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n) ¿n A. xylinum se había descrito la formación de glicofosfolí

pides de acuerdo a las siguientes reacciones:

l) Lípido-B + UDP-Gal ;:::: LÍpido-P-Cal + UDP

¿) Lípido-P + UDP-Glu G:=:3 Lípido-PP-Glu + UHP

¿l Lípiuo-P formaba parte del preparado enzimático

utilizado. un este trabajo se demuestra que en ambos casos el

lípido es un poliprenol alflico, muyprobablemente undecaprenol.

ollo se logró utilizando un preparado enzimático y las condiciones

adecuadas para formar estos compuestos, a partir de Lípido-P

exógeno de estructura conocida. Tanto Ficaprenol-P (FHP) como

Dolicol-P (Doll?) actúan comosustratos en la reacción l), aunque

las propiedades de los productos formados son diferentes: Solamente

el sintetizado con FHPse comporta comoel obtenido con el Lípido-P

endógeno, frente a tratamientos tales comoreducción catalítica o

degradación con fenol.

Tambiénse aisló el Lípido-P endógeno y se lo purificó por

cromatografía en columnas de DEAD-celulosa. Sus propiedades son

análogas a las del FHPy algo diferentes de las del DolMP. El

análisis por espectrografía de masa de este lípido endógeno confirmó

su naturaleza poliprenólica pero no permitió establecer inequívoca

mente su estructura.

En la reacción 2) solamente se logró utilizar el EMPcomo

sustrato exóaeno.



VIII

b) Ln los mismos preparados enzimáticos de A. xylinum se detectó

también la presencia de las siguientes actividades enzimáticas,

vinculadas al metabolismode los prenil fosfatos:

3) Prenil-PP ——9Prenil-P + Pi

4) Prenol + ATP—->Prenil—P + ADP

La reacción 3) sería cataliZada por una prenil pirofosfato

fosfatasa y la 4) por una prenil quinasa.

c) Utilizando este mismoorganismose intentó aislar polisacáridos

que contuvieran galactosa. Ello no se logró, pero en cambio se

pudo caracterizar parcialmente cuatro polisacáridos: 2 neutros y

2 aniónicos.

d) Finalmente se investigó la presencia de glicofosfolípidos en

plantas.

L1 sistema utilizado (epicotilos de arveja, Pisum

sativwn), en presencia de UDP-Glu,permitió aislar un compuesto con

las propiedades del DolNP-Glu.

L1 Lípido-P aceptor es endógeno, pues se encuentra en el

preparado enzimático y 1a reacción se puede representar en la

siguiente forma:

Lípído endógeno-P + UDP-Clu t::; Lípido endógeno-P-Glu + UDP

Las propiedades del Lípido endógeno-P son similares a las

del Dolflv y diferentes de las del EMP.

La función de este Lípido-P glucosilado se desconoce, pero

posiblemente participe en la síntesis de polisacáridos y/o glicoproteínas.
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I. LIPIDOS INTERMEDIARIOS

En la sínteis de] glucógeno (1-4), del almidón (5-8)

y de otros polisacáridos (9-11), un azúcar activado, o nucleótido

azucar, cede su resto glicosilo a un aceptor que en general es el

mismopolisacárido.

La Figura l ilustra el caso del glucógeno.

CHZÜH (Él-50H CHon Ci'bÜH
0

0M 0 OH
n

Figura l: Eiggggis qsiÁíiggñgeno

Aunque este esquema sigue manteniendo su vigencia, en

algunos casos, a partir de mediados de la década del 60 (12-14),
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surgió otro requerimiento, el de los compuestos llamados "lípidos

intermediarios".

Cano qu nowhrc lo indica la función de estos compuestos

es "mediar" en la síntesis de algunas nacromoléculas tal cual se vc

en Formamuygeneral on la secuencia du reacciones siguiente:

EDP-azúcar + lípido --ó lípido-azücar

lipido-azucar + aceptar -——9 aceptor-azücar + lípido

El aceptar final puede ser un polisacárido (glicopéptido,

lipopolisacárido, etc.) o una glicoproteína. La unión del lípido

al azúcar se efectúa a través de un puente monoo difosfato.

Aunqueestos compuestos fueron originalmente descritos

en relación a la síntesis de polisacáridos complejos de la pared

bacteriana (12-14) su radio de acción se extendió pronto a otros

sistemas tanto en procariotes (15-17) comoen eucariotes (17-19).

En todos los casos descritos la acciSn la desarrollan en

sistemas asociados de una u otra forma a membranas, para lo cual su

naturaleza lipofílica 10s hace perfectamente aptos. Su papel sería

equivalente al de los nucleótido-azücares en cuanto a que ceden_su

resto glicosilo n un aceptar, pero la reacción se desarrollaría en un

mediolipofílico.

Algunos sistgggf en que se ha determinado 1a naturaleza del lípido¿

A los pocos años de su descubrimiento, más exactamente

en 1967, en forma casi simultánea en los laboratorios de Robbins (20)

y Strominger (21) gracias al uso de la espectrografïa de masas, se

pudo determinar 1a estructura de la porcifin lipídica de los "lípidos
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intermediarios" involucrados en 1a síntesis del polisacárido O y de

la mureína o pared celular respectivamente.

Al analizar los espectros se vió que correspondían a com

puestos dc naturaleza prenólica, concretamente al undecaprenol.

Posteriormente y siempre en procariotes se determinó tam

bién por espectrografía de masas 1a estructura prenólica de la parte

lipídica de los lípido-fosfato y difosfato azúcares en los sistemas

que aparecen en 1a Tabla l.

Tabla l. Sistemas Brocarióticos en los gue se ha determinado la

estructura de la_Rgíte lipídigí de los lípido-azücares.

Sistana Referencia

Mananoen M. lysodeikticus (22)

Manolípido en Mycobacterium tuberculosis (*) (23)

Manolípido en Mycobacterium smegmatis (*) (24)

Modificación polisacárido O en Salmonella (25)

Polisacárido capsular en Aerobacter aerogenes (26)

Polímero del ácido siálico en E. coli K 235 (27)

Peptidoglicano en E. coli (28)

Peptidoglicano en Staphylococcus aureus (29)

(*) Con excepción de los manolípidos de micobacterias todos los demás
lípido-azücares que aparecen en la tabla cumplen funciones de
intermediarios.

Tambiénen eucariotes se ha descrito la existencia de

intermediarios de tipo prenólico.
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Behrens y Leloir (30) señalaron la existencia de doliquil

monofosfato glucosa en hígado de rata.

La Tabla 2 muestra los sistemas y métodos con que se ha

dilucidado la naturaleza de la fracción lipídica de dichos intermediarios.

Tabla 2. Sistemas en los gue se ha determinago 1a naturaleza del

lígido en eucariotes.

Sistema Métodos Referencia

Hanolípido en Asper- Precursores radioactivos (31)
fiillus niger

Hanolïpido en IR, RMNy estudios compa- (32)
hígado de cerdo tados con un compuesto

similar obtenido
químicamente.

Hanolípido en E. de masas (33)
hígado bovino

Manolípido en Precursores radioactivos (34)
hígado de rata

Hauano en levadura E. de masas. (35)
S. cerevisiae

Características de los renoles._.__“___._____.IL______

Estructura.- Los poliprenoles son polímeros lineales del

Z-metil-Z-buteno, o iSOpreno, que llevan un grupo hidroxilo en el ex

tremo no ramificado de la cadena hidrocarbonada. Su fórmula aparece

en la Figura 2.
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9H3
H(CH2-C=CH-CHflfOH

Figura 2: Fónnula general de los poliprenoles.

Apartir de ella se puedenseñalar algunas características:

a) El número de unidades isoprénicas (n) fluctua entre 5 y 24 (17).

b) Existen variaciones con respecto al grado de saturación de las

unidades.

Ambasvariables se pueden determinar mediante E. de masas.

c) Al poseer dobles enlaces, dan origen a isómeros cis, trans y

mezclas de ambos. Aunque en la naturaleza existen compuestos con

todas las dobles ligaduras trans comola gutapercha (36, 37), el

solanesol (38) y el espadicol (39) o todas cis comoel caucho (36, 37%

parece ser que los poliprenoles con funciones de intermediarios

poseen ambos tipos de enlace (17).

Para determinar el númerode residuos isoprénicos en configu

ración cis o trans se utiliza la espectrografía de resonancia magnética

nuclear (40) combinada con la espectrografía de masas. Mediante la

primera se conoce la relación cis/trans y con la segunda el largo de la

cadena y el número de insaturaciones, comoya se indicó.

El uso del espectrógrafo de resonancia magnética nuclear (RMN)

plantea tres limitaciones;
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La gran cantidad du sustancia que se debe utiJiZar.

No da internación con respecto a la ubicación de los dobles enlaces

cis y trans.

El equipo debe ser muysensible.

Betas dificultades han sido obviadas en algunos casos mediante la bio"

síntesis del poliprcnol a partir de precursores estereoespecificamento

marcados (17, 41, 42). la utilidad de este método ha resultado ltnitg

da debido a problemas de permeabilidad celular (17). Un resumen con

las características señaladas para algunos de los prenoles conocidos

aparece en 1a Tabla 3.

Tabla 3. Prenoles de diferentgg_fuentes naturales (43).

Nombre Fuente natural n Uniones Isoprenos Referencia
trans saturados

Solanesol hojas de tabaco 9 8 0 (38)
Espadicol A. maculatwn 10 9 0 (39)
Castaprenol hojas de castaño 10 m 13 3 0 (44)
Picaprenol hojas de gomero 10 —13 3 0 (L5)
Hcveaprenol hojas de hevea 10 n 13 3 U (¿6)
netulaprenol hojas de abedul lO - 13 3 0 (47)

madera de abedu] 6 - 9 2 0 (A8)
BactOprenol(*) L. casei 11 - 1 (49)
Decaprenol M.tuberculosis 10 - O (23)

M.smegnatis 10 - 0 (24)
rndecaprenol S.newington 11 — 0 (20)

H.1ysodeikticus 11 2 0 (21, 22)
Salmonella ll - 0 (25)
A.aerogenes 11 - 0 (26)
L.p1antarwn 11 2 0 (50)
E.coli 11 - o (27, 28)
S.aur0us 11 2 O (29)
S.Faeca1is 11 3 0 (51)

Policol A.ni¿er 19 - 23 2 3 (52)
A.fnmigatu3 19 - 23 2 3 (53)
levaduras 14 - 18 2 1 (17, 35, hó)
P.cactorwn 14 —16 2 1 (54)
invertebrados 17 —21 — 1 (55)
marinos
mamíferos 17 — 21 2 l (56, 57)

(*) Posiblflmente sea idéntico al undecaprenol. Parece no tener isoprcuun
saturados (Ecmínfi, comunicación personal).
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De la tabla se desprende que aparte de los canpuestos con

todas las uniones trans, a1 haber mezclas de enlaces cis y trans los

que predominan son los cis existiendo 3 enlaces trans en los prenoles

vegetales (salvo el betulaprenol extraído de la madera) y 2 en todos

los demás casos.

Nomenclatura de poliprenoles.— La nomenclatura tradicional hace

referencia por un lado a la fuente de donde se los aisló. Por ejemplo,

ficaprenol, porque se purificó de las hojas del gamero, Ficus elástica;

castaprenol, porque se obtuvo del castaño etc; y por el otro, al largo

de cadena, por ejemplo, undecaprenol, dodecaprenol, dolicol (del

griego dolikos = largo), etc.

La denominación se canpleta asignando la letra griega GK

a 1a unidad isoprénica que lleva el hidroxilo y la letra us (onega)

a la unidad del extremo ramificado.

Los principales defectos de que adolece esta nomenclatura son:

- Dice muypoco con respecto a las características químicas (ejemplo:

númerode saturaciones, ubicación de sustituyentes...) y

estereoquímicas (ejemplo:tipo y ubicación de los dobles enlaces).

- Aún cuando sus propiedades permitan agruparlos, al crecer el número

de fuentes de donde se los extrae crece en forma paralela el

número de nombres (17).

— Debido a las dificultades enunciadas Hemming(17) propuso una

nomenclatura basada en la que la IUPACrecomienda para las quinonas

poliisoprenoideas.

En dicha nomenclatura se indica con números arábigos el largo

de la cadena, en unidades isoprénicas, y con números remanos la
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presencia, en la respectiva unidad repetitiva, de sustituyentes,

snturaciones o dobles enlaces trans. Ejemplos:

IX, X ditrans, policis, prenol 11 = undecaprenol

VIII, IX, X tritrans, policia, prenoles 11-12 = ficaprenol.

Por razones de simplicidad en el desarrollo de este traba

jo se seguirá usando la nomenclatura tradicional.

Proniedades de los Erenil fosfatqg¿

Unade las características distintivas es su estabilidad

frente a tratamientos alcalino suaves, lo que posibilita su separaciñn

de los fosfolïpidos con los cuales se co-extrae (58).

La presencia o no de un doble enlace en la unidad °‘ es

decir, la que lleva el grupo alcohólico, permite, clasificarlos en

éstcres alílicos (con doble enlace) y Cí-saturados (sin él).

En 1a Figura 3 aparecen en forma esquemática los dos tipos

de compuestos.

Fosfafo al'llíco

9*” C33H(CH2- c =CH-CH2¿_1-CH2- =CH-CH2-0-P

Fosfatoot-satu rado

QH3 CH3

H(CHz- c = CH-CH2)n_1-CHZ- ¿[Z-Cl-y-CHQ-O-P
H

Figura _3_: Esteres alílicos y °(-saturados.
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Comose observa ambos poseen un grupo fosfato unido a un

alcohol primario, pero se diferencian por la presencia o ausencia de

la doble ligadura en el carbono vecino al que lleva la función

alcohólica. Esta insaturación hace que el resto fosfórico sca más

líbil a ciertos reactivos (ácido suave, reducción con H2, fenol).

En forma general, comoya se indicó, a los derivados con

una doble ligadura en la unidad d se los llama alil derivados y, por

ser cl éster fosfórico del d01icol el más estudiado de los derivados

°(-saturados, a estos se les suele llamar comunmentederivados

dolicólicos.

Sistemas en los gue se han descrito lípido-azücares

En la Tabla 4 se reseñan algunos de los sistemas en los

que se han descrito lípido-fosfo-azücares.

Tabla 4. Sistemas en los gue se han descrito lípido-fosfo-azücares.

(A) Procariotcs

Lípido Fuente Referencia

—P—man Micrococcus lysodeikticus (59)

Mycobacterium tuberculosis (23)

Mycobacterium Smegmatis (24. 60)

—P—glu Salmonella (25, 61, 62)

Shigella flexneri (63)

Mycobacterium smegmatis (64)

Bacillus licheniformis (65, 66)

Mutante de E. coli (67)



—P-ga1

-P-Nacneu

—PP-gal

-PP-glu

—PP—gli

—PP—Nacglu

—P 6 —I’P-(man)2

-PP-(g1u)2

-PP-gnl-ram

—PP-ga14nan

—PP-glu-ga1

-P-glu-P-glí

—PP-Nacg1u-P-g11

-PP-(glu)3

Acetobacter xylinum

Escherichia coli

Salmonella newington

Salmonella typhimurium

Aerobacter aerogenes

Klebsiella aerogenes

Acetobacter xylinum

Bacillus licheniformis

Staphylococcus lactis

Mycobacterium smegmatis

Acetobacter xylinmn

Salmonella newíngton

Sahnonella typhimurium

Aerobacter aerogenes

Klebsiella aerogenes

Bacíllus licheniformís

Staphylococcus lactis

Acetobacter xylinum

-10

(62)

(27)

(20)

(13, 15)

(26)

(69, 70)

(69)

(65)

(71, 72)

(64)

(63)

(20)

(13, 15)

(26)

(69, 70)

(65, 66)

(71, 72)

(73)



«PP«¿al-rmaqnan

-PP—gal-mun—ac¿lu

-PP—gal-rananan(abe)

-PP-gal-man—(acglu)gal

-PP-glu(glu2,fuc3)

-PP-(gal-ram—man)n

-PP-(ga1—ram-man(abe))n

—PP-(galdman-(acglu)gal)n

-PP—pentapéptido-Nacmur

-PP-pentapéptido-Nacmur-Nacglu

—PP-hexapéptido-Nacmur-Nacglu

-PP—decapéptido-Nacmur-Vacglu

Salmonella newíngton

Salmonella typhimurium

Aerobacter aerogenes

Salmonella typhimurium

Aerobacter aerogenes

Mutante de E.coli

Salmonella newington

Salmonella typhimurium

Aerobacter aerogenes

_11_

(20)

(13, 15)

(26)

(13, 15)

(26)

(67)

(20)

(13, 15)

(26)

Micrococcus, Staphylococcus (74)

Micrococcus, Staphylococcus (74)

Micrococcus

Staphylococcus

(75)

(76)



-P -man

-P-glu

-P—2-deoxiglu

—PP—Nacglu

-PP—(Nacglu)2

«PP-oligosacárido

—P-m an

-L)—glu

—PP—oligosacárido

(B) bucariotes

—Levaduras

Saccharomyces cerevisiae

Hansenulaholstii

Saccharomyces

Saccharomyces

Saccharomyces

Saccharomyces

Saccharomyces

- hongos

cerevisiae

cerevisiae

cerevisiae

cerevisiae

cerevisiae

A5pergillus niger

- Protozoos

Tetrehymenapiriformis

Tetrahymenapiríformis

(77-79)

(80)

(81)

(82)

(83)

(83)

(83)

(31,84)

(85)

(86)



—P-man

—P-glu

—PP—hacglu

-PP-(Nacglu)2

-PP-oligosac5rido

-P-¿1u

—P—man

—PP-Nacglu

- Vegetales

Phaseolus aureus

Phaseolus vulgaris

Raiz de tomate

Codiumfragile

Fibra de algodón

Písum sativum

Fibra de algodón

Phaseolus aureus

Fibra de algodón

Phaseolus aureus

Fibra de algodón

Phaseolus aureus

- lggectos

Triatoma infestans(+)

Ceratitis capítata

Ceratitis capitata

Triatana infestans(+)

Ceratitis capitata

-13

(87-92)

(93)

(90)

(90)

(94)

(95)

(94)

(91, 92)

(96)

(91, 92)

(96)

(91, 92)

(97)

(98)

(93)

(97)

(98)



—Pflhfl[

-P-glu

—P—xíl

“PP-(Nacglu)2

-PP-oligosac5rido

-P—man

-— Bye-S

Ovíducto de gallina

Células de oviducto

Retina de embrión de pollo

Hígado de embrión de pollo

Cerebro de embrión de pollo

Üviducto de gallina

Cerebro de embrión ¿e pollo

Oviducto de gallina

Oviducto de gallina

Oviducto de gallina

Células de oviducto

— Nmníferos

nlgado de conejo

dígado'de rata

ígado de cobayo

Hírado de cerdo

Hígado bovino

Hígado He hanster

Cerebro de rata

Cerebro de ratón

-14

(99-101)

(102)

(103)

(104)

(105)

(101)

(105)

(101)

(106)

(101,106,107)

(102)



—P-man(Retínol)(*)

-P-glu

_P—ga1

—P—ga1(Retinol)(*)

—PP—Nan1u

Cerebro de ternera

Aorta bovina

Aorta de cerdo

Tirnides bovina

Mieloma

Pancreas de ternera

Linfocitos hmnanos

quótida de rata

Hédula adrenal bovina

Células normales y transformadas
(fibroblastos de ratón)

Híqado de rata\

Hígado dc hamster

Hígado de rata

Cerebro de rata

Linfocítos humanos

Hígado ¿n vaca

Hastocitnma de ratón

Hígado de conejo

Hígado ¿e rato

Hígado dc cerdo

Hígado de vaca

Acrta bovina

Aorta de cerdo

Pancrcas de ternera

-15

(112)

(1D)

(114)

(1”0)

(33,99)

(115,116)

(117,113

(119)

(119)

(120)

(34,121-123)

(110)

(30,124)

(103,124)

(117)
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-PP"Nncglu (Vit. K)(*) Hígado de rata (135)

“PP-fiqcman hígado de cerdo (130)

Hígado de rata (130)

-PP—(ïac:1u)2 Hígado de rata (129)

Hígado de cerdo (133)

Hígado de vaca (131)

Aorta bovina (132)

Aorta de cerdo (132)

Pancreas de ternera (136)

-PP-C!acglu)2(Vit. 1:)(*) Hígado de rata (131;)

“PP-oligosacárido Hígado de rata (137,138)

Hígado de cerdo (139-141)

Hígado de vaca (331)

Cerebro de rata (139)

Cerebro de ternera (112)

Aorta bovina (113)

Aorta de cerdo (114)

Células de aorta de ternera (142)

Ríñón de rata (139)

Parótída de rata (119)

Mieloma de ratón (143)

Hédula adrenal bovina (ll?)

Tiroides de Cerdo (330)

Linfocitos humanos (l39,1¿&)

(+) Se utilizó para su síntesis enzima de hígado de rata
(*) ¿n estos casos e] lípido ha sido identificado con el compuesto que

figura entre paréntesis.
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hu todos Joa sintemas mencionados en la tabla se describirá

con cierto detalle la síntesis del polísacñrido 0 de Salmonella por ser

un sistema muy estudiado y por lo tanto un buen modelo.

El polisacárido 0 forma parte de una macranolécula compleja,

el lipopolisacárído (LPS), que existe asociada a la pared de muchas

bacterias Gramnegativas.

Su estructura química ha sido estudiada especialmente en

Salmonella (145, 146).

un 1a Figura 4 aparece representada esquemáticamente la mo

lécula de LPS.

NACglu sal CCtOdbiiOClanójCO

(man-ram-gal) -glt'J-gal-gl'u- “mato Lïp‘ldoA
n hepfosa

etanolam'lna

4-Poli sacarídoO+ 4-R egio'n cenfr al —o+LípidoA-o

Figura 4: hsquema del LPS en Salmonella ¿221.

un general Se consideran 3 regiones diferentes dentro de'la

molícula:

ul lfpido A, la rebióu centra] y el polisacárido 0.
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Soïo se mencionnrñ 1a bioníntesis de la región central y de]

polísacñrído 0, ya que la síntesis del lïpído A aun no está dilucidadn.

1a raniñn centra] y el polisacárido 0 están bajo un control

genético independiente (147) y todos los estudios indican que el LPS

se sintetiza en la membranaplasmática (148).

nll iosíntesís de la región central.- La síntesis de 1a región central

sigue en cierto modoel esquemaclásico, es decir, los nucleótído

azñcares adecuados ceden secuencíabnente su resto glícosilo al extremo

no reductor de la cadena creciente del polisacárído (10, 149). Pero para

A!)que esto ocurra es necesaria 1a presencia de un fosfolípido, 1

fosfatídíletanolanina (150, 15]) que permite formar la matriz adecuada

para que interactüe el polísacírido aceptor con 1a enzima, formando

un complejo ternario capaz de reaccionar con el nucleótidomnzüchr

correspondiente. La fosfatidiletanolmnina no participa dírectmnente un

1a reacción (1ó9, 151).

Tn secuencia de reacciones de la Figura 5 esquonatÍZP este

proceSOï

LPS +-PE -*Enz. =(LPS-PE-Enz)

(LPS-PE- Enz)+NDP-Az =h - (LPS-PE-Enz)+NDP

Figura 5' LscuemabíosïntCsis regíñn centra] de] IPS.
TPS= lípnpolínncñrídn° PE = fosfatídíletanolnmína; Énz = enzíhn yJ pr.ïDPmfiz= nucleótido—ñífosfato-nzuc.
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Iiiggïntggig_Pglisacárido 0.- Muchosgrupos de investigadores han

estudiado el polisacárido 0 de Salmonella desde un punto de vista tanto

químico comoserológico o biosintético (145, 146).

En salmonella anatum, newington e illinois esto ha sido parti

culanncnte estudiado por Robbins y col. (152-155).

Al analizar el polisacárido 0 de dichas cepas Robbinsy col

vieron que ésta era una molécula compleja formada por varios azúcares.

Observaron también que a pesar de la canplejidad mencionada,los

nzücares no estaban unidos a1 azar sino de una fonwn bien determinada,

y que un grupo de azúcares se repetía a lo largo de la estructura:

esto hizo posible la introducción de un nuevo concepto en polisacáridos:

el de unidad repetitiva. En la Figura 6 aparece 1a unidad repetitiva

del olisacárido 0 en Salmonella newin ton.8

ooo-©0
F'gura 6: Unidad repetitiva de] polisacárido 0 de S. newington (SR).

Unode los sistemas donde se describió por prünera vez la

presencia de prenilfosfatos fue precisamente en la biosíntesis del

polisacñrido 0 (20).
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Ley estudios señalados llevaron a] esquemaLiosintético de

ln Figura 7.

