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INTRODUYUCCION

I. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES DE LA CELULOSA

La celulosa constituye mas del 50% del carbono orginico pre-
sente en la bidsfera, es el polisacirido estructural de las pare-
des celulares mids abundante y sencillo del reino vegetal. La hi-
drdlisis completa de la celulosa con &cidos concentrados produce
inicamente D-glucosa, pero la hidrdlisis parcial produce el disa-
cdrido reductor celobiosa, en el que el enlace entre las unidades
D-glucosa es B(1+4). El peso molecular minimo de la celulosa sé
ha estimado que varia de 50.000 a 500.000, que es el equivalente
de 300 a 3000 restos de glucosa.

La celulosa en la pared celular de plantas estd usualmente
asociada a otros polimeros, principalmente hemicelulosas, pecti-
na y proteinas. Las hemicelulosas comprenden un grupo variado y
definido de polisacdridos que producen por hidrdlisis hexosas y
pentosas ademis de &cido glucourdnico y galactourdnico. Estos
polisaciridos fueron frecuentemente denominados celulosanos (Nor-
man, 1937). Muchos de los mismos son homopolisacdridos de xilosa
y manosa que resultan solubles en alcali, pero cuyé solubilidad
decrece al asociarse a la celulosa (Norman, 1937). La pectina es
un polfimero del metil-D-galactouronato. De las proteinas asocia-
das a la pared celular, la mis conocida hasta ahora es la exten-
sina unida en forma covalente a las fibrillas de celulosa y se pa-
.bece a su contrapartida en los tgjidos animales, el coldgeno, por
su gran contenido de hidroxiprolina.



1) Biosintesis de celulosa

Los procesos celulares de crecimiento (reproduccién y alarga-
miento) llevan aparejados la sintesis de nuevos materiales de pa-
red celular y por lo tanto de los polisacdridos constituyentes de
la misma.

Los precursores solubles de estos polisacdridos son los nu-
‘cledtido-azlicares, y-una gran cantidad de trabajos se han escrito
respecto a su relacidn con la sfntesis de paredes celulares.

Como conclusidn de los mismos, se puede afirmar que el sustra-
to a partir del cual la celulosa se alarga es la guanosina difos-
foglucosa (GDP-Glec). Los primeros en demostrar el papel de este
precursor "in vitro" fueron Elbein y col. (1964). Estos autores
incubaron GDP-(l%C)Glc en presencia de un aceptor celuldsico y
extractos enzimdticos logrando la incorporacidén de radioactividad
en material &dlcali insoluble. Ex&menes mids detallados denotaron
que los azlcares agregados tenian una configuracidn B8(1+4). La

reaccidn puede esquematizarse como sigue (Hassid, 1972):

nGDP-D-Gle + aceptor —— acéptor-e(l-rl&)Glcn + nGDP

(celulosa)

Este mecanismo fue confirmado con materiales de distinto origen
tisular y taxondmico (Elbein y col., 1964; Barber y Hassid, 1965;
Barber y col., 1964; Brummond y Gibbons, 1965; Ordin y Hall, 1967).
El sistema enzimdtico parece tener un alto grado de especificidad
hacia la GDP-Glc. -Ninguno de los glucosilnuclebtidos marcados
conteniendo bases distintas a la guanosina pudieron servir como
sustratos en la formacidn de celulosa.

Sin embargo, también fueron presentadas evidencias de la exis-
tencia de otro sistema enzimdticd de sintesis a partir de UDP-Glc
(Brummond y Gibbons, 1965; Ordin y Hall, 1967; 1968; Villemez y
col., 1967; Flowers y col., 1968; Franz y Meier, 1969).



Este sistema demostrd jugar en muchos casos wun papel de tipo
compuesto, dado que cuando se utilizan concentraciones de UDP-
Glc de 103 M o mayores, se producen fundamentalmente glucanos
de uniones B(1+3) (callosa o laminarano); en cambio, cuando se
utiliza UDP-Glc en una concentracién de 10-% M o menor, el glu-
cano formado contiene exclusivamente uniones B(1+4) (celulosa)
(Hassid, 1972). Estas actividades no sdlo muestran una afinidad
diferencial (K distinto) por el sustrato, sino que son separa-
bles por medios fisicos (gel de hidroxilapatita) lo cual indica
la presencia de dos sistemas enzimiticos distintos (Tsai y Hassid,
1971). La actividad de la B(1+4) glucan sintetasa dependiente de
UDP-Glc es estimulada 10 veces por el agregado de Mg++ al medio
de incubacidén, a diferencia de la B(1+35g1ucan sintetasa que no
resulta afectada por este tratamiento (Tsai y Hassid, 1971).

Feingold y col. (1958) basados en resultados propios en la
sintesis de callosa y resultados obtenidos por Glaser (1957) en
la sintesis de quitina, sugieren para la sintesis de celulosa,
callosa, quitina y otros polisacdridos estructurales la formacidn
de un intermediario activado que proviene de la transferencia de
glucosa de UDP-Glc (u otros nucledtido-azflicares) a un "activador".
Luego este intermediario transferiria la glucosa al polimero en
fofmacién segln el siguiente mecanismo:

UDP-Gle + activador ——— UDP + actiygdor-Glc
n activador-6le ___ Gle, + n activador

La naturaleza posible de este activador no fue precisada por es-
tos autores. Colvin (1961) sugiere la presencia de precursores
glicolipidicos en la sintesis de celulosa, tanto en bacterias co-
mo en plantas superiores, pero los trabajos hechos en ese sentido
han sido sorprendentemente pocos si se toma en cuenta la fecha en
la cual se lanza esta propuesta. Existen actualmente un sinffn de
evidencias en el sentido de que glicolipidos intervienen como in-
termediarios en la sintesis de las porciones glicosidicas de gli-



coproteinas en animales, bacterias y levaduras, asi como también
en la sintesis de polisaciridos de pared en bacterias; lo cual se
analiza en detalle en las siguientes secciones. En plantas se de-
terminé la formacidn de glicolipidos a partir de UDP-Glc y GDP-
Man (Villemez y'qol., 1968; Kauss, 1969; Villemez, 1970; Forsee y
Elbein, 1972; Alam y Hemming, 1973; Clark y Villemez, 1973; Brett
y Northcote, 1975; Pont Lezica y col., 1976, 1977; Hopp y col.,
1977), aunque no estd claro aun el papel que los mismos cumplen.
También se ha sugerido frecuentemente la participacidn de |
glicoproteinas en el proceso. Kjosbakken y Colvin (1975) comuni-
caron la presencia de un complejo poliglucan proteico en la bac-
teria Acetobacter xylinum que tendria funciones de intermediario

en la sintesis de celulosa a partir de UDP-Gle.

Satoh y col. (1976) observaron la‘incorporacidén de glucosa a
B(1+4) glucanos por medio de fracciones citoplasmiticas, con velo-
cidades mayores que en la pared celular. Experimentos de pulsos
en los que se agregaba compuestos no radioactivos desbués de in-
cubacidn con precursores marcados indicaron que este glucano te-
nia un recambio y que no era, probablemente, un producto final en
si mismo; lo que hizo postular a los autores su intermediacidn en
la sintesis de celulosa. Esta suposicidén fue confirmada por el
hecho de que la cumarina, compuesto que inhibe especificamente la
sintesis de celulosa, inhibid también la sintesis de este glucano
soluble. El glucano no fue, sin embargo, caracterizado y los auto-
res postulan que el mismo estd unido a una porcidn proteica, res-
ponéable de su solubilidad, lo cual estaria de écuerdo con lo pro-
puesto por Kjosbakken y Colvin (1975).

Brett y Northcote (1975) trabajando con arvejas notan incorpo-
racién de glucosa a partir de UDP-Glc a los sigulentes compuestos:
1ipidos, proteinas y glucanos insolubles. Los lipidos tienen uni-
dos una o més glucosas via un fosfato o pirofosfato. Las protei-
nas, en cambio, tienen toda una cadena de azficares unida también
a través de un puente fosfodiéster. Las glucosas se encuentran
conjugadas mediante uniones B(1+3) y g(1+4), pero la relacibn de



este tipo de uniones fue muy distinta en los tres tipos de com-
puestos. Si bien no se probd una interrelacibén entre los mismos
los autores postulan el siguiente mecanismo de sintesis:

1fpido .
[éngieing/b]B(1+4)011gog1ucano+8(1+4)glucano
e
UDP-Gle + 1ipido glucosa mezcla de 8(1+4) y 8(1+3)glucancs .
=
1ipido y/o

rotefna ]B(1+3)oligoglucano+e(1+3)glucano

Este tipo de via metabflica proveeria un mecanismo por el cual po-
lisacdridos distintos, originados a partir del mismo nucledtido
azlicar precursor podrian ser controlados por el nivel de interme-

diarios unidos a membrana.

2) Localizacidn intracelular

El sistema enzimitico de sintesis de celulosa, tanto a partir
de GDP-Glc como de UDP-Glc, estd fuertemente unido a membranas y
tiene aparentemente un aceptor enddgeno, pues preparaciones de mem-
brana libres de pared celular poseen actividad sintética. La natu-
raleza posible de este aceptor enddgeno estd aun bajo discusidn,
como asi también el sitio en el cual este proceso se lleva a cabo.

Se puede sintetizar las opiniones al respecto en dos posicio-
nes fundamentales. La primera, postulada fundamentalmente por
Northcote y col. (1971), plantea que la sintesis de celulosa, a
diferencia de otros polisaciridos y de lo que ocurre en otros sis-
temas, se efectila mediante enzimas localizadas en la membrana ce-
lular. Explica el hecho de que muchos investigadores hallaran las
enzimas responsables de la sintesis de celulosa en organelas tales
como el aparato de Golgi, como qde se¢ trata de proteinas en trinsi-
to hacia su destino definitivo: la membrana celular; no siendo fun-



cionales "in vivo" hasta entonces. La segunda posicidn, es que
la celulosa sigue un esquema de sintesis parecido al de otros
polisaciridos y glicoproteinas en un ciclo ti?ico de exocitosis
celular. Ambas posiciones tienen fundamentos experimentales que
las apoyan. Resumiremos algunos de ellos: Brown y col. (19870)
describieron, en la haptoficea Pleurochrysis sherffelii micro-

fibrillas que, por su ordenamiento concéntrico, recordaban la
estructura de la celulosa. Estas microfibrillas estaban estre-
chamente unidas a supuestos péptidos; Andlisis detallados de 1las
inclusiones aisladas, llevados a cabo por Herth y col. (1972) in-
dican que se trataba de un polisacdrido estructural celuldsico co-
valentemente unido a material peptidico, lo que hizo denominar al
mismo glicoproteina celuldsica. Utilizando microscopia electrdni-
ca y técnicas de fractura y grabado, pudo ser seguida la secuencia
de estas inclusiones, desde su formacidn en los dictiosomas hasta
su secresidn por exocitosis. Se observd que las inclusiones se
iniciaban en una cisterna particular caracterizada por una dilata-
cidn central con una capa densa al microscopio electrdnico en 1la
superficie de la membrana. Estas dilataciones fueron consideradas
tentativamente como "centros de polimerizacidn" de las fibrillas

celuldsicas proponiéndose la siguiente via hipotética de sintesis:

1 - Un péptido se produce y deposita en la membrana nuclear y re-

ticulo endoplasmico rugoso.
- Este péptido es traslocado a las cisternas del aparato de Golgi.

