A, se purifica 294 veces por
P total y 39 veces por azficar &oido 1l8bil.

3 Precipitacién con n-propanol de una solucién
n-propanol-agua (65:35)., Disolucibén solvente A.
Esta etapa de la purificacién se aplicé a la
DEAE-ocelulosa (Fig. 7)

4 TEAE-celulosa(Fige 5) o DEAE-celulosa (Figs. 6
y 7). Mixima purificacién en la Fig. 7, siendo
para P total 1258 veces y para azfcar kcido 1&-
bil 68 veces.



Gontinfia esquema 2.

5

82

Hidrélisis pH 2, 10' a 100°C
fase superior: oligosacéridos

Particién <::
fane inferior: dolicol fosfatos

Capa delgada en silica-kieselguhr de los oli-

gosacAridos. Obtencién de preparaciones homogé-
neas del oligosachrido del GEA, para ser anali-
zadas en cromatograff{a en papel o en fase gaseo-

Capa delgada en silica gel de la fase inferior.
Deteccibm de doliicol difosfato y monofosfato.
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Discusién

Aislamiento y purificacién del GEA.

La purificacién total del GEA tal cual no fue posible obtener=
la, aln cuando este se llegd a purificar 1258 veces pcr P total (Ta-
bla VIII). Se intenté continuar su purificacién por capa delgada, en=
contrandose que muy pocos solventes son capaces de hacer migrar al
GEA y aquellos con los cuales se consigue hacerlo no dieron una sepa=
racién neta de los compuestos. 8in embargo fue posible fraccionar
bien en capa delgada losdligosachridos liberados por hidrélisis &cida
suave del material. E1 fraccionamiento de los oligosacéridos en placa
delgada tiene una doble ventaja. Primero que es menos probable una
contaminacién con glucosa, lo ¢ual suele ocurrir si se usa papel para
el fraccionamiento. Ademis sobre la placa se puede revelar con o -naf
tol, que es mhAs sensidble para detectar oligosacéridos que el revelado

con plata y alcali que se usa sobre el papel.

Fraccionando los oligosacAridos en placas se logré obtener el
oligosachrido del GEA puro, pues al correrlo en varios sistemas (Ta-
bla XVI) aparecié una sola mancha, la cual coincide con el pico de ra
dioactividad del oligosacérido del GEA 1“0 usado como trasador. Ade=~
més la cromatograffia en papel del oligosac&rido reducido con 3HNa334
mostré una coincidencia casi total entre este compuesto y el marcado
con glucosa 14C obténido por sintesis en microsomas de higado de rata
(Fig. 10). BEsto 6ltimo estf indicando tambiém que lo que se aisla es
GEA y no el aceptor endégeno que se glicosila posteriormente (ver
Fig. 24). Aunque si la diferencia entre el aceptor end6geno (EA) y el
GEA fuera de una sola glucosa no seria bien evidente en la cromatogra
fi{a de la Fig. 10. Esto seria suponer que el EA ya tendria incorpora-
das algunas de sus glucosas, pues como se ve adelante el oligosaclri=-
do del GEA lene 4 glucosas. Ademls hay evidencias de que en la reac-

cibén de formacién de GEA a partir del EA entran mis de una glucosa

(111). Ya una diferencia de ese orden hubiera quedado manifiesta en
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la cromatograf{a de la Fig. 10, Otra posibilidad seria que el EA fuera
el oligoeacérido que es de tamafio menor inmediato ol del GEA en el
fraccionamiento en capa delgada; sin embargo el estudio preliminar de
su composicién en azficares revela la presencia de galactosa (banda 3,

Tabla XIII) y este azficar no esté vresente en el GEA (ver adelante).