TDP-mmnosa [TDP]

1

guloc‘tnso-Haprenol rumncsmgaladonfllp‘eml

LMP GBP-mm osa

3

UDP— giodosa P- ol [GBP]

6 munosa mnosmgalaciosaFP. prenol
H HL

( manoso-rcmmso-galuctosakPP. prend

( man osa-r a mnosugalactosqïfrajm central" "regícncemral "

ïigura 7: Bicsïntesís del polisacárido C en S. newiggtcn (20, ¿3)

Lste proceso (Fioura 7) pvede ¿{vídirse en 3 etapas (155):

l) Síntesis de un prcni]—PP-oligosacárido (lípido-PP-gal-rmnauan),

es decir, de la unidad repetitiva.

Polirerízación de 1a unidad repetitiva unida al lípido.IO
\_z

3) Transferencia del polisacárído formadosobre el lïpido a la región

central de] lipopolisncírido.
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Merece destacarse que en 1a reacción 1 el UDP-Cal cede

Gal-1-P y no Gal al prenil-P aceptor formándose el Prenil-PP-Gal y

que esta reacción es reversible.

nos reacciones 2 y 3 siguen el esquema clásico y una vez

Lormadala unidad repetitiva esta se polimeriza sobre el lípido

dando origen al polisacárido 0. La función de los lípidos inter

mediarios sería entonces no solo adaptarse a un medio hídrofóbíco

sino también facilitar el montaje de la unidad repetitiva comoetapa

previa a 1a polimerización.

Otra novedaddel sistema consistió en que a diferencia de

lo que sucede en la síntesis de otros polisacáridos el crecimiento

de la cadena es por el extremo reductor (156) tal cual se ve esquemática

mente en la Figura 8. Es decir la cadena oligosacárida creciente

Tun
rom

lgol
l

man mon
I

rom rlcm

fiel Jul

mon mlsm IMJ).I I

ram [gm rgm

ggl + al gol +——>
I I l

P P P P
I I I I

P P P P

l I I I

prenol prcnol prenol prenal

fi¿ura 8: Mecanisgp de polimerizaCiófl del pOIiSGCÜIidoÜ (156)
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es transferida a una nueva unidad repetitiva a semejanza de lo que

sucede en la síntesis de polipéptidos y ácidos grasos.

La reacción 6 fué estudiada especialmente en la biosíntesis

de la murefna o pared celular (157). Participa una fosfatasa que

quita un fósforo al prenil difosfato, lo cual le permite al lípido

entrar nuevamente en el ciclo. Dicha enzima es especificamente

inhibida por la bacitracina (158, 159).

Se ha señalado la presencia de una segunda fosfatasa que

lleva a1 prenil monofosfato a alcohol libre (160) y de una quinasa

que hace la reacción inversa, es decir, fosforila el prenol (161).

Esquemasanálogos al presentado han sido descritos para

la síntesis del polisacárido 0 en Salmonella typhimurium(13, 15),

del peptidoglicano o pared celular (12, 15, 21), y de un polisacárido

en Aerobacter (26).

yodificación del polisacárido 0.- En algunos sistemas formados por

unidades repetitivas tetraméricas, en que uno de los azúcares forma una

rama lateral, tales comolas unidades que intervienen en la síntesis del

polisacárido O en Salmonella typhimurium (Figura 9) (15), o en la

síntesis de un polisacárido capsular en Aerobacter (26)

abe
l

-_- man-ram- gal- 

figura 9: Unidad repetitiva en S. tlphimurium (152
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el azúcar de la ramificación es cedido por un nuclcótidovnzücnr en

presencia de la transferasa respectiva.

En Falmonclla typhimurimn, se ha demostrado que in vitro

la abecuosa solo se incorpora cuando e] trisacárido maunrmnvgalestá

unido al preníl pirofosfato. Vnavez producida la polimerización e]

polisacárído formado¿eja de ser sustrato para la abecuosi]

transferasa (162).

Lxísten sin embargo otros sistemas en 105 cuales 1a rmïa

glicosídica lateral no es cedida por el nucleótido-azücar sino por un

lípido monofosfato azúcar (25, 61, 62). El caso mejor estudiado y el

primero descrito es el de 1a síntesis del polisacárido 0 en thnonella

minneapolis, en donde Wright (25) demostró que la rama lateral de

glucosa se incorpora ¿e acuerdo a la secuencia de reacciones siguiente:

1) UDP-(311.1 + Un??? --) I'nr‘TP-G]u + Is’DP

2) UnVP-Glu + Acontor -9 Aceptor-Clu + "nNP

Nuevamenteacñ aparece un prenil fosfato, pero a diferencia

de lo visto en Jos ciclos biosintétícos del tipo descrito para el

polisacárido Ü, el lípido está unido nl resto glicosilo por un puente

monofosfato. El lípido resultó ser también undecaprenol, indistin

guíblc con los métodos actuales de] que participa en la síntesis del

polisacáríüo 0. En ln reacción 2 el aceptor más probable sería un

hoxa o nonasncáríflo unido a] undecapreníl difosfato (25).

Sistemas anílogos han sido estudiado; por Kikaïdo y cc]

((1, 62) cn Salmonella typhinuríum. Sasaki y col (1G3) confirmaron

lo: resultados de Frinht.



Función de los "lípidos intermediarios"

Luego de haber visto en forma somera la síntesis de 2 de

las 3 partes que componenel LPS se puede decir que en ese caso la

naturaleza ofrece dos soluciones diferentes al problemade, a partir

de precursores hidrofílicos, sintetizar una macromoléculaen un medio

lipofílico comoes la membranacelular. Lstas dos soluciones son:

a) Mediante un fosfolípido, la fosfatidiletanolamina, que provee

el medio hidrofóbico necesario, pero no participa directamente

en las reacciones que dan origen a la región central de la

molécula.

b
V Mediante el undecaprenil fosfato que participa directamente en

el ciclo biosintético del polisacárido O.

un este último caso existen dos tipos de unión azúcar

prenol que parecen cumplir funciones diferentes. Si el puente

es difosfato, permite la formación de polímero. Si la unión es a

través de un solo fosfato, se agregan azúcares al oligómero o polí

mero ya formado.

hn general los azúcares unidos mediante el enlace difosfato

dan origen a la formación de la cadena principal de la macromolécula

comose vió en la biosíntesis del polisacárido 0.

Unaexcepción sería 1a síntesis de un ácido teicoico en

bacíllus licheniformis (Tabla 4). En este caso un lípido unido al

azúcar a través de un monofosfato da origen al polímero. Los ácidos

teicoicos son macromoléculas asociadas a la pared de algunas bacterias

Grampositivas. Fueron descritos por primera vez por Armstrong y

col (164) y los más comunesson derivados del poli(glicerol

fosfato) y poli(ríbitol fosfato). El grupo de Baddiley describió la



existencia de intermediarios lípidicos en 1a biosíntcsis de algunas

de ellos, (Tabla 4). Pero por otra parte Claser v col (165) no.I

',‘J\han «ucontrado pruebas de que en 1a sintesis de los Gino?

teicoicos que han estudiado participen lípidos prenñlicnc. En cambio

han propuesto un nuevo tipo de intermediario: el ácido lípoteicoico (166)

cuya parte hidrofilica es poli(glicerol fosfato) y la hidrofóbíca está

constituida por hexosas esterificadas con ácidos grasos (167).

Otra probable excepción la constituye el sistema de biosïn

tesis Cel ácido colonïnico (27) en donde un lípidodvonoíosFate-olifiosa"

cñrido daria origen a la cadena principal, pero en este caso ya el

nucleñtidowazücar dador es un monofosfato, el CMP-siñlico.

En eucariotes también se ha demostrado en varios casos la

formación de un oligosacárido unido a un lípido a traves de un difos"

fato (17, 19). Pero a diferencia de los procariotes el oliyo se trans“

fiere a una proteína y no a un polisacárido (18, 19, 102).

Los prenilqnonofosfate-azúcares parecen desempeñar funciones

algo diferentes de los difosforilados. Se unen solamente a un

azucar y no forman un oligosacárido (con la excepciñn ya mencionada del

ácido c010fiínico). En procariotes participan en 1a modificación de

la cadena principal adicionando azúcares a una cadena yn Fornada

sobre un Iipido difosfato (25, 61, 62, 168). En encariotes participan

en el agregado secuencial de azúcares, tales cano manosa o glucosa a

una cadena de oligosacáridos formada sobre el doliquiï difosfato.

El requerimiento de un sustrato lipofïlico es evidente en ia

manosílación de un glicopéptido obtenido de tiroglubnïina de ternera?
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in vitro se logra incorporación directa de manosa, a partir de

DOIWPann,unicauente si el glicopéptído ha sido dinítrofenilado

previamente (169). Pero en otro caso el Dole-Hnn cede directamente

la primer manosa a1 aminoácido serína (o trconina) de unn

glícoprotcïnn de levadura (170, 171).

Si se piensa en la analogía señalada al cowienzo entre

lípido-nzücares y nuclcótido-azücares es de interés señalar que híentras

los lípidovdifosfato-oligosacñridos conocidos poseen Funciones de

intermediarios (15-17, 19) no sucede 10 mismo con los nucleótidouolignw

sacñridos descritos (172). La síntesis de un UDP—polisncárídoen

Tradescantia tal vez sea una excepción (173).

Vitmnínas A v K

Ademásde los poliprenoles mencionados anteriormente existe

otro derivado del isopreno al cual se le han asignado funciones de in"

termodiarío en mauíferos (Tabla h). Dicho compuesto es e] rcLínol o

vitmïina A cuya fórmula aparece en la Figura 10.

Figura 10: yónnula dsl_5gtiqg}
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Comose ve en la Figura 10 a diferencia de los pronolcs

mencionados antes éste posee un ciclo en e] extremo de ln cadena.

Este tipo de compuestos ha sido partiCularmente estudiado

por los grupos de Wolf (121-123) y Peterson (126, 127). Piensan que

cl retinil-monofosfato-azücar puede ser importante en la glicosilación

de algunas proteínas, aunque esto últñno no ha sido claramente

demostrado.

Comoen el hígado Se forma sinulatáneamente reLinil y

doliquil-monoíosfato-manosa (34, 110) será de muchointerés determinar

si las proteínas que glicosilan son iguales o diferentes.

Finalmente debe señalarse que se han descrito dos lípido

fosfato-azücares, cuya porción lipïdica es la vitanina ü (134).
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H ANTECLDLHTLS RECIENTES Y OBJhTIVOS DE LA INVESTIGACION

Comose indicó al hacer referencia a la Tabla 4, en la

mayoríade los casos, en procariotes, los prcnil-difosíata-azúcares

participan en la Lonnaciónde la cadena principal de heteropolisacá

ridos y los prenil-monofosfaro-azúcares en la modificación de

dichas cadenas.

Resultaba de interés entonces estudiar con algún detalle

la biosíntesis de homopolisacáridos vinculados a membranas(68) para

ver si en estos sistemas, que no deberían poseer unidades repetitivas

del tipo de las del polisacárido 0, la naturaleza recurría a lípidos

poliprenólicos o poseía otras respuestas.

El sistema elegido comomodelo fué el de la biosíntesis

de celulosa en bacterias, concretamente en Acetobacter xylinmn. En

este organismo Glaser (174) ya había informado que la celulosa se

sintetiza in vitro a partir de UDP-Glu. En este mismosistema Colvin

y col (175, 176) hablaron de la existencia de un "intermediario

soluble en alcohol" pero la naturaleza del intermediario no fue

establecida con claridad.

Usando un sistema enzimática crudo de células de

Acetobacter y UDP-(14C)-Glucomonucleótido-azücar dador se observó que

se incorporaba radioactividad a un glucano y a material liposoluble

ademásde a la celulosa. El material liposoluble obtenido en

distintas condiciones fue analizado de diversas maneras. La Figura ll

ilustra un ejemplo.
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Figura ll: Cromatogrggïa_ggngyAE-celulosadel extracto butanólico
obtenido a ¿artir de UDP-Gligpggemente marcado c_on(.2 (IFC) _L1u_c_o¿a
i (cn 32? en el fosfato veciggi(68L.

hl material, proveniente de una incubación con UDP-Glu

doblemente marcado en 14C y 32P se analizó por cromatografía en

DnAL—celulosausando como eluycnte un gradiente lineal de acetato de

amonio (Materiales y Métodos). El perfil obtenido (Figura 11)

reveló la existencia de 3 compuestos dos de los cuales poseían doble

marca (68). El análisis de estos compuestos reveló para ellos las

Siguientes estructuras (68):
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Pico II = Lipido-P-p -(:n1

l’ico m = Lípido-l’P-fl -Glu

Pico E= Lípido-PP-* -Celobiosa

Se demostró también que el Lípido-P-Gal y el Lípido-PP-Glu

se sintetizan de la siguiente manera:

O
UDP-Gal + Lípido-P ;:::! Lípido-P-Gal + U6;

.
UDP-Glu + Lípido-P ¡:1 Lípido-Pg-Glu + UMP

La presencia de UDP-Galse justificó suponiendo la existencia

de UDP-Gal4 epimerasa en el preparado enzimático usado.

La síntesis del Lípido-PP-Cel no está aun definitivamente

dilucidada ya que existen dos caminos posibles aunque el de la

reacción 2) parece más probable (73):

1) Lípido-PP-Glu + UDP-Glu

Ï}+ Lípido-PP-Cel2) Lípido-PP-Glu + Lípido-PP-Glu

Se debe señalar que por lo menos el Lípido-PP-Glu (y

posiblemente el Lípido-PP-Cel) es un intermediario en la síntesis del

glucano que, comose indicó anteriormente, se forma al incubar el

preparado de Acetobacter xylinum con UDP-Glu(73). La función que

cumple el Lípido-P-Gal no ha sido afin establecida.

De todos estos compuestos la única porción que permanecía

sin dilucidar era la correspondiente al lípido. Determinar su

¿ggglgggra ¿ye elgprimer objetivo del presente trabajo¿_ En otros sistemas

bacterianos el lípido ha resultado ser el undecaprenol (Tabla 3).
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Por ollo se penso que probablemente en este caso sucediera lo mismo.

Existían 3 caminos posibles para encarar el problema:

;.—¡ V Ptilizar un probable análogo.

Z
V Aislar el lípido endógeno.

3 V Estudiar la biosíntesis del lípido endógenoa partir de un

precursor radioactivo.

La tercera vía se desecha ya que presentaba el problema

de la inpermenbilidad del Acetobactcr xylinum al precursor más

específico: ácido mevalónico (R.C. García observaciones no publicadas).

Se optó entonces por comenzar aislando un simil de plantas,

el ficaprenol, que difiere del undecaprenol en que posee 3 dobles

ligaduras trans en lugar de 2 (Tabla 3). El ficaprenol se fosforiló

químicamente y se intentó usar comosustrato para ver si estimulaba

1a síntesis de alguno de los compuestos liposolubles señalados.

Este estudio se completóutilizando otros probables aceptores tales

comoel dolicol-monofosfato e inclusive se trató de aislar el aceptar

endñgenode extractos lipídicos de Acetobacter xylinum.

—En segundo término se investigó lagpresencia de otras enzimas

vinculadas a estos compuestos.

n finalmente se estudió 1a_presencia de aceptores Jipídicos en

plantas.



Hcdio de cultivo, condiciones de crecimiento l
obtención de células de Acetobacter xylinum

El medio de cultivo fué el de hestrinL y col (177) que

Contiene:

(Á P/V)

Glucosa 2.0

Püptona (Difco u UCLFA) 0.5

extracto de levadura
(Diíco o Yeast Product Inc.) 0.5

Fosfato disódico anhidro 0.27

Acido cítrico con 1 mol de agua 0.115

Condiciones de crecimiento;— Se utilizó la cepa de Acetobacter

xylinmn HRRLB42 cultivada en forma estática a 30°C durante 48

horas en frascos de Roux de 1 litro que contenían 200 ml de medio.

Las siembras se hicieron con 20 m1 del líquido infranadante de un

cultivo de 48 horas. En estas condiciones se forma sobre el

medio de cultivo una película que consiste principahnente en

celulosa y que contiene en su interior a la mayoría de las células,

no obstante, el líquido infranadante contiene también células y se

lo puede usar comocultivo iniciador.

La cepa de Acetobacter xylinum NCIB8747, una mutante que

no produca celulosa, se cultivó en el mismomedio y a la misma

temperatura pero con agitación (200 RPM)en erlemneyers de hasta

2 litros ocupados en 1/5 de su capacidad. Ln estas condiciones el



cl tiempo dc duplicación dc las células D747 fué dc aproximada

mente 2 horas.

cl mismomedio adiciouadode un 5%de agar se utilizó

para conservar a 4"C, cultivos ue 48-72 moras de anbas cepas. Se

hicieron rcpiunS cada 2 6 3 meses.

Ubtcncióh dc células con la cepa b42;- se siguió la técnica de

¿estrinb y col (177) ligcrcmuutc siiplificada. Todas las opera

ciones se rcalizaron a temperaturas no rúyores dc 4°C.

Conla ayuda cc una varilla de vidrio se retiraron las

películas de los frascos de Qouxy se lavaron eu grupos de 4 con

ZUOml dc buffer 0.01 H fosfato-citrato pu b (buffer de lavado). bu

repitió el lavado y luego las 4 zoogleas se colocaron en una

liguadora común, se completó el volumen total a 500 ul con el

buffer de lavado, y se uomogencizó durante 1 minuto a velocidad

máxima.

A continuación se filtró a través de tela para quesos para

quitar la celulosa, y el LilLrado, que contenía las células, se

ccntriíugü a olüu x g (6000 KPH)15 minutos. El sobrenadante

obtenido se usó comofuente de polisacñridos (Acoptores de balactosa).

ul precipitado Su rcsuspcndiñ en el mínimode buffer de lavado

y Cuutrifu;5 a IZÜUUA g (10000 LPR) b miuuLos. Lata operación

de lavado y centrífugacióu se repitió otra vez. Las células se

conservarou a —20°Co se procesaron comosc señala en Preparación de

uuzimas.
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Las bacterias de la cepa 8747, que comose indicó no

producen celulosa, se cosecharon centrifugando a 8340 x g

(7000 RPM)15 minutos y luego se lavaron con el buffer de lavado

en 1a misma forma señalada para el caso de la cepa 542.

Preparación de enzimas de Acetobacter xylinmn

Se utiliZaron varios preparados enzimáticos:

a) Células tratadas con EDTA(68).—- Las bacterias

lavadas se resuspendieron en buffer 0.01M EDTA-Tris pH 8.0 en

una proporción de 2.5 m1 de buffer por litro de medio de cultivo

y luego se congelaron. Cuandofué necesario usarlas (en

ocasiones después de un año) se descongelaron y volvieron a

lavar 4 veces con 2 volúmenes de buffer EDTA-Tris pH 8.0. Luego

se resuspendieron en l volmnen del mismobuffer y se volvieron a

congelar. Este preparado enzimático conserva su actividad por

varios meses.

b) Células toluenizadas (l78).-— Se utilizaron células

tratadas con LDTA,a las que momentos antes de su uso se agregó

tolueno al 1%(concentración final). Se las mantuvo 15 minutos

a 0°C agitando en vortex cada 3-4 minutos.

c) Células tratadas con lisozfina.- Se siguió el método

de Costerton y col (179).

d) Particulados obtenidos en celda de Freuch.-— Se sus

pendieron 0.6 gramos de células en buffer 0.07MTris-uCl ph 8.2 y

se pasaron 2 veces por la celda de French a una presión promedio

de lO psi. El material se centrífugó a 480 x g y.luego el



sobrenadante se volvió a centrifugar a 18.000 x g. Tanto el

precipitado de 480 x g comoel de 18.000 x g se suspendieron en

buffer 0.07MTris-HCl ph 8.2. Se usaron mnbas fracciones

(P43 Y PlS)‘

e) Particulados obtenidos con el desintegrador de

Nossal.-— Normalmentese usó la siguiente proporción de sustancias:

0.5 gramos de células húmedas
2 5 gramos de ballotini (5 micrones).

5.0 ml de buffer 0.07“ Tris-HCl ph 8.2.

La operación se realizó a -10°C en un tiempo total de

4.5 minutos divididos en 3 periodos iguales de 1.5 minutos, con

intervalos de l minuto. El material resultante se centrifugó a

480 x g durante 5 minutos para eliminar los ballotini y células

sin romper.

Ll sobrenadante de 480 x g se centrifugó a 30.000 x g

45 minutos obteniendose un precipitado que se resuspendió en

0.6 ml de buffer 0.07M Tris-HCl ph 8.2, y un SObrenadante que se

usó tal cual. Resumiendoeste tratmniento produjo 3 fracciones

celulares:

- Sobrenadante de 480 x g (548)

- Precipitado de 30.000 x g (P3U)

- Sobrenadante de 30.000 x g (S30)

f) Particulados extraídos con solventes.- Se siguió el

método de iroy y col (26) y se usaron para ello U.050-0.100 granos

ce enzila P30. nl método de extracción consistió basicamente en
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quitar los lípidos con acetona y butanol y luego lavar las células

con acctnna y ¿ter etílico, teniendo cuidado de realizar todas es

Las operaciones a —;U”C. Finalmente el precipitado se resuspendió

I\en u.2)U nl de buffer 0.07ü Tris-HCl, pn 8.2, 0.00M4‘3-mercaptoetanol.

¿312313216193¿“29:16 .Arysia.

Se cultivaron arvujas, Pisum sativum variedad cuarentona

enana, sobre papel de filtro hünedo, durante 5-7 días a temperatura

wnbiente en la oscuridad. Se cortaron los tallos y homogeneizaron

1 minuto en ünuimixer (Sorvall) en buffer 0.1M Tris-uCl ph 7.4,

0.02}í@-mercaptoetanol y U.25Nsacarosa. Esta y las operaciones

siguientes se realizaron a tanperaturas no mayores de 4°C. El

homogeneizadose filtró por tela para quesos y el filtrado resultante

sc centrifugó a 1000 x g 15 minutos descartándose el precipitado.

E1 sobrenadantc se centrifugó a 20.000 x ¿ durante 60 minutos y el

precipitado obtenido se resuSpendió en el mismobuffer; constituyó

el sistema enzimático usado (enzima de arveja).

Sistemas de incubación

a) cun enzimas de Acctobacter xvliumn:— Las incuba

baciouus se realizaron normalmente a 30"C durante 30 minuto». La

mezcla de incubación tipo contenía:

“uffer 0.1M Tris-LC] ph 8.2 5 uwclcs

EDP-(“‘Cflilu 0 IT'DP-(J-¿‘CNSal 0.54,.) manías



¿btlz 0.6mnoles

LMTA 0.2umoles

nnzina cantidad indicada en cada caso

1Li volumen final se ajustó a 0.67 m1 con agua.

Cuandose usaron lípidos exógenos, estos se llevaron

o seco bajo 52 en el tubo de incuoación; luego de agregarles

Triton x-lto (0.62 de concentración final en la mezcla tipo) y

nuffer, se agitaron vigorosamente en vortex para resuspenderlos

bien. Recién entonces se completó la mezcla de incubación.

Las reacciones se finalizaron añadiendo 0.1 ml de butanol.

La incorporación de marca a material soluble en SOIVentes

orgánicos se determinó extrayendo la mezcla 3 veces con 0.1 ml de

butanol, luego estos extractos combinados se lavaron 3 veces con

0.1 ml de agua (63). Finalmente se tomaron alícuotas de las

fracciones butanólica y acuosa para determinar la radioactividad.

Rutaniariamente el material soluble en butanol se croma

tografíó en papel en los solventes n y F. ¿1 solvente F permite

distinguir lípido-fosíato_azücares, que migran cerca del frente de:

nuncluótido—azücares, hexosas y sus ésteres fosfóricos de movilidad

menor, que podrían contaminar el extracto.

L1 solvente E, en cambio, distingue entre LÍpido-P-Ga],

Lípido-PP-Glu y Lípido-°P—Celobiosa. El Lípido-P-Gal, migra cerca

del frente del solvente (Rf=0.9) (68), el Lípido-PP-Glu y el

LIpido-PP-Cel, se descomponenproduciendo los ésteres cfclicos de

los correSpondientes azúcares, de movilidades características:
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¿f=0.57 para el óstcr proveniente del Lípido-PP-Glu y

Kf=0.43 para el Ester proveniente del LIpido-PP-Cel (08).