3 - En las cisternas el polimero glucosidico se sintetiza por acti-
vidad de las glucosiltransferasas (ademds de otras enzimas) so-
bre el péptido el cual, en base a la morfologfa de las inclu-
siones fibrilares, estd en intima relacidén con la superficie in-
terna de las cisternas de Golgi. Este péptido estd orientado,
tridimensionalmente, con un aminodcido portador de un grupo
hidroxilo hacia la cadena de azlicarés naciente y puede funcio-
nalmente determinar y controlar la iniciacidn de la sintesis,
el largo y la morfologia de la cadena de polisaclrido en forma-

cidn.



4 - Finalmente, el complejo unido covalentemente de glucano celu-
16sico y proteina es secretado exocitbticamente al espacio
extracelular para ser incorporado a la pared celular.

Pranke (1970) discute la presencia de cisternas similares en
otros organismos y sugiere que los mismos son indicadores morfolé-
gicos de estadios determinados en la formacidn de polisaciridos.

El hecho de encontrar material celuldsico en estas inclusiones

hizo interpretar a Brown y col. (1970) sus resultados como una
evidencia de la sintesis de celulosa por el aparato de Golgi. En
ciertas plantas superiores, las enzimas relacionadas con la sinte-
sis de celulosa fueron halladas en asociacién con las cisternas de
Golgi y vesiculas del reticulo endopldsmico (Ray y col., 1969;
Shore y Maclachlan, 1973) o Golgi y membrana plasmdtica (Van der
Woude y col., 1974), Esta hipbtesis contrasta con los resultados
de otros investigadores (Preston y Goodman, 1968; Abdul-Baki y Ray,
1971; Barber y col., 1964; Hassid, 1969) los que encuentran activi-
dad de siptesis en la membrana celular; lo que hace sugerir a Pres-
ton y Goodman (1968) que la sintesis se efectlla exclusivamente en
la membrana celular, y que como las cisternas de Golgi se fusionan
y contribuyen funcionalmente a la formacidn de los componentes de
la membrana plasmiatica, el complejo de Golgi inicamente transpor-
taria las enzimas responsables de la sintesis de celulosa a la
misma (Northcote, 1871).

Respecto a otros polisaciridos hay evidencias de la partici-
pacidn del aparato de Golgi en la sintesis de glicanos en Phaeo-
phyceae. Estudios histoquimicos al microscopio Sptico en las algas
pardas Fucus (McCully, 1968) y Dictiyota (Evans y Holligan, 1972)
indican que el &cido alginico (&cido poliurdnlco) y polisacdridos
sulfatados como el fucoidano son sintetizados en el aparato de
Golgi. .

Estudios citoquimicos al microscopio electrdnico para la de-
teccién de sustancias complejadas con carbohidratos (Thiéry, 1967)
y autorradiografias al microscopio electrénico utilizando leucina



maréada, muestran que los cuerpos de Golgi son los sitios de sin-
tesis de las vesiculas que contienen moléculas glicoproteicas de
expprtacién. El contenido de las vesiculas se forma en asociacidn
con el adyacente reticulo endoplésmico rugoso a través de vesicu-
las pequerias de transfereneia. El material glicoproteico es excre-
tado de la célula por exocitosis y forma una sustancia extracelu-
lar Je tipo fibrilar. También fue demostrada la participacién del
aparato de Golgi en la formacidén de glicoproteinas en Ectocarpus

(Baker y Evans, 1973); Ceramium (Chamberlain y Evans, 1973);
Smithora naiadum (McBride y Cole, 1971) y de mucopolisaciridos en

Bulbochaete chiloensis (Retallak y Butler, 1972) de funciones ani-

logas.

De estos resultados parece evidente que materiales como los
polisaciridos son sintetizados y modificados en el aparato de Gol-
gi en algas. Las enzimas necesarias para esta sintesis, tales como
las nuclebdtido-azQicares transglucosilasas, deben estar contenidas
en estas membranas.

II.. ESTERIL GLUCOSIDOS

La cuestidn de un aceptor para el grupo glucosilo estd aun
sin respuesta. Un lipido intermediario seria visto :como un hecho
16gico en un sistema enzimdtico unido a membrana dado que daria
una via de transporte de la glucosa a través de la misma hacia la
pared celular.

Sin embargo, si un lipido intermediario participa en la forma-
cibén de polisacdridos de pared celular en plantas (por ej. celulo-
sa), no se han presentado pruebas .concluyentes hasta la fecha en
ese sentido.

En este trabajo se explora esta posibilidad y para ello se ana-
lizan los dos tipos de glucolipidos formados por el sistema de Pro-
totheca zopfii: esteril glucbsidos y poliprenil glucdsidos.




1) Estructura de los esteril glucdsidos

Los esteril glucbdsidos (también llamados fitosterolinas) fueron
encontrados al estudiar la composicidén quimica de numerosas plan-
tas vasculares, y probablemente se encuentren en todas ellas, y
estidn representados por una gran variedad de sustancias (Gallard,
1968; Courtois y col., 19703 Marshall y col., 1970; Elks y col.,
1970; Bush y col., 1971; Laine y col., 1971).

No solo fueron descriptos en plantas sino que también se comu-
nicd su existencia en ciertas cepas bacterianas (Smith, 1971), leva-
duras (Esders y Light, 1972; Parodi, 1977; McMorris y White, 1977)
y tejidos animales (Elks y col., 1970; Chirva y col., 1969; Collins
y col., 1970).

Por lo general existe una unidn de tipo glucosidica ehtre el
extremo reductor dei azicar y el hidroxilo del C-3 del esterol,
aunque en esteroles polihidroxilados de animales se describieron
otros puntos de unidén como el caso de los 17 a-hidroxilesteroides
(Collins y col., 1970).

En plantas vasculares, los esteril glucbsidos se ven por lo
general acompafiados por sus derivados 6'-0-acil-B-D-glucdsidos.

Es decir, la posicidén 6 del azficar estl esterificada por un grupo
acilo. La composicién del grupo acilo de los AEG varia considera-
blemente dependiendo de la fuente y del estado de desarrollo del
tejido (Gallard, 1968; Lepage, 19643 Kiribuchi y col., 1966; Bush
y Gprlinwald, 1972; Singh y Privett, 1970; Nordby y Nagy, 1971). En
cambio, la composicidén del esterilo resulta mis constante e idén-
tica a la de esteroles libres en el mismo tejido. En la figura 1
se muestran los EG y AEG mds frecuentes en plantas superiores:
B-sitosteril glucbdsido y acil-B-sitosteril glucdsido.

La glucosilacidn enzimdtica de esteroles fue objeto de muchos
estudios. Se demostrd que parte de la radiocactividad originaria
de UDP-[U-1%C]Gle inyectada en hojas de diversas plantas se recupe-
réba en EG-y AEG (Eichemberg y col., 1368). La transferencia de
residuos D-glucosidicos de UDP-Glc a esteroles endbégenos y la aci-
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FIGURA 1. Férmula de las fitosterolinas mds comunes halladas en

plantas superiores.
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lacién de los mismos mediante dadores de acilos fue observada en
homogenatos de 6rganos de vegetales superiores crudos o fraccio-
nados por centrifugacién (Lepage, 1964; Kiribuchi y col., 1966 ;
Hou y col., 1968; Kauss y col., 1968; Ongun y col., 1970; Pdaud-
Lenoél y Axelos, 1972; Forsee y col., 1§74).

Eichenberg y Grob (1969) propusieron dos posibles mecanismos
de reaccidn:

esterol acil—R

A) UDP-Glc K‘- » EG (‘—* AEG

acil-R esterol 4cidos grasos

B) UDP-Glc —Lr ¢acil-D-glucosil)- k » AEG k » EG

2) Funcidn de los esteril glucdsidos

Se ha sugerido que las propiedades de las membranas son influi-
das en gran medida por las interacciones entre fosfolipidos y es-
teroles, particularmente las existentes por efecto del grupo hi-
droxilo en la posicidn 3 de los esteroles y los grupos fosfato de
los fosfolipidos (Bittman y Blau, 1972; Hsia y col., 1972; Bowles
y col., 1977). Resulta evidente que la transferencia de glucosa
al grupo OH impediria este tipo de interacciones, y que, seguido
de una subsecuente acilacidn, afectaria-profundamente la organi-
zacién de la membrana.

- Uno de los roles postulados para los esteroles en las membra-
nas implica un adelgazamiento de la membrana por fuerzas polares
estereocespecificas y fuerzas hidrefdbicas entre los,estefbles y
los constituyentes fosfolipidicos (Bittman y Blau, 1972; Hsia y
col., 1972). La formacidédn de EG destruiria esta interaccidn po-
lar puesto que el esterol deja de tener el grupo hidroxilo libre

que puede formar puentes hidrdgeno con los fosfolipidos (Griinwald,
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1971). Es posible que la acilacidn de los EG refuerce las fuer-
zas hidrofdbicas entre los fosfolipidos y esteroles, pues la in-
sercidén de una cadena de &cido graso adicional probablemente cam-
bie apreciablemente la conformacidén espacial de estas moléculas.

ITI. LOS POLIISOPRENOIDES

Los isoprenos y sus derivados constituyen un conjunto de
productos naturales que tienen en comin el hecho de ser derivados

poliméricos de la unidad:

CHj
| .
- CHz- C = CH - CHp -

La familia estd constituida por muy diversos compuestos como ser
aceites esenciales, resinas, esteroides, hormonas vegetales (acido
abscisico y giberelinas), carotenoides, poliprenoles y caucho. To-
dos ellos estin formados por dos o mas unidades isoprénicas unidas
cabeza a cola (con la excepeidn de esteroides y carotenos), ya sea
en cadena abierta o formando sistemas ciclicos con uno © mids ani-
llos. Ademds de 1los compuestoé insaturados mGltiplos de la unidad
CsHgs se encuentran también, en forma natural, derivados por oxi-
dacidn, reduccidn y/o pérdida de carbonos. En la tabla T se pre-
senta un resumen de las clases generales de isoprenéides. En plan-
tas. se sintetizan numerosos miembros de la familia.

1) Poliprenoles oxigenados

Los poliprenoles oxigenados son un conjunto de moléculas for-
madas por un nimero variable de unidades isoprénicas con la siguien-

te férmula general:
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CHj,
I
H(CHZ - C=CH - CHz)n -‘OH

Sus caracteristicas son:

a) E1 nGmero de unidades isoprénicas (n) fluctfia entre 5 y 24
(Hemming, 1974).

b) Existen variaciones en cuanto al grado de saturacidn de unida-
des.

c) Debido a la presencia de dobles enlaces, se originan isdmeros
cis y trans, y mezclas de ambos. Si bien en la naturaleza se

encuentran compuéstos con todas las dobles ligaduras en trans
como en la gutapercha (Wildman y Cohen, 1955; Bonner, 1965),
el solanesol (Rowland y col., 1956) y el espadicol (Hemming y
col., 1963) o todas cis como el caucho (Wildman y Cohen, 1955;
.Bonner, 1965) parece ser que los poliprenoles con funciones de

intermediarios poseen ambos tipos de enlace (Hemming, 1974).