El hecho de que el DolMP liberado por tratamiento &cido suave y
medido por el estimulo en la formacién de DolMPGlu, tenga un grado de
purificacién, expresado por P total, menor que para el GEA mismo esta-
ria indicando dos cosas: primero, que en extracto c¢rudo habian otros
compuestos que también liberan Dollr por hidrélisis Acida suave, los
cuales se fueron eliminando en la purificaciém. En segundo lugar, que
en la etapa final habrian otros compuestos que dan lugar a la libera-
cién de DolMP., Estos corresponderian justamente a los oligosacéridos
que acompaiian al oligosacdrido del GEA cuando se hace la cromatogra-
f{a en capa delgada (Tablas XIII-XIV). La presencia de estos oligosa-
clridos hace que la relacién molar azficares/Pl&bil sea de 9 (Tablas
IX y XVII) en la columna de DEAE~celulosa analitica hecha después de
precipitacién. Ac& es la etapa de purificacibén en la cual la relaé€ibn
Pt/Pl es de casi 2 (Tabla X ). Esto hace suponer que todo el P l&bil
presente corresponde al DolDP. Siendo esto asi deberia existir une re
lacién azficares/Plabil de 18y si en lafraccién hubiera finicamente GEA.
(asumiendo que el oligosacArido del GEA tiene 18 azficares, ver adelan
te: estructura del oligosacérido). E1l hecho de que dicha relacién sea
menor, de 18, como se vio antes, estd también indicando la presencia
de oligosacaridos de menor tamaiio que el del GEA que hace que la rela-
cién azGcares/Plabil disminuya. Estos oligosacéridos serian justamente
los que se revelan en la capa delgada (Tablas XIII-XV), observandose
que la mayoria y los mhs abundentes son de menor tamaiio que el del GEA,
El perfil de estos oligosachridos se reprodujo en todas las prepara-

ciones.

Estructura del oligosacarido del GEA.
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Una vez que fue posible obtener el oligosacérido del GEA puro,
se procedié a determinar su composicién en azficares. Em un anélisis
preliminar semicuantitativo por cromatografia en papel se encontraron
manosas, glucosas, y hexosaminas (Tabla XITI). Uno de los aspectos de
mayor incertidumbre en este auilisis fue que algunos de los controles
revelaron glucosa. El anélisis cuantitativo hecho por cromatografi{a ga
seosa reveld la presencia de los mismos azficares que los encontrados
por cromatografia en papel. En este caso los controles no revelaron la
presencia de glucosa, lo cual se deberia 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 hidr6lisis cuando se hizo cromato-

graf{a en papel.

De los datos suministrados por la cromatograf{a gaseosa (Tabla
XVIII) se llegd a establecer que los azficares presentes en el oligosa=-
chrido del GEA estéin en la relacién minima siguiente: N-acetilglucosa-
mina-glucosa-manosa (1:2:6). Anteriormente se habfia encontrado que el
oligosacArido obtenido por metanolisis del GEA sometido a tratamiento
alcalino enérgico, se comporta en electroforesis como un compuesto con
doble carga positiva. Estas cargas desaparecen por Neacetilacién, de
lo cual se concluye que el oligosacarido del GEA contiene dos N-acetil-
hexosaminas (111). Con los resultados de la cromatograffia gaseosa se
demusstra que estas dos N-acetilhexosaminas corresponden a N-acetilglu-
cosaminas. Del producto de hidrélisis Acida del eligosachrido del GEA
reducido con 3HN¢BH“ se aisld glucosaminitol 33. que N=acetilado corre
como N-acetilglucosaminitol (Fig. 11-13). Esto estarfia indicando que
una de las dos N-acetilglucosaminas est& en el extremo reductor. Lo an
terior se ha encontrado en otros oligosacAridos unidos a dolicol. Hsu
et al. (80) obtiene un DolDP-oligosacArido manosilado (manosa 1".(!) de
7 azfcares incubando DolMPMan1#C con microsomas de mieloma. Reduciendo
el oliposacérido con 3HNaBH4 y sometiéndolo luego a hidrélisis &cida
total, detectaron la formacién de glucosaminitol 3B, Lucas et. al.(81)

también redujeron con 3HNaBH4 un oligosacArido de 7 a 9 unidades de
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azficar, obtenido de la hidrélisie &cida suave de un DolDP-oligosachri-
do manosilado del oviducto de gallina. La hidrélisis total del oligo-
sacérido reducido 33, liberé glucosaminitel 3H.

La velocidad de hidrélisis &cida del metil-N=acetilglucosaminido
es aproximadamente 1000 veces mhs lenta si previamente se deacetila.
Esto se ve en la figura 22, donde aparecen las posibilidades de la hi=
drélisis del metil-N-acetil glucosaminido. Al seguir la via de previa
desacetilacién se obtiene que kk es aproximadamente 1000 veces més
lenta que k, (143).