La incorporación de radioactividad a polisacárido Se

determinó tratando ei material insoluble en butanol 3 veces con

0.050 ml de una solución aguaqaetanol 3:1. L1 precipitado se

descartó y el sobrenadante se cromatografió en el solvente G para

separar sustancias de alto peso molecular, que quedan en el origen

uel cromatograma,del exceso de sustrato radioactivo, de

movilidad mayor. La zona del origen de cada uno de los cromato¿ramas

se cortó para medir su radioactividad.

incubacióngpara determinar actividad de prenol quinasa.- Se llevó

a cabo en dos etapas. Se utilizó la mezcla de incubación tipo, en

la que el nucleótido-azücar fué reemplazado por uTJZP, con el

agregado o no de ficaprenol y Triton x-lOO (0.1% de concentración

final). Se inCubó primero 15 minutos a 30°C y luego se añadió un

exceso de UDP-Galno radioactivo continuandose la incubación por

espacio de 90 minutos más.

Las reacciones también se finalizaron añadiendo 0.100 nl

de butanol procediendose luego en 1a forma indicada.

L1 detergente añadido para solubiliZar a1 ficaprenol

resultó un buen inhibidor de las ATP-asaspresentes en la preparación

enzimática, de tal forma que durante la primera incubación se

dcóradó ¿unos de un 252 del AT32P, a juzgar por su adsorción sobre

carbón activado.



b) Con enzima de arvejas.- Las incubaciones se efec

tuaron a 20°C durante 30 minutos. La mezcla contenía:

fi —Líercaptoetanol 0.5 umoles

buffer U.lfl Tris-hCl ph 7.4 2.5 umoles

Mgcl2 0.2 umoles

UDP-(14C)Glu 0.8-l.0 nmoles

¿nztua 100-300 ug proteína

El volumen final se ajustó a 0.050 m1 con agua.

Cuandose usó un aceptor lipídico exógeno se procedió

comoen el sistema de Acetobacter xylinum, añadiendo Triton X-lOC

(0.5% de concentración final) a la mezcla de incubación.

La reacción se detuvo con butanol y se procedíÓ en la forma

ya indicada.

Esta preparación incorpora glucosa a lípidos neutros

además de a los polares y por lo tanto se debieron separar ambos.

Se usó cromatografía en papel de DLAL-celulosa (WhatmanDL-ZO) con

butanol saturado en agua comosolvente. Con este sistema los

lípidos polares cargados negativamente quedan en el origen, mientras

que los lípidos neutros o cargados positivamente migran con el

frente del solvente. Luegode ubicar la radioactividad en un

radiocromatógrafo, se cortaron el origen y el frente de cada corrida

y se midió su radioactividad.

En otros casos los lípidos neutros se separaron de los

cargados por cromatografía en columnas de DEAL-celulosa chicas.



Tratamientos degradgfivoï

hidrólisis a gfiz de lïgidg:azücares.- Se realizó de 2

¡11131181735 2

a) A las muestras llevadas a seco bajo N2, se les

agregó nCl 0.01“, se agitaron y calentaron a lOO°ClO minutos.

ul uCl se eliminó evaporando a sequedad 3 veces añadiendo 0.050 ml

ue gua cada vez.

b) A las nuestras, en butanol, sc les agregó un

volumen de metanol, cuatro volúmenes de agua y ácido hasta una

concentración final de 0.01M. Se obtuvo así una sola fase. Este

procedimiento evita la ruptura que experimentan algunos compuestos

cuando se los lleva a seco (68). Luego se calentó a lOÚ°C, 10

ninutos, se enfrió y añadió butanol para separar las fases orgánica

y acuosa. El butanol se lavó dos veces con agua, y este lavado

se unió a la fase acuosa. Finalmente se contaron alícuotas de

ambas fases.

Otras condiciones de hidrólisis ácida sobre distintos

compuestos se indican en cada caso.

nidrólisisgdg»Dolisacáridos.- Se utilizó el métodode

Davisou (180) para hidrolizar polisacáridos capsulares. A la muestra

se agreoó resina Dowex50 X b (n+) en presencia de LCl 0.1N y se

calenLó a lOO°C de 24 a 72 horas, en tubos Cerrados a la llmna. L3

resina se separó luego por centrifugación y el sobrenadante se

llevó a seco varias vuces tomandocon agua para eliminar el exceso

de JCI.



Tratamientoalcalina de acepturus Jipídicqï.-3e siguió

el método de Dawson(181) tal cual lo describen Luhav y col (22).

La nuestra se trató con XaUu0. Men cloroformo-metanol 1:4, 15

ainutos a 37°C, se neutralizó y separó 1a fase acuosa de la

clorofórmica, la que se lavó 3 veces con una mezcla agua-metanol 2:1.

La capacidad aceptora se midió en la fase clorofórmica.

Eggucción catalítica.- Se hizo en 1a forma descrita por

Uright y col (20) con ligeras modificaciones. El Pt se preparó a

partir dc una solución acuosa de hexacloroplatinato de amonioy exceso

de NaBü4. L1 precipitado de Pt metálico se lavó con agua y con

butauol saturado en agua.

La muestra disuelta en butanol se añadió sobre el Pt, se

agitó para resuspenderlo y Se burbujeó ¿2 por espacio de 4 horas con

intensidad suficiente comopara mantener el Pt en suspensión. Se

centrifugó, quitó el butanol y el Pt sc lavó SucesivaMente con butanol

y con agua. Las fracciones butanólicas se combinarou y lavaron con

agua y todas las fases acuosas se reunieron.

Finalmente Se contaron alícuotas de ambas fases.

Tratamiento con fenol.— ¿ste tratamiento se efectuó tal como

lo describen García y col (66). Ln general las muestras se llevaron

a seco, se les agregó 0.160 m1 de fenol al 50%y se trataron a 68-70°C

durante los tiempos indicados en cada caso. Se enfriaron y centri

fugaron para separar las fases acuosa y fenólica. La fase fenólica

se lav6 3 veces con 0.060 m1 de agua. Estos lavados acuosos se com

binaron con la fase acuosa y se lavaron 3 veces con éter etílico para



para elnniuar el fenol. La fase íenólica se llevó a seco agre

gando éter etílico varias veces y evaporando con corriente de N2

cada vez. Se contaron alícuotas de ambas fases.

Tratamientos enzimáticos.

Fosfatasa alcalina (n. coli de Sigga).- Las incubaciones

se hicieron en buffer 0.1M Tris-HCl pH 8.2, a 30°C durante 60

minutos.

La mezcla de incubación se sometió directamente a elec

troforesis (en acetato de piridinio ph 6.5).

°(-—auilasa.- Se obtuvo una preparación cruda de

e! -amilasa salivar (primer sobrenadante) en la forma descrita por

Dernfeld (182). Se incubó con buffer 1MTris-üCl pH 7.8 en

atmósfera de tolueno a 37°C durante 20 horas (183). La reacción se

detuvo con 2 volúmenes de etanol y la mezcla se cromatografió direc

tamente en papel con el solvente H.

(3 -fosfoglucomutagg¡—(Parcialmente purificada de tuglena

gracilis y cedida gentilmente por el Dr. L. Harechal). Las incuba

ciones se efectuaron a 37°C durante 60 minutos en la forma descrita

por Belocopitow y col (184). La mezcla de incubación contenía:

buffer 0.04ü huPES ph 7.0, 0,005“ V;C12, 0.0008M EDTA,0.1M arseniato

de sodio ph 7.0, 0.010 m1 de enzima y los sustratos radioacrivos o

no. La reacción se detuvo añadiendo 0.020 ml de nCl 1My calentando

a 100°C10 minutos. nl hidrolizado resultante se analizó directamente

por electroforesis en acetato de piridinio para separar glucosa de

¿lucosa-b-fosfato.
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Cromatografía en columnas de DfiAL-cclulosa

a) DLAL-cvlulosa (Linor SS p. AL de Serva) para soluciones

lipofílicas.- Sc sibuiuron dos técnicas parecidas. nn un caso se

usaron coluünas ue 1.2 x 60 on, refrigeradas y se siguió el método

de Rouser y col (185), modificado por Dankert y col (58). La

clución sc hizo con un gradiente lineal (400 m1) de acetato de amonio

de O a 0.4K en metanol 99%. Las fracciones colectadas fueron de

3 ml.

su cl otro caso se usaron columnas chicas (0.8 x 31 un), no

refrigeradas, las que se lavaron con 12 ml de metanol 99%. Luego

se eluyeron en forma disc0ntinua usando concentraciones crecientes de

acetato de amonio en metanol 99%: 0.1M (12 ml), 0.2K (12 m1) y

U.4M(36 ml). Se colectaron fracciones de 3 ml.

b) DLAL-celulosapara soluciones acuosas.- En este caso

la DEALtratada con ácido, álcali y lavada se resuspendió directamente

en ácido acético 1My Se filtró y lavó para quitar el exceso de

ácido.

La columna de 1.2 x 60 cm, se usó sin refrigeración. Se

eluyó con un gradiente lineal (800 ml) de 0 a 1Mde acetato de amonio

en agua y se colectaron fracciones de 6 ml.

Cromatobrafía en capa delgada

¿e usaron placas de vidrio de 5 x 20 y de 12 x 20 cm. Se

lavaron dejándolas una nocue con mezcla sulfocrómica o detergente y,

luebo de enjuabarlas con bastante agua comüny agua destilada se
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secarou en estufa a 110°C y se dejaron enfriar. Se preparó una

mezcla de agua-sflica Gel G (Merck tipo 60) 2:1 (v/p), 1a que

inmediatamente después uu homogeneizada se extendió sobre las placas

con un extensor Desaga a velocidad constante y con un grosor de

750 u. Luego de aproximadamente 1 nora se activaron a 110°C

durante 90 minutos. Se conservaron en desecador.

OCasionalmente se utilizaron también placas Eastman

(Sílica Gel G Eastman chromatograu sheet 6061) cortadas en tiras de

2 x 14.5 cm.

Solventes usados:

A: Lter isopropílico-éter de petróleo (PL 30-65) 1:4 (v/v) (¿5)

n: 1%Hetanol en benceno (v/v) (45)

C: Disobutilcetona-ácido acético-agua 20:15:2 (v/v) (186)

D: Isopropanol-anonïaco-agua 6:3:1 (v/v) (187)

Para cromatografía en fase invertida se procedió en forma

análoga pero se utilizó sílica Gel H (Merck) y el espesor fué de 200 u.

UnaVez activadas y frías las placas se impregnarou con una solución

al 5%de parafina líquida en éter de petróleo (PE 30-65) y se dejaron

secar. L1 solvente usado en este caso fué acetona-abua 23:2 (v/v) (45).

Ln los casos en que interesaba recuperar alguno de los com

puestos cromatografiados, las placas de sílica Gel G fueron previamente

lavadas dejóndoles correr hCl (concentrado)-metanol 1:9 (v/v) (188).

Luego se secó y activó en la forma antes indicada. siguiendo esta

técnica y desarrollando en solvente C el ficaprenil fosfato puede

ser eluido en forma más eficiente. Para ello la placa se dividió en



en bandas de lcm y se raSpó el material para recibirlo en un tubo

que contenía l m1 de una mezcla de cloroformo-metanol 3:2 y 0.050 m1

de “Cl concentrado. Se agitó y centrifugó para quitar el sobre

nadante y el precipitado se reextrajo en la misma forma. Se reu

nieron las fasas orgánicas (aproximadamente 2 m1 por banda eluida)

y sc lavaron con 0.4 ml de M30124mM. La fase superior se descartó

y la inferior se lavó segün el método de Folch y col (189) hasta

pu 6-7 (se usó para ello c10roformo-metanol_MgC12 4mM3:48:47). Las

fracciones así lavadas se concentraron primero bajo N2y luego con

presión reducida hasta sequedad. Se retomaron en cloroformo-metanol

2:1 y se volvieron a llevar a seco. La operación se repitió hasta

eliminar la diisobutilcetona. Finalmente se tomaron en cloroformo

metanol 2:1. Consustancias radioactivas se procedió en idéntica

forma pero en lugar de eluir la placa an por cmse trabajó solo con

las zonas radioactivas.

Los poliprenoles se detectaron con una mezcla de anisal

oeuido-etanoL-ácido sulfúrico l:18:l (v/v) (46); luego de calentar 5

minutos a lUG°Cen estufa apareció el color verde característico,

aunque a vaccs varió del gris al violeta. Cuandoen lugar de estufa

su calentó con corriente de aire caliente el color fué siempre verde.

Los poliprenoles se revelaron también con fluoresceína al

U.Ol%en etanol (190). Se pasó 1a placa por vapor de agua y se

colocó bajo una lámpara tv: se los vió de un color rosado-violáceo

sobre uh [ondo ligermuente fluorescente. Lsta técnica se usó cuando

no su quiso danar los poliprenoles a fin de poder eluir las zonas

respectivas .



Cromatografía y electroforesis en papel

Salvo indicación expresa solo se utilizó papel hnaUHanN°1.

Solventes usados:

u: Amohíaco 3H en etanol 30% (v/v) (191)

Y: lsopropanol-ácido acético-agua (27:4:9) (v/v) (192)

G: etanol-ácido acético-acetato de muonio 1M
(75:26z4) (v/v) (191)

q: butanol-piridína-agua (6:4:3) (v/v) (193)

l: Acido isobutírico-amonfaco 1M(20:1) (v/v)

J: IsoprOpanol-agua (4:1) (v/v)

n: butanol-piridína-buffer borato de piperidinio
ph 10.5 (6:4:3) (194)

La concentración de ambos componentes en el buffer fue
de 0.35M (194)

L: Lter de petróleo (PE 30-65).

Para el solvente E se usó la técnica ascendente y para

los solvente L y J se usó tanto el sistema ascendente comoel

descendente.

Para el solvente K se usó el papel cortado según

Hatthias (195), mojadopreviamente en el buffer borato de piperidinio,

pl 10.5 a una concentración 0.0175“. Para obtener buenas resoluciones

se observó que la temperatura debía ser Superior a los 25°C.

El solvente I es una modificación del solvente ácido

insobutírico-amonfaco lH (5:3) (161, 196). En este ülttno el

Pi tiene un Rf aproximado de 0.2-0.3 pero en el solvente I el Pi queda

un el origen, lo cual ofreció ventajas para separarlo del prenil-fosfatc,



especialmente cuando los cromatourmnas se desarrollaron en forma

ascendente, en tiras de papel de 2 h 15.5 Pmpara resolución

rápida (aproximadamente lm2 horas).

Para ubicar los azúcares reductores se utilizó el

nitrato de plata alcalino (197). A los compuestos con fósforo se

los ubicó con el reactivo de molibdato (198). Los prenoles se

revelaron con la mezcla anisaldehido-ácido sulfúrico, obteniéndose

un color rosa luego de calentar con corriente de aire.

La electroforesis se efectuó tal Comolo senalnn García

y col (68). normalmente se aplicaron 1000 Volts (20 Volts/en)

durante 150-180minutos. balvo indicación expresa el buffer

utilizado fué 1.2H acetato de piridinio ph 6.5.

Métodosanalíticos

Los azúcares sc dosaron en general con el método del fenol"

sulfúrico (199), usando comopatrón glucosa.

La ramnosa se determinó por el método de Dische y col (200)

tal como lo describe Spiro (201) usando ramnosa (nerck) como patrón.

Las proteínas se determinaron por el mútodo de Lowry (202)

j el patrón usado fué albúmina de suero bovino.

Bars la determinación de fosfatos se usaron 2 métodos:

a) L1 de Chen y col (203) y

b) Una modificación del método de hers y Derr (204) necha

en colaboración con n. Tíbora. Ln este último caso se procedió así:

Fósforo inorgánico.-' A 0.35 m1 de muestra en agua se

agrebaron 0.050 m1 de ácido sulfúrico sn y 0.050 nl de molibdato de
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amonio al 2.5% en agua, se agitó y añadió 0.010 ml de Tweeu 20 al 1.5%,

se agitó y luego se agregaron 0.050 m1 de verde de malaquita al 0.1%.

Se dejó 30 minutos a temperatura ambiente y leyó a 660 nm en un

espectrofotómetro Gilford. Con 0.1 nmoles de Pi 1a absorbancia fué

de 0.11-0.12, es decir, la sensibilidad resultó ser 5 veces mayor que

con el método de Chen y col. La curva patrón se realizó con una

solución de Pi 0.1mMen 1-12'8040.05“. En todos los casos los tubos

en que se hizo la determinación fueron previamente calentados 30 minu

tos a 100°C, con 11280450% y luego se lavaron 3 veces con agua

destilada. Las celdas del espectrofotñmetro se dejaron una noche

con mezcla sulfocrómica, se enjuagaron con agua destilada y se

secaron sobre papel de filtro.

Determinación de fósforo total.— A las muestras llevadas

a seco se agregaron 0.020 ml de HC104 70% y 0.050 m1 de HZSO4SN y

se calentó a la llama hasta eliminar el HC104(vapores blancos).

Luego se añadieron 0.250 ml de agua y se calent6 a 100°C lO minutos.

Finalmente se dosó fosfato por el método b.

Productos químicos

Todos eran productos comerciales, con las siguientes

excepciones:

L1 dolicol, dolicol fosfato natural y fosforilado quími

camente fueron gentileza de los doctores N. Behrens y E. Tábora.

El 1,6 anhidrogalactosano y 1,6 anhidroglucosano fueron

preparados por el método de Montgomeryy col (205) tal cual lo
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¿escriben García y col (63) a partir de O-nitrofcnil{3-4h331wcto

pirauésido y salicina, respectivamente.

L1 ácido manurénico se preparó a partir de ácido

albínico sihuiendo la técnica de Mhistler y col (206).

al ficaprenol se obtuvo por el método de Stone y col (45)

con algunas modificaciones.- En una experiencia tipo se pesaron

500 granos de hojas de gomcro, Ficus elástica, previamente desuervadas,

se trozarou y extrajeron con 900 ul de acetoua durante 2 minutos en

una licuadora metálica (Hariug commercial blendor).

A la mezcla resultante se le agregaron 300 ml de éter

etílico y se dejé extrayendo con agitación ocasional durante

2-3 horas; luego se filtró por tela para quesos y el precipitado se

trató con 1000 m1 de éter de petróleo (PE 30-65). A continuación

105 extractos orgánicos se pasaron a un embudode decantacién y se

les hizo un' partición añadiendo 1/6 de volumen de agua; luego la fase

orúánica se lavó con 1/4 de volumen de agua hasta que dicua fnsc quedó

incolora (4-6 veces).

La fase orgánica lavada Se secó luego durante 24-48 horas

con sulfato dc sodio anhidro, se filtró, llevó a seco, pesó y retomó

en 50 ml de éter etílico al 2%en éter de petróleo (tu 30-65). Ln

este estado se conserva bien en congeladorn a —20°C.

Porciones de aproximadamente 1 grano de dicho material se

fruccionaron por cromatoarafía en una columna dc alümina (Brochan

actividad ll de Serva) con una relación alümiha-sustancia dc 50:1,

cu peso. Para preparar 1a columna, la alfimina se re5uspendi6 bien en

éter etílico al 2%en éter de petréleo (PL SU-LS) y se empacñ cuidardo
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agregar todo el Material de una vez para evitar fracturas.

La columna usada fué de 1.2 x ou c4, no refrigerada, y

la nuestra (5 nl) se eluyó sucesivamente con los solventes que se

indican:

ZXLLer etílico en éter de petróleo (PL 30-65) (v/v) 400 nl

10“ ¿ter etílico en éter de petróleo (PL 3U-65) (v/v) 1000 m1

304 Lter etílico en éter de petróleo (Po 30-65) (v/v) lOUml

75XLter etílico en éter de petróleo (Ph 30-65) (v/v) 500 nl

l'u(;‘mLter etílico 500 ml

el desarrollo de la columnase sibuió por cromatografía

en capa delgada en el solvente A.

el ficaprenol se eluyó con el solvunte que contenía 10%

éter etílico en éter de petróleo (PL 30-65). Se obtuvieron

3 fracciones:

a) Ficaprenol más contaminantes de mayor Rf (aproximada

mente 252;) .

b) Ficaprenol puro (aproximadamente 50%).

c) Fícaprenol más contaminantes de RI menor (aproximada

mente 25A).

Los tubos que contenían ficaprenol y contmninantes se

purificaron por cromatografía, en capa delgada, en bandas, con el

solvente A, usando cono revelador fluoresceína. Para Su elución,

en este caso, una vez ubicada la banda de ficaprenol se ra5p6 la

placa en ese lugar y la sílica se dejó caer sobre éter etílico. Se

“citó, quitó el éter y Se volvió a extraer en 1a misma forma. A



partir de 500 gramos de uojas se obtuvieron 0.200 gramos de prenol.

Lu pureza del maLerihl se estableció por los espectros

infrarrojo y de resonancia magnética nuclear. El análisis por

espectrograíía de masas indicó que sc trataba de una mezcla

aproxhnadamvnte equimolecular de undecaprenol y dodecaprenol. Simi

lares resultados se obtuvieron por cromatografía en fase invertida

con el solvente acetona-agua 23:2 (v/v), aunque en este caso se

observó también la presencia de decaprenol.

Fosforilación_geímica del prenol.->Se siguió la técnica de

Cramer (207) descrita por POpják (208) y modificada por Behrens y

Leloir (30).

Se usó comoagente fosforilante el fosfato de ditrietilamina

(PDTLA). Se disolvieron 2 gramos de L3P0á 99% en 100 m1 de acetoni«

trilo destilado y se le a5regaron 41.3 gramosde trietilamina. Se

dejo una noche en desecador a temperatura ambiente para que cristali

zara. Los cristales Se separaron de la solución madre, se secaron

y parte de ellos se usó para preparar la solución fosforilante

(0.1MPDTdAen acetonitrilo). El rendimiento de esta preparación fué

de un 603 del fosfato inicial.

Fosforilación.- A 10 umoles de ficaprenol disueltos en

3 ml de benceno se le agregaron 0.2 nl de tricloroacetonitrilo

(CC13CH), Se dejó eu reposo 15 minutos en desecador y luego se añadió

bota a gota y con abitación l5 ml de la solución fosforilante

(1.5 mmoles de PDTEA). Pasadas 2 horas se repitieron los agregados

u la solución de ficaprenol (3 mmolcs de PDTEAen total). Se dejó



durante la nocnc, y al día siguienLc se llevó a seco a presión

reducida en un evaporador rotatorio; se retomó en una mezcla

compuesta dr 0.1 gl de L¿C12 ámh, 1.6 nl de metanol y 2.4 ml de

cloroïormo con el objeto de obtener 2 fases. Luego de agitar

y ccntriiugar se descartó la fase superior y la fase inferior ana

rilla se lavó de 10 a 15 veces con una mezcla de cloroformo-metanol»

“¿C12 4mfi(3:48:47) (llamada fase superior te6rica de Folch) (139).

Finalmente la fase inferior se llevó a seco y retomó en 0.6 ml de

cloroformo-netnnol 2:1.

La pureza del producto obtenido se verificó rutinariamente

saubrando 0.005 ml de muestra en tiras de papel Whatran 5° l

(de 2 x 15.5 cm). El cronatugrama se desarrollo en el solvente I,

el ficaprenil-fosfato (Ei?) y el xcesc de Pi se revelaron con el

reactivo dc surrows (198).

¿l prenol que no se fosforiló se separó del producto por

cromatografía en tiras ne papel, de 2 x 15.5 un, en el solvente L.

tu este sistema el ficaprenol fosforilado (PHP)queda en el origen

y cl prunol libre migra con el frente. Se cortaron los orígenes y

irentcs y se eluyeron dc la sibuiente forma: se colocaron los trozos

de papel dentro de jerinóas hípodérmicas de plástico de 5 nl y sobre

cllos se agregaron trozos de papel hnutman n 1. SL comprimioron

fuertemente y se hizo pasar en forna lenta cloroformo-metanol 2: .

Ln albunos casos la separación se hizo en colwnnas de PnAn«

celulosa chicas. nste método es más aconsejable. ql rendimiento

en En? fue de un lla con respecto al ficaprenol inicial, y no mejoró
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por el hecho de usar solventes destilados y sacos, o variando la

cantidad de agente fosíorilante. Usando 1.5 mmoles de PDTLAel

rendimiento fue del Si y con 6.0 mmoles el rendimiento fue de un

6%.

Cada partida de FüP, se hidrolizó a pHZy el producto

soluble en agua se sometió a electroforesis en acetato de piridinio

y a cromatografía en papel en los solventes G e I. nn todos los

casos el producto de hidrólisis se comportó comoPi.