La tabla II muestra los poliprénoles més comunes encontrados
en la naturaleza y su estructura. Como puede verse, la estructura
de los poliprenoles lleva aparejada una mezcla de residuos cis y
trans (con las excepciones del solanesol y espadicol). Los resi-
duos trans se encuentran cercanos al extremo w indicando que las
primeras unidades son polimerizadas por una enzima diferente del
resto de unidades con una configuracién cis.

Con la excepcidn del dolicol y de los hexohidroprenoles, los
cuales tienen la unidad a saturada, los poliprenoles son por lo

general alilicos.

Nomenclatura de poliprenoles. La nfomenclatura tradicional hace re-

ferencia por un lado a la fuente de donde se los aisld. Por ejem-
plo, ficaprenol, porque se purificd de las hojas del gomero, Ficus
elastica; castaprenol, porque se obtuvo del castafio, etc.; y por el
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TABLA IT: Estructura y fuente de algunos poliprenoles oxigenados

Poliprenoles Estructura Fuente

Betulaprenol (6-9) m-TLT—C-(C)n—C—OH n=1-4 Plantas superiores

Dolicol (14-21) w-T-T-C-(C)_-S-OH n=9-16 lLevaduras, mamiferos, inver-
n .
tebrados marinos, plantas
superiores
Espadicol (10) w-T—T—T-(T)n-T-OH n=5 Plantas superiores

Ficaprenol (10-13) w—T—T-T-(C)n—C-OH n=4-8 Plantas superiores

Hexahidropolipreno-

les (19-23) S‘S‘T‘T‘(C)nfS-OH n=14-18 Aspergillus fumigatus
Solanesol (9) w-T—T—T—(T)n—T—OH n=k Plantas superiores
Undecaprenol (11) w—T—T-C-(C)n—C-OH n=6 Bacterias

w: w-residuw isoprénico; T: residuo isoprénico con doble ligadura en configura-
cién trans; C: residuo isoprénico con doble ligadura en configuracidn cis;
S: residuo isoprénico saturado (Hemming, 1974).

otro, al largo de cadena, por ejemplo, undecaprenol,_ dodecaprenol,
dolicol (del griego dolikos = largo), etec. .

La denominacibn se completa asignando la letra griega a a 1la
unidad isoprénica que lleva el hidroxilo y la letra w (omega) a la
unidad del extremo ramificado.

Los principales defectos qué adolece esta nomenclatura son:

Dice muy poco con respecto a las caracteristicas quimicas (ejem-
plo: nimero de saturaciones, ubicacidn de sustituyentes) y estereo-
quimicas (ejemplo: tipo y ubicacidn de los dobles enlaces).

AlGn cuando sus propiedades permitan agruparlos, al crecer el nd-
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mero de fuentes de donde se los extrae crece en forma paralela el
niimero de nombres (Hemming, 1974).

Debido a las dificultades enunciadas Hemming (1974) propuso
una nomenclatura basada en la que la IUPAC recomienda para las
qQuinonas poliisoprenoideas.

En dicha nomenclatura se indica con nfineros ardbigos el largo
de la cadena, en unidades isoprénicas, y con nQmeros romanos la
presencia, en la respectiva unidad repetitiva, de sustituyentes,
saturaciones o dobles enlaces trans. Ejemplos:

IX, X ditrans, policis, prenol 11 - undecaprenol

VIII, IX, X tritrans, policis, prenoles 11-12 = ficaprenol

Por razones de simplicidad en el desarrollo de este trabajo se
seguirid usando la nomenclatura tradicional.

‘Propiedades de los prenil fosfatos. Una de las caracteristicas

distintivas es su estabilidad frente a tratamientos alcalino sua-
ves, 1o que posibilita su separacidn de los fosfolipidos con los
cuales se co-extrae (Dankert y col., 1966).

La presencia o no de un doble enlace en la unidad a, es decir,
la 'que lleva el grupo alcohdlico, permite, clasificarlos en éste-
res alilicos (con doble enlace) y a-saturados (sin €l).

En la figura 2 aparecen en forma esquem&tica los dos tipos de

compuestos.

Fosfato alilico
Ciy GHis
H(CH, - C = CH - CHj) - CH, -C=CH-CH, -0-P

n-1

. Fosfato a-saturado

cH cHy
H(CH, - C = CH -~ CHz)n-1 - CHy - ? - CH, -CH, -0-P
H

Figura 2: Esteres alflicos y a-saturados.
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Como se observa ambos poseen un grupo fosfato unido a un alco-
hol primario, pero se diferencian por la presencia o ausencia de
la doble ligadura en el carbono vecino al que lleva la funcidn al-
cohdlica. Esta insaturacidn hace que el resto fosférico sea més

1labil a ciertos reactivos (4dcido suave, reducaeidn con H;, fenol).
En forma general, como ya se indicd; a los derivados con una

doble ligadura en la unidad « se los llama alil derivados y, por
ser el éster fosférico del dolicol el mé&s estudiado de los deriva-
dos a-saturados, a estos se les suele llamar comunmente derivados

dolicdlicos.

2) Biosintesis de poliprenoles

El conocimiento actual sobre la biogénesis de los isoprenoides
nos indica que todos los atomos de carbono de la unidad isoprénica
se derivan del acetato (Bonner, 1965). La forma en la cual el ace-
tato se convierte en mevalonato se muestra en la figura 3.

El MVA es el primer metabolito especifico de la cadena biosinté-
tica de los isoprenoides. El mondémero basico a partir del cual los
isoprenoides son polimerizados, es el isopentenil pirofosfato (IPP).
El MVA es fosforilado por la MVA gquinasa con ATP como dador de fos-
fato. En un segundo paso el MVA-P es nuevamente fosforilado para
originar MVA-P-P (pirofosforil mevalonato). El grupo carboxilo de
este Qltimo compuesto es eliminado, seguidamente, como CO, produ-
ciéndose en forma simultdnea la pérdida de H,0 entre los carbonos 2
"y 3. De esta forma se sintetiza A3-isopentenil pirofosfato. Estos
pasos se esquematizan en la figura u.

La unién de los mondmeros Cs-PP para formar terpenos, sesquiter-
penos e isoprenoides mayores se realiza por adicidén de una molécula

de IPP a un residuo DMAPP (sea a ebSta misma molécula o a una cadena
en crecimiento con terminacidn pirofosforil alilica). En cada con-
densacidn (catalizada por la enzima prenil-transferasa) se pierde
un grupo pirofosfato del prenil fosfato alilico y se reordena la



3 CH3 - COOH + 3 CoA + 3 ATP&==—=3 CH3COCoA + AMP + 3 PPi

CH3-COCoA CH3-C0CoA
acetil CoA '*

CH3-COCH,-COCoA+CoA
aceto -acetil CoA

CH3-COCOA .

OH
CHa-é—CHz-COCoA
. COOH
B-hidroxi-g-metil glutaril CoA

2 NADPH + Ht\

" Y +
CH3-C-CHp-CH20H + 2 NADP™ + CoA  °

G

COOH

4cido mevalbénico (MVA)

FIGURA 3: Formacidn de &cido mevalbdnico a partir de 4cido acético.
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OH OH
| ]
CH3-C-CHy-CH,OH + 2 ATP s=== CH;-C-CH,~CH,0-P-P + 2 ADP
|
i c
COOH COOH
oH OH
CH3-C-CHp-CHz0-P-P + ATP ——> CH3-C-CH,~CH,0-P-P + CO, + ADP + Pi
i
CH, CH,
|
COOH
CH3_ CHj
C-CHp-CHp0-P-P sm====  _ C=CH=CH,0-P-P
CHz PP CHs pmapp

FIGURA 4: Formacidn de isopentehil pirofosfato (IPP) de mevalonato
y su isomerizacidén a dimetilalil pirofosfato (DMAPP).

molécula por traslado de la doble ligadura del. IPP agregado, de ma-
nera de originar un nuevo prenilfosfato alilico.

La figura 5 muestra el mecanismo de crecimiento propuesto para
los poliprenoles. En cada condensacidn se pueden obtener dos posi-
bles isdémeros de configuracidn cis o trans. Estid generalmente acep-

tado un concepto seglin el cual la enzima preniltransferasa da origen
a un solo tipo de‘isémeros. Dado que los poliprenoles de cadena lar-
ga tienen dobles ligaduras tanto en cis como en trans, debe conside-
rarse la existencia de por lo menos dos preniltransferasas en la bio-
sintesis de los mismos.

Poco se conoce de la sintesis .de poliprenoles "in vivo". La di-
ficultad mayor es la conocida incapacidad del MVA de pasar a través
de las membranas. .

Durr y Habbal (1972) comunicaron la sintesis de undecaprenol bac-

teriano en preparaciones libres de células de Lactobacillus planta-
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rum. La misma requiere la presencia de membranas, en contraste

con la sintesis de prenoles cortos (C;s - Cpy) que se sintetizan
con enzimas solubles. Algo similar ocurre en la sintesis de doli-
col en:organismos superiores que fue investigada por nuestro grupo
de trabajo (Daleo y Pont Lezica, 1977; Daleo y col., 1977; Hopp ¥
col., 1977). La gran mayoria de los prenoles cortos tienen con-
figuracidn trans en todas sus unidades y son sintetizados por pre-
niltransferasas solubles. El requerimiento de membranas puede ser
explicado por la presencia en las mismas de una ¢is-preniltransfe-
rasa que toma las cadenas cortas sintetizadas por las enzimas solu-
bles. Resumiendo, se postula la existencia de preniltransferasas
solubles que originan prenoles cortos con configuracidén trans. Es-
tos prenoles cortos (C;5 o Czg) son tomados por prenilfransferasas
particuladas, las cuales a diferencia de las solubles confieren una
configuracidén cis a las nuevas unidades condensadas.

La hipdtesis de que estas ltimas enzimas sean particuladas y
no solubles se basa no solo en el requerimiento de membranas para
que la sintesis tenga lugar sino también en las caracteristicas
hidrofébicas que adquiere el sustrato al llegar a ese largo de ca-
dena.

Es de notar que un esquema coho el propuesto denotaria una via
com@in, soluble, para la sintesis de toda la familia de isoprenoides,
la cual se ramifica al llegar los mismos a un largo de cadena de
Cys - Cpg donde pueden ser tomados ya sea por las cis-preniltrans-
ferasas. particuladas mencionadas o por enzimas que ﬁnen prenoles
cabeza a cabeza (en lﬁgar de cabeza a cola) como en el caso de 1la

biosintesis de esteroles, carotenos y xantofilas.