HOHC

H,0H

HOH,C /k/' a non,
0 Ac (0

H,0M
HoH, /
H:c % 0 kl' +HaN

OMe
+H,N

Figura 22. Mecanismo de hidrélisis &cida de la -metil-N-acetilgluco=-
samina (metil 2-acetamida-2-deoxi- & -D~glucopiranosido) (143)
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81 en el oligosachrido del GEA existe un tipo de unién semejante
al anterior, la desacetilacién previa deberia wveclverla muy resistente
al &cido. Con esta idea, el oligosacArido del GEA reducido 3H se desa-
cetild previamente por tratamiento alcalino idéntico al que lo convier
te en un compuesto con doble carca positiva. Después se le sometid a hi
drblisis Acida, encontrandose que en vez de glucosaminitol aparecié un
compuesto con una movilidad en cromatograria (Fige. 1l4) ; e2lectroforesis
en papel (Fig. 16) practicamente igual a la di N-acetilquitobiosa redu-
¢ida con NaBH# y sometida a desacetilaciém por el mismo tratamiento al-
calino (ver Fig. 15). Lo anterior sugiere que las dos N-acetilglucosa-
minas del oligosacfrido del GEA se encuentran hacia el extremo reductor,
formando un residuo de di N-acetilquitobiosa. Esto explica porqué cuan-
do el oligosachrido del GEA desacetilado se trateq con Acido nitroso no
sufre una disminucién importante en su peso molecular (144)., Este tra-
tamiento rompe la union hexosaminil (145), si una de las N-acetilglu=-
cosaminas ocupara una posicién interna en el oligosac&rido, dicho tra-

tamiento disminuirfia su tamaito.

Los DolDP-oligosachridos manosilados formados en microsomas de hi
gado sometidos a metanolisis &cida dan lugar a oligosaclridos que desa-
cetilados por tratamiento alcalino se comportan como compuestos con do-
ble carga positiva (79). Esto sugiere que también tienen dos hexosami-
nas en su molécula. Tratando con manosidasas el oligosacArido manosila~
do que se aisla de una preparacién membranosa de oviducto de gallina,
se determiné que en su extremo reductor se encuentra un residuo de di=-
-N-acetilquitobiosa (81,82). Por otro lado es posible obtener enzimati-
camente DolDP-oligosachridos por la sucesiva incorporacidn de manosag
al DolDP-di-N-acetilquitobiosa (83,84). Anteriormente vimos que muchas
glicoproteinas tienen unida su cadena de azficares a un residuo de aspa~-
rragina a través de una di-N-acetilquitobiosa (Tabla II). Esto sugiere
que si el oligosaclrido del GEA tiene un residuo de di-N-acetilquitobio
sa hacia su extremo reductor, la unién que se establece al ser transfe=-

rido a proteina serfia del tipo asparragina. Efectivamente se ha
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demostrado que la unién entre el oligosacérido del GEA y la proteina
a la cual es transferidc tiene un comportamiento al tratamiento alcali

no que sugiere ese tipo de unién (85).

Partiendo de que hay dos N-acetilglucosaminas en el oligosacari-
do del GEA, la composicibn glcbal del oligosacérido del GEA serfa el
doble de la férmula minima presentada en la Tabla XVIII; o sea (Glu)h
(Man)12 (NAcGlu)z. Esto no estaria conpletamente de acuerdo con el pe=-
80 molecular de 3550 encontrado para el oligesachArido por filtracién
en gel, valor que es compatible con un oligosacirido de 20 unidades(76).
Esta diferencia sin embargo podria estar dentro del error experimental.
En cromatografia en papel, el oligosacérido del GEA corre como un malto
oligosaclrido de 16-18 unidades. Sin embargo esta medida se hace compa-
rando oligosachridos de estructura diferente (77). Cuando se determiné
el peso molecular del GEA y el DolMPGlu en forma de complejos de inclu-
8ién con deoxicolato, se encontré para el primero un valor de 14300 y
de 11300 para el segundo (76). El nlmero de moléculas incluidas depende
de la longitud del 1lipido, si ambos tienen DolMP y el GEA un P més, re-
sulta que el peso molecular del oligosac&rido es de 3000, el cual esté
cercano a la férmula propuesta. E1l nfimero de azflicares presentes en la
molécula del oligosacérido también puede ser determinado en base a la
relacibén de azficares/grupo reductor. Como se vié en la Tabla XIX esta
relacién esth entre 18 y 19 azficares. Este método no es del todo conclu
yente pues no se hizo con el control adecuado para determinar si la re-
duceién del oligosacArido fue completa. Sin embargo es muy semejante a
los valores obtenidos por los otros métodos. En la TablaXXII se resumen
los datos para el peso molecular del oligosacérido del GEA por los di=-
ferentes métodos que se han mencionado. Todo indica que la férmula pro=-
puesta para el oligosachrido del GEA en base a la cromatografia de fase
gaseosa y partiendo de que tiene dos N-acetilglucosaminas, da un peso

molecular que estd en el orden de los valores presentados endicha tabla.