Obtención de extractos lipídicos de A. xvlinum.—Se

utilizaron ambas cepas, 342 y 8747. Las células tratadas con

LDTA(68) se centrifugaron y el precipitado se extrajo en forma

indistinta: a) Conbutanol, o b) con clorofonnoanetanol.

a) Conbutanol se extrajo 4 veces y se agitó ocasional

mente en vortex, El butanol se lavó 3 veces con agua, concentró

a presión reducida, retomó en cloroformo-mctanol (2:1) y luego se

fraccionó por cromatografía en una columna chica de DLAL-celulosa.

El dosaje de aceptor en los eluidos de la columna se hizo enzimatíca

mente utilizando la enzima P30.

Los eluidos sc agruparon en 4 fracciones (Fl, 11, Ill

y IV) se llevaron a seco, y salvo el percolado Se disolvieron en

butanol-agua. Las fases butanólicas se lavaron varias veces con

agua para eliminar las sales. Se llevaron a seco y todas las

traccioncs se tomaron en cloroformo-metanol 2:1 (0.6-l.0 ml). Para

el dosujc sc utilizó de 1/100 a 1/25 dc cada fracción.

b) Con cloroformo—metanol (2:1) se extrajo una vez, se

Eiltró y reextrajo con dicha mezcla, adicionada de amoniaco al 1%(209).



Los extractos combinados se lavaron se¿un Folch (189),

se concentraron a presión reducida y se fraccionaron y dosaron como

en cl caso anterior.

Preparación de las muestras de aceptor endógeno para ex»

pectrografia de masas. ¿l material a analizar se preparó de 2

Ionaas:

l) La fracción con capacidad aceptora eluida de la colwana

de DnAL-celulosase hidrolizó en condiciones ácidas suaves (an,

100°C, lO minutos) y se extrajo con éter de petróleo (Ph 3U-65).

Sobre este material etéreo se efectuó el espectro de masa.

2) La fracción soluble en éter de petróleo obtenida como

se indicó en l) se cromatografió en una columna de DEAL-celulosa y se

analizó la porción neutra.

La cantidad de muestra analizada, Suponiendo que la hidró

lisis fué completa, varió entre 30 y 60 ug. (un este caso el

dosaje del aceptor se efectuó también enzimáticamente pero incuhando

durante 2 horas con cantidades saturantes de UDP-(14C)-Ga1).

Obtención de extractos lipídicos de arveiaf- El preparado

enzhnático de arvejas (página 3o ), se extrajo 3 veces con butanol

y se continuó según el procedimiento indicado en a) para Acetobacter

xylinum, con la salvedad que la determinación de aceptor en los

eluidos de la columnase nizo utilizando enzfiua de arveja.

Los extractos lipídicos de insecto y soja fueron gentiles

donaciones de los doctores L. Quesada Allué y C. Brett respectivamente.



Obtención de polisacáridos (210).— Se usó el sobrLLnduuLv

de la obtención de células de A. xylinum L42 (página 33). Dicho

material se trató de la sibuiente manera:

l) Se concentró a presión reducida en un evaporador

rotatorio a temperatura no mayor de 40°C.

2) ul jarabe resultante se llevó a pn2 con hZSO453 y Se

descartó el precipitado formado.

3) L1 sobrenadante se llevó a ph 8-9 con Kaon ION, se

descartó el precipitado.

4) Al sobrenadante alcalino se le agregó “2804 SNhasta

puz y luebo se le añadienx12 volúmenes de acetona a 4°C, en forma

lenta y con agitación.

5) Se dejó en heladera por 2 6 más días.

ó) b'c descaztó el sobrenadante y el precipitado se retomó

en el mínimode agua y se dializó contra 4 litros de agua durante

24 horas cambiéndola 4-5 veces.

7) nl material dializado se liofilizó y guardó a —20°C

hasta su uso.

Partiendo de 6.8 litros de cultivo se obtuvieron 0.95 granos

ue polisacáridos.

PreciBitación de mananos¿—-Se hizo según el método de

Algranati y col (211), pero usando tanto el reactivo de Somogyi como

el de Fehlinb.

Commuestos radioactivos.-— UDP-(14C)-Glu y UDP-(lAC)-Gal

fueron preparados por N. iñóu dc Ianino a partir de glucosa

uniformancnte marcada (Amersuum-Searle, 200-300 mCi/mmolde actividad
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específica), siguiendo la técnica descrita por Thomas(212) con

diversas adaptaciones.

1.1 (y 321’) ATP fué cedido gentilmente por el

Dr. l. Piras (=AT322).

L1 32H fué provisto por la Comisión Nacional de Energía

Atómica y por Amersham—Sear1e.

¿1 DolMP-(14C)-Glu obtenido con enzflua de hígado de rata

fué una donación del Dr. C. Brett.

Preparación de ficaprenil monofosfato (32P)(=FM32P).-Se

Siguió la misma técnica descrita para el FTPno radioactivo con

algunas modificaciones;

Preparación de agente fosforilaute (32PDTEA).—A 20 mCi

de 32Pi sin portador se agregaron 0.1 mmolesde h3P04, se llevaron

a seco y se la añadieron 0.050 ml de acetonitrilo y 0.030 ml de

trietilamina. Al día siguiente se evaporó el exceso de reactivos

y el 32PDTEAse disolvió en 0.60 m1 de aCctonitrilo.

Fosforilación.- A 0.4 umoles de prenol disueltos en

6.120 m1 de benceno se agregaron 0.010 m1 de tricloroacetouitrilo

y 60 umoles de 32PDTLAy se procedió en la forma ya señalada.

Con respecto al 32Pi inicial, el rendñniento en FM3ZP,

medido como fosfato (32Pi) ácido lábil, fué de un 0.1%. Dicho

material incluye sustancias no identificadas que se separaron por

cromatografía en capa delgada (Placas Eastman), en el solvante D.

Se obtuvieron varios picos de radioactividad cuyo análisis detallado

se describe en Resultados. Solo el pico 3 de Rf = 0.7-0.8 (187)
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sc comportó como lNP y sirvió como aceptor de ¿alactosa en un

ensayo enzimático. Dicho material fué eluido de las placas con

9.1h muoníaco un metauul y Su rendñuiento oscíló entre 0.59 y

0.154.dul Pi inicial.

cn las fosforilaciones realizadas con pequenas cantidades

de sustancias la humedadfué crítica, y si los materiales y reacti

vos no fueron previmneute sacados los rendimientos resultaron aun

mencres.

IormacíQ¿¿gg_¿ub anhidroüglggggynïLï_l¿p_flnïuugu¿¿gp:

sano q%partir de derivados radioactivos.— Se siguió la técnica de

Juntuomery (205) lideraMcnte modificada (73): Se llevó la muestra a

seco bajo HZy se trató con 0.1H Nauh en n-propanol al 99%, a 62-68°C

durante 90 minutos. be agregaron 0.1 ml de clorofonuo y 0.1 nl de

agua, s: obtuvieron 2 ias:s, la inferior (cloroIormica) se lavñ

3 Veces con 0.1 ml de agua, que se reunió n la fase acuosa. me

Jeterminó rudioactividad en nlícuotas de cada fase, y luego la fase

acuosa se neutralizfi con resina Doweh50 x 8 (u+) para Su ulterior

análisis.

medida dc la radiqggtjvidqg

La radioactividad en electroforogrmnas y cranatogramas

un papel o capa delgada Se detectó con un radiocromatógrafo

Packard modelo 7201.

Los compuestos radioactivos se midieron con soluciones 2.. (D

“ray (213) o con una mezcla que contenía 4 ¿ramos de Ownifluor

(now Encland nuclear) cn 1 litro de tolueno en contadores de



centcllco Packard Tri-carb modelos 200'7y 2003.

La mezcla de Omnifluor en tolueno se utilizó para

3¿ 140 en trozos de papel provenientes de cronatografíascontar y y

v/o electroforesis. Luego de contado cada papel se lavo 3 veces

I’Y
coo tolueno para quitar el exceso de material de centelleo

3 veces con éter etílico para elhniuar el tolueuo y poder así

eluir las sustancias medidas.



¡ELS I ÉLTADOS

lncquuracíón a_hartir de UhP-Clu

[no de los prilcros problemas encarados fué el de lograr un

sistema enzimático y condiciones de incubación que, por el agregado de

rnP, penuitícran observar un estímulo en la incorporación de hexosa

radioactiva (proveniente de UDP-(14C)-Glu)a material liposoluble.

La Tabla 5 muestra los resultados obtenidos con varios

preparados.

Tabla 5. lncornoraciég_ge (14(Q_nexosga_gateripl soluble_gngngïggg.
con diferentes preparados enzimáticos.

Condiciones Células Células Particulado Células
de tratadas tratadas de celda de tratadas

incubación con lisozima con tolueno French con EDTA

Pas Pls

(14€)—hexosa(pmoles) (14C)-hexosa(pmoles/mg proteína)

Sin adiciones 2.4 1.4 - — 2.0

+Triton X-lOO 18.3 7.3 6.7 19.1 6.2

+F - 1.5 - - 1.7

+FHP - 1.6 - - 2.2

+Triton X-lOO y E - 7.0 — — 5.3

Triton x-100 y {vw 8.9 13.3 18.0 29.4 18.5

Las condiciones fueron las de la incubación tipo: 0.65 nmoles de
UDP-(1 C)-Glu (309 uCi/umol) y donde se indica 0.62 de Triton x-1oo,
4.3 nmoles dc F (ficaprencl) y 4.5 nmoles de FMP. La fuente enzi
mática fué la señalada en cada caso.
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Comopuede verqe, en general, el agregado de detergente

5010, Triton X-lOOen este caso, produce un estímulo considerakle

(de hasta 7 veces en algunas ocasiones). En ausencia de

detergente, en cambio, ni el ficaprenol ni el ET? produjeron

variaciones significativas. Por otra parte, el estímulo fué

máximo por el agregado de PMPy Triton Y-lñO, en todos los casos.

Tabla 6. Incorporación de (IAC) hexosv a material soluble en butano},
con las diferentes fracciones obtenidas con el desintnvrador de Hossa .yc,

Fracción enzñqática Condiciones de incuhación (14€) hexosa
(pmoles/mg protein?)

34% sin adiciones 6.4

San +Triton ï-lñfl 40.5

Sha Triton X-IOO y PMP 105_0

P30 sin adiciones 55.0

P30 +Triton x-100 69_g

P30 +Triton X-lflfl y.FTQ 1¿p_0

S30 sin adiciones 1.3

530 +Tritou X-lOO 1¿.]

53o +Tríton X-100 y nm 37.6

F30 + l330 Sin Pdiciones ¿.3

P30 + 330 +Tritnn xnïnn 35.1

P30 + 333 +Trít0n Y-lñn y FMP 13a G

IPS condiciones fueron ïas indicadas en la incubación tipo: “.69 nmoles de
UDP"(14C)-C]u {309 nCi/umol) ' donde se indica, 0.6? de Triton Kulnfi,
2.5 nuolos de PNP. Enziwas: S \ (230 ug proteína), qu(26.5 ug protein»),
330(2”5 ng protaínn) y P30 + 30(96.5 + 235 = 231.5 ng proteína).ins‘V

JJe
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Resultados afin más netos se obtuvieron con fragmentos

celulares obtenidos Con el desintegrador de Nossal (Tabla 6). Como

se observa, de las 3 fracciones enzimáticas analizadas 1a P30 fué

1a que produjo las mayores incorporaciones y minimizó a la vez

el efecto del detergente. Este efecto fué muynotable en el

particulado crudo (S43). La recombinación de las fracciones P30 y S30

reprodujo practicamente los resultados obtenidos con la SAU.

La Tabla 7 muestra un experimento realizado solanentc con la

fracción P30. Se reproducen los resultados vistos, y ademásse

Tabla 7. Efecto de distintas adiciones sobre el sistema P30

Condiciones de incubación (14€) hexosa liposoluble
(pmoles / mg proteína)

Sin adiciones 51.1

+Triton X-lOO 73.5

+1." 51 . l»

+FMP 5 9 . 9

+F y Triton X-lflO 64.3

+FMPy Triton X-lOO 152.4

La incubación tipo contenía: 0.65 nmoles de UDP-(14€)-Clu (268) uCi/umol)
y donde se indica 4.5 nmoles de FTE, 4.3 nmoles de ficnprenol (F) y
0.6% de Triton X-lOO.

observa que el FMPsolo y el ficaprenol solo o en presencia de

Triton XnIÜO,no tienen efecto alguno. Nuevamente el estímulo es páximo
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(aproximadamente 100%con respecto a1 incubado con Triton X-lOO)

en presencia de PMPy Triton X-lOO, que, por otra parte resultó el

mejor de los detergentes ensayados (Tabla 8).

Tabla 8. Lfecto de diferentes detergentes en Eresencia o no de
FMlesobre la incorporación de (IEC) hexosa a lípidos.

Condiciones de incubación (14€) hexosa liposoluble
(pmoles / mg proteína)

Sin adiciones 53.9

+Triton X-lOO 61.8

+Zonyl A 44.1

+desoxicolato de sodio 31.5

+Triton X-lOO y FNP 109.4

+Zony1 A y EMP 42.7

+desoxicolato de sodio y ETW 42.3

Las condiciones fueron las de la incubación tipo con 0.6 nmoles de
UDP-(14C)-Glu (268 uCi/umol), enzima P3O(92 ug proteína) y donde se
indica: 1.8 nmoles de FNP, 0.6% de Triton x-lOO, 0.09% de Zonyl A y
0.42% de desoxicolato de sodio.

Se investigó también el efecto de fosfolípidos, cefalina

en este caso (Tabla 9), pero en los sistemas ensayados no se obser

varon estimulaciones significativas a menos que el FMPy el Triton x-lOC

se encuentren presentes.
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Tabla 9. afecto de cefalina sobre la incorporación de (14€) hexosa
a material liposoluble.

Condiciones de incubación Células tratadas Enzima P30con lisozima

(14€) nexosa (14€) hexosa

(pmoles) (pmoles/mg proteína)

Sin adiciones 2.4 48.0

+Triton x-100 18.3 47.6

+Cefa1ina 2.4 43.5

+Triton X-lOOy cefalina 13.2 46.6

+Triton X-lOO y PMP 28.4 91.5

+Cefalina y PHP 3.6 50.7

+Triton X-lOO + cefalina y EMP 28.9 98.3

Condiciones de la incubación tipo con 0.62 nmoles de UDP-(14C)-Glu
(309 uCi/umol) y donde se indica: 1.25 nmoles de PMP, 135 ug de
cefalina, 0.6% de Triton X-lOÜ. Las enzimas son las señaladas en
cada caso.

Conel sistema enzimático y el detergente elegidos

(P30 y Triton X-lOOrespectivamente) se estudiaron las condiciones

óptimas de estimulación. ul efecto de cantidades crecientes de

FT? se ve en la Figura 12. Usando la mezcla de incubación tipo,

con aproximadamente 0.2 nmoles de PHP se alcanzó una meseta.
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L1 efecto de la concentración de UDP-Gluse estudió

entonces en presencia de 0.2 nmoles de FMP(Figura 13). En

presencia de FMFy Triton x-100 el estímulo fué mayor a mayor

concentración de nucleótido-azücar, sin que en las condiciones

del ensayo, se llegara a una meseta. En todos los otros casos,

comoera de esperarse, no se observó activación significativa.

.73 l l I
En.U') k 4E fi
2* 0.2
É
c A

<
nn

Q
g 0,1

8
:1

0 J l ¿
0 l. 8 12

FMP[,uM]

Figura 12. IncorEoración de (14€) hexosa a material soluble en
butanol en presencia de diferentes cantidades de FMP. Las
condiciones fueron las de la incubación tipo con 0.65 nmoles de
UDP-(14c)-<;1u (309 uCi/mnol), 0.6% de Triton x-1oo, enzima P30
(18 ug proteína) y las cantidades de FMPindicadas.
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figura 13: Lfccto de 1a concentración de UDP-(14€)Glu. Las con
uicioues fueron las de la incubación tipo empleando las cantidades de
UDP-(14€)Glu que se indican y enzima P o (25 ug proteína). @-—o)
sin adiciones, (I-I) Triton X-lOO0.67: final, (A-A) 1.2 nmoles dc
[icaprenol y 0.65 ce Triton ¡{-100 y (0-0) 0.2 nmoles de FHPy 0.6/2
dc Triton X-lUO.

nnálisis dc los productos solubles en butanol.

Los e:.tracto:; bntanólicos obtenidos incubando con y sin

¡WWen ¿resencia cc Triton X"100 sc analizaron por cromatografía un

papel (FiLHrn 14).
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100- solven'te E

TrHon X-100 ‘

0 _ —
J l

100— solventeE _.

Triton X-100 y FMP

E
5 300- solvente F _.

TrHon X- 100

110_ solvente F

Triton X-100 y FMP

Or Fr

DISTANCIA

Fi; ura 1/4: 5.1i.e_¿_1_9_5_ _€_1_;_\'__t5_.1c_t9_s__b}1_ff1116_lj._g)spor qrqmatogrql 1'.o.
cï'gageiL La incubación tipo contenía: 0.6,; u-¿z’Ïriton X-10(),-0.2 ¡{molt-s;
m- Mi? y 0.6 nmolm de Uï)l’—’14(l)(2]u(309 uCi/umol). Se utilizaron los
solventes E y 1’.
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Cun el solvente F en ambos casos solo se observa radio

actividad en el frente, lo que indica la ausencia de contaminantcs

polares. cl SOIVente L muestra que tanto en presencia comoen

ausencia de PMPse obtuvo Lípioo-P-Gal, y con los dos solventes

se observa quc en presencia del Lípido-P cxógeno hubo un incremento

del Lípidc-P-Gal.

1Por cromatografía en columnas uc PLAE-celulosavde eeractos

Í I | | I l 1 l l 1 I

800

GEI]

E 1.00- —o,1.
uu
CÏ ,42. - ///
n. z—"
° 200- // / -02/

— / / -—//
0 1/ J 1 1 I 4 0

D 20 40 60 80 100 115

NUMERO DE FRACCION

Figura 15: Srpyygggggïfíq yy column; de PLAL’CFlPlOSÚ. u] extracto
uutauólico su ohtuvo un uha incubacián fino en pr
de FEB y U.bA de 1rit0n X-lüü.

esencia dc 0.2 nmolcs
Sc usó una columna refrigerada de

1.¿ (u cm ucsarrollada comosc indica en Materiales y Métodos.

ACETATODEAmN|o[M]
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butanólicos obtenidos en presencia de FIT y Triton X-lOU, se

obtuvo el perfil que aparece en la Figura 15. Ln este

100 r

POLlMERO(°/o)

U1 C)

TRITON X -100 (Vo)

Figura ló. Formación de polímero en presencia de Triton X-lOO
y de kïw. La incubación tipo contenía: 0.53 nmoles de
UDP-(IÏEÏLGlu (309 uCi/umol), enzima P30, 0.25 nmoles de EMPy
las cantidades de Triton X-lOOque se señalan. El polímero se
'=:id16comose indica en Materiales y Métodos (0-0) Triton X-lOO,
(A —A) Triton X-lOO y FMP.
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caso se observaron dos componentes: uno mayoritario (J) en la

posición correspondiente al Lípido-P-Gal y otro menor (2) en

la que ocuparía el Lípido-PP-Glu (68). Alícuotas de ambos can

ponentes se hidrolizaron a ph 2 y las fracciones acuosas, que

contenían practicamente toda la radioactividad, se cromatogra

fiaron en el solvente ü. Sólo se observó galactosa en el

producto del pico l y glucosa en el del pico 2.

El análisis de los productos liposolubles indica que

en las condiciones de incubación utilizadas solo excepcionalmente

se sintetizó Lípido-PE-Glu (Figura 15). Debido a ello se

investigó someramente el efecto del Triton x-100 y del FMPsobre

la formación de polímero en dichas condiciones. La Figura 16

muestra que la síntesis del glucano se redujo drásticamente en

función del incremento de Triton X-lOO; dicha disminución no fué

revertida por la presencia de PHP. Tano Zonyl A (0.09%) como

desoxicolato de sodio (0.42%) produjeron el mismoefecto que el

Triton X-lOU (0.6%).

Incorporación a partir de UDP-Gal

El hecho que normalmente el incremento producido por el

Lípido-P ezógeno se tradujera en una mayor formación de Lípido-P-Gal

(Figuras 14 y 15) indujo a estudiar 1a síntesis del Lípido-P-Gal

utilizando directanente UDP-Galcomonucleótido-azücar dador.

Una experiencia en paralelo utilizando UDP-Gluy

UDP-Gal(Tabla 10) muestra que las incorporaciones en presencia de
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este último no solo fueron muchomayores sino que también lo

fué el estímulo producido por el PMP.

Tabla 10: Incorporación a material soluble en butanol a partir
de UDP-Gal y UDP-Glu.

Condiciones de incubación UDP-(14€)Glu UDP-(lAC)Gal

(14C) Hexosa (pmoles/mg proteína)

Sin adiciones 50.6 455

+Triton X-lOO 63.8 734

+Triton X-lOO y Pïfl’ 113.6 4124

La incubación tipo contenía enzima P30 (90 ug proteína), y donde se
indica 0.6 nmoles de UDP-(140)61u (268 uCi/umol); 0.62 nmoles de
UDP-(14€)Gal (154.5 uCi/umol); 1.8 nmoles de PMPy 0.6% de Triton X-lOO.

Preparado enzimático.

Vistas las mayores incorporaciones obtenidas con UDP-Gal,

se probaron, a1 igual que con UDP-Glu, los preparados enzimátícos

ensayados anteriormente. Un resumen de las incorporaciones obtenidas

aparece en la Tabla ll. Los resultados son análogos a los obtenidos

con UDP-(laC)Glu: con las células tratadas con EDTAel detergente

estimuló la incorporación a material soluble en butanol, estímulo

que fué aun mayor en presencia de PMP. El FMPsolo no produjo

ninbun efecto. nl ficaprenol solo o en presencia de Triton X-lOOno
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aumentó las incorporaciones. Resultados muysimilares se

obtuvieron con las células tratadas con tolueno, y aunque

las cólulas tratadas con lisozima produjeron poco estímulo

con el uetergente y un buen incremento en presencia de FTE,

no se continuaron usando por las dificultades en lograr resul

tados reproducibles.

Tabla 11: Incorporación de (14€) nexosa a material soluble
en butanol con diferentes preparaciones enzimáticas.

Condiciones Células Células Células
de incubación tratadas tratadas tratadas

con LDTA con Tolueno con lisozima

(14€) hexosa (14€) hexosa

(pmoles/mg proteína) (pmoles)

Sin adiciones 5.3 5.8 56.3

+Triton X-lOO 22.6 18.9 92.9

+F 5.3 — —

+FMP 6.4 7.0 

+F y Triton X-lOO 19.4 - 

+FMPy Triton X-lOO 71.9 62.5 496.7

Las condiciones fueron las de incubación tipo, con 0.66 nnoles de
UDP-(14C)Gal (142 uCi/umol) y. donde se indica, 4.3 nmoles de
ficaprenol (F), 1.8 nmoles de FMFy 0.6% de Triton X-lOO.
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Las mujOIcS estimulaciones volvieron a lograrse con fragmentos

celulares obtenidos con el desintegrador de Hossal (Tabla 12), y la frac

ción más adeCuada fué también la P30, yn que minimizó el efecto del deter

gtutu c hizo máximo c1 estímulo por cl YHP. Las fracciones P30 y S30

comuinadas volvieron a reproaucir los resultados Obtenidos con S¿8.

Tabla 12: Incorporación de (14€) hexosa a material soluble en butanol
con las diferentes fracciones celulares obtenidas con el desintegrador
de Nossal.

Fracción enzimática Condiciones de incubación (14€) hexosa
(pmoles/mg proteína)

S45 Sin adiciones 25.3

S¿8 + Triton X-IOÜ 176.4

S48 + Triton X-lOO y FMF 912.7

P30 Sin adiciones 981.2

P30 + Triton X-lOO 1383.2

P30 + Triton X-100 y FMF 7895.0

S30 Sin adiciones 51.0

S30 + Triton K-lOO 10.5

S30 + Triton X-lOO y FMP 104.2

P30 + S3o Sin adiciones 44.5

P30 + S30 + Triton X-lOO 263.9

P30 + S30 + Triton x-100 y FMF 1218.0

La incubación tipo contenía: 0.62 nmoles de UDP-(14€)Gal(154.5 uCi/umol) y
donde se indica 2.5 nmoles de FMFy 0.6% de Triton X-lOO. Enzimas:
S45 (238 ug proteína), P30 (64.5 ug proteína), S30 (220 ug proteína) y
P30 + S30 (64.5 + 220 ug = 284.5 ug proteína).
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La fracción P30 fué extraída con butanol, con 1a esperanza

de obtener mejores estimulaciones por el agregado de PMP. Así se

observó, en efecto, pero la enzima resultó muy15bil y los resultados

difíciles ue reproducir. Se adoptó entonces la fracción P30 tal

cual, que conservada a —20°Cresultó estable y proporcionó siempre

datos muyreproducihles.