3) Localizacién subcelular

La gran mayoria de los poliprenoles hallados en tejidos animales,
en los Aspergilli y en las plantas superiores se presentan esteri-
ficados con 4cidos grasos de cadena larga. Esto los hace tan hidro-
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fébicos que es dudoso que puedan cumplir un papel distinto al

estructural. Tanto en higado porcino como en Aspergillus fumi-

gatus se concentran en la fraceidn nuclear de la célula, a dife-
rencia de los poliprenoles libres que fueron hallados en mayor
proporaidn en la fracaidn mitocondrial (Butterworth,; 1964; Woll=
burn y Hemming, 1966). La forma activa de los lipidos interme-
diarios, es decir fosforilada (Dol-P) tiene un nivel de concen-
tracidén extremadamente bajo. Debido a ello la mayoria de los mé-
todos utilizados hasta ahora para su determinadidn son muy indirec-
tos y discutibles. Dallner y col. (1972) estimaron la concentra-
cidn de Dol-P comparando la estimulacidén de sintesis de Dol-P-Gle
al agregar a un sistema enzimitico de sintesis, el dolicol fosfato
aislgdo de las distintas fracciones subcelulares, Esta concentra-
cidn (por mg de fosfolipidos) fue mayor en las fracciones nuclear,
Golgi y reticulo endoplésmico rugoso; menor en membrana plasmatica
y mitocondrias, e intermedia en el reticulo endopldsmico liso.

Keenan y col. (1977) midieron la radioactividad en las distin-
tas fracciones después de inyeccidn intravenosa de dolicol tritia-
do exogeno en ratas. Encontraron que la marcacidn se localiza
fundamentalmente en las mitocondrias, especialmente en la membrana
externa de las mismas.

' En plantas superiores solo fueron investigados los poliprenoles
libres. Se notd una correlacidn entre el aumento en edad de la
planta y el incremento de concentracidn de poliprenoles libres en
hojas. Estos estdn localizados en gran parte en loé glébulos gra-
sos osmiofilicos del interior de los cloroplastos (Wellburn y He-
mming, 1966). De los poliprénoles remanentes, parte de ellos estén
asociados a las lamelas de los cloropléstos y parte a la pared ce-
lular (Wellburn y Hemming, 1967). Seria de interés investigar si
los poliprenil fosfatos estén tampién presentes en estas fracciones
particuladas.

En bacterias tanto el undecaprenol, como su derivado fosforila-

do estédn unidos a membrana. Lactobacillus plantarum contiene estos

compuestos tanto -eh la membrana plasmatica como en la mesosomal
(Thorne, 1972; citado por Hemming, 1974, como comunicacidn personal).



IV. POLIPRENTIL FOSFATOS COMO "LIPIDOS INTERMEDIARIOS"

El descubrimiento de los nucledtido-aziicares por Leloir y
sus colaboradores en 1950 (Caputto y col., 1950) inicid una nue-
va era en la investigacidn del rol de estos compuestos activados
como dadores de unidades glicosidicas en la sintesis de polisaci-
ridos complejos y glicoproteinas.

En la sintesis del glucdgeno, del almiddén y de otros polisa-
cédridos (Leloir y Cardini, 1957) un azcar activado o nucledtido-
azlcar, cede su resto glicosidico a un aceptor que por lo general
es el polisacdrido en crecimiento. La figura 6 ilustra el caso
del glucbgeno.

CHZOH CH0H f' CH0H ]  CH,OH
0 0 0

0-PP- U o— 0- OH

FIGURA 6. Sintesis de glucSgeno

Quince afios mds tarde se did a conocer un nuevo descubri-
miento de capital importancia: para la transferencia de azficares
de los nucledtido-azficares a sus aceptores definitivos, los gli-
canos de la pared celular bacteriana, eran necesarios compuestos
lipofilicos conteniendo residuos glicosidicos (Anderson y col.,
1965; Weiner y col., 1965; Wright y col., 1965). En contraste
con los hidrofilicos nucledtido-azlicares estos derivados activa-
dos son hidrofdébicos. El azfcar estd unido glicosidicamente al
1ipido a través de un puente fosfato o pirofosfato. Su sintesis
a partir de nucledtido-azlicares y lipido-fosfatos es catalizada

por enzimas asociadas a la membrana. Estos "lipidos intermedia-

23.
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rios" cuya funcién es "mediar" en la sintesis de algunas macro-

moléculas, actlan en la siguiente forma general:

NDP-azficar- lipido aceptor-azicar
NDP lipido azficar aceptor
\ Jd AU J — .I
fraccién soluble fraccién particulada fraccién soluble |
o particulada

FIGURA 7. Esquema general de sintesis de macromoléculas

por mediacibén de lipidos.

Aunque estos compuestos fueron originalmente descriptos en
relacidn con los polisaclridos complejos de las paredes bacte-
rianas, su existencia y funcidn se estudid pronto en otros siste-
mas tanto en organismos procariotas como eucariotas. Su papel es
equivalente al de los nucledtido-aziicares en cuanto a que ceden
su resto glicosilico a un aceptor, la diferencia consiste en que

la reaccidn se desarrolla en un medio hidrofdbico.

1) Naturaleza del lipido glicosilado

A los pocos afios de su descubrimiento, mds exactamente en
1967, en forma casi simultdnea en los laboratorios de Robbins
(1967) y Strominger (1967) mediante espectrografia de masas, se
dilucidd la estructura de los'lipidos intermediarios" involucra-
dos en la sintesis del polisac@rido O y de la mureina (pared ce-
lulaf bacteriana). Al analizar los espectros se comprobd que co-
rrespondian a compuestos de naturaleza prendlica y especificamen-

te al undecaprenol.
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En eucariotas fueron Behrens y Leloir (1970) los primeros en
seflalar la existencia de derivados poliprendlicos unidos a azfica-
res en higado de rata, y postularon al doliccl como componente 1li-
pidico de los mismos.

2) Microorganismos

a) Biosintesis de péptidoglicanos

E1l mecanismo de biosintesis del péptidoglicano de la pared
celular bacteriana ha sido estudiado en forma exhaustiva en Sta-
phylococcus aureus y Micrococcus lysodeikticus. El1 mecanismo

,fbrmulado por Strominger y sus colegas (Anderson y col., 1965;
Matsuhashi y col., 1965; Anderson y Strominger, 1965; Anderson y
col., 1966; Anderson y col., 1967; Higashi y col., 1967; Bumsted
y col., 1968; Sigﬁert y Strominger, 1968; Strominger y col., 1972)
para S. aureus estd esquematizado en la figura 8. Se pueden dis-

tinguir cuatro etapas en la biosintesis:

1 - Formacidn de un intermediario disacdrido: 1ipido-P-P-NAcGlc-
NAcMur-(pentapéptido); reacciones 1 y 2 (la reaccidn 1 es re-

versible).

2 - Modificacién del péptido por amidacidn del carboxilo a del
4cido D-glutdmico (reaccidn 3) e introducecidn de la unidad

puente pentaglicina (reaccidn 4).

3 - Transferencia del disaclrido al aceptor polisacdrido enddgeno
en formacidn y liberacidn del undecaprenil pirofosfato del
péptidoglicano lineal (reaccidn 5). En Bacillus licheniformis

la transferencia al polisacdrido enddgeno se hace en el extre-
L

mo reductor (Ward y Perkins, 1973).

4 - Transpeptidacidén del nuevo péptido con cadenas preexistentes
en la pared formando el polimero de uniones cruzadas (Ward,
1974; Ward y Perkins, 1974). E1l undecaprenil fosfato debe ser



L{pido-PP-NAdHur

UDP—I}IAcMur'
L-Ala UMP L-Ala UDP-NAcGle
D-Glu.COOH D-Glu.CooH
L-Lis L"L,‘ls
[}
D-Ala DJPa
|
D-Ala D-Ala
1
2
UDP
Lipido-P .
Lipido-PP-NAcMur-NAcGle
L-Ala
]
* D-Glu.COOH
P. 6 L-Lis
1 []
D-Ala
]
D-Ala
o 3
Lipido-PP .
Glicil-tRVA ATP+NH,
5 4
AceptorthcMur—NAcGlc ) B
|
D-Glu.CONH, L-Ala
! : D-Glc.CONH,
(Gli)s-L-Lis Aceptor pared N
) D—i}la
D-Ala D-Ala

FIGURA 8. Biosintesis del peptidoglucano de Staphylococcus
aureus (Osborn, 1969).
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regenerado enzimidticamente (reaccidn 6) antes de volver al
ciclo como lipido aceptor.

b) Biosintesis del antigeno O

Poco después del descubrimiento del rol de los "lipidos inter-
mediarios" en la sintesis de peptidoglicanos, una serie de com-
puestos andlogos fueron encontrados en la sintesis del antigeno O
de Salmonella (Weiner y col., 1965; Wright y col., 1385). La ca-.
dena de antigeno O de S. typhimurium estd compuesta de tetrasacé-

ridos ramificados que forman las unidades repetitivas. El trisa-
cldrido repetitivo es manosil-ramnosil-galactosa y la abecuosa uni-
da a la manosa forma la ramificacién.

S. newington contiene el mismo trisacdrido repetitivo pero las
configuraciones anoméricas son distintas y no tiene azlcar ramifi-
cado. La via metabdlica corrientemente postulada (Osborn y Weiner,
19683 Kent y Osborn, 1968) para S. typhimurium se esquematiza en

la figura 9. Una via similar fue demostrada por Robbins y col. en
S. newington (Wright y col., 1965; Dankert y col., 1966; Robbins y
col., 1966). Se pueden distinguir tres etapas:

1 - Ensamblado de la unidad repetitiva del antigeno O a un inter-

mediario lipido-oligosacarido (reacciones 1 a u4).

2 - Polimerizacidén de las unidades repetitivas para formar las ca-
denas-de polisaciridos del antigeno O estando aun unidas al 1li-

pido (reaccidn 5).

3 - Transferencia de la cadena completa del antigeno O del "lipido
intermediario" a la regidn central del lipopolisacirido (reac-
cidn 6). La regeneracidn de la forma activa del "lipido inter-

mediario" (reaccidn 7) completa el ciclo.