Este es el primer caso en que sc ha logrado determinar la composi-

cién del oligosacérido en un DolDP derivado extraido de umtejido. Hsu
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Tabla XXII. Peso molecular del olipgosachrido del GEA obtenido por di-

ferentes métodos.

Métodos No, de Unidades Peso molecular
aproximado
Bephadex G-50 (75) 20 3550
Sephadex G-150 18 3000

Inclusiédn DOC (76)

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

Azficares/grupo 18-19 3000
reductor (a)

Cromatografia gaseosa 18 3000
(b)

(a) Corresponde al valor encontrado en la relacién azfQcares/grupo re-
ductgr, en base al JH incorporado en el oligosachArido de GEA reducido
con “HNaBH; (ver Tabla XIX).

(b) Corresponde a la férmula del olizosacArido del GEA deducida de los
datos obtenidos por cromatografia gaseosa (Tabla XVIII) y asumiendo
que tiene dos N-acetilglucosaminas. (ver texto).

et al. (80) determinaron la composicién de azficares de un oligosachri-
do manosilado obtenido in vitro de células de mieloma. Lo hicieron re-
duciendo oon 3HNaB34 los productos de hidrélisis &cida total del oligo=-
sacArido y deduciendo la relacién manitol 3H a glucosaminitol 3H. con-
cluyen que la férmula del oligosachirido en mencién es (Man)5 (NAcGlu)a.
Se ha encontrado la formacién, por microsomas de higado, de Dol-
-DP-oligosaciridos manosilados con una longitud que va de 5 a 16 unida-
des(79). Un DolDPoligosacérido de oviducto estaria formado por manosas
¥y un residuo de di-N-acetilauitobiosa(€l,82). E1 GEA geria 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 glucousas.

Como antes se mencioné, el GEA, al incubarse con microsomas, es
capaz de transferir el oligosacérido a una proteina endbégena. Glicopro
teinas que lleven unido un residuo de di~N-acetilquitobiosa sustituido
con manosa es frecuente encontrar (Tabla II). Lo que es raro encontrar
son glicoproteinas que tengan glucosa eon su cadena. En la literatura
se encuentran algunos casos en que dicho aegficar est& unido a proteinas

que no son coligeno o membrana basal.

Rhakrishnamuthy (146) informé la presencia de glucosa en una gli=-
coproteina extraida de la intima de aorta bovima. En trabajos posterio-
res (147, 148,149) confirmé tal hallaezgo. En la Tabla XXIII se da la
composicién global de azticares de una glicoproteina extraida de la inti
ma de aorta porcina (150). Se demostré que dicha glicoprotefina no con=-
tiene hidroxiprolina, ni hidroxilisina, lo cual elimina la posibilidad

de que la glucosa encontrada provenga de coléigeno.

Adenmés de la proteasa de hongo que aparece en la Tabla XXIILen o-
tras enzimas de hongo como la glicomilasa A y B se determiné la presen-
cia de glucosa, acompaflada de galactosa y manosa (152). Uno de los ea-
s08 en que mAs cuidados se han tomado para descartar la contaminacién
por glucosa, es en la determinacién de A9-glucoronidasa del prepucio
de las ratas (Tabla XXIII). Se encontrd que bay mayor cantidad de gluco
sa en la forma C (153). Pospisilova et al. (156) aislaron de linfocitos
un receptor para la concanavalina A, el cual es una glicoproteina con
un contenido de 1l0,4% en azficares. Al hacer el anflisis de los agfcares
de un glicopéptido ootenido vor tratamiento con pronasa encontraron la

composicién de azficares que se muestra en la Tabla XXIII.