La Tabla 13 muestra otra serie de resultados, confirmando

que solo 1a combinación FM?—Triton X-lOO es capaz de estimular

Tabla 13. Lfecto de F y FM?

Condiciones de incubación (140) nexosa liposoluble
(pmoles/mg proteína)

Sin adiciones 608

+ Triton X-lOU 553

+ F 664

+ FMP 7 64

+ Triton X-lOO y F 716

+ Triton X-lOO y 10 F 760

+ Triton X-lOO y PMP 6092
_._. y___.. - ._ —___._--«‘_.__ _-_..

Se incubó en las condiciones tipo con enzima P30 (25 ug proteína),
0.62 nmoles de UDP-(14€)Gal (154.5 uCi/umol) y donde se indica 0.25
nmoles de FMP, 0.6% de Triton X-lOU, 0.25 y 2.5 nmoles de ficaprenol
(F y 10 F respectivamente).

(unas 10 veces) la incorporación de hexosa. El ficaprcnol, en

exceso y aun en presencia de Triton X-lOOno tiene efecto

significativo.
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Con este sistema se buscaron las condiciones Üptímus dc

incubación. La Figura 17 muestra el efecto de la concentración

de PHP. Se llegó a una meseta utilizando aproximadmncnte 25 uH y

se obtuvo una incorporación de (14€) galactosa correspondiente a

un 60%del UDP-(lacy-Gal presente en el incubado.

ul efecto de la concentración de UDP-Galse muestra

en la Figura 18.

Comoera de esperar tanto sin adiciones comoen presencia

de Triton x-lOO no hubo mayores variaciones en la incorporación a

material soluble en butanol. En presencia de FMPy detergente en

1; ' ' '
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E
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Figura 17: bfecto de la concentración de FMP. La incubación se
efectuó en las condiciones tipo con 0.6 nmoles de UDP-(1 C)-Gal
(133.8 uCi/umol), 0.6% de Triton X-100, enzima P30 (92 ug proteína)
y las cantidades de FMFque se indican.
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Figura 18: Efecto de la concentración de UDP-(14C)—Ga1. Las
condiciones fueron las de la incubación tipo excepto que se
añadieron las cantidades de UDP-(14€)-Ga1indicadas en 1a
Figura, (--—I) sin adiciones,-(A-A) Triton X-lOO0.6%,
(0-0) 0.2 nmoles de FI-Il’y 0.67; de Triton X-lOO.

cambio se vió un gran estímulo alcanzándose una meseta a una

concentración de UDP-Galde 186 un, correspondiente a unos 0.16

nmoles de hexosa incorporada. Inicialmente había 0.2 nmoles

de FTE, es deciq que se utilizó aproximadamente un 70%del FMP

presente.

La Figura 19 muestra las variaciones de incorporación

en función del tiemp0.
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Figura 19: Incorporación de (1€Q)_Pexosa en función del tiemgg.
Condiciones de la incubación tipo. Se utilizaron 0.6 nmoles de
UDP-(14C)-Cal (90.6 uCi/umol), 2.0 nmoles de PMP, 0.6% de Triton X-IOO
y enzima P3U (25 ug proteína).

Puede verse que la incorporación de galactosa fue casi

lineal en los primeros 30 minutos y luego aumentó suavemente hasta

unas dos horas ue incubación, tiempo en c1 que se logró una incorpora

c1ón de (14€)galactosc correspondiente a un 75%del UDP»(14C)—Gal

presente en la incubación.
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Figura 20: Egéficos de Lineweaver-Burk para U22:9a1 (a) y PMP(b).
Para cada punto del grafico se efectuaron curvas de tiempo: 5, 10 y
15 minutos de incubación en presencia de 18 nmoles de FMP, 0.6% de
Triton x-1oo, enzima P30 (92 ug proteína) y las cantidades de
UDP-(14C)-Ga1que se indican en cada caso. (b), en este caso las incu
baciones fueron de 3, 6 y 9 minutos con 0.6% de Triton X-lOO, 26 nmoles
de UDP-(lóC)-Gal (11 uCi/umol), enzima P30 (92 ug proteína) y las
cantidades de FMPque se señalan en cada caso.
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En la Figura 20 se observan 2 gráficos de Lineweaver-üurk;

para UDP-Cal y EMP. Los Kmsaparentes obtenidos de esta forma

fueron de 3-6 x 10-5 M para UDPncal y de aproximadamente 1 x 10'5 M

para el n49 (corregido por la cantidad de aceptor endógeno presente

en la preparación enzimática usada).

Finalmente, el efecto que ejercen diferentes detergentes

en la síntesis de material liposoluble se muestra en la Figura 21.

Se observa que las mejores incorporaciones se obtuvieron con

Triton X-lOO: a una concentración de 0.2% se llega a una meseta que

dentro del rango estudiado (0.2-2.AZ) se mantiene constante.

mgpmteln

[uclHEXOSALIPOSOLUsus(nmoles/a)

DET ER GENTE (Vo)

Figura 21: Lfecto de diferentes deterggnEeE_SïL}a formación de material
Jinggoluble. Las condiciones fueron las de la incubación tipo con
0.62 nmoles de UDP-(14C)-Gal (92.6 uCi/umol), 3.6 nmoles de PMP, enzima
rgo y las cantidades de detergente que se señalan en cada caso. (Ar-A)
Triton X-lOO, «D--—O)desoxicolato de sodio, (fl--—U) Lubrol y
(H) ZonylA.
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Análisis del producto

El análisis del material soluble en butanol obtenido con

enzima P30, PMP, Triton X-lOO y UDP-Gal, confirmó que se trataba de

Lípido-P-Gal.

Por cromatografía en papel con los solventes E y F

(Figura 22) se observa un solo pico con las movilidades esperadas

(0.85 y 0.90 respectivamente).

Por cromatografía en columna de DRAE-celulosa (Figura 23)

se observa también un solo pico, que eluye a una concentración

D.1-0.2 N de acetato de amonio. Por hidrólisis a pH2 este material

se descompuso en un 80-90%. Cromatografía en papel con el solvente fi

' l

"not- Solvente E 

E ° fi
n. l l
U l

1mo— Solvente F —

0 __

Or ilïr
DISTANCIA

Figura 22: prggatografía ep papel del material soluble en butanol.
Solventes E y F.
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Figura 23: Cromatografía en columna de DEAE-celulosa del material
liposoluble obtenido a partir de UDP-(14C)—Ga1.La columna de
0.8 x 31 cmse desarrollo comose indica en Materiales y Métodos.
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Figura 24: Cromatografía en solvente h del material purificada Eor
cromatografía en DEAE-celulosa y tratado a BH2. (fase acuosal.



-31

de la fracción acuosa de dicha hidrólisis (Figura 24) permitió

observar solamente galactosa radioactiva.

Tratamiento Eenólico.- El producto de incorporación soluble en butanol

se trató también con fenol. La degradación se llevó a cabo sobre 3

productos diferentes:

— El obtenido en una incubación tipo, sin adicionar ni Triton X-lOO

ni Fi'll’ (I) .

— El obtenido en una incubación tipo, con 0.6% final de Triton X-lOO (II).

— ul obtenido en una incubación tipo, con 0.6% final de Triton X-lOO

y 0.25 nmoles de FMP(III).

bn la Figura 25 se muestran los resultados. Comopuede

observarse los perfiles obtenidos con el lípido endógeno (I y II) o con

f 1 T' T l I

g 100 I II 4 III 4
O
< O
e 0
a O

so- 2 —
O
5 , °
É o

O

0 l | I l J l
0 100 200 100 200 100 200

TIEWO (minutos)

Figura 25: Tratamiento fenólico. Cada una de las sustancias se
trató con fenol 50%durante los tiempos indicados, en la forma descrita
en Materiales y Métodos.(0 ) Fase fenólica, (O) fase acuosa.
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detergente y PMP(III) son casi idénticos. hn tres horas la degra

dación fué casi total.

Las fases acuosas del tratamiento fenólico sometidas a

electroforesis se comportaron comoGal-1-P (Figura 26) en todos los

casos. Las zonas radioactivas se eluyeron y cada una de ellas se

1000 — I ..

0 \— un A _

E 10(I+- ÏI- a
CLu

0 AW ¿A :ú _

3000- 7" _

o — É _
¡—c o—-l H

- Glu-1-P P í PP'I +

0' DISTANCIA

Figura 26: Electroforesis en acetato de piridinio de las fases
acuosas del tratamiento fenólico de los productos I, II y III.

dividió en 2 porciones. Unase trató con fosfatasa alcalina y 1a

otra se hidrolizó a ph 1 (0.1 M“Cl, 10 minutos, 100°C). El producto

Cc 1a incubación con fosfatasa alcalina, por electroforesis, sc
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comportó comouna sustancia neutra en los tres casos.

El producto de la hidrólisis ácida cromatografiado en

papel en el solvente ü migró en todos los casos cano galactosa.

el producto era pues Gul-l-P.

Reducción catalítica.— Sometidos a este tratamiento tanto el producto

obtenido con el aceptor endógeno (Lípido-P-(14C)bGal) comoel formado

en presencia de FMFy Triton X-lOOse degradaron en forma practicmnente

total (Tabla 14). Los productos de degradación fueron galactosa,

o mezelas de galactosa y Gal-l-P, según los casos.

Tabla 14: Reduccióncatalítica.

Producto Fase butanólica Fase acuosa Degradación
(cpm) (cpm) (Z)

Lípido-P-(14c)ca1 358 6000 95

EMP-(14c)ca1 (*) 298 6370 96

DolnP-(14c)ca1 (*) 5665 2805 33

1a reducción catalítica se efectuó comose indica en Materiales y
Métodos. (*) Estos preparados contenían un 18%de Lípido-P-(l C)Gal,
calculado en base a la cantidad de aceptor endógeno presente en la
preparación enzñmáticautilizada para sintetizarlos.

Por otra parte utilizando otro aceptar exógeno, el DolMP

(ver "Activación por otros extractos lipídicos")también se obtuvo

incorporación de galactosa a material liposoluble, pero éste resultó

resistente a la reducción catalítica, a diferencia de los otros dos

casos. Esto indicaría que el Lípido-P-Gal es de naturaleza semejante

al FMF-Gal,es decir, de tipo alílico y no c(-saturado comoel DolMP-Gul.
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Congiguracióndel enlace galactosa-fosfato.- Para determinar la

Configuración del enlace azúcar-fosfato se investigó la formación de

1,6 anhidrogalactosano a partir de un producto purificada por erama—

tografía en colmnua de DfiAfi-celulosa. Por cromatografía en papel con

Solvente h el compuesto obtenido se ccmportó comoauténtico 1,6

anhidrogalactosano (Rgal=2.2) (30). Comoprueba confirmatoria ambos

compuestos se eluyeron, se hidrolizaron en medio ácido (lü HCl, 3 horas,

100°C) y luego se cromatografiaron en el Solvente H: migraron con la

movilidad de la galactosa.

Todosestos resultados indican que el lípido-galactosa

obtenido a partir de FMPtiene propiedades análogas al obtenido con el

aceptor endógeno, o sea, Lípido-Pqfl'Gal.

Confirmación de que el FNTes sustrato de la enzima galactosilante.-Para

confirmar que la preparación de PTEutilizada era sustrato de la enzima

galactosilantc y que las estimulaciones observadas no se debían a

efectos indirectos se llevaron a cabo varios experimentos. Se usó

tanto FTP no radioactivo como marcado con 32P.

Para ver si se comportaba comootros prenil-fosfatos conocidos,

tales como DolMP, el FMPpreparado químicamente se cromatografió en

placas de sílica gel G. Efectuada la corrida se eluyó la placa

fraccionada en bandas y se midió la capacidad estimulante de cada uno de

los cluídos (Figura 27). La máximaestimulación correspondió a la

zona de Rf=0.6—0.7, aunque también se observó un pequeño efecto en la

zona del origen. Lu estas condiciones el DolHPmigra con un Rf de

aproximadamente 0.7 y un pirofosfato permanece en el origen (186).



(“’C)HEXOSALIPOSOLUBLE(gpgpÍ/mg

6')

I

C) —-o

o

9...
N ¿N Ch a: ._¡ o -.

CM

Iigura 27: Cromatografía de PMPen_capa delgada. Se utilizaron
placas de sílica gel G lavadas, y Solvente C. Se eluyeron bandas
ue l cm de ancho y en los eluídos llevados a seco se midió
capacidad estimulante, en las condiciones tipo. Las incubaciones
se efectuaron con 0.61 nmoles de UDP-(14€)-Gal (152 uCi/umol),
0.6% de Triton X-lOOy enzima P (25 ug proteína). Se midió in
corporación a material soluble en butanol. «3) control sin Triton
X-lOOni eluído, (O) control con Triton X-lOOsin eluïdo.

Los resultados más concluyentes se obtuvieron utilizando

como aceptor ex6¿eno PHP marcado con 32P.

Fué necesario establecer primero la pureza del preparado

. N32” . , , a ¡ nue 1L z. ¿or cromatograíia en capa colgada en solvente C se

observaron dos picos de radioactividad (en el origen y con Rf=0.65)

coincidentes con lo visto con el FMPno radioactivo (Figura 28)
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Figura 28: Cromatografía de FM32Pen caga delgada. Se utilizaron
placas de sílica gel G lavadas, y Solvente C.

Pero corrido con Solvente D el perfil obtenido fué más complejo

(Figura 29) pues se observaron cuatro compuestos: en el origen

4
0' “¡Talca F’

Figura 29: Cromatografía de FM32Pen capa deÉgggí. Se utilizaron
placas Eastman y Solvcnte D.

(compuesto l) y con RESdc 0.4 (compuesto 2), 0.7 (compuesto 3) y 0.95

(compucsto é). Los compuestos 3 y 4 pudieron eluirse con cierta
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facilidad (80-902) utilizando 0.] MNHÁOHen metanol. Corridos

nucvmuentc en el mismo sistema mantuvieron su movilidad.

Los cmnpucstos ] y 2 en cambio, re5u1taron muy difíciles

de rccupcrnr, aun en las condiciones más variadas. En ningún caso

A B
l l

300- corrpuesto 1 - compuesto 1

0 _ 4
+ i

300_ compuesto 2 __ compuesto 2

0 L- _
l 41

E ' '
O.

U 300»— compuesto 3 —- compuesto 3

0__1Ijxt“¡uu-an--H-_.—¡¡u—.u-—s __
l L
l 1

300— compuesto L -— compuesto lo

0 .—— q

? Hi Glu1P P PP
e l 1 699 l l l

Or Or

DISTANCIA DISTANCIA

Figura 3m: giggfroforesis en nuffer acetato de piridínío de los 4
cohpucstos féslados del preggyado de FH32Ï (Eigura 222, (A) sin
nidrolizar, (b) después de hidrólíkis a bn 2.
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se logró eluir más de un 5-10Z de 1a radioactividad.

Los cuatro compuestos se sometieron a electroforesis

directanentu y previa hidrólisis a pu 2 (Figura 30). El

compuesto l resultó ser fosfato inorgánico pues corrió comoPi

tanto antes comodespués de la hidrólisis. No así los tres

que, si bien, sin tratar con ácido, no se movieron del origen,

sus productos de hidrólisis fueron diferentes. Comose observa

en 1a Figura, el compuesto 3 produjo solo Pi, en cambio el 2

produjo Pi y PPi, y el 4, Pi, PPi y un producto no identificado

de movilidad algo menor (RPPi = 0.70-0.75).

lmoo
co mpuesto 3

0 _ L ——- _

¡L i

E 1000-' '
a. compuesto L
U

0
L 1

Or Fr
DBTANÜA

Figura 31: Cromatografía en papel de los compuestos 3 y 4 (Figura 292,
con solvente E.

Los compuestos 3 y 4 se corrieron también en papel con el

solvente ulcalino E (Figura 31). El pico 3 se descompuso casi
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totalmente: solo se observó en la zona del origen un pico levemente
E

difuso que se pudo eluir con agua y se comportó comoPi en electroforesis.

nl pico 4, en cambio, se movió casi con el frente del solvente.

l

m0 " 3con UD P —Gal 'J

0 - ..
4 4

1000F 3 sin UDP-Gal 

0 F.jlN&ü._u-—._._,._.-n\h“________________ __
E 1 I
CL ' '

° "m- l.con UDP-Gal d

Ü A M ._

mo- l. sin UDP-Gal _.

0 —- —1
l l

Or Fr
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Figura 32: incorporación de galactosa a los compuestos 3 x_í
_gFigurQ_ggl. Condiciones de incubación tipo (90 minutosÏÍ.enzima
P30 (54 ug proteína), 0.6% de Triton X-lOO, los compuestos 3 y 4
como aceptorcs exógenos y 31.0 nmoles de UDP-Gal, donde se indica.
nlÏCuotas de los productos liposolubles se analizaron por cromato
Urafía un papel en Solventc E.
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Para saber cual de estos uOS compuestos era el FM32Pse hizo el

siguiente experimento: se los utilizó comoaceptores exógenos en

presencia y en ausencia de UDP-Galno radioactivo. Alícuotas de

los extractos butanólicos obtenidos se analizaron por cromatografía

en papel con el Solvente E (Figura 32). Comoera de esperar de

acuerdo a lo visto en la Figura 31 para el compuesto 4, no hubo

diferencia en la incubación realizada con o sin el nucleótido-azücar.

un cambio el compuesto 3, en presencia de UDP-Gal, produjo una

sustancia que migró cerca del frente, con la movilidad del Lípido-P-Gal,

ausente en el control sin UDP-Gal,pues, comose indicó, el

FM3ZPparece descomponerse en este solvente.

El resto de los extractos butanólicos se trató con fenol

(Tabla 15) y aunque los porcentajes de ruptura fueron bajos en general,

Tabla 15: Tratamiento fenólico del material marcado con 32P soluble
en butanol,

Condiciones de incubación fase fenólica fase acuosa ruptura
(cpm) (cpm) (K)

Compuesto 3 con UDP-Gal 26.397 12.705 32.5

Cmupuesto 3 sin UDP-Gal 32.261 9.592 22.9

Compuesto 4 con UDP-Gal 25.142 6.743 21.1

Compuesto 4 sin UDP-Gal 24.882 5.291 17.5

Tiempo de tratamiento: 3 horas

en el caso del compuesto 3 incubado con UDP-Gal fué máximo.



LLanálisis de Las fracciones acuosas del tratamiento

fenólico (Figura 33) indicó que solo el compuesto 3 sirve comoa

ccptor exóbcuo ue galactosa ya que sin UDP-Galprodujo solo Pi y

l

30(1) -— 3 con UDP-Gal

30D —- 3sín UDP-Gal —

3000- L con UDP-Gal —

30m — 4 sin UDP- Gal —

Ü_ M
Gfi-P H Wu- l

19 (+3
Or

DISTANCIA

figura 33: ulectroforesis en papel gg_}as fases acuosas del
pratamicuto fcnólico (Tabla 15).

Cuu UDP-Galdió origen a Gal-1-P (90%) y Pi (102). Por el contrario,

al comgucsto 4 dió el NíSmOperfíl observado por hidrólisis a pH 2:

una sustancia de RPPi = 0.75, Pi y PPi, y no mostró capacidad



acaptoru ya que no liberó hexosa-P.

Ante todos estos resultados se concluyó que el compuesto 3

‘\ n A ' I I 1era el FH’ZP, por lo que sc contlnuo trabaJnnuo SOÏÜWQHLCcon 61.

Caracterización de FHPmGaldoblemente marcado.

. a 2 . _ ‘- _ul necno de quo, un presenc1a de td3 P, se onLu\1crn un

producto capaz cc liberar nexosa—32Ppor tratamiento con fenol, "a

I I

10° “ FM32P “

0h—JIÜW-fid\v—“‘hfifi\‘I‘A\‘hi —

1000- FM32P+UDP-44C)Gal “

0 -1

E 1

¿L l I 4
° 30° FMP +UDP-(V'C)Gal0-W -'

% i
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IiBura 34: Formación de productos doblemente marcados. Incubnciñn
tipo; se efectuó durante 90 minutos con enzima P- (54 ug proteína), v
¿onde su indica: 2.87 nnolcs de FH32P (51 cpm/pnol); 2.7 nroles de FTT
un radioactivo, UDP-(lAC)-Gal, 34.5 nmoles (37 cpm/pmol) y Triton leOO
0.02. Los extractos butanólicos se analizaron por cromatografía en
solvente L.



se consideró un argumento bastante sólido en el sentido de que el PMP

exógeno era un verdadero sustrato de la enzima. No obstante, se

quiso confirmar estos reSultados efectuando un experimento con

doble marca: EM32By UDP-(lúc)-Gal.

Para ello se incubó en las condiciones ya vistas, con

FM32Psolo y en presencia de UDP-(14€)-Gal. Se hicieron además dos

controles: uno empleando YMPfrfo y UDP-(14C)—Galy otro usando solo

UDP-(14C)-Gal, sin aceptor exógeno. Alícuotas de los extractos

butanólicos obtenidos se cromatografiaron en Solvente E (Figura 34).

Comopuede observarse, nuevamente el FM32P, incubado en ausencia de

UDP-Gal,sc descompone. En presencia del nucleótido-azücar, si bien

queda algo de radioactividad en la zona del origen la mayor parte migra

con la movilidad del Lípido-P-Gal comoera de esperarse.

for otra parte en los controles sin FM32P,con o sin

agregado de PMPno radioactivo, solo se observa radioactividad cerca

del frente del solvente. un los tres casos se cortó esta zona del papel

y se midi6 radioactividad, discriminando 32? y 14€. Luego de

deducida la contribución del lípido-fosfato endógeno, calculado con el

control sin PMR,sc llegó a una relación 14C/32P de 1:1.13, para el

producto obtenido con doble marca.

Comoen el caso anterior, el resto de los extractos

butanóliccs se trató con fenol. Los resultados (Tabla 16) indican

que el FM32Hse degradó alrededor de un 20%. En los otros tres

casos la ruptura fue mayor (45-50%), aunque con todo algo menor que 1a

esperada (80-95%).
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Tabla lb: Tratamiento fenólico del material soluble en butanol
obtenido en Él eXperimento con doble marca;

¡n 1' ' ..,. .1 -»' \ ns."pOhülClOuea ue incubacion Fase fenólica Fase acuosa Ruptura
(cpm) (cpm) (X)

¡MJZP <*> 75.904 17.646 13.9

En32p + UDP-(14c)—cai 20.737 28.037 57.5

FH? no radioactivo + UDP-(14C)-Gal 4.930 6.494 56.8

UDP-(14C)—Ga1 6.018 4.726 44.0

(*) Ln el caso ue FMSZPsolo se midió 32k, cn todos los demás casos se
midió C. Los extractos butanólicos se obtuvieron comose señala en
la leyenda de la Figura 34. El tratamiento con fenol al 50%se
efectuó durante 3 horas a 68-7Ü°C.

Análisis de las fracciones acuosas provenientes del trata

miento fenóljco.- Comoen los casos anteriores, las fases acuosas se

sometieron a electroforesis (Figura 35).

Se observa la formación de hexosa-fosfato un todos los casos

menos en el proveniente de la incubación con FM32Psolo, (I) en cuyo

caso el producto fué Pi. El material con doble marca también produjo

un poco de Pi (3% . Lu ambos casos se confirmó su identidad por

cromatografía en papel con solvente G. Las zonas con movilidad de

nexosa-fosfato (ll, IlI y IV Figura 3)) se cortaron, midieron y cluyeron.

cn el producto con doble marca (II) se obtuvo una relación 14C/32P de

L.8 (corregido por cl contenido inicial de LípidonP-Gal endógeno).

Los tres productos (II, III y IV) fueron tratados con

icsfatasu alcalina y sometidos a hidrolisis a ph l (0.1 N HCl, 10 minum

lOO°C). Luegose analizaron por electroforesis. III y.IV
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Fibura 35: Electroforcsis en acetato de piridinio de las fases aCuosus
obtenidas Bot tratmuiento fenólico de los extractos butanólicos prom
vcnientes del experimento con doble merca._

produjeron en ambos casos una sustancia neutra. El producto con doble

marca (II) tanto por tratamiento ácido comoenzimático produjo 2

picos: uno neutro que contenía solo 14€ y otro con la movilidad del Pi

que solo contenía 3¿P (Figura 36). Para ambos tratamientos la
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Figura 36: Electroforesis en ¿Egel con buffer acetato de piridinio
de la hexosa-P doblementqlnarcggg¿_55atada con fosfatasa alcalina
6 hidrólisis a pH 1.

relación 1¿'0/321’fué de 0.9 (corregido por el valor inicial del

Lípido-P-Gal endógeno). La identidad de las zonas neutras de ambos

tratamientos se confirmó por e1uci6n y subsecuente cromatografía con

Solvente h: migraron comogalactosa (Figura 37a). La identidad del

Pi se confirmó por cromatografía en Solvente G (Figura 37h), donde

migró como Pi.