[ 3

Merece destacarse que en la reaccidn 1 la UDP-Gal cede Gal-1-P
y no Gal al prenil-P aceptor formindose el prenil-PP-Gal y que esta

reaccidn es reversible.
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UMP
. Lipido-PP-Gal
TDP-Ram
. 2
UDP-Gal )
1 Lipido-PP-Gal~Ram
Lipido-P 3
' GDP-Man
7
P; L{pido-PP-Gal-Ram-Man

Lipido-PP-Gal-Ram-Man-Abe

Abe Abe
1 ]
Lipido-PP-Gal-Ram-Man ———— |Gal-Ram-Man n

Lipopolisacirido central

Abe
i
Lipopolisacirido central —— (Gal-Ram-Man N

FIGURA 9. Biosintesis del lipopolisadérido de Salmonella

typhimurium (Osborn, 1969).
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Las reacciones 2 y 3 siguen el esquema cladsico y una. vez for-
mada la unidad repetitiva esta se polimeriza sobre el lipido dan-
do origen al polisaclrido 0. La funcidn de los "l1lipidos interme-
diarios" seria entonces no solo adaptarse a un medio hidrofdbico
sino también facilitar el montaje de la unidad repetitiva como
etapa previa a la polimerizacidn.,

Otra novedad del sistema consistid en que a diferencia de 1lo
que sucede en la sintesis de otros polisacdridos el crecimiento
de la cadena es por el extremo reductor (Robbins y col., 1967)
tal cual se ve esquemdticamente en la figura 10. Es decir, 1la
cadena oligosacirida creciente es transferida a una nueva unidad
repetitiva a semejanza de lo que sucede en la sintesis de poli-
péptidos y &cidos grasos.

man
ram
gél
man mén
rém rém
gél gél
man fdn man
ram gé_ ram
ga gél —_— gél +
L 1 V o
P P P P
prénol prénol prénol prénol

FIGURA 10. Mecanismo de polimerizacidn del pcelisacarido O
(Robbins y col., 1967).
La reaccidn 6 fue estudiada especialmente en la biosintesis
de la mureina o pared celular (Goldman y Strominger, 1972). Par-
ticipa una fosfatasa que quita un fésforo al prenil difosfato,

lo cual le permite al lipido entrar nuevamente en el ciclo. Di-
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cha enzima es especificamente inhibida por la bacitracina (Siewert
y Strominger, 1967; Stone y Strominger, 1971).

Se ha sefialado la presencia de una segunda fosfatasa que lleva
al prenil monofosfato a alcohol libre (Higashi y col., 1970) y de
una quinasa que hace la reaccibn inversa, es decir, fosforila el
prenol (Willoughby y col., 1972).

Esquemas andlogos al presentado han sido descritos para la sin-
tesis del polisaclrido O en S. typhimurium (Weiner y col., 1965;

Osborn, 1969), del peptidoglicano o pared celular (Anderson y col.,
1965; Osborn, 1969; Higashi y col., 1967), y de un polisaclrido en
Aerobacter (Troy y col., 1975).

En algunos sistemas formados por unidades repetitivas tetramé-
ricas, en que uno de los azlcares forma una rama lateral, tales co-
mo las unidades que intervienen en la sintesis del polisacdrido O

en S. typhimurium (Osborn, 1969), o en la sintesis de un polisacéi-

rido capsular en Aerobacter (Troy y col., 1975), el azicar de la

ramificacidn es cedido por un nucledtido-azlcar en presencia de 1la
transferasa respectiva.
En S. typhimurium, se ha demostrado que "in vitro" la abecuosa

solo se incorpora cuando el trisacirido man-ram-gal estd unido al
prenil pirofosfato. Una vez producida la polimerizacidn, el poli-
sacdrido formado deja de ser sustrato para la abecuosil transfera-
sa (Osborn y Weiner, 1968).

Existen sin embargo otros sistemas en los cuales la rama glico-
sidica lateral no es cedida por el nuclebdtido-azficar sino por un
1ipido monofosfato azlcar (Wright, 1971; Nikaido y col., 1971; Ni- .
kaido y Nikaido, 1971). El1 caso mejor estudiado y el primero des-
crito es el de la sintesis del polisacdrido O en S. minneapolis,

en donde Wright (1971) demostrd que la rama lateral de glucosa se
incorpora de acuerdo a la secuencia de reacciones siguiente:

1) UDP-Glec + UnMP = UnMP + UDP

2) UnMP-Glc + Aceptor =& Aceptor-Glc + UnMP
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Nuevamente aci aparece un prenil fosfato, pero a diferencia
de lo visto en los ciclos biosintéticos del tipo descrito para el
polisacarido 0, el 1lipido est& unido al resto glicosilo por un
puente monofosfato. El1 lipido resultd ser también undecaprenol,
indistinguible con los métodos actuales del que participa en la
sintesis del polisacdrido 0. En la reaccidn 2 el aceptor mis pro-
bable seria un hexa o nonasacirido unido al undecaprenil difosfato
(Wright, 1971).

Sistemas andlogos han sido estudiados por Nikaido y col. (Ni-~
kaido y col., 1971; Nikaido y Nikaido, 1971) en S. typhimurium.

Sasaki y col. (1974) confirmaron los resultados de Wright.

“ Luego de haber visto en forma somera la sintesis de 2 de las
3 partes que componen el LPS se puede decir que en ese caso la na-
turaleza ofrece dos soluciones diferentes al problema de, a.partir
de precursores hidrofilicos, sintetizar una macromolécula en un
medio lipofilico como es la membrana celular. Estas dos solucio-

nes son:

a) Mediante un fosfolipido, la fosfatidiletanolamina, que provee
el medio hidrofébico necesario, pero no participa directamente
en las reacciones que dan origen a la regidn central de la mo-

‘lécula.

b) Mediante el undecaprenil fosfato que participa directamente en

el ciclo biosintético del polisaclrido O.

En este Gltimo caso existen dos tipos de unidn ;zﬁcar-prenol
que parecen cumplir funciones diferentes. Si el puente es difos-
fato, permite la formacién de polimero. Si la unidn es a través
de un solo fosfato, se agregan azficares al oligbémero o polimero
ya formado.

En general los azficares unidos mediante el enlace difosfato
dan origen a la formacidn de la cadena principal de la macromolé-

cula como se vio en la biosintesis del polisacirido O.
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El lipido que participa en la sintesis del péptido-glicano y
del antigeno O ha sido identificado por Higashi y col. (1967) y
Wright y col. (1967) como un fosfomonoéster de alcohol isoprénico
de Cgs con la siguiente fdrmula:

CHy CH,4

i CHj
Hp03-P-0~CHy - CH=C-CHp~ (CHy-CH=C~CH, ) g~CHp ~CH=C]

CHj
En ambos casos la identificacidn se basd® primariamente en la es-
pectroscopia de masas del lipido obtenido por hidrdlisis &cida

suave del oligosaclrido intermediario altamente purificado.

c) Biosintesis de otros glicanos complejos

Desde el descubrimiento de intermediarios lipidicos en la sin-
tesis de peptidoglicanos y cadena hidrocarbonada del antigeno O,
se comunicd la participacidn de compuestos similares en.la sin-

tesis de una gran variedad de glicanos.

1) Mananos. Un intermediario lipido-fosfodiester-azicar esti rela-

cionado con la sintesis de manano en Micrococcus lysodeiktus (Scher

y Lennarz, 1969). El lipido aceptor fue aislado y caracterizado
como undecaprenil fosfato (Lahav y col., 1969). La fraccidn iso-
prénica del intermediario parece ser idéntica a la descripta en
la sintesis del peptidoglicano y del antigeno O, pé%o el azicar
estd unido al lipido por un puente fosfodiester en vez del piro-
fosfato encontrado en los sistemas mencionados.

El undecaprenbl fosfato manosa parece tener como funcidn sola-
mente completar la sintesis del manano enddgeno de manera similar
a la que el undecaprenil fosfato glucosa lo hace en las ramifica-
ciones del antigeno O de Salmonella. El agregado de unidades mano-

sa al extremo no reductor es andlogo al sistema clisico de sintesis
de glucbdgeno y almiddn: por agregado de unidades glucosa a los ex-
tremos no reductores de las cadenas en crecimiento (Leloir y col.,
1961); en contraste con el mecanismo de sintesis del antigeno O.
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2) Manoproteinas de levaduras. En la biosfntesis de las manopro-

teinas de Saccharomyces cerevisiae se encuentran involucrados 11-

pidos intermediarios (Babezinski y Tanner, 1973; Sharma y col.,
1974; Sentandreu y Lamper, 1971; Bretthauer y col., 1973) que fue=-
ron identificados como derivados de dolicol monofosfato (Jung y
Tanner, 1973). Unicamente el residuo manosa unido a la serina o
treonina es transferido via dolicol fosfato (Babezinski y Tanner,
1975; Sharma y col., 1974). Las demds manosas que forman el oligo-
sacdrido son transferidas en forma directa de GDP-Man sin partici-
pacibén de poliprenil fosfatos (Lehle y Tanner, 1974). Se demostrd
que una cadena de considerable tamafio de manosas formando parte del
polimanésido, estd unida por un puente di-N-acetilquitobiosa pro-
bablemente a un residuo asparragina de la proteina (Tarentino y col.,
1974). E1 polisacdrido de la glicoproteina mostrd tener dos partes:
una regidn central de aproximadamente 15 unidades de azlicar y una
regidn periférica externa de cadena considerablemente mis larga
(Nakajima y Ballou, 1974). Es posible que un Dol-P-P-oligosacérido
conteniendo di-I_\I_-ace'tilquitobiosil-(Man)n tenga participacidén en

la formacidn de_la regién central, o por lo menos parte de ella
(Lehle y Tanner, 1975).

3) Polisaclridos capsulares. El polisacirido capsular de Aerobac-

ter aerogenes estd compuesto por un trisacdrido repetitivo galacto-

sil-manosil-galactosa, con una ramificacidn de un residuo de &cido
glucurdnico en cada unidad de manosa. La participacién de 1lipidos
intermediarios fue demostrada en este sistema por Troy y col. (1971).
El 1ipido aceptor fue caracterizado por espectrometria de masa como
undecaprenil fosfato. La primera reaccidn, reversible, permite la
formacién de undecaprenil fosfato galactosa. Las unidades manosa

y &cido glucourdnico son subsecuentemente agregadas en forma se-
cuencial al lipido intermediario’galactosa. Luego de formado el
1ipido tetrasacérido, este debe combinarse con otro lipido comple-

jado de manera similar, resultando la formacibén de un intermediario

octasacarido.
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Finalmente, el octasacirido (resultante de dos unidades repeti-
tivas de tetrasacdrido) es transferido del lipido al aceptor para
formar el producto, liberindose el lipido pirofosfato que previa

pérdida de un fosfato, puede reciclarse.

4) Sintesis de manolipido micobacteriano

Preparaciones particuladas de Mycobacterium tuberculosis cata-

lizaron la sintesis de un glicolipido identificaddat camg decaprenil
fosfato manosa (Takayama y Goldman, 1970). Si bien és conocida la
extructura de este compuesto, parece estar nicamente involucrado

en la biosintesis de polimananos y no en la de dimanosil diglicéri-

dos o de oligomandsidos unidos a mioinositol (Hemming, 1974).

5) Acidos teicoicos

El &cido teicoico constituye el polimero constitutivo de la pa-
red celular de las bacterias Gram positivas, y tiene, en su compo-
sicién N-acetil-glucosamina y glicerol unidos ambos por puentes fos-
fodiéster. Durante la biosintesis de &cido teicoico en Staphylo-
coccus lactis se detectd la presencia de lipidos intermediarios con-

teniendo N-acetilglucosamina y glicerol (Douglas y Baddiley, 1968;
Baddiley, 1972; Hussey y Baddiley, 1972). La estfuctura de este 1f-
pido no estd aun determinada, sin embargo los autores sugieren que
se trata de poliprenol fosfato basados en la labilidad al &cido del
‘intermediario (figura 11). .