Droege et al. (159) analizaron la corposicién en azficares del ma-
terial precipitable con TCA, obtenido degpués de tratar con tripsina

linfocitos de pollo de varias fuentes. Entontraron manosa, N-acetilglu=

oosamina, N-acetilneuwhminico, fucosa, galactosa y glucosa. La glucosa

presenté valores distintos segln el origen de los linfocitos, siendo el
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Tahla XXIIXI. Algunas glicoproteinas en las cuales se ha detectado glucosa

Glicoproteina

Sial

Fu

Hexosa-
minas(d)

NAcGal

NAcGlu

Glu

Man

Gal

Union

(e)

Proteasa de
hongo(151)(a)

/3-Glucuronida
sa(ayB) de ra
ta(153) (b)

A -Glucuronida
sa(C)de rata
(153) (b)

Antigeno I del
eritrocito

(155) (v)

Receptor Con-A
linfocitos
(156) (a)

Antigeno HL
A2(154) (a,c)

Glicoproteina
itero de cer=-

do (157) (b)

Giic, de 1la
aorta porcina

(150) (b)

2,65

249

0,8

2,00

0,8

7-8

0,93

12,5

6,9

0,6

3,22

10

13

2,2

0,6

15,3

AspN

AspN

AspN

AspN

AspN

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

molares,

Valores expresados en relacién Gal=6
Cuando no == determindé si se trata de NAcGal o de NAc¢Glu,.

Se refiere al aminofcido al cusl se une la cadena de azGcares. En los
casos que no se determiné: —

Corresponde al anflisis del glicopeptido obtenido por proteolisis
Es el anflisis de la glicoprotei{na 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 in
termedio en los de bursa y bazo que presentaron iguales valores entre
s{. La fucosa y el &cido N-acetilneuraminico también presentaron dife-
rencias en cantidad segfin los distintos tipos. Kornfeld (159) detecta-
ron glucosa en membranas de linfocitos, pero creen que pudiera tratarse
de una contaminacién. Droege et al. (158) hicieron el mismo tratamiento
descripto anteriormente para los linfocitos, con eritrocitos y encontra
ron la presencia de glucosa también. Como se ve en la Tabla XXIHel anti
geno I del eritrocito tiene glucosa. La glicoforina, una glicoproteina
aislada del glébulo rojo tiene glucosa (160). En dos glicoproteinas me-
nores, aisladas también de la membrana del glébulo rojo, también se en-
contréd glucosa. Se cree que no serfa contaminacibén pues no se detecté
glucosa en una tercer glicoproteina aislada simultaneamente con las an=
teriores (161), De la membrana del eritrocito se aislé un glicopéptido
de bajo peso molecular, que tiene tres glucosas unidas a un residuo de

cistina. Este seria un nuevo tipo de unién glicopeptidica (162).

En alzunos glicopéptidos obtenidos por proteélisis de microsomas
de higado de rata se ha encontrado glucosa, teniendo los autores la im
presién de que se trata de una contaminacién (163,164). 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 la rata y en el hepatoma de Morris. Ademhs de la gluco=-
sa hubieron variaciones en otros azficares. Estos autores en el mismo
trabajo encuentran glucosa en la membrana nuclear, mientras que a dife-
rencia de los microsomas sflo detectan trazas de galactosa. En las mem-
branas microsomales de intestino de rata se detecté glucosa ademhs de

manosa, galactosa, fucosa, glucosamina, &cido sialico y galactoasamina
(166).

Bossman y Martin (167) encontruron que mitocondrias aisladas son
capaces de transferir glucosa del UDP3lu® a proteina endfgena. Posterior
mente los mismos autores (168) detectaron la presencia de glucosa al a-

nalizar el contenido en azficares neutros de una preparacién mitocondrial.
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Hallazgo semejante fue hecho por Itoh et al. (169), si bien al analizar
los glicopéptidos obtenidos por protedlisis, la glucosa aparecié en me~
nor cantidad, que la encontrada en el anflisis global de las mitocon-
drias. De la orina humana normal se ha aislado un glicopéptido que tie-
ne la siguiente estructura: 3-0-,& -D-glucopiranosil- & -L-Fucosa~L-tre-
onina (170).

De lo anterior se concluye que, ademfs del colégeno y la membra-
na basal, hay otras glicoproteinas que tendrfan glucosa en sus oligosa-
cAridos. Hasta ahora solamente hemos encontrado en la literatura un ca-
so (170) en el cual se determiné la secuencia y el tipo de unién en que
se encuentra la glucosa en estas glicoproteinas. Faltaria este estudio

para el resto en las cuales se detect$ glucosa.

En tejidos de mamiferos, la mayorfa de las glicoprote{nas en las
cuales se ha encontrado glucosa, no son solubles sino formarian parte
de membranas celulares. La glicoproteina a la cual el GEA transfiere
su oligosacdrido seria tembién de membranas por sus curacterfsticas de
solubilidad (85).