Lo anterior confirma entonces el carácter de sustrato que

posee el PHP.

Análisis dc las fases orgánicas provenientes del tratamiento

con feno].—. nn los Cuatro casos (Tabla 16) el análisis de estas fases
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Figura 37: Cromatografía en papel de las 59335 neutras (Solveute H)
j car5adas (Lolveute G) provenientes de la degradación a pH 1 o con
Ïosfatasa alcalina¿ de 1a hexosa fosfato doblencnte marcada.
(Figura ggl

denostré que se trataba dc productos sin degradar. En la Figura 38

Se muestran cromatografías en papel en Solventes r y J: los perfiles

son practicamente idénticos a los obtenidos con material sin

tratar (Figura 34) para el caso del Solvente Z. Similares

resultados se obtuvieron Conel Solventu J.

A diferencia del Solvente E, el Solvento J no degrada a]

FH32Py lo separa perfectamente del derivado galactosilado. Como

se lo diseñó en los últimos meses de cste trabajo no pudo ser utilizado

en todos los casos.
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Figura 38: CromatOgrafía en papel con Solventes E y J de las fases
orgánicas provenientes del tratamiento con fenol, Tabla 16 (nxperimento
gon doble nmrca).

. 2 .Se conf1rm6 quo el FM3P, recuperado de la fase fenóllca,

osLabu intacto, utilizándnlo comoaceptor exógeno en una incubaciñn

I, . . . 14 . ‘analoga a las VlStaS: en presenCLn y en ausenc1a dc IHW—( P)-Ln].

Se reprodujeron los resultados arriba descritos. En otras palabras,
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ni la incubación ni el tratamiento feuólico alteran la capacidad

aceptora del ETTque pueda permanecer en 1a fase fenólica.

Por otra parte se confirmó también que es el Solvente E

y no la incubación la que destruye gran parte del FM32Pliberando

Pi: tanto el producto de la incubación con FM32Psolo, comoel

doblemente marcado migran con el frente del Solvente F (Figura 39).

un este sistema el Pi queda en el origen.

I Í

noo- FM32 P _

o_ 4k
3000- FM32P+UDP-(1‘c) Gal

0.. A
l

FrOr

cpm

[NSTÁNCHA

Figura 39: Cromato'rafía en a el con Solvente F de la fase or ¿nica
del tratamiento fenólico (Tabla 16) para los productos que se señalan
en Ia Figura.



thracción del aceptar de ¿cetobacter xvlinum

Comomaterial de partida para aislar el aceptor se uti

lizó tanto la cepa de A. xylinum D42 como la 8747.
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Figura 40: Cromatografía en columugfideDLAE-celulosa del extracto
uutanólico de A. xylinum B424y de FMjZP. La capacidad aceptara de
las 4 fracciones en que sc dividieron los eluidos de la colwnna de
DEAEchica (FI, II, III y IV) se dosó comose indica en Materiales
y Métodos. La incubación tipo contenía: 0.62 de Triton X-lOO,
U.62 nmoles de UDP-(1 C)Gal (92.7 uCi/umol) y enzima P30 (64.5 ug
proteína). Las barras indican la cantidad de (14C)hexosa incorpo
rada con cada fracción. Controles: (14C)hexosa incorporada en
ausencia de eluidos de la colmnna pero en presencia dc Triton X-lOO
(.) o de ïriton X-lOOy de 2.5 nmoles de EMPno radioactivo (O).
(AF——-AJ 11 P.
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:1 procedimiento se describe en Materiales y Métodos.

Los extractos lipídicos crudos, se purificarou parcialmente por

cromatografía en columnas de DEAE-celulosachicas, y las distintas

fracciones se dosaron midiendo su capacidad para estimular la

síntesis del LIpido-P-Gal. Ln la Figura 40 aparece el perfil

obtenido con extracto lipídico de la cepa 342 cromatografiado

junto con una alícuota de FM32P. Se observa que la mayor capaci

dad estimulante del extracto co-eluyó con el ficaprenil fosfato

radioactivo.

Idéntico perfil cromatográfico se obtuvo con extractos

lipídicos de la cepa 8747, que no sintetiza zooglea ui celulosa.

Para conocer la cantidad de aceptar endógeno presente

en las células se siguieron dos métodos:

En el método a), con enzima P30 de A. xylinum B42, se

dosaron extractos (Fracción III de la columna de DEAfi-celulosa)

obtenidos de cepas L42 y S747.

un el método b) se midió la capacidad endógena aceptora

de galactosa presente en enzima P30 preparada con ambas cepas. Ln

ambos métodos se usaron concentraciones saturantes de UDP-(lAC)—Ga1.

Aunqueel rango de variación es muy grande, los resultados

(Tabla 17) revelan que la cepa 642 posee aproximadamente el doble de

lípido-fosfato aceptor quc la 8747. En esta última por otra parte,

no se ha detectado actividad de galactosil transferasa. Para la

cepa b42 los análisis obtenidos con los dos métodos fueron razonable

menta coincidentes aunque los datos obtenidos con el método a)

fueron sistematicamcnte mayores.



igyla 17: Losaie dc lípido accgtor de Acctouactcr xvlinui.

Cepa dc A. xylinmn Incorporación de 14€ galactosa dosada
eapleada como:

Lípido-P-exógeno Lípido-P-endógcno

a(Fracción III) b(Enzfina P30)

nmoles_geasentar lígidico
grano de células húmedas

B42 (sintetiza celulosa) 26 —4U 16 - 30

6747 (no sintetiza celulosa) 9.1 m 20 0

n . . . . . 14a) nl dosaJe se efectuS utilizando 31.4 nmoles de bDP-( C)-Gal
(11.5 uCi/umol), 0.0Á de Tritón x-100, enzima P30 cepa B42 y
1/100 de la F Ill de cada cepa e incubando 120 minutos a 30°C.
un amboscasos las cifras están corregidas por la contribución
de aceptor endóBeno. b) al dosaje se hizo comoen (a) pero
sin el agregado de fracción III. La fracción P30 de la cepa
8747 contenía 105 ug de proteína).

nl purificar los extractos de ambascepas mediante cro

matografía cn columnas de DuAn-celulosa, se obtuvo una gran cantidad

de sustancia cn la fracción neutra (FI). Se intentó entonces

realizar una extracción en dos etapas con el objeto de separar del

extracto crudo los lípidos neutros. Para ello se extrajo primero

con acetona y luc5c con butanol. Los dos extractos se purificaron

por cromatOgrafÏa en columnas de DuAL-celulosa, y se dosó capacidad

accptora en todas las fracciones. nn amboscasos se obtuvieron

perfiles similares a los de la Fiaura 40, es decir la fracción con

capacidad estimulante fué también la III.
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Conla fracción Ill del extracto acetónico y la FIII

del butanólico se realizaron incubaciones en paralelo para ver

cual de ellas estimulaba más la síntesis de Lípido-P-Gal. Los

resultados (Tabla 18) indican que la fracción cetónica es la más

activa, por lo tanto en lo sucesivo se extrajo en una sola etapa

y directamente con butanol (o cloroformo-metanol 2:1).

Tabla 18: papacidad estimulante de la síntesis de Lipido-P-Gal
de los lípidos obtenidos por extracción primero con acetona_1
luego con butanol.

Condiciones de incubación pmoles (140)hexosa/mg
de proteína

+Triton X-lOO 62.7

+Triton X-lOO+ FLII acetona 435.0

+Triton X-lOO+ FIII butanol 115.3

Se incubó en las condiciones tipo con 0.62 de Triton X-lOO, 0.65
nmoles de UDP(14C)Ga1(86.1 uCi/umol). Se usó como enzima la
fracción 548 (144 ug de proteína). De ambas fracciones se usa
ron cantidades comparables: 1/100 de la FIII.

Comola presencia de un fosfato unido a un alcohol

alílico en el aceptor endógeno de A. xylinum ya ha sido señalada

(68), se trató de confirmar si el aceptor detectado en el

extracto lipïdico purificado por columnatenía las propiedades

esperables en ese tipo de unión. El criterio seguido consistió

en ver si por hidrólisis ácida perdía su capacidad estimulante.

Para ello sc lo trató a pnl en paralelo con una muestra de PMP.

un estas condiciones ambosproductos perdieron la capacidad
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nceptora aun en presencia de cantidades saturantes de UDP-Gal

(Tabla 19). Comose observa en la Tabla en estas condiciones los

compuestosGK-saturados (Doll?) no son afectados.

Tabla 19: hidrólisis a pHQere la Fracción III, FM?y DolMP.

Condiciones de incubación pmoles de (14€)hexosa/mg
proteína

+Tri ton X-100 1447
+Triton X-lOO+ FIII sin hidrolizar 8336
+Triton X-lOO+ FIII hidrolizado 1400
+Triton x-IOO + FMPsin hidrolízar 4503
+Triton x-100 + FMPhidrolizado 1440
+Triton X-lOO+ DolMPsin hidrolizar 3874
+Triton x-lOO + DolMPhidrolizado 3450

Se incubó 90 minutos en las condiciones tipo con 0.6% de Triton x-100
19.3 nmoles de UDP-(14C)-Gal (11.3 uCi/umol) y, donde se indica,
0.4 nmoles de PMP, 1/100 de FIII y una cantidad no determinada de
DolMP.

¡diálisisdc__extractoslipfdicgiíilyggflpïfictrografíug
EÉEÉ

Coneste objeto se utilizaron dos tipos de materiales:

a) La fracción III se hidrolizó a ph2, se extrajo con éter de petróleo

y analizó la fracción etérea.

b) bl extracto etéreo mencionadoen a) se volvió a fraccionar por

cromatografía en columna de DEAB-celulosay se analizó la fracción neutra.

Los resultados obtenidos con ambosmateriales (Figura 41)

muestran picos de masa específica (m/e) 766 i 748 que corresponden al

undocaprenOl y a su producto de deshidratación así cómootros

picos: 698 y 680, que corresponden al decaprenol y su producto de
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de deshidratación; y, posiblemente, también un pico de masa 612

correspondiente al nonaprenol menos agua. Lstos datos, unidos al

hecho de que el ión más abundante posee masa 69 y que grupos de picos

difieren en masa 68 (679, 611, 543, 475 etc.) revelan la presencia

de una fmnilia de poliprenoles de 9-11 unidades de isopreno.

Se observan además otros picos de gran intensidad (602,

37“, 204, 199) que aunque no encajan en el esquema de ruptura del

undecaprenol probablemente corresponden tmnbién a otro compuesto

¿e naturaleza poliprenólica. La intensidad relativa de estos picos

con respecto a los derivados del undecaprenol, varió en cada pre

paración analizada.
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Activación por otros extractos lipídicos.

Aparte del PMPy del extracto lipídico de Acetobacter

xylinum, se efectuaron ensayos de estimulación de la síntesis de

Lípido-P-Gal con extractos lipídicos de: arvoja, soja, insecto e

níaado de cerdo. La Tabla 20 muestra una experiencia realizada con

cada uno de ellos. Se observa que en las condiciones

Tabla 20: hstímulo en la síntesis de Lípido-P-Gal con diferentes
extractos lípídicos.

Condiciones de incubación (140) nexosa liposoluble
(cpm)

+Tritou X-lOO 23.000

+‘1'riton X-lOO y FMP 146.960

+Triton X-lOO y DolMPde hígado de cerdo 77.367

+Triton X-lOOy aceptor de arveja 27.620

+Triton X-100 y aceptor de soja 28.068

+Triton X-lOOy aceptor de insecto 19.618

La mezcla de incubación tipo contenía 0.78 nmoles de UDP-(140)—Ga1
(268 uCi/umol), 0.6% de Triton x-100 y donde se indica 2.1 nmoles
ue FMF, 2.0 nmoles de DolMPy cantidades de extractos lipídicos de
arveja, soja e insecto capaces de estimular los sistemas que se
indican en 1a Tabla 21. Se incubó durante 30 minutos a 30°C.

del ensayo solo el DolMPde hígado de cerdo estimuló 1a síntesis

de Lípido-P-Gal. Se debe señalar que cada uno de los extractos

utilizados estimuló la síntesis de los 1Ïpido-fosfo-azücares que se

indican en la Tabla 21.
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L¿tractos lipídicos usados y sistemas Queestimulan.

uXtÏaCtU aislado de: Sistema enzimático
usado

Insecto Insecto

Arveja Arveja

Soja Hígado de rata

hígado de cerdo Hígado de rata

Producto Rcfcrcuci:
estimulado

Lípido-P-Man (98)

Lípido-P-Glu

DolMP-Glu

DolMP-Glu (30)

Debido a estos resultados y sin optimizar condiciones para

los demás extractos su continuó trabajando solo con el DolüP de hígado

bO

["c]HEXOSALIPOSOLUBLE(mulas)

l l l

tn 150

PRENOL MONOFOSFATO (/4M)

Figura 42: “fccto de la concentraciéy de prenilmonofosfato. La mezcla
tipo contenía:
(04.5 ub proteína), 0.6% de Triton x-lOO y las
y Dolir ( o ) que se indican.

0.62 mnoles de UDP-(lnC)-Gal (134 uCi/umol), enzima P
33’cantidades de ñfl’ (o
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de cerdo. La Figura 42 nuestra el efecto de la concentración de

DolflP y FMFsobre la síntesis de Lípido-P-Gal. Comose observa

al parecer el D013?e bajas concentraciones estimula nenos que el

EMP1a síntesis del 1ípido-azücar.

Con los productos obtenidos, sin adiciones y en presencia

de FMFy Doll? se efectuó el tratamiento fenólico cuyos resultados

se indican en la Tabla 22. Se observa una analogía entre el

ITE-Gal y el Lípido-P-Cal obtenido con el aceptor endógeno, ya que

ambos fueron cuantitativamente degradados; en cambio, el Doljf-Ga]

resultó resistente a1 fenol en estas condiciones. Análogosresultados

se obtuvieron por reducción catalítica con ¿2 (Tabla 14). La

diferencia de comportamiento entre los compuestos formados por un

lípido °(—insaturado (ficaprenol), de los formados por un lípido

°(-saturado (dolicol) parece ser una herramienta Gtil para distinguir

ambos tipos de sustancias.

Tabla 22: Tratamiento fenólico.

Compuesto Fase fenólica Fase acuosa Ruptura
(cpm) (cpm) (Z)

lápida-P4140- Gal (endógeno) s44 3.845 22

Hip-(14€)- Gal 1. 045 3 .551 77

non-¡P—(l4c)-ca1 2.738 787 22

L1 tratamiento se hizo comose señala en materiales y
métodos durante 3 horas. Las muestras de FHP- 14C)-Gn1 y
DolMP-(14C)—Gal contenían un 15% de Lípido-P—(1 C)-Ga1 endógeno de
acuerdo a la cantidad de aceptor endógeno presente en el preparado
enzimático usado para su síntesis.



_1-.¿:_t_;_iï:g_1_:¡_e_í.551_d_e 1a___forula_(_:__i_6.n__d_e__1,_í_l_)i_d_o:_l‘_l’.—_clujor el agregado de FMF.

Se ha podido demostrar que el Lípido-PP-Glu es un interme

diario en la síntesis de un glucano, soluble en agua, y distinto

de la celulosa y del ahnidón (73). Se intentó ver, en colaboración

cpmx10‘3

°/oTRITON X-100

Figura 43: Efecto del Triton X-lOOy del FMPsobre la formación de
Lípido-PP-Glu y de polímero a O°E¿__ La mezcla tipo se incubó 60
fiinutos a 0°C y contenía: 0.58 nmoles de UDP-(l C)-G1u (309 uCi/umol),
enana B3Uy las cantidades de FM?y de detergente que se indican.
el Lípido-PP-Glu y el polímero se determinaron comose señala en
íateriales y Métodos. (Am-A) Lípído-PP-Glusin FMF,(0- --.)

LÏpido--Pl’—Glu con 0.25 nmoles de Fri , (A A) polímero sin 1.3? y
(0-———-0) polímero con 0.25 HJOICS dc PFW.

con R.C. Garcia, si por el agregado de PMPcsógeno se lograba estimular

la síntesis del ¿lucano o del intermediario o de ambos.
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nu las condiciones empleadas incialmeutn (Incorporación :1

partir de UDP-Glu)los detergentes inhibían la síntesis del glucano

(Figura 1o) y solo excepcionalmente se observó la formación de

LÏpiu0—rP-Glu en presencia de Triton X-lOÜ y de PHP (Figura 15). Todos

estos estudios se llevaron a cabo incubando a 30°C. Teniendo en

cuenta que, en ausencia ue detergentes, la formación de Lípido-PP-Glu

es óptima a 0°C (73 ) se retomó esta investigación trabajando a

bajas temperaturas.

tl efecto de cantidades crecientes de Triton X-lOOsobre

incubaciones a 0°C se muestra en la Figura 43. En estas condiciones

el detergente continua inhibiendo la formación de Lípido-PP-Glu

pero este efecto es no solo revertido por el agregado de EMPsino que

u una cOncentración de 0.12% de Triton X-lOOse observa estimulación.

La síntesis oe polímero no fue tan afectada, pero en términos

generales en presencia de INP y detergente, especialmente a bajas

concentraciones de este ültñno, se observó un libero estímulo.

Utilizando la concentración óptima de detergente (0.12%)

se investigó el efecto de la concentración de UDP-Glu(Figura 44).

Sin adiciones o en presencia de Triton X-lOOa una concentración

3o un de UDP-Gluse llega a una meseta. ¿n presencia de Triton x-100

y ITE se observan estimulaciones del orden del 1002, y además no se

llegó a una meseta sino que aun a concentraciones mayores de

30 uh UDP-Gluse observó un gradual incremento de la incorporación.

La síntesis de polímero a esta temperatura es muypequeña,

pero también fué estimulada tanto por la adición de Triton X-lOOsolo,
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LIPIDO-PP-Glu.(pmoles)

J 60 120

UDP É‘c] Glu [IM

Figura 44: ¿recto de la concentración de UDP-Glusobre la formación
gel Lípido-PP-Glu. Se incubó a 0°C, 60 minutos con enzima P3“ y
las cantidades de UDP-(14C)-Gluque se indican, (o--— o) sin
adiciones; (A-A) con Triton X-lOO,0.127€; (A—-A) con Triton ¡{-100
0.12% y 2.2 nmoles de FIHH

como por la de 1%?y detergente. Los incrementos observados fueron

menores (20-50A).
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L1 material liposoluble obtenido en presencia de FH?y

detergente se identificó cano Lípido-PP-Glu. Por cromatografía

en columna de DEAE-celulosa se obtuvo el perfíl que se indica en 1a

Figura 45. Parte de dicho material cromatografiado en papel se

l I

ACETATO DE AMONIO [M]

01 Q2 Q4
3 & ¿

10 — _

8 —- _

«a

'9 e —- _
x

í
o 4- —

2- ._

0 AJAÁAA |
0 10 20

NUMERO DE FRACCION

Figura 45: gïgggtggïgfï? gq gpggmpg_ggDEAE:pelulosq_gg}_pfltg;ial
splgklfïfyLkgtgnol qbtcnido en presencia de FMFexógeno. La mezcla
tipo con ténía: 10 nmoles de .11DP-<14-65-;'G]ll-_(.1-(Ï7-._ÏIrc-17:11:61) ,
7 mnoles de FMF, 0.09% de Triton X-IOO y enzima P30 (200 ug de
proteína). Se incubó a 15°C durante 60 minutos. La columna
(0,8 X 31 cm) fué desarrollada comosc indica en Materiales y Hétodos.
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movió con el frente uel bolvente F y en Solvente E produjo el Ester

cíclico de la glucosa 1,2 fosfato. Por hidrólisis ácida snavc

{pu z, 10U°C, 10 minutos) se ¿agradó en un 84% liberando 14€

¿lucosa. Tratado con fenol (30%fenol, 10 minutos, 68-7U"C) vn

bumde la radioactividad pasó a la fase acuosa; dicho material por

electroforesis cn acetato de piridinio migró con 1a movilidad de

¿lucosa pirofosfato (68).

La demostración de que el PMPcs sustrato y no nn acti

vador de la reacción de síntesis de Lípido-PP-Glu, se llevó a cabo

cn forma análoga a 1a utilizada en el caSo del Lípido-chal. Se

realizó un experimento similar a los descritos pero usando doble

marcación: FH32P y UDP-(14C)-Glu.

El exceso de FM3ZPse separó del F-32ïP—(14C)—Glu forma

do por cromatobraïía en colmnna dé DLAfi-celulosa (Figura 46).

A una concentración de acetato de amonio 0.2 F cluye

solamente el FH32K,en cambio después de incrementar la concentración

a 0.4 A aparece material con doble marcación un la zona en que, en

columnas control, eluyo el Lípido-PP-Glu [armado con aceptor endógeno.

La identidad del caupuesLo con doble marca (fracciones 13-10) su

ustableció por tratamiento con fenol. Un94Hde la radioactividad

su transfirió a 1a fase acuosa. Este material, que contenía
14 32,) ._ ‘.‘ , ...‘. aC y n, por electroiorehis en acetato ue plrldlhlo migro con la

movilidad de glucosa pirofosíato.
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cpmx10‘3

NUMERO DE FRACCION

figura 46: Cromato'rafía en columna de DLAn-clulos 
_l;pusolublc oüïenido con doble marcación. La mezcla ti o que
contenía 10.7 nmoles de UDP-(I¡C)-Glu,0.63 nmoles de FM3P, O.12¿
de Triton X-lOO y enzima Ú30 se incubó a 0"C, 120 minutos. La
columna (5 x 40 mm) se lavó con 1 ml de metanol 99%. Luego se
cluyó en fonua discontinua usando concentraciones crecientes de ace
tato de amonio en metanol 992: 0.1 N (l ml), 0.2 J ( 1 m1) y
0.4 h (2 m1). Se colectarou fracciones dc 0.3 m1. «D_--O) 32?,
<A—A) l‘*c;.

obtimulación de la síntesis me polímero.

los resultados obtenidos incubaudc a 0°C fueron satisfacLo"
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rios en cuanto a la síntesis de LÍpido-PPnülu, no así para la síntesis

de] polímero. que a dicua temperatura es muy pequena. En vista du

c110 se buscaron otras condiciones.

Lu la Tabla 23 aparecen los resultados de incuhar a U”,

15°, y 30°C.

laola 23: Incorporación de (14C) uefosa a material liposoluolc y a
polímero a U°, 15° y 30°C.

(14€) hexosa (pnolcs)
Ü°C 15°C 3U“C

Condiciones
oe incubación Butanol Polímero Butanol Polímero Butanol Polímeru

sin adiciones 11 2 18 11 16 92

Ftritou K-lUO — — 10 15 6 19

+Ttitou X-lOO y 22 3 39 21 10 21u)

La mezcla tipo se incubó durante 30 minutos a las temperaturas índi
cadas. Contenía 0.6 nmoles de UDP—( C)—Glu (309 uCi/umol); enzima
P30 y, cuando se indica, 0.09% de Triton X-lCO y 1.8 nmoles de EMP. Sc
inactivo y proceso comose indica en Materiales y Hétodos.

¿e observa que sin adiciones la cantidad de polímero formado

es directamente proporcional u la temperatura. Se ve tramién que el

electo inuibitorio del detergente es máximoa 3U"C, y que a 0° y 15°C

el estímulo por FH?es mayor sobre el material butanólico que sobre el

polímero, y nulo a 30°C. no obstante, a 15°C se observó un incremento

discreto en la cantidad de polírero formado.



Se investigó entonces el efecto de 1a concentración de

PHPa esta temperatura (Figura 47): a mayor cantidad de PMPaumentó

11; cantidad de. I.Ïpi<‘.o-—l"L‘-(i].u.“.illti:tí'l.a(‘!0 (01 material lípo'aolublu

se caracterizó comoLípido-PPnClu por los métodos ya vistos); tam

bién aumentó, aunque en menor proporción, la síntesis del polímero.

Duplicando la cantidad de UDP-(lAC)-Gluse obtuvieron estímulos

mucho mayores (Tabla 24) para el polímero.