Por otra parte Fredler y Glaser (1974b) no hallaron evidencias
de intervenciédn de undecaprenil fosfato en la sintesis de polirri-
bitol fosfato en Staphylococcus.aureus. Estos autores notaron que
si existia un transportador con dcido lipoteicoico, pero que el
mismo contenia glicerol fosfato glucosa y &cidos grasos en una rela-
cidén 1:1:0,1:0,1, el cual funciona como aceptor en este sistema

(Friedler y Glaser, 1974a).
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CMP
CDP-glicerol 1lipido-P-P-NAcGle-P-glicerol
UMP 1ipido-P-P-NAcGlc
aceptor
UDP-NAcGlc
lipido-P < aceptor-(P-NAcGlc-P-glicerol)n

FIGURA 11. Sistema de sintesis de acido teicoico en S. lactis

seglin Baddiley y col.

La distribucidn en microorganismos de enzimas que catalizan la
sintesis .de derivados glicosidicos es muy amplia y dia a dia se co-
munican nuevas especies en las que se las encuentra. La tabla III

resume esta distribucidn.

TABLA III: Sistemas en los que se han descripto 1{pido-fosfo-azlicares en micro-
organismos (Romero, 1977).

Lipido Fuente

-P-Man Micrococcugr1ysodeikticus, Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium smegmatis, Saccharomyces. cerevisiae, Hanse-
nula holstii, Aspergillus niger

-P-Glc Salmonella, Shigella flexneri, Mycobacteriun smegmatis,
Bacillus licheniformis, mutantes de Escherichia coli,
Saccharomyces cereviciae, Tetrahymena piriformis

-P-Gal Acetobacter xylinum

-P-2-deoxiGlc Saccharomyces cerevitiae

-P-NAcNeu Escherichia coli

-PP-Gal Salmonella newington, Salmonella typhimurium, Aerobacter

aerogenes
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Lipido Fuente
-PP-Glc Klebsiella aerogenes, Acetobacter xylinum
-PP-Gli Bacillus licheniformis ’
-PP-NAcGle Staphylococcus lactis, Saccharomyces cerevisiae
-PP-(NAcGle) Saccharomyces cerevisiae
-P & -PP-(Man), Mycobacteriun smegmatis
-PP-(Gle), Acetobacter xylinum
~PP-Gal-Ram Salmonella newington, Salmonella typhimmium
-PP-Gal-Man Aerobacter aerogenes
-PP-Gle-Gal Klebsiella aerogenes
-P-Glc-P-G1li Bacillus licheniformis
-PP-NACGle-P-Gli Staphylococcus lactis
-PP-(Glc) 3 Acetobacter xylinum

-PP-Gal-Ram-Man
-PP-Gal-Man-AcGle
-PP-Gal-Ram-Man(Abe)
-PP-Gal-Man-(AcGlc)Gal
-PP-Glc(Gley ,Fucs)
~PP-(Gal-Ram-Man) _

-PP- [Gal-Ram-Man(Abe)]
-PP- [Gal-Man-(AcGle)Gal]
~-PP-pentapéptido-NAcMur

Salmonella newington, Salmonella typhimurium
Aerobacter aerogenes

Salmonella typhimuriunm

Aerobacter aerogenes

Mutante de Eschérichia coli

Salmonella newington

Salmonella typhimuriun

Aerobacter aerogenes

Micrococcus, Staphylococcus

~PP-pentapéptido-NAcMur-NACGk Micrococcus, Staphylococcus
-PP-hexapéptido-NAcMur-NAcGle Micrococcus
-PP-decapéptido-NAcMur-NAcGle Staphylococcus

-PP-oligosacaridos

Saccharomyces cerevisiae, Tetrahymena piriformis




37.

3) Sistemas animales

Se podia predecir que muy probablemente esta clase de compues-
tos deblan tener relacidn en la biosintesis de los heteropolisacé-
ridono suporficiales que forman parte del glicocflix que recubre
las células animales. La primera evidencia en este sentido fue
provista por el laboratorio de Leloir, 20 afios después del descu-

brimiento de los nuclebtido-azficares.

a) Derivados monosaclridos del dolicol fosfato

Behrens y Leloir (1970) aislaron un aceptor lipidico de higado
de cerdo y demostraron la existencia de una enzima presente en
microsomas de higado de rata que cataliza la transferencia de glu-
cosa de UDP-Glc a este lipido. A diferencia del sistema bacteriano,
que transferia galactosa-1-P para formar derivados del tipo piro-
fosfato, la glucosa en este caso es transferida sin fosfatos con 1la
enzima mencionada. Por otro lado la reaccidn es fuertemente inhi-
bida por UDP, como es de esperarse si éste fuese liberado como se-
gundo producto. El1 1lipido glucosilado es, ademds, 14bil a condi-
ciones 4cidas como lo son los lipido-aziicares bacterianos; pero en
contraste a la inestabilidad de la unibén 1lipido glucosa, el lipido
aceptor en si mismo es extremadamente estable en las mismas condi-
ciones y resistia tanto tratamientos acidos como alcalinos. La
‘fraccidén lipidica fue tentativamente identificada como dolicol y
esta afirmacidn confirmada luego por otros autores.

El dolicol fue descubierto por primera vez en tejidos de mami-
feros por Burgos y col. (1963). Esté compuesto por una serie de

poliprenoles que varia en su largo de cadena entre Cgp y Cios
9

siendo, por lo tanto, los compuestos alifdticos de mayor peso mole-
cular encontrados en la naturaleza. _

Difieren de los poliprenoles bacterianos (Csg a Cgg) no solo en
el largo de su cadena, sino también porque su extremo isoprénico
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‘inicial, que lleva el grupo hidroxilo, estd saturado. En conse-
cuencia la unidn del fosfato al dolicol es estable, mientras que
el enlace del fosfato al undecaprenol, ficaprenol y otros alco-
holes alflicos es 14bil en condiciones &cidas suaves.

La estructura del dolicol fosfato es:

CHy CHj

| / CH3s
H203-P-OCH2-CH-CH2-(CHz—CH=C-CH2) 1 B-CHz-CH=C N

CHj

A posteriori del descubrimiento del Dol-P-Glc se demostrd la
sintesis enzimdtica de un enorme niimero de azficares unidos a doli-
col. Estos incluyen el Dol-P-Man (Behrens y col., 1971a; Richards
y col., 1971), el Dol-P-Xil (Waechter y col., 1974), el Dol-P-P-
NAcGlc-NAcGle (Leloir y col., 1973) y el Dol-P-P-NAcGlec (Molnar y
col., 1971; Ghalamber y Jeanloz, 1974). -

La distribucién de enzimas que catalizan la sintesis de deri-
vados de poliprenil fosfatos en muy variados tejidos animales se
ejemplifica en la tabla IV.

En algunos casos el lipido-azficar, enzimidticamente sintetizado
se‘caracterizé solo parcialmente. Frecuentemente para denominar
derivado de dolicol a un compuesto los autores se basan en sus pro-
piedades cromatogrdficas y en la capacidad de estimular la sinte-
sis de glicolipidos a partir del agregado de dolicol exbgeno al
sistema enzimitico. .

Mayores evidencias fueron aportadas por Richards y Hemming
(1972) al sintetizar Dol-P-Man a partir de (3H)Dol-P y GDP-(1%“C)-
Man. La estructura del Dol-P-Man fue analizada, ademis, por méto-
dos quimicos y fisicos (Baynes y g¢ol., 1973; Evans y Hemming, 1973)
y su sintesis quimica obtenida por Warren y Jeanloz (1973).
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TASLA IV: Lipido-azlicares descriptos en tejidos animale;
(Romero, 1977).

Azficar unido
a dolicol

Distribucidn

~-P-Man

-P-Gle

-P-Gal
-P-Xil
-PP-NAcGlec

-PP-(NAcGle),

-PP-NAcMan

-PP-oligosacérido

Aves: oviducto de gallina; retina, higado y
cerebro de embridén de pollo.

Insectos

Mamiferos: higados de conejo, rata, cobayo,
cerdo, vaca y hamster; cerebros de rata, ra-
tdn, ternero; aortas porcina y bovina; ti-
roides bovina; mieloma de péncreas de terne-
ro; linfocitos humanos; pardtida de rata;
médula adrenal bovina; cé&lulas normales y
transformadas (fibroblastos de ratdn).

Aves: oviducto de gallina, cerebro de embridn
de pollo.

Insectos

Mamiferos: higado de rata, linfocitos humanos,
cerebro de rata.

Higado de vaca.
Oviducto de gallina.

Higados de conejo, rata, cerdo y vacaj; aortas
bovina y porcina; péncreas de ternero.
Insectos. .

Aves: oviducto de gallina.
Mamiferos: higados de rata, cerdo, vacaj; aor-
tas bovina y porcina; pincreas de ternero.

Higados porcino y murino. .

Aves: oviducto de gallina; células de oviducto.
Mamiferos: higados de rata, cerdo y vaca; cere-
bro de rata y ternero; aorta bovina y porcinaj;
células de aorta de ternero; rifidn de rata;
parbétida de rata; mielona de ratén; médula adre-
nal bovina; tiroides de cerdo; linfocitos huma-
nos. '
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b) Derivados oligosacldridos de dolicol fosfato

El primer trabajo de Behrens y Leloir (1970) en el tema, su-
girid al Dol-P-Glc en un rol de intermediario en la sintesis de
proteinas que contienen glucosa. Estudios subsiguientes revela-
ron la formacidén de un oligosacdrido conteniendo glucosa unida a
lipido (Behrens y col., 1971b; Parodi y col., 1972a). El lipido
oligosacdrido mostrd tener aproximadamente 18 hﬁxosagnunidas por
un fosfato o un pirofosfato al dolicol. Ademds de glucosilos el
oligosacldrido probablemente contiene unidades N-acetilglucosamina
(Parodi y col., 1973). El lipido oligosacdrido enzimiticamente
sintetizado fue capaz de mostrar transferencia de la cadena de azii-
cares a aceptores microsdmicos endégenos que, por varios crite-
rios, demostraron ser proteinas (Parodi.y col., 1972b).

Richards y Hemming (1972) utilizando higado porcino, Baynes
y col. (1973) mieloma de ratén y Waechter y col. (1973) con ovi-
ducto de gallina, demostraron que el Dol-P-Man aislado actla como
dador de manosa en la formacidén de proteinas que contienen ese
azficar. Los resultados prueban ademlds que el mismo es un inter-
mediario obligatorio en el proceso. Todo esto sugiere qﬁe un 1li-
pido oligosacdrido se forma a partir de Dol-P-Man y que el mismo
transfiere la cadena de azlicares a proteinas endbgenas. Behrens
y col. (1973) obtuvieron finalmente pruebas directas de la parti-
cipacidn de lipidos oligosacdridos en la sintesis de glicoprotei-
nas en higado. El oligosacdrido contiene no solo manosa sino tam-
bién N-acetilglucosamina, en una rélacién molar de 5:2 (Hsu y col.,
1874). Se propuso la siguiente estructura para el lipido oligo-

sacirido:

| Dol-P-P-(NAcGle)-(Man)s

La sintesis de este intermediario fue objeto de muchos estudios
y un esquema resumiendo los mismos se presenta en la figura 12.
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Una gran variedad de lipido-oligosaclridos fue sintetizada en pre-
paraciones libres de cé&lulas de distintos origenes y se resumen en
la tabla V.