La molécula lipfdica del GEA .

Hay evidencias de que la parte lipidica de la molécula del GEA
serfa dolicol. Cuando se midié el peso molecular por filtracién en gel
de los compuestos de inclusibédn formados com deoxicolato por el DolMP-
-Glu y el GEA, se encontré§ un valor de 11300 para el primero y 14300
para el segundo. La diferencia correspondfia aproximadamente a la exis-
tente entre los restos hidréfilicos, concluyéndose que en ambas molécu

las el resto lipifdico es dolicol (76),

Cormo se nmenciond anteriormente (ver introduccién) al correr GEA
en columna de DEAE-celulosa o en capa delgada, se encontré§ una coinciden
cia entre la radiocactividad del GEA rudioactivo y el DolMP liberado por
tratamiento acido suave. Este hecho se reprodujo en las columnas de las

figuras 5,6,7. E1 ensayo enzimhtico del DolMP en las fracciones, sin
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previo tratamiento &cido, no detectS ninguna actividad. Eato estaria

indicando que en las condiciones en las cuales se mide enzimfticamente
al DolllP, no habria una actividad enzim&tica gue hidrolice DolDP-oligo
saciridos, con la liberacién de DollfP., Si existiera dicha actividad se
medirfa DolMP sin previo trat:miento &cido. Hsu et al. (60) encontra-

ron que incubando DolDP-oligosecéArido manosilado con microsomas de mie
loma aparece un producto acuosoluble que corresponde al oligosacarido-
-P. Easto sugerfa la precencia de una enzima que hidroliza al DolDP-0l1i

gosacérido.

Para eluir el GEA de una columna de 4cido silficico se necesita
una mezcla de cloroformo, metanol y agua (sdvente A). Con cloroformo-
-metanol (l:1) no se eluye, pues no es soluble. El DolMP si es posible
eluirlo con mezclas de cloroformo-~metanol. Por lo tanto la actividad
de DolMP liberada por hidrélisis &cida suave del GEA deberia eluirse
del silicico con una mezcla de cloroformo-metanol. En la Tabla XX se

ve que efectivamente asi sucede.

El dolicol revela en capa deigada con un reactivo de anisaldehi-
do da un color verde (128)., Cuando se someti6 a ese procedimiento la
fase orghnica obtenida después de la hidrélisis Acida suave del GEA a-
parecié una mancha verde que corrié con un Rf semejante al del DolMP
(ver Fig. 18=-A). Pero también aparecid otra mancha con menor movilidad,
que sometida a un tratamiento &cido né&s enérgico dié lugar a la forma-

cién de la substancia que corre comc DolMP (Fig. 18=C).

Como el revelado demanda mucho material, se prefirié correr en
capa delgada y ubicar el DolMP por ensayo enzimético. Este método con-
siste, como se menciond anteriormente, en medir la capacidad aceptora
de glucosa del DolMP cuando se le incuba ¢on microsomas y UDPGlu®*(60).
Las placas se dividieron en bandas y el DolMP se midié en los eluidos
de dichas bandas. Este método es5 5 a 10 veces més sensible que el reve-~
lado con anisaldehido. Esto se determind comparando la minima cantidad

necesaria para poder ver el DolMP c¢on el anisaldehido y para medirlo
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en 6l ensayo de formacién de DolMPulu. Al correr la fase orghnica del
GEA tratado con Acido suave, se encontr§ que adembs de un compuesto
que corre como el DolMP aparecié otro de menor movilidad (Fis. 18). El
iltimo compuesto al ser tratado con &cido en forma mAs enérgica pasa a
tener la uwovilidad del DolMP (Fig. 19-B). Lo anterior sugiere que este
compuesto corresponder{a a DolDP. Si bien habian algunas pegueras dife
rencias entre los controles de DoliP natural o sintético y el obtenido
del GEA, cuando se corrié el Doll’FGlu formado con los distintos acepto
res dio en diferentes solventes el mismo Rf (Tabla XXI). Con uno de
los solventes empleados (solvente 13) 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 1lipido que se sembrd en cada caso (ver resultados).