.fi

m

1’,

CL

30 l l
J 25 50

FMP [/MM]

Fi;uru 47: ufucto de FTEsobre 1a formación de material Jiposolubje
y de ¿qlíncrc, a 15°C. La mezcla tipo que contenía 0.6 nwoles dc
UDP-('”C)—Glu (309 uCi/unol), 0.09% ¿e Triton X—100,enzima P3“ y laa
cantidades de FHPindicadas, se incubó a 15°C durante 60 minutos
(A—-—A)material liposoluble, (o -— O) polímero.
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Tabla 24: Incorgpración de (14€) hcxosa a Lipido-PP-Glu y a políwero.

(14€) hexosn incorporada (pmoles/mg de proteína)
_- _ __. _.- - m.-- . __.r____.- - --—_—-_._--_- ..._-_...-....- ___.__—-. ._._..—.... .. . -

Condiciones de incubación Lípido-PP-Glu Polímero

Sin adiciones 187 335

+Triton X-lOO 209 781

+Triton X-lOC 355 1414

La mezzla tipo se incubó 60 minutos a 15°C, con 1.29 nmoles deUDP-(1 C)-Glu (268 uCi/umolL enzima P30 (200 ug proteína) y, cuando se
indica 0.09% de Triton X-lOO y 3.6 nmoles de FMP(51.4 uM). El
Lípido-PP-Glu y el polímero se determinaron cmnose indica en Materiales
y Métodos.

Los resultados arriba descritos fueron todos obtenidos con

fragmentos celulares (enzima P30). En esas condiciones, en presancia

de ÜMPy Triton X-lOÜ, no se observó 1a formación de lípido difosfato

eelobiosa (Lípido-PP-Cel), otro de los lípido-azücares caracterizados

en este organismo (68).

Se enplearou'entouces células enteras tratadas con LDTA,y

las incubaciones se llevaron e cabo a 15°C, pues en esas condiciones

se pueden detectar todos los componentes del sistema (García y Dankert

en preparación) (Tabla 25). Lu presencia de Triton X-lOOy PNPlos

cuatro compuestos se incrementaron discretamente, aunque el Lípido-P-Gal

y el Lípido-PP—Gluaumentan por el solo efecto de detergente. No

obStante parece claro que e] F}? también estimula la formación de

Lípido-PPch]. Este sistema posiblemente ofrean las mejores

posibilidades para observar incrementos mayores.
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Tabla 25: Incorporación de (IAC) hexosa a material soluble en
butanol y alggolímero con células tratadas con EPTA.

(14€) hexosa (pmoles)

Condiciones de Lípído-P-Gal Lípido-PP-Glu Lípido-PP-Cel Polímero
incubación

sin adiciones 7.3 1.8 3.5 47.9

+Triton x-100 10.2 3.5 3.3 42.6

+Triton X-100 y FMP 13.1 3.6 5.7 58.3

La mezzla tipo se incubó 60 minutos a 15°C con 0.65 nmoles deUDP-(1 C)-Glu (268 uCi/umol); 0.097. de Triton x-1oo, 4.5 nmoles de mr
y enzima (células tratadas con EDTA860 ug proteína). El polímero y
el material liposoluble se analizaron comose señala en Materiales y
Métodos.
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me 210.5¿18.62.1522

El prenol monofosfato galactosa descrito en apartados

anteriores tiene todas las propiedades de un dador de galactosa.

Noobstante los experhuentos efectuados para confirmar tal función

no han tenido éxito.

Tambiénse intenté buscar alaün polisacárido que contuvig

ra ¿alactosa, pensando que podría ser cl acnptor final de este

azúcar. Lsta tarea tampocotuvo éxito pero el trabajo realizado

condujo a la aislación de por lo menos 4 compuestos cuya composi

ción cualitativa se pudoestablecer en parte.

El estudio del material celulósico obtenido al disgregar

las zoogleas (Materiales y Métodos) indicó que más de un 96%de su

peso seco era insoluble en álcali y por lo tanto, presumiblemente,

celulosa.

L1 sobrenadante obtenido al centrifugar las células se

utilizó entonces comofuente de polisacáridos, obteniéndose final

mente una cierta cantidad de material que se liofilizó (*) (ver

aislación de polisacáridos en Materiales y Métodos). La Figura 43

muestra una cromatografía en columna de DLAu—celulosadc dicho

material. Se observan 3 picos principales: uno neutro (pico°<) y

dos de carácter aniónico (f3 y Y).

(*) L1 material liofilizado contenía aproximadamente un 30%de
¡roteína. Tratamiento con fenol (50%fenol, 74-78°C, 1 hora con
agitación) redujo esta cantidad a un 5%.
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Figura 48: Cromatografía en columna de DEAL-celulosa de polisacáridos
producidos por Acetobactcr xylinum 342. Se usaron 90 mg del producto
lioIilizado. La columnase desarrollo comose indica en Materiales y
métodos. Los azúcares se dosaron por el método del fenol-Sulfürico.

gipogi L Se hizo una hidrólisis total en presencia de resina

DowexDU. Por cromatografía en papel con Solvente H se observaron

3 componentes con la movilidad de manosa, glucosa y vestigios de

ramnosa. La identidad dc la manosa, el azúcar aparentemente más

abundante, se confirmó por cromatografía en papel en Solvente K.

Lste solvente discrimina manosa, de fructosa y de arabinosa, que en

Solvente h tienen practicamente el mismoRf.

Sospechando la presencia de un manano se intentó

precipitarlo con Cu++. Se utilizó la técnica de Algranati y col (211)

y tanto el material precipitado («4) comoel sobrenadante (K1) se
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hidrolizaron en presencia de Dowex50. Por cromatografía en

Solvente h, el material proveniente del precipitado (O<4)permitió

observar los 3 azúcares, en tanto que en el sobrenadante 00(2)

solo se detectó glucosa y vestigios de manosa. Análogos resultados

se obtuvieron con material sin fraccionar por columna de DEAE-celulosa.

En este último caso el sobrenadante (O(1) de la precipitación con

Cu++ se dializó en medio ácido ( pn=1) y luego en medio neutro. Se

trató con °4'amilasa, pero no se observó degradación descartándose así

la presencia de glucógeno. Esta fraccióncú , entonces, parecería

contener por lo menos 2 componentes: d4 7 oca

Eicoslg y ¡l . Conestos picos se hizo también una hidrólisis total

en presencia de Dowex50 pero, antes de analizarlo comoen el caso

anterior, el producto se sometió a electroforesis en papel para

separar compuestos "neutros" de "cargados".

Los primeros resultaron ser manosa y glucosa (en menor

cantidad) en el caso del pico p , y glucosa y manosa (en menor

cantidad) con vestigios de ramnosa, en el caso del pico a}.

La identidad de 1a ramnosa, presente en pequeña cantidad, se

determinó en un hidrolizado del material sin fraccionar por croma

tografÏa en DEAE-celulosa. Se separó de los azúcares "cargados" por

electroforesis en acetato de piridinio y de los neutros por cromatografía

en Solvente H. El azúcar que migró comorannosa, se eluyó, y determinó

por el método de Dische en condiciones específicas para dicho

monosacárido (200 y 201).

¿l material "cargado" dió 2 compuestosen electroforesis en

acetato de piridinio, con las movilidades de ácido glucurónico y de
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ácido galacturónico.

La identidad del primero se confirmó por electroforesis

en buffer borato, pues en este sistema el ácido glucurónico se

separa del ácido manurónico. En el buffer acetato de piridinio

ambosácidos tienen movilidad idéntica.

La presencia de ácido galacturónico no pudo confirmarse

pues el ácido glucónico tiene practicamente la mismamovilidad.

Tampocose pudo descartar 1a existencia de ácido manurónico pues por

electroforesis en buffer borato no se separa practicamente ni del

ácido galacturónico ni del glucónico.

Por cromatografía en papel de DRAE-celulosa (WhatmanDE 20)

en Solvente G, se logr6 una buena separación de ácidos urónicos de

aldónicos. Lamentablementelos resultados obtenidos con el material

"cargado" fueron ambiguos, aunque probablemente solo existan ácidos

urónicos. En la Tabla 26 se resumen estos estudios.

Tabla 26: Comgosicióncualitativa de los Eolisacáridos aislados del
sobrenadante obtenido al segarar celulosa de células de A. xxlinum.

Fracción

Azúcar °< 1 ot 2 (3 y

glucosa + ++ + ++

manosa ++ + ++ +

ramnosa + — _ +

ácidos urónicos - - + +

ácidos aldónicos - - ? ?
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Enzimas relacionadas

A1mencionar el ciclo biosintético del polisacárido 0 en

Salmonella newingtonse hizo referencia a la existencia de ciertas

enzimas descritas no en dicho ciclo sino en el de la mureína o

pared celular. Específicamente se señaló 1a existencia de

fosfatasas que catalizan las reacciones:

1.- Prenol-PP ——> Prenol-P + Pi (157)

2.- Prenol-P -—-—¿> Prenol + Pi (160)

La enzima poliprenil pirofosfato fosfatasa que actúa en

la reacción 1 permite que el lípido pirofosfato que se forma al

finalizar un ciclo pueda iniciar otro nuevo (Figura 7). Comoen

la biosfntesis de los poliprenoles estos son liberados como

Prenol-PP (17), el espectro de esta enzima debería ser amplio.

La fosfatasa que cataliza 1a reacción 2 solo ha sido

descrita en S. aureus (160).

En 1a introducción a este trabajo se mencionó también la

presencia de una quinasa que efectúa la fosforilación del alcohol

libre:

3.- Prenol + ATP -—-—)Prenol-P + ADP (161)

Esta reacción podría ser una via alternativa para la

obtención de Prenol-P, aunque hasta el momentosolo se ha descrito

en S. aureus (161).

La presencia de estas enzimas fué someramente analizada

en este trabajo, encontrándose indicios de la existencia de las
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que catalizan la reacción l y la reacción 3.

Prcnol quinasa

Para investigar la presencia de esta enzimase efectua

ron dos incubaciones sucesivas. En la primera de ellas se

incubó el preparado enzimático P30 con AT32Pa fin de permitir la

formación de Prenil-32P con sustrato endógeno o exógeno

(ficaprenol). En la segunda incubación se agregó UDP-Gal, con

el objeto de capturar en la forma de Prenil-32P-Gal, al Prenil-32P

presumiblemente sintetizado en la primera incubación. Comoen

los casos anteriores se investigó 1a presencia de estos canpuestoa

en extractos butanólicos de las mezelas de incubación. Este

procedimiento en dos etapas se siguió debido a que el 32P soluble

en Dutanol obtenido en la primera incubación era heterogéneo a

juzgar por el Perfil obtenido luego de cromatografía en capa

delgada con Solvente D. La segunda incubación al permitir carac

terizar FM32P-Galconfiere especificidad al ensayo.

Los reSultados del proceso total (Figura 49) indican

que la formación de un compuesto con la movilidad del FMP-Gales

estimulada por UDP-Gal (Figura 49B) y que dicho estímulo es mayor

cuando al sistema se agrega ficaprenol (Figura 49D).

Los compuestos con Rf - 0.85 de las incubaciones C y D

fueron eluídos y sometidos a tratamiento con fenol. El producto

obtenido con UDP-Gal (incubación D) se degradó en un 60%en tanto el

control sin UDP-Gal, (incubación C) solamente lo hizo en un 30%.
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Figura 49: Prenol quinasa. La incubación se efectuó en 2 etapas
(Materiales y Métodos). En 1a primera, la mezcla tipo contenía
62 nmoles de AT32P (8.5 x 108 cpm/umol), 0.15% de Triton X-lOO,
enzima P30 (189 ug proteína) y, donde se indica, 84 nmoles de
ficaprenol (incubaciones C y D). En la segunda etapa, se agrega
ron 62 nmoles de UDP-Gal (incubaciones B y D) o se dejaron como
control (incubaciones A y C). Los extractos butanólicos se
analizaron por cromatografía en papel, con el Solvente E.
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Las fases acuosas de ambasmuestras se analizaron por electrofo

resis (Figura 50). Unicamenteen el material proveniente de la

incubación con UDP-Gal se observó un compuesto que migró como

Ga1—1—32P. En el control solo se detectó 32Pi.

300- de c

E o_ _
EL

u I

3m“ de D "

Oh- __
).__.| l»—-o )—4
GuH-P Pi PP'I

_ l

DlSTANClA

Figura 50: Prenol guinasa. Electroforesis en buffer acetato
de piridinio, de las fases acuosas obtenidas por tratamiento
fenólico de los compuestos C y D (Figura 49). Dicho tratamiento
se hizo con 200 m1 de fenol, 80% y 120 m1 de agua, a 68-70°C
durante 3 horas.

La identidad de la Gal-l-32P, se verificó por hidrólisis

ácida (0.1 MhCl, 100°C, lO minutos) y posterior electroforesis

de los productos reSultanteS. En estas condiciones el 100%de 1a

radioactividad mibró como32Pi. Esta labilidad al ácido es
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curacterística de los ésteres fosfóricos unidos al carbón-1

del azúcar.

Resultados análogos a los presentados se obtuvieron

con la enzima 848 y con células tratadas con EDTA.

5322.13.91r__ofo“¿2322522:
Al estudiar la purificación del FM32Pse mencionó que

el producto de fosforilación, cromatografiado en capa delgada

con Solvente D daba cuatro compuestos (Figura 29). L1

compuesto 2 sometido a hidrólisis ácida liberó una mezcla de Pi

y PPi (Figura 30). La producción de PPi hizo pensar que tal

vez se tratara de ficaprenil-pirofosfato. Comoeste compuesto

2 era un componente menor y además muy difícil de recuperar de

la sílica Gel no se pudo estudiar bien.

No obstante uno de los experimentos llevados a cabo

concuerda con la estructura provisoriamente asignada y al mismo

tiempo podría revelar la presencia, en el preparado enzimático

usado (P30), de una poliprenil pirofosfato fosfatasa análoga

a la descrita en M. lysodeikticus (157).

El experimento consistió en incubar al compuesto 2 con y

sin enzima, y analizar toda la mezcla de incubación por electroe

foresis en papel. En estas condiciones tanto el compuesto 2 como

el El? no se muevendel origen. Los resultados se muestran

en la Figura Sl. La formación de Pi es mucho mayor en el incubado
. . , 3'

con en21ma. Incubac1ones analogas llevadas a cabo con FM¿P
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Figura 51: Electroforegís en buffer acetato de piridinio del
compuesto 2 marcado con P (Figura 291 incubado con X sin enzima
(P30). Las condiciones fueron las de la incubación tipo pero
sin UDP-Galy con Triton X-lOO 0,6%. Una vez finalizada la
reacción se electroforetizó directamente el sobrenadante de la
misma.

(compuesto 3 Figura 29) comocontrol no indican liberación de

32Pi por parte de la enzima.

Estos resultados concuerdan con 1a capacidad estimulante

observada en un componente de los preparados de FMPradioactivo o

no. Este componente permanece en el origen de cromatogramas

en capa delgada desarrolladas en Solvente C (Figuras 27 y 28).

El pico del origen del cromatograma de la Figura 28 se utilizó como

aceptor exógeno en una incubación llevada a cabo en presencia y



-129

ausencia de UDP-Galno radioactivo. Los extractos butanólicos

de ambos incubados se sometieron a tratamiento con fenol 502 y en

el material proveniente del incubado con UDP-Galse logró aislar

hexosa-l-32P, confirmando así que el componentedel origen

(cromatograma de la Figura 28) actúa comoaceptor de galactosa.
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Aceptores lipídicos en plantas

Se intentó en colaboración con Rafael Pont Lezica, exten

der a sistemas vegetales el estudiollevado a cabo en bacterias.

Se tuvo en cuenta que en plantas se han descrito gran

cantidad de poliprenoles, en su mayoría de carácter alílico

(Tabla 3) y algunos lípido-fosfo-azücares (Tabla 4). En estos

últimos no se determinó con claridad 1a naturaleza del prenol.

El sistema enzimático elegido se obtuvo de epicotilos de

arveja y se empleó UDP-(14C)-Glucomonucleótido-azücar dador. Se

estudió la incorporación de radioactividad a distintas fracciones.

La Tabla 27 muestra un ensayo tipo. La mayor parte de la marca se

Tabla 27: Distribución de la radioactividad incorporada utiligando
enzima de arvejas (P252.

Fracción cpm incorporados

Butanol soluble 153.700

Lípidos neutros 130.000

Lípidos polares 5.413

Insoluble en etanol al 80% 23.788

Se incubó 60 minutos en las condiciones indicadas en Materiales y
Métodos. La reacción se detuvo con butanol y luego se extrajo con
el mismosolvente. Del material butanólico se contó una alícuota
y el resto Se analizó por cromatografía en papel WhatmanDE-ZO
(solvente butanol saturado en agua), para separar los lípidos neutros
de los polares. La fase acuosa se precipitó con etanol al 80%y el
precipitado se contó luego de ser lavado varias veces con etanol de
la misma concentración.
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observó en la fracción butanólíca, aunque una cantidad considerable

se incorporó a material precipitable con etanol 80%.
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Figura 52: Análisis del material liposoluble por cromatografía
en columna de DEAE-celulosa. Se incubo a 20°C, 30 minutos con 1a
mezcla señalada para la enzima de arvejas. Para fraccionar el
material obtenido se utilizó una columna de 1.2 x 60 cms y se eluyó
en la forma indicada en Materiales y Métodos.

Solo se estudió con detalle 1a fracción liposoluble.

Analizada por cromatografía en papel WhatmanDE-20reveló la pre

sencia de una gran cantidad de glucolípidos neutros y de una pequeña

ACETATODEAMONIO[M]
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fracción polar.

Análogo resultado se obtuvo por cromatografía en columna

de DEAE-celulosa (Figura 52). Se observ6 una gran cantidad de

radioactividad en la zona neutra (pico l); y material cargado que

eluyó entre 0.1-0.2 Macetato de amonio (pico 2)(es decir en la

zona correspondiente a un monofosfato) y entre 0.3-0.4 Mde 1a misma

sal (pico 3). Es interesante señalar que si en vez de obtener el

material a 20°C se incuba a 0°C la relaci6n de pico 2 a pico 3 se

invierte (Figura 53).
’ l

l I 1 1 ¡h
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Figura 53: Cromatografía en columna de DRAE-celulosa de lípido
azücares de arveja. La mezcla tipo se incubó a 0°C durante
90 minutos, contenía: 1.0 nmol de UDP-(14C)—Glu(268 uCi/umol) y
enzima P25. El extracto butanólico se fraccionó en una columna
chica, comose indica en Materiales y Métodos.
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Análisis pico 2.

De la fracción liposoluble solo se analizó con cierto

detalle c1 pico 2, para lo cual se utilizaron las mismas técnicas

aplicadas a los compuestos obtenidos con enzimas de A. xyliuum.
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Figura 54: Efecto de la concentración de FHP. Condiciones Cc la
incubación tipo, con 0.5% de Tritón X-llá. La reacción se detuvo y
extrajo con butanol. Los lípidos neutros y polares se determinaron
por cromatobrafía de lu fase butanólica en papel MhatmanDp—20.

Por hidrólisis a ph 2 solo liberó ¿lucosu.

Por cromatografís en el solvente básico á el pico 2 mibró



-134—

con el frente, lo que indicaría que contiene un solo fosfato, con

firmando así su perfil de elución de la colwnna de Dunk-celulosa.

La estabilidad a las condiciones básicas Suaves, descartó la

presencia de un fosfolípido y apuntó hacia la naturaleza prenólica

del lípido involucrado.

La capacidad de este sistema enzimático para utilizar

aceptores cxógenos también sugirió que la porción lipídica del

Lípido-P-Glu es de naturaleza prenólíca. Tanto el PMPcomo el DolUP

en presencia de Tritón X-lOOestimularon la formación de este com

puesto y no produjeron cambios apreciables en la síntesis de los

lípido azúcares neutros, comose observa en la Figura 54 para el

caso del EMP.

Utilizando FM32Pse determinó que éste era efectivamente

sustrato de la reacción ya que se formó el ¡M32P—(14C)—Glu.

¿'_\C(1¡)to_1í_t';_n_d55€n0 .

Se intentó también aislar el aceptor endógeno y con este

objeto se prepararon extractos butanólicos del particulado enzimático,

y se fraccionaron por cromatografía en columna de DaAmeelulosa. La

presencia de aceptor se estableció midiendo con el sistema enzimática

de arvejas la capacidad de estimular la formación del Lípido-P-Glu

en cada una de las fracciones eluidas. La única fracción activa

correspondió a una concentración salina de Ü.l-0.2 H acetato de

anonio. Esta es la concentración a la que se elnyen el FH?y DolïT.

¿l aceptor endó5eno así obtenido sc hidrolizó e pH 2 y lo
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núsmo se hizo con controles de FMPy DDJIT. Después se midió

capacidad aceptora. En la Tabla 28 aparece el resultado: el

aceptor de arvejas al i¿ual que el Doltmfué resistente a la

Tabla 28: Tratamiento ácido del lípido aceptpr de arvejas,
FMF y Dome.

Aceptor lipídico Radioactividad incorporada Aceptor
en los aceptores descompuesto

No tratada Tratada
cpm cpm Z

Arvejas 3211 2544 21

DolMP 7904 6800 14

FHP 5064 790 85

Las muestras se trataron con 0.01 N HCl, 10 minutos 100°C. Los
lípidos se extrajeron con butanol y a dicha fracción se le ensayó
la actividad aceptora.

hidrólisis ácida; esto estaría indicando que el lípido de arvejas

es de tipo dolicólico, pues el EMTpierde un 85%de su capacidad a

ceptora.

Los resultados anteriores se confirmaron tratando

FIT-(lác)—Glu,DolMP-(14C)—Gluy Lípido-P-(14C)-Glu con fenol en la

forma ya vista.

Se observó (Tabla 29) que solo el PMP-(14c)-Glu fué

degradado en su casi totalidad, no así el Lípido-P-(lác)—Glu.
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fEfl¿lg_32¿_ 1331QQHienlp_j}nnílicode los lípioos ¿Imansilndos.

Glucolípido Fase fenólica Fase acuosa Degradación
cpm cpm Z

Lipido-P-(14C)-Glu(arvejas) 3028 292 9

Dolj-Zl’—(14C)-Glu 1046 126 1o

Rip-(14€) -Glu 514 2342 82

L1 trataniento se efectuó comose señala en Materiales y Métodos
durante 3 horas. El INT-(14C)-Glu se preparó con enzima de arvcjas,
el DollT-(14C)—Glusintetizado con enzima de hígado fué gentilmente
cedido por C. Brett.

Coincidentes con los resultados anteriores fueron los

obtenidos por reducción catalítica de FMP-Glu,DolHP-Gluy de otro

accptor glucosilado obtenido por C. Brett con poroto de soja,

Coneste tratamiento tanto el aceptar glucosilado comoel DolMP-Glu

permanecieron practicamente inalterados en cambio el FHP-Cluse
a,

uugrauo

Confiburaciñn del enlace Glu-P. Se estableció que el enlace

azúcar - fosfato del Lípido-P-Glu era de configuraci61¡f3 siguiendo

dos técnicas diferentes:

- Capacidad para formar el anhidroglucosano.- ¿1 Lípido-P-Glu

sometido a tratamiento alcalino (G.1 ú NaOnen prOpanol 99%, 65-68°C),

se degradó en un 83%originando un compuesto que por cromatografía en

papel con el Solvente h se comportó como1,6 anhidroglucosano.

La identidad del glucosano se confirmo por hidrólisis ácida

(13 uCl, 100°C, 10 minutos) y cromatografía en el Solvente h,
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donde migró como glucosa.

- Sensibilidad a laP-fosfog1ucomutasa.— Comose indicó, el

lipido-fosfato-azücar de arvejas es insensible al tratamiento fenó

lico (Tabla 29) por lo que se infirió que es ¡IC-saturado; por el

contrario los derivados glicosilados de los esteres fosfóricos dc

los prenoles alilicos producen el azúcar-fosfato correspondiente

(Figura 25 y 26). basándose en dicha propiedad y suponiendo que la

cstereoespecificidad de la enzima glucosilante es 1a mismapara el

aceptor endógeno, que para los aceptores exógenos, se procedió a

incubar en presencia de un exceso de FMF. La mezcla que se formó

en estos casos contenía aproximadamente un 15%de Lipido-P-Glu y

un 85%de FHP-Glu. Esta mezcla se trató con fenol al 50%, obteniég

dose en la fase acuosa un producto con las características de la

G1u-1-P. Esta Glu-l-P se aisló por electroforesis en acetato de piri

dinio y se incubó con P-fosfoglucomutasa obteniéndose un 40%de

Glu-6-P. Un control realizado en las mismas condiciones con

“»-Glu-1-P mostró un 9%de conversión posiblemente por la presencia

deKofosfoglucomutasa en la preparación enzimática.
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Para aclarar la estructura de la fracción lipídica de

los lípido-fosfo-azócares descritos en Acetobacter xylinum, existían

comose ha señalado, 3 vías posibles:

l) Utilizar un compuesto presumiblemente análogo como

aceptor exógeno.