TABLA V: Lipido-oligosacaridos formados por pfepanaciones particuladas de
varios tejidos.

Componentes Nimero de unidades Tetido
glicosidicos glucosidicas €)1

Glucosa, hexosamina 20 Higado de rata

Glucosa 20 Cerebro de rata, linfocitos

hunanos y tiroides de cerdo
Manosa (5), N-acetil-

glucosamina (2) * 7 Mieloma

Manosa (5-7), N-acetil-

glucosamina (2) 7-9 Oviducto de gallina

Manosa, gfacetil-

glucosamina 3-16 Higado de rata

Manosa - Médula adrenal bovina, pardtida

de rata y cerebro de ternero

Manosa, E;acetil—
glucosamina 5-15 #* Aorta bovina

Xilosa 7-9 Oviducto de gallina

los valores entre paréntesis indican el nimero estimado de restos glico-
sidicos. .

*% Qligosaciridos mdltiples, presumiblemente diferentes en largos de cadena,
con pesos moleculares estimados entre 1000 a 3000 (Waechter y Lennarz,
1976).

%

-

c) Naturaleza de las proteinas glicosiladas

Si bien existen considerables evidencias respecto a la sintesis
de glicoproteinas via lipidos intermediarios, no se sabe tanto acer-
ca de la naturaleza y niimero de proteinas glicosiladas. Se propuso
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(Behrens y col., 1973) ‘que el lipido oligosacdrido es precursor de
toda una clase de glicoproteinas conteniendo una regibén oligosaci-
rida central comin.

La mayoria de las glicoproteinas con esta estructura son del tipo
soluble o secretorias (Tarentino y col., 1970; Tarentino y col.,
1972; Lee y Scocca, 1972; Kawaski y col., 1974; Baenziger y Kornfeld,
1874). La reciente comunicacidén de Struck y Lennarz.(1977) confirma
esta suposicidn en el caso de la ovoalbfmina.

La principal glicoproteina que se forma en las células del ovi-
ducto de gallina: la ovoalbimina, estd constituida por una nica ca-
dena de aminodcidos unida a un oligosacirido mediante un puente N-
glucésido a un residuo asparragina. La estructura del oligosacd-

rido mids frecuente es la siguiente:

FIGURA 13. Estructura de la ovoalblmina (Tai y col., 1975).

I"Ianml\k6
3 Manal
el \6
Mana1l 5 ManB1 +4 NAcGlcBl+ 4 NAcGle + AsN-péptido
/!

Manal + 2 Manal

Su similitud con la composicidn del oligosacdrido unido a doli-
col descripto en la seccidn anterior salta a la vista.

Struck y Lennarz (1977) mediante el uso de tunicamicina, anti-
biético que inhibe en forma especifica la sintesis de Dol-PP-NAcGlc
a partir de UDP-NAcGlc y Dol-P, demostraron que este compuesto y por
ende el lipido oligosacdrido es un intermediario en la glicosilacién
de ovoalblmina. El agregado del antibiético implicd la formacidn de
ovoalbfmina carente de azfcar alguno.

' Keiley y col. (1976) comunicaron la realizacidn de experimentos
in vivo que permiten obtener una forma glicosilada de ovoalb@mina
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(contaniendo tanto NAcClc como Man) cuyo extremo carboxflico de 1la
cadena polipeptidica estd unido a RNA de transferencia. De todo
esto se deduce que la glicosilacidn de esta proteina ocurre tempra-
namente, incluso antes de que la porcidn peptidica termine de for-
marse. Se ha sugerido (Heath y col., 1974; Levy y col., 197u4;
Lennarz, 1975) que el oligosacirido unido a lipido tiene una com-
posicidén idéntica a la de muchas cadenas centrales de glicoprotei-~
nas ademds de la ovoalbimina (Tarentino y col., 1970; Sukeno y col.,
1971; Tarentino y col., 1972; Tarentino y col., 1973) lo cual apoya
la hip&tesis mencionada de Behrens.

También fue sugerido (Lucas y col., 1975) que los mismos inter-
vienen en la sintesis de glicoproteinas integrales de memhrana. Las
glicoproteinas que contienen manosa, sintetizadas por enzimas parti-
culadas de oviducto (Lucas y col., 19875), mieloma murino (Hsu y col.,
1974) e higado de rata (Behrens y col., 1975) parecen corresponder
a esta clase.

Utilizando GDP-(l%C)Man y membranas de oviducto, Pless y Lennarz
(1975) demostraron la incorporacidn de marca a por lo menos 6 poli-
péptidos distintos, distinguibles por electroforesis en gel de poli-
acrilamida. La mayor parte de la radioactividad incorporada apare-
cid asociada a membranas. Resultados similares se obtuvieron utili-
zando el 1lipido oligosacdrido radioactivo como sustrato. Un esQuema
tebrico de la forma en que actfian los lipidos intermediarios en la
sintesis de glicoproteinas de membrana se muestra en la figura 1.

En este contexto de glucosilacidn de proteinas integrales de mem-
‘brana debe mencionarse la hipStesis de Roseman (1974) segiin la cual
se produce una trans glicosilacidn entre células adyacentes durante
el proceso de reconocimiento y diferenciacidén celular. Esta hipdte-
sis sostiene que una enzima en la superficie de una célula cataliza
la glicosilacidn de una proteina en la superficie de otra célula.
Sin embargo, no se aclara como el necesario nucledtido-azlcar atra-
viesa la barrera de permeabilidad de la membrana celular para pasar
al espacio extracelular. Sin embargo, si el esquema postulado en la
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figura 1k es correcto, el problema se resuelve debido a que el azfi-
car activado que debe atravesar la membrana lo hace unido a un 13-
pido y puede fécilmente trasladarse a la superficie exterior de la
membrana. El azlicar activado (u oligosacdrido activado) puede ser
utilizado como substrato tanto en una trans glicosilacién de una
célula vecina como en una cis glicosilacidén en la misma célula. De-
be aclararse, sin embargo, que los recientes hallazgos de lipido-
azlicares unidos a membrana no proveen evidencias directas a favor o
en contra de la teoria de Roseman. Simplemente dan a eonocer una
posible explicacién a un aspecto de la hipdtesis que no fue conve-

nientemente detallado.

4) Sistemas vegetales

El descubrimiento de lipidos intermediarios en la sintesis de
polisaciridos no se confiné a bacterias y animales. Los poliiso-
prenoles estidn presentes en las plantas en gran variedad (Wellburn
y Hemming, 1966a,b) y poseen funciones anilogas a las de los otros

sistemas mencionados.

a) Phaseolus aureus

Kauss (1969) observdé la transferencia enzimdtica de GDP-(1%C)-
Man a un 1ipido radioactivo, derivado de (3H)MVA, en preparaciones
particuladas de epicotilos de P. aureus. En el mismo: sistema se
forma a su vez un manano radioactivo. La reversibilidad de la reac-
cidén fue demostrada por adicién de GDP, el cual inhibe la formacidén
de glicolipido. Ademéds, el agregado de (!“C)GDP a una mezcla de in-
cubacidn que contenia lipido aceptor endbgeno y GDP-Man no radioacti-
va, resulté en la formacidn de GDP-Man marcada. En forma consecuen-
te cuando se incubd lipido-(l!“C)Man.con la enzima y GDP, se recuperd
GDP-Man radiocactiva. Esto demuestra que la sintesis de lipido mano-
sa a partir de GDP-Man es una_reaccién de tipo reversible, y que el
potencial de transferencia del grupo en ambas substancias debe ser
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del mismo orden de magnitud. Experimentos de incorporacidn en el
tiempo en la sintesis de glicolipido y manano son consistentes con
la posibilidad de que el lipido sea un intermediario en la biosin-
tesis del manano. Sin.embargo, solo una minima incorporacidn de
manosa a partir del'maholipido al polisacdrido fue detectada. La
funcidn del lipido como intermediario, tanto como su estructura debe
aun ser establecida en forma concluyente.

Evidencias preliminares sobre la funcidn del manolipido como in-
termediario en la transferencia de manosa de GDP-Man a polisacéri-
dos fueron provistas por Villemez y Clark (1969). Ellos encontraron
un intermediario que puede ser extraido con fenol del precipitado
con TCA, conteniendo tanto intermediario como polimero. Ademds se
observd bajo nivel de incorporacibén en el polisacdrido de radiocacti-
vidad asociada al intermediario purificado en presencia de enzima.

Estudios de cinética y dilucidn isotdpica dieron mds apoyo a la
teoria de l1lipidos intermediarios. MAas adelante, Villemez (1970) en-
contré que por otras técnicas de extraccidén se obtenia la formacidn
de un manolipido y una glicoproteina en P. aureus. El manolipico
es 14bil a condiciones &cidas suaves, liberando manosa como {nico
az{icar. Dado que condiciones ain mis suaves producen manosa-1-P,
se cohcluyé que el azlicar estd unido al 1lipido por un puente fos-
fato. Estas propiedades como asi también su comportamienfo croma-
togrifico sugieren la presencia de un derivado poliprenil fosfdrico.

Utilizando el mismo sistema enzimdtico, Alam y col. (1971) de-
mostraron que adiciones de dolicol fosfato o betulaprenol fosfato
ex6genos causan una estimulacidén en la incorporacién de manosa de
GDP-Man a lipidos. Esto apoya la éuposicién de que el manolipido
es de naturaleza poliprendlica (Alam y Hemming, 1971).

El agregado de distintos poliprenil fosfatos al sistema de P.
aureus mostrd que sbélo Dol-P y betulaprenol fosfato estimulan la
transferencia de manosa. En cambio los fosfatos de solanesol, fica-
prenol y farnesol fallan como aceptores de manosa (Alam y Hemming,
1973). Sorprendentemente ni el tamafio molecular del poliprenol ni
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‘la saturacidn del residuc a fueron criticos en cuanto a su funcidn
aceptora en este sistema.

La falta de estimulacidén en la incorporacidn de manosa al poli-
mero insoluble por todos los polipfenil fosfatos ensayados, hizo
dudar del papel de los mismos como intermediarios en la sintesis de
polimeros (Alam y Hemming, 1975), aunque la naturaleza manoproteica
del polimero formado por este sistema fue confirmada. Roberts y
Pollard (1975) comunicaron la incorporacidn de (1%C)glucosamina a
glicoproteinas de membfana mediante preparaciones particuladas de
hipocotilos de P. aureus.

También se formaron glucolipidos radiactivos en este sistema, pero
no fue hecha una caracterizacidn mis detallada de los mismos, ni se
estudid la posibilidad de que los mismos fueran intermediarios en
la sintesis de proteinas conteniendo glucosamina.