El hecho que tanto el probable DolDP com: el DolMP diersn lugar
a la formacién de DolMPGlu, sugerfia que en la preparacidm microsomal
estaba presente una fosfatasa capaz de separar el fosfato A del DolDP.
Esta interpretacifn se vio reforzada al encontrar que el DolDP, imcuba
do con la enzima y cromatografiado de nuevo, pasa a tener una movili-
dad semejante a la del DolMP (Fig. 20). Ya anteriormente se habia in-
dicado que la hidrélisis fcida suave del GEA da lugar a la liberacién
de una mezcla de DolMP y DolDP, pues se vio que un tratamiento &cido
méis enérgico aumentaba el DolMP presente (113). Este hallaggo podria
explicarse en base a que no todas las preparaciones enzimhticas tienen
la misma actividad de fosfatasa y que por lo tanto parte del DolDP sea
medido Gnicamente si la mezcla se trata previamente con Acido en con-

diciones mAs enérgicas.

En bacterias se ha descri .to una fosfatasa unida a membrana ca-
paz de convertir undecaprenocl-DP en undecaprenol-MP (46). La existen-
cia de esta fosfatasa del DolDP permitirfa que el azismo sea reutiliza-
do en el clclo de sintesis del DolDP-oligosachridos (Fig. 24), semejan

te a lo que ocurre en bacterias (Fig. 3).
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La existencia de una unibén difosfato en el GEA, la indicaba su
conmportamiento en la columna de DEAE-celulosa, pues se eluye en la zo-
na de compuestos conocidos que tienen una unibén difosfato (76). Esto
queda reforzado con la deteccién de DolDP después de la hidrblisis &-
cida suave del GEA. Ademés fue posible medir P 14bil en las fraccio-
nes donde aparece el GEA, siguiendo el verfil de DolMP liberado por
tratamiento &cido (Fig. 7). Si bien no fue posible obtener una rela-
cién Ptotal/P 14bil 2:1 como era de esperarse, debido a que afin queda
material contaminante que tiene P total (ver Tabla X). En el DolDP si
fue posible obtener dicha relacién,después de purificarlo en columna

de Acido silfocico y correr en capa delgada (Fig. 21).

Con todos los datos citados podemos afirmar que la estructura
del GEA corresponde a la que apsrece en la Fig. 23, en la cual el do-
licol va unido a través de un enlace difosfato, a un residuo de di-N=-
~acetilquitobiosa, al cual se unen a su vez las cadenas de manosas y
glucosas. Quedando por determinar en qué secuencias van unidas. La
primer manosa s{ es muy probable que sea una unién B, pues se encontré
que ess unién se establede cuando se forma el DolDP-trisachrido (83),
Adem&s esta unidn se ha encontrado en DolDP-oligosaclridos en los cua-

les se ha hecho la secuencia de azficares (82).

La via de sintes del GEA descripta en la Fig. 4, se puede esque-
matizar con los datos actuales segln la Fiz. 24. Al DolDP-di-N-acetil-
-quitobiosa se le incorporarfan manosa tal como se ha demostrado en o=~
tros DolDP-oligosaclridos formados por di-N-acetilquitobiosa y manosas
(81,83). Finalmente recibiré las glucosas. E1 hecho de que no se encuen-
tre variedad de tamafios en el GEA indica 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-oligosacérido de 6 a 9 uni-
dades, sin que sea posible aislar intermediarios (83). Las glucosas po=-
drfian acregars:e a partir de un deriv:do de dolicol, portador de una uni-

dad repetitiva, como sucede en la formaciém de polisacéridos bacterianos.
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Figura 23. Estructura propuesta para el GEA,

R- 17-2]1 isoprenos

Sin embargo hasta ahora en las incubaciones con microsomas, solamente se
han encontrado dos derivados de dolicol que contengan glucosa: el DolMP-
~Glu y el GEA mismo. Para completar la demostracién de la secuencia de

reacciones de la Fiz. 24, habri{a que encontrar un DolDP-(NAcGlu)a(Man)12

capaz de recibir glucosas para formar el GEA.
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Figura 24. Posible mecanismo de sintesis del GEA y su transferencia a

proteina. i
(NAcGlu)2 = di-~N-acetilquitobiosa
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CONCLUSIONES

Las siguientes conclusliones se obtienen de los datos experimen-

tales oresentados en esta tesis:

1."

2."'

30'

El aceptor enddgeno glucosilado (GZA) que se hatfa detectado al
inocubar dolicol monofosfato glucosa® con microsomas de higado, fue
posible obtenerlo en cantidades medibles por métodos quimicos usua

les.