2) Aislar el lípido endógeno.

3) Estudiar la biosíntesis del lípido a partir de un

precursor radioactivo.

Se siguieron las dos primeras ya que la tercera posibilidad

Se descartó porque experimentos previos (llevados a cabo por

R. García) habían demostrado que estas células no son permeables al

ácido mevalónico, precursor específico de los poliprenoides.

Comoaceptar análogo se utilizó principalmente el FMPy en

experimentos preliminares llevados a cabo en presencia de

UDP-(14C)-Glu se observó que:

a) El FMPestimula la incorporación de radioactividad a

material soluble en butanol solamente en presencia de detergentes.

Otros tratamientos comoagitación en vortex, sonicación, elevación

de temperatura, etc. no son capaces de reemplazar a los detergenteS.

b) El detergente por si mismoestimula la incorporación

(Tabla 5), y de los preparados enzimáticos ensayados para obtener el

máximode'estímulo con FMPy detergente, y un mínimo con detergente solo

(células tratadas tanto con EDTAcomocon lisozima o tolueno, fracciones

celulares obtenidas por desintegración con celdas de French o Nossal)
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(Tablas 5 y 6), el mejor resultó ser la fracción precipitable a

30.000 x g (Enzima P30) obtenida con el desintegrador de Nossal.

Si el detergente se reemplaza por cefalina, un fosfo

lípido generalmente presente en bacteriaS, no se observa activación

alguna (Tabla 9). El papel activador de la cefalina y de la

cardiolipina na sido descrito en otros sistemas de bacterias

(151, 214).

c) hl producto obtenido tiene las propiedades del Lí

pido-P-Gal (Figura 14).

En las condiciones utilizadas solo ocacionalmente se

encontró además Lípido-PP-Glu, y en pequeña cantidad (Figura 15).

Por este motivo el estudio se concentró en la incorporación de galac

tosa directamente a partir de UDP-Gal,a material soluble en solventes

orgánicos.

La presencia de galactosa en el producto no sorprendió

pues ya se sabía que el sistema enzimático utilizado contiene

UDP-Gal-4-epimerasa (68).

Incorporación a partir de UDP-Gal

En presencia de este nucleótido azúcar las incorporaciones

fueron mucho mayores que con UDP-Glu (Tabla 10). También en este

caso se buscaron condiciones en las que el efecto estimulante del

detergente fuera mínimo. (Tablas ll y 12). Se ensayaron varios

detergentes, que en presencia de FMPincrementaron la síntesis de

material liposoluble. Pero el estímulo máximose produjo nuevamente
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en presencia de Triton x-100 (Figura 21), aunque Zonyl A y desoxi

colato de sodio produjeron incrementos apreciables. En presencia

de Triton X-lOO se obtuvo para el UDP-Gal un Kmaparente de

3 - 6 a lO"5 H y para el PMPigual a l x 10-5 M (Figura 20).

Por otra parte las incorporaciones de galactosa obtenidas

con exceso de sustrato (Figuras 17 y 18) o, en incubaciones durante

tiempos largos (Figura 19) fueron siempre muy altas (60-75%).

La identificación del producto formado en presencia de

FMPy Triton x-100 se hizo empleando: cromatografía en papel en los

solventes L y F (Figura 22), cromatografía en columna de DLAE-celulosa

(Figura 23), hidrólisis a ph2 y posterior caracterización del produc

to hidrosoluble comogalactosa (Figura 24), tratamiento fenólico

(Figura 25) y ulterior caracterización de la Gal-l-P formada

(Figura 26); y reducción catalítica en presencia de platino (Tabla 14).

Todos estos tratamientos indican que el compuesto obtenido en

presencia de FTEse comporta comoel Lípido-P-Gal sintetizado a partir

del aceptor lipfdico endógeno.

La configuración de la unión fosfato-azúcar es la mismaen

el Lípido-P-Gal y en el compuesto formado por estimulación con FMP:

ambosforman 1,6-anhidrogalactosano cuando se los somete a un trata

miento alcalino fuerte, revelando la presencia de la configuración fi

Confirmación del carácter de sustrato para el FTP.—-Aunque

los resultados arriba mencionadosson ya un buen Indice del caracter

de sustrato desempeñadopor el PMP,la evidencia más categórica se

obtuvo utilizando FM32P.
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En presencia de este compuesto y de UDP-Gal, tanto no radio

activo como marCado con 14C se formó un producto con las propiedades

del Lípido-P-Gal que contenía 32P y que sometido a degradación con

fenol produjo un compuesto análogo a la galactosa—1—32P. Cuando se

utilizaron los dos radioisótopos se estableció ademásque la galactosa

y el fosfato se hallaban en relación molar. De esta manera quedó
32demostrado que el P originalmente unido al ficaprenol se había unido

luego a la galactosa provista por el UDP-Gal.

Otros aceptores lipídicos

El sistema enzimático estudiado utiliza no solo el FMPcomo

aceptor exógeno sino también a1 DolMP,aislado directamente de hígado

de cerdo u obtenido por fosforilación química de dolicol de 1a misma

fuente.

Sin embargoaceptores lipídicos de tipo 0(-saturado descritos

en otras fuentes (arveja, soja e insectos (97, 98)) no tienen capa

cidad activadora en este sistema (Tabla 20). Estos resultados

negativos no deben considerarse concluyentes pues solo se utilizaron

extractos crudos y no se intentó Su purificación.

El hecho de que en el sistema de Acetobacter estudiado tanto

el FMPcomo el DolMPsean sustratos (Tabla 20) indica una cierta

inespecificidad de la enzima con respecto a la longitud de 1a cadena

y al estado de saturación de la unidad 0‘ del prenol. Sin embargo a

bajas concentraciones el PMP,es mejor sustrato que el DolNP(Figura 42).

CÓMOestos dos compuestos difieren además en el número de dobles enlaces

trans, no es posible extraer conclusiones con respecto a la influencia
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de cada uno de estos factores sobre la especificidad del sistema

enzimático. Comoya se dijo el comportamiento del compuesto

obtenido con el aCeptor endógeno (Lípido-P-Gal) es idéntico al

obtenido en presencia de PMP. ¿l producto sintetizado en presen

cia de Dole es diferente: es resistente al tratamiento fenólico

(Tabla 22) y a la reducción catalítica (Tabla 14)L Esta puede

tomarse comouna evidencia más del carácter alílico del aceptor

endógeno. Por otra parte este comportamientodiferencial dc los

productos obtenidos en presencia de BHPy DolflP frente a los

tratamientos señalados (fenol 50%y reducción catalítica) permite

disponer de una herramienta sencilla para distinguir entre lípido

azücares derivados de prenoles alílicos (ficaprenol) o de

°( —saturados(dolicol) y provee la posibilidad de utilizar prenil

fosfatos no radioactivos comomarcadores.

Estudio del aceptor aisladgpde Acetobacter xxlinum.

L1 otro caminoseguido para caracterizar el resto lipídico

ce los lípido-fosfato-azücares fué proceder directamente a su

aislamiento. Este se emprendió al Comprobarsela factibilidad de

obtener material suficiente comopara caracterizarlo por espectro

grafía de masa. Comofuente se utilizó a la cepa B42 de A. xylinum,

con la que se han realizado los estudios presentes. Pero puesto que

la producción de celulosa que la caracteriza dificulta su manipula

ción, se utilizó también la cepa 8747. Esta cepa no produce celulosa

(68) y, tampocose ha detectado in vitro la formación de lípido-fosfo

azúcares (68). Noobstante, al buscar lípido-fosfatos libres, se
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encontró que también esta cepa producía un compuesto que estimulaba

la síntesis de Lípido-P-Gal en presencia de enzima obtenida a

partir dc la cepa 542.

Debe destacarse que 1a cepa b42 produce casi el doble de

aceptor (por gramo de células húmedas) que la cepa 8747 (Tabla 17).

quizá en esto probablemente tenga cierta incidencia la incapacidad

ya mencionadade esta última cepa para sintetizar lípido-fosfato_

azúcares y celulosa. Pero por otra parte la presencia de aceptor en

esta cepa es justificable pues en la síntesis de la pared celular

se requiere también prenil-fosfatos (15, 21).

El aceptor aislado posee la mismalabilidad al ácido que

el FMPen tanto que el DolMPes resistente (Tabla 19). Este

resultado añade una nueva evidencia en el sentido de que el lípido

fosfato endógenoes de carácter alílico.

El espectro de masa del aceptor aislado y defosforilado

por tratamiento ácido revela efectivamente la presencia no solo de

undecaprenol sino también de deca—y nonaprenol (Figura 41).

Sin embargo la presencia de otros compuestos, posiblemente

de carácter isoprenoideo, en cantidades muchomayores, abren la

posibilidad de que también ellos sean responsables de la capacidad

aceptora.

De todos modos, se puede afirmar con bastante fundamento

que el aceptor endógenoes un poliprenol fosforilado, de tipo alílico.
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Síntesis de Lipidojggzglu

¿n la introducción se mencionó que preparados de

Acetobacter xylinum acumulan in vitro, a partir de UDP-(14C)-Glu,

una sustancia a la que se asignó la estructura LIpido-PP-Glu (68).

También se mencionó que este compuesto es un intennediario en la

síntesis de un glucano.

Siguiendo un esquema análogo al utilizado en el caso

del Lipido-E-Gal se trató de lograr, por el agreáado de PEPexógeno

una estimulación en la formación del Lípiuo-PP-Glucosa. Lsta

parte del trabajo se desarrollo en colaboración con R. García.

Comoya se discutió, en un principio no se tuvo éxito,

pues en las condiciones del ensayo se inhibían tanto 1a síntesis del

Lípido-PP-G1u (08) comola del glucano (Figura lb). Pero trabajando

a Ü°Cy baja concentración de Triton X-lOO (0.09—0.123) se lograron

estínulos reproducibles (Figura 43). Ln realidad ya se sabía que a

Lajas temperaturas, aunque en ausencia de detergentes, la acumula

ción de Lípido-BP-Glu es máxima, y que la formación de polímero

estaba practicamente bquueada (73).

La aplicación de las uismas técnicas analíticas utilizadas

para el estudio del Lípido-P-Gal: hidrólisis a phZ, columnade

DLAL-celulosa(Iigura 45), tratamiento fenólico, cromatografía en

solventes E, F y H y experimentos con doble marca (Figura 46), permitie

ron confirmar que se forma Ficaprenil-PP-Glu de acuerdo a la siguiente

reacción:

l-‘icaprenil-P + UDP-GluJ: Ficaprenil-PP-Glu + UH?
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Consecuentementc, es bastante probable que el aceptor

endógeno sea un prenil monofosfato.

En cuanto a 1a especificidad del complejo enzfinático

involucrado en esta reacción, es poco lo que puede afirmarse. Si

bien el DolMPno produce estimulación en las condiciones del ensayo,

tampoco la producen extractos lipídicos de las mismas células que

deberían contener el aceptor. Dichos extractos, en cambio, activan

enormemente la incorporación de galactosa (Tabla 18, 19 y Figura 40).

Posiblanente la presencia de fosfolípidos y otros conta

minantes altere en forma apreciable los requerimientos de la reacción

y 1a relación enzima-sustrato-detergente.

Una importante evidencia adicional que, a la vez reafirma

la funcionalidad del FMPcomosustrato. se obtuvo incubando a una

temperatura intermedia (15°C), ya que se observó incremento en la

formación del intermediario lipídico y también en la de polímero

(Tablas 23 y 24 y Figura 47).

Por último, utilizando no ya enznna P30 sino células

tratadas con EDTA,se observó, agregando PMPy Triton X-lOO (Tabla 25),

un leve incremento no solo en la formación de polímero sino también

en la de los 3 lípido-azücares descritos en A. xylinum (Lípido-P-Gal,

Lípido-PP-Glu y LIpido-PP-Cel). Este resultado puede conSiderarse

comouna evidencia más en el sentido de que sobre un aceptor canün

se forman los tres lípido-azücares, dos de los cuales, a su vez,

intermediarían la síntesis del glucano.
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Estudio de algunas enzimas del ciclo bíosintético

del aceEtor ligídico

De acuerdo a lo que se conoce con resPecto a la bíosín

tesis de los poliprenil-fosfatos del tipo de los estudiados,

estos se fonuarían a partir de ácido mevalónico, comose observa

en el esquemasiguiente (16).

Acido mevalo'níco

Isopenten'll - PP —- Dimetilalil -PP
Geraníl-PP

Isopenteníl‘ PP N1
Farnesil-PP

(8) Isopentem'l- PP
Pi (e) Pi

Undecapre nÍl-PPLAM. l'Jndecapren'll-PT-Bï.4Undecapre nol
ATP

Figura 55: Esguemabiosiutético del Undecagrenil-P (16).

El producto final de esta secuencia es un poliprenil-piro

fosfato, el cual para funcionar comoaceptor de azúcares debe hidro

lizarse a monofosfato. Este paso es mediado por una poliprenil

pirofosfato fosfatasa (A) (157). hn S. aureus se ha descrito una segunda
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defosforilación que lleva al undecaprenil monofosfato a alcohol

libre. Esta reacción es catalizada por una poliprenil monofosfato

fosfatasa (C) (160). La fosforilación del undecaprenol mediante

una quinasa (B) y ATPha sido descrita también en S. Aureus (161)

y constituye una via alternativa para la obtención de Undeca

prenil-P.

Algunas de estas actividades enzimáticas han sido ahora

detectadas en A. xylinum.

guinasa.- Evidencias para la presencia de esta enzima se

encontraron utilizando AT32Py prenol exógeno. Aunque las canti

dades de lípido-fosfato (32P) formado fueron pequeñas,su existencia

se confirmó al obtener Lípido-32P-Gal. Este compuesto a Su vez,

mediante tratamiento fenólico liberó Gal-l-32P (Figura 50). Esto

prueba 1a transferencia de 32Pi del AT32Pa un aceptor lipídico y su

funcionalidad comosustrato de la galactosiltranSferasa.

Poliprenil-PP-fosfatasa.-Indicios de la presencia de una

enzima de este tipo se obtuvieron por el hecho de que la formación

de Lípido-P-Gal es estimulada por el ficaprenil-difosfato, radioactivo

o no. Cano este último material proviene de una cromatografía en

capa delgada no puede descartarse la posibilidad que se hidrolice a

monofosfato durante la elución. Sin embargoel caracter enzfimático

de esta hidrólisis se evidenció por incubaciones llevadas a cabo con

lípido-difosfato radioactivo (pico 2 Figura 29) las que produjeron

la liberación de 32Pi (Figura 51), liberación que no ocurre en

presencia de FM32P(pico 3 Figura 29).
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Nose hallaron pruebas sobre la existencia de poliprenil

monofosfato fosfatasa (C), cuando se incubó FM32Ppurificado,con

enzima P30.

Aceptores de ¿alactosa

Dado que en A. xylinum solo se han descrito homopolI

meros que contienen glucosa (174-176), la función del Lípido-P-Gal,

el cual presenta todas las características de un dador de galac

tosa, debería estar orientada hacia la síntesis de un heter0p01i—

sacárido o una glicoprotefna. Pensando en que fuera lo prfinero,

se procedió al aislamiento de polisacáridos, encontrándose por lo

menos cuatro de diversa composición (Tabla 26), aunque ninguno

reveló poseer galactosa según las técnicas de análisis utilizadas.

Los resultados obtenidos no permiten responder al in

terrogante planteado sobre el destino final de la galactosa. hsta

puede formar parte de polisacáridos presentes en otras fracciones

celulares no estudiadas y/o de glicoproteínas.

Aceptores lipídicos en plantas

El estudio llevado a cabo con A. xylinum permitió aislar

una serie de lípido-fosfo-azücares: Lïpido-P-Gal, LIpido-PP-Gluy

Lípido-PP-Cel, de los cuales los dos últimos son intermediarios en

la síntesis de un glucano de alto peso molecular (73).

Por sus características tanto el Lípido-PP-Glucano cl

Lípido-BP-Cel (68) podrían ser intermediarios en la biosíntesis de

celulosa. Teniendo en cuenta esta idea y en colaboración con
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R. Pont Lezíca se decidió llevar a cabo un estudio-similar en

plantas. Existían ademásdos circunstancias adicionales que hacían

más interesante digna investigación:

a) Las plantas son la fuente más importante de prenoles

alílicos, tanto libres comocsterificados (Tabla 3).

b) Noestaba aclarada la naturaleza de la fracción lipí

dica de los lípido-fosfo-azücares ya descritos en algunos

vcsetales (87 - 96).

Comosistema enzimática se eligió uu particulado de

epicotilos de arveja y se utilizaron las mismastécnicas analíticas

empleadasen bacterias. Los resultados iniciales indicaron que

existen al menos dos tipos de compuestos lipofílicos capaces de

aceptar glucosa: neutros y aniónicos (Figura 52). Los primeros

fueron caracterizados comoesteril-glucósidos, pero en nuestro caso

el estudio se centró en los últimos. La Figura 52 señala la pre

sencia de dos lípidos cargados: uno que eluye comolÏpido monofosfato

y otro, en menor cantidad que eluye comolípido pirofosfato.

ul análisis de la fracción lipídica del lípido monofosfato

indica que es dc tipo dolicólico. Es claro el paralelismo entre

el comportamiento del Lípido-P-Clu (sintetizado con el necptor endógeno)

y el DolHPGlu (preparado ya sea con enzina de arvejas o con la fracción

miCÏOSOmalde hígado de rata) frente a tratamientos degradativos

tales comoreducción catalítica y fenol SOZ(Tabla 29), cuyo valor

diagnóstico ha sido señalado para el sistema de A. xylinmn.

La activación en la formación de Lípido-P-Glu obtenida me

diante la adición de ETT, (radioactivo o no) y DolETindicaría
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una falta de especificidad enzimática con respecto al grado de sa»

turación de la unidadc(, al númerode enlaces trans y a la

longitud de la cadena poliprenólica. Esto es similar a lo visto

en Acetobacter xylinum para el caso de la síntesis del Lípido-P-Gal.

bl hecho de que en el sistema estudiado el prenol posea

las propiedades de los dolicoles, apoya la idea ya señalada

(Tabla 4) de que una característica de eucariotes sería que 1a parte

lipofílica de los lípido-fosfato-azücares es °(-saturada,cuando el

prenol es de cadena lineal; en procariotes en cambio, sería de tipo

alílico. A esta circunstancia podría asignarsele una cierta role

vancia desde el punto de vista evolutivo.

La presencia de un lípido °‘-saturado responsable de la carga

de azúcares es sorprendente si se piensa que en plantas los prenoles

descritos son de tipo alílico (Tabla 3), con la sola excepción de un

dolicol aislado del "spadix" de Arummaculatum (39). Esto plantea

ahora un nuevo interrogante:¿ Cuál es la función que cumplen en los

vegetales los prenoles alílicos que son, con mucho, los más abundantes?

Finalmente, el otro compuesto cargado en DEAE-celulosa se

eluye comoun lípido pirofosfato pero no ha sido investigado en

detalle. Analogamente a lo que sucede en A. Xylinum se acumula a

baja temperatura (Figura 53).

L1 aceptor final de estos azúcares no se conoce, pero la

fonuación de material insoluble en etanol o TCA(Tabla 27) observada

en el mismosistema permite sospechar que los lípido-azücares aislados

desempeñanel papel de intermediarios.
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CONCLUSIONES

1) La fracción enzimática P30 (es decir, los fragmentos

celulares de Acetobacter xylinum, obtenidos en un desintegrador de

nossal que precipitan entre 430 y 30.000 x g) es la más adecuada

para estudiar la reacción:

l) LIpido-P + UDP-GaJ.F==3 Lípido-P-Gal + UDP

pues el estímulo en la formación de Lípido-B-Gal por el agregado de

detergentes es mínimo, y máximo, en presencia de detergente y FMF.

En ausencia de detergentes no hay activación por FMP.

El detergente más eficiente es el Triton x-100 en una concentración

U.2-2.4Z.

2) En presencia de Triton x-1oo el Kmaparente para el

UDP-Gal es 3-6 x 10'5M y para el FMF 1 x 10-5M.

3) El DolMPes también sustrato de esta reacción aunque

menos eficiente que el FMP.

4) Extractos lipïdicos de A. xylinum fraccionados por

cromatografía en columnas de DRAE-celulosa, también estimulan la

formación de Lípido-P-Gal.

5) Los productos obtenidos con aceptor endógeno, FHPy

extractos lipídico de A. xylinum tienen idénticas propiedades. El

'obtenido en presencia de DolMP,en cambio, es resistente a 1a degradación

por fenol y a 1a reducción catalítica.

6) Sometidos a una hidrólisis ácida suave tanto el FMP

comoel extracto lipídico de A. Xylinum pierden su capacidad

estimulante, No así el DolMP,que conserva dicha propiedad.



7) Utilizando UDP-(lÁC)—Galy FH32T se obtuvo un producto

con una relación :olar P32/14C = 1, que por degradación con fenol

. - 14 - . 32 -. .- z l . ‘1 .produJo ( c)-Lnl- P. Sc confirmo asl que cl Pbmes nn sustrato

dc la reacción.

8) La porción lipïdíca del aceptor endógeno de A.xylinwn

us un poliprenol de tipo alílico. L1 espectro de ¿asa confirmó esta

suposición pero no permitió aclarar totalmente su estructura.

9) La enzima que cataliza la reacción l) no cs muy

específica ni para el laráo de cadena dc poliprcnol ni para la

presencia o no dc una doble ligadura en su unidad a( , ni para c1

numero dc enlaces trans.

10) thractos lipïdicos ohtenidos dc Acetobactcr xylinwa 8747,

una cepa que no sintetiza celulosa, tanbién estimulan la formación

Lípido-P-Gal pero en menor ¿rado que los obtenidos de cepas que producen

celulosa. Este resultado sc justifica aceptando que el aceptor de

nalactosa y el que interviene en la síntesis de la pared celular o

mureina son similares. kn la mutante 8747 faltaría entonces la

enzima galactosilantu, pues en ella no sc pudo detectar la formaciñn

de Lípido-P-Gal.

ll) Con 1a misma fracción enzimática P30 se estudió tmlbiün
la reacción:

2) Lípido-P + UDP-Glu—+¡ Lípido-l’P-Glu + un!

1Comose na senalado este uípido-PP-Clu cs intcnnedinrio en -a

síntesis dc un ¿lucano (73).



en este caso el agregado de FT? produjo estimulación

simultánea en la formación de Lípido-PP-Glu y del glucano, cuando se

incuuó a bajas temperaturas (0-15°C) y cn presencia de 0.13

ïrLLmIEElUÜ.

12) Con el Doth no se obtuvo efecto alguno. Tampoco

con los extractos lipídicos de A. xylinum.

13) En este caso también el Lípido-P aceptor es un

Poliprenol-P de tipo alílico.

14) Utilizando comosistema enzimática células tratadas

con LDTAun vez de la fracción P30, a 15°C sc obtuvo, por el

“o“o regado de ETT, un ligero estímulo en la sínteSis de L1pido-P-Ga1,

Lípido-PP-Glu, Lípido-PP-Cel y polñnero simultáneamente.

15) Se lobró detectar la presencia de las dos actividades

cnzimáticas siguientes, vinculadas al metabolismode los prenil

fosfatos:

3) Prenol-PP --9 Prenol-P + Pi

4) Prenol + ATP ""'? Prenol-P + ADP

16) Se detectó la presencia de cuatro compuestos que

contienen glucosa, manosa, ramnosa y ácidos ur6nicos. Dos neutros y

2 aniónicos.

17) L1 sistema enzimático de epicotilos de arveja sintetiza

al menos 2 lípido-fosfato-azücares cargados negativamente, uno de los

cuales resultó ser LÏpidO-P-‘a —Glu.

18) La porción lípidica del Lípido-P-Clu obtenido con el

sistema de archas tiene las propiedades de un prenol °(-saturado.



19) La enzima que sintetiza LIpido-P-Glu, también cs

inospucífica con respecto al prenil-fosfato utilizado ya que tanto

L1 FHHcomo el DolNP le sirven como sustratos.

20) )e acuerdo a lo conocimientos actuales (Tabla 4) y a

los resultados obtenidos con Acetobacter xylinum y epicotilos de

arveja, se puede generalizar diciendo que 1a parte lipídica de los

lípido-fosfato-azücares ( formados por un prcnol de cadena lineal) es

€‘-saturada en los sistemas eucarióticos yO(-insaturada en los

precariotes.

LJ” ÜMWy
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