En un trabajo reciente Lehle y col. (1976) estudiaron la incor-
poracién de azlicares de GDP-Man y UDP-NAcGlc a lipidos. Comunicaron
la biosintesis de lipidos unidos a manosa, N-acetilglucosamina y di-
N-acetilquitobiosa. El derivado manosidico est& unido al lipido por
un puente fosfato y los otros por puentes pirofosfato. Ciertas pro-
piedades cromatogridficas de los glicolipidos sugieren que la porcidn
lipidica seria dolicol. También se presentaron algunas evidencias
indicando que un producto insoluble, probablemente una glicoproteina,
seria el aceptor final de los azlicares. El conocimiento actual del
sistema de P. aureus lleva a pensar que poliprenil fosfatos (probable-
mente dolicol fosfato) actfian como lipidos intermediarios en la for-

macidn de manoproteinas.

b) Fibras de algoddn

Forsee y Elbein (1972,1973) demostraron gque cuando preparaciones
de membrana de fibras de algoddn sdﬁ incupadas con GDP-(1%C)Man se
forma un lipido acidico que contiene manosa. Se considerd que el
1ipido es un poliprenil fosfato en base a las siguientes evidencias:
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1) La enzima particulada extraida con acetona requiere un fosfo-
lipido para transferir manosa de GDP-Man a lipidos. El1 lipido
activo aislado que presumiblemente actla como aceptor tiene un

Rf similar al Fic-P en CCD.

2) E1 Fic-P puede substituir al lipido de algoddn como activador
y presumiblemente sea el aceptor de manosa en este sistema en-
zimdtico. El producto formado en esta reaccidn es idéntico al
manolipido formado por lipido aceptor enddgeno siguiendo crite-~

rios cromatograficos.

3) E1 manolipido de algoddn puede servir como substrato en una pre-
paracidn de Mycobacterium smegmatis para formar GDP-Man a partir
de GDP.

La formacidn de lfpidos oligosacdridos fue comunicada por los
mismos autores (Forsee y Elbein, 1975). Estos oligosacaridos con-
tienen 3 a 10 unidades glicosidicas llevando NAcGlc en el extremo
reductor. También se forman en este sistema glicoprotefnas que con-
tienen manosa y N-acetilglucosamina. Evidencias indirectas sugieren
‘que los lipido-oligosacdridos son precursores en la glicosilacidn de

estas proteinas.

¢c) Pisum sativum

Pont Lezica y col. (1975) aportan la primera evidencia concluyen-
te de la naturaleza poliprendlica del aceptor lipidico en plantas y
de su similitud al dolicol de higado. E1 aceptor lipidico resultd
ser resistente a condiciones Acidas suaves, mientras que el derivado
glucosilado se mostrd estable a tratamiento fendlico e hidrogenacidn
catalitica, propiedades que indican la presencia de un residuo 1so-
prénico inicial saturado. Por otro lado, el mismo compuesto mostrd
tener propiedades cromatograficas similares al Dol-P-Gle. E1l largo
de cadena fue confirmado por biosintesis a partir de IPP (Daleo y
Pont Lezica, 1977).

'E1 sistema de arvejas mostrd tener especificidad de sustrato
hacia la UDP-Glc. A partir del mismo se demostrd la sintesis de
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lipido-P-B8-glucosa (Pont Lezica y col., 1975), lipido-P-P-a-glu-
cosa (Romero y Pont Lézica, 1977), lipido-P-P-(glucosa); y un 1i-
pido oligosacarido soluble en cloroformo-metanol-agua (1:1:0,3)
(Pont Lezica, 1977). En funcidn de encontrar el aceptor defini-
tivo en este sistema se hicieron incubaciones con agregado de Dol-
P-(1%C)Gle. La radioactividad fue asociada a proteinas de membrana
y resultados preliminares indican que se trataria de lectinas.

d) Sintesis de glicoproteinas en plantas

Ericson y Delmer (1977) comunicaron la incorporacidn de manosa
y N-acetil-D-glucosamina a partir de GDP-Man y UDP-NAcGlc a glico-
lipidos que fueron caracterizados como poliprenil fosfato azflcares,
y a glicoproteinas ‘en semillas de porotd. En base a experimentos
cinéticos alternando pulsos de nucledtido-azlicares no radiocactivos
y radiocactivos, demostraron una relacidn de tipo precursor-producto
entre los glicolipidos y glicoproteinas, siendo la primera demostra-
cidn de la participacidn de poliprenoles en la sintesis de glicopro-
teinas en plantas. Las proteinas aceptoras fueron caracterizadas
como particuladas y todo hace presuponer que el sistema es el mismo
que el encontrado en tejidos animales.

La particularidad de las semillas de Phaseolus vulgaris es que

producen una gran cantidad de vicilina (principal glicoproteina de
reserva en esta planta) en un tiempo especifico, por lo que consti-
tuye un excelente sistema péra el estudio de 1la sintesis de glico-
proteinas. La vicilina tiene en su composicidn manosa y N-acetil-
glucosamina por lo que todo hace presuponer que es la proteina acep-
tora en el sistema descripto por las autoras, si bien ésto no fue de-

mostrado aun en forma concluyente.

5) Conclusiones generales

Si bien los lipidos intermediarios fueron descubiertos y exhaus-
tivamente estudiados en bacterias, ripidamente el estudio de los
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mismos se extendid a otros organismos (animales, plantas superio-
res, hongos). Sin embargo, los lipidos hallados en organismos
superiores mostraron diferencias respecto de los encontrados en
bacterias (de Cs55); su cadena es mids larga y el'extremo a es satu-
rado y no alilico. Esta Qltima clase de poliprenocles fue llamada
en forma genérica dolicol (del griego dolikos: largo). Prototheca

zopfii, Chlorophyta unicelular, es un organismo ubicado, sistemati-

camente, en un taxén considerado como predecesor evolutivo de las
plantas superiores y como relativamente primitivo entre los eucario-
tas. En este contexto seria de gran intebés, desde el punto de vis-
ta evolutivo, la caracterizacidn de los lipidos intermedianos, dado
que no se han descriptd en algas.

Poco se conoce, ademds, de la biosintesis de estos compuestos y
de- la regulacidén de las enzimas invalicradas. Debe ser enfatizado
el hecho de que ciertas hormonas vegetales (giberelinas, &cido absci-
sico, y porciones isoprénicas de las citoquininas, todas ellas des-
criptas también en .algas) tienen también un origen isoprénico. La
interaccidn de estos compuestos que regulan el crecimiento de la
planta, y los lipidos intermediarios, presumiblemente involucrados
en la sintesis del material de la pared celular, puede llegar a ser
importante. Por ello el segundo objetivo de este trabajo es el es-
tudio de la biosintesis de estos compuestos.

Finalmente, el tercer punto de interés de este trabajo es eluci-
dar el papel de los poliprenil fosfatos en la transfeprencia de azQ-
cares a polimeros. Es evidente que la funcién de estos lipidos en
bacterias-es convertir azlicares solubles en agua en moléculas hidro-
fébicas que puedan glicosilar macromoléculas en un ambiente lipofi-
lico como es el de la membrana celular.  Existen evidencias de que
la glicosilacidn de proteinas en mamiferos se realiza en el aparato
de Golgi y se comunicd recientemente la participacidn de lipidos in-
termediarios en la sintesis de glicoproteinas en animales y plantas.
En el caso particular de las plantas, la presencia de polisacéridos
en la pared celular sugiere la posibilidad de un mecanismo de sinte-

sis similar al existente en bacterias.
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La biosintesis del principal polisacirido presente en las ﬁare-
des celulares de 1las piantas, la celulosa, no estd muy clara hasta
el presente.  Se ha postulado la participacidn de intermediarios
lipidicos y proteicos, pero su papel no ha sido demostrado en forma
fehaciente hasta la fecha. En orden de investigar los aceptores
glucosidicos finales en el sistema de algas, se explora la posibili-
dad de que la sintesis de celulosa se realice por.la via metabblica
denocminada de los "lipidos intermediarios".
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MATERIALES Y METODOS

I. PRODUCTOS QUIMICOS

1. Compuestos radiactivos

uDP- [U-14C]-Gle (263 Ci/mol), UDP-[3H]-Gle (2,42 Ci/mmol),
Upp- [U-1%C]-Gal (268 Ci/mol), UDP-[U-1%C]-Ara (208 Ci/mol), UDP-
[U-1%C]-Xil (213 Ci/mol), UDP-[U-1%C]-NAcGlc (269 Ci/mol), ADP-
[u-1%Cc]-Gle (189 Ci/mdél) fueron obtenidos en el Instituto de In-
vestigaciones Bioquimicas "Fundacién Campomar".

GDP- [U-T%C]-Gle (203 Ci/mol) de ICN Pharmaceuticals, Inc.

GDP- [U-1%C]-Man (221 Ci/mol) de NEN (New England Nuclear).

RS-[2-1%C]-MVA lactona (13 Ci/mol), RS-[2-3H]-MVA lactona
(382 Ci/mol) y A3-[1-1%C]-IPP (61 Ci/mol) fueron obtenidos en

Amersham/Searle Corp. .
" Dol-P-[1%C]Glc fue una donacién de los doctores R. Staneloni

(Instituto de Investigaciones Bioquimicas "Fundacibén Campomar")

y P.A. Romero (Fundacidn Bariloche).

2. Esteroles y derivados

a) Esteroles:
B-sitosterol fue un generoso obsequio del Dr. M._Dahkert (Ins-

tituto de Investigaéiones Bioquimicas "Fundacidn Campomar").
Colesterol humano purificado fue ofrecido por la Lic. Cristina

Brugni.
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b) Preparacidn de las dispersiones de B-sitosterol

Las preparaciones de B-sitosterol se hicieron siguiendo 1la
técnica de Forsee y col. (1974) con modificacién en las cantida-
des empleadas. 10 mg de B-sitosterol y 80 mg de L~a-lecitina
(alternativamente fosfatidil etanolamina purificada) se disolvie-
ron en un pequefio volumen de cloroformo-metanol (2:1, v/v). Lue-
go se agregaron 145 mg de Triton X-100. El cloroformo y el meta-
nol se evaporaron a sequedad bajo Np. Luego se agregd, gota a
gota, agua mientras se agitaba vigorosamente con un Vortex.

c) Aislamiento y purificacidn de esteroles libres de Prototheca

zopfii

30 g de algas frescas fueron extraidas toda una noche con 500
ml de una mezcla de cloroformo-metanol (2:1, v/v), manteniendo la
suspensién en constante agitacidén con un agitador magnético. Se
filtrd el extracto clorofdédrmico lavidndolo por el método de Folch
y col. (1957). El extracto se concentrd a presidén reducida y se
llevé a 20% de KOH en cloroformo-metanol (2:1, v/v) 1 hora a 37°C.
Se agregd de HCl hasta 1 N concentracién final. Se lavd 3 veces
pér el método de Folch para eliminar sales y 4cido, y se evapord
a sequedad con presidén reducida. Se resuspendid en un pequefio
volumen de etanol y los esteroles’ fueron precipitados con digito-
nina al 1% en una mezcla etanol-agua (3:2) seglin la técnica de
Doyle y col. (1971). Después de centrifugar y decantar el sobre-
nadante, se agregd dimetilsulféxido hasta la remocibén total del
precipitado. Los