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

de una clerta etapa se purificaron por separado las porciones hidro
f4lica e hidrofébica de este compuesto. El oligosaclrido liberado
del GEA por hidrélisis &cida suave se llegd a tener como compuesto

puro.

El anflisis de los azficares por cromatografia en papel del oligosa-
cfrido del GEA, reveld la presencia de manosa, glucosa y hexosami-
nas. Por cromatografia en fase gaseosa se determinéd que los azfca-
res que forman al oligosachrido del GEA estén en la relacién mole-
cular minima siguiente: manosa~- glucosa-N-acetilglucosamina(6:2:1).

Anteriormente se observd que el oligosacérido del GEA desacetilado
se comporta como un compuesto con doble carga positiva. Estas car-
gas desaparecen por N-acetilaciédn. Lo anterior permite inferir que
el oligosachrido del GEA tiene dos acetilhexosaminas. En base a
que tiene dos N~acetilglucosaminas y a la férmula m{nima deducimos
que la composiciém de azficares del oligosacérido del GEA es la si-
guiente: (Man)12 (Glu)h (NAcGlu)Z, lo cual da un peso molecular de
3000, Este peso molecular estd dentro del orden de valores que se
han encontrado por otros métodos (ver Tabla XXII). Esta es la pri-
mera vez que se determina la composicibébn en azficares de un oligosa

cérido, no radioactivoy extraido de tejidos, que se encuentra unido
a dolicol,
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5.~ Fue posible reducir con 3HNaBH4 el oligosachrido del GEA. Por hidré

-

lisis &cida total del oli;osacarido as{ rcducido se obtuvo glucosa
minitol JH. Se demostré en esta forma que una de las N-acetilgluco-
saminas del oligosaclrido del GEA se encuentra en su extremo reduc-

tor.

El oligosachrido del GEA reducido 34 y desacetilado sometido a hie-
drélisis Acida da lugar a la formacibén de un compuesto tritiado que
tiene caracteristices cromatograficas y electroforeticas seme jantes
al quitobiitol (di-N-acetilquitobiosa reducida y desacetilada). Es
to indica que las dos N-acetilglucosaminas del oligosaclrido del
GEA se encuentran hacia su extremo reductor formando un residuo de

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

La molécula lipf{dica obtenida por Lidrblisis Acida suave del GEA

se analizé en capa delgada. Los uroductos se detectaron por su ca-~
pacidad de incrementar la formaciédn de dolicol monofosfato glucosa®
al ser incubados con UDPGlu® y microsomas de higado de rata., De es-
ta wmenera se observaron dos corpuestos, uno gue migra como el doli=
col monofosfato y otro de menor movilidad. Este Gltimo al ser tra-
tado con Acido en condicionesmés enérgicas, pasa a tener la movili-
dad del dolicol monofosfato. Esto hace suponer que el compuesto de

menor movilidad es dolicol difosfato.

El supuesto dolicol difosfato al ser incubado con microsomas y
UDPGlu* da lugar a la formac én de dolicol momofosfato glucosa®.
Esto sugiere la presencia en los microsouas de una fosfatasa que hi
droliza el fosfato/fd del dolicol difosfato produciendo dolicol mongo
fosfato, que luego acepta glucosa para formar dolicol monofosfato

glucosa. Para confirmar lo anterior el dolicol difosfato se incubd

previamente con los microsomas y se corrié en una capa delgada, en-

contréndose que pasa a tener la movilided del dolicol monofosfato.
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Esta fosfatasa de dolicol difosfato servirf{a para que pueda ser re-
utilizado el dolicol difosfato qué se liberz cuando se transfiere a
proteina el oligosacérido proveniente de un dolicol difosfato oligo
sachrido. Cuando el dolicol difosfnto pasa a dolicol monofosfato,
est& en capacidad de aceptar azflcares y entra de nuevo al ciclo (ver
Fige 24).

9.- Se midié fésforo 14bil en el GEA. La relacién féaforo. total/fésforo
18bil no llegd a ser 2, como es lo esperado teéricamente, debido a
la persistencia de contaminantes que contienen fésforo orgénico. 8in
embargo en el dolicol difosfato purificado si se encontr§ esta rela-
cién. Esto confirmarfa los datos anteriores de que el GEA tiene una
unién difosfato entre el dolicol y el oligosachrido.

10.- La férmula propuesta del GEA aparece en la Fig. 23 y el esquema de
su bilosintesis en la Fig. 24,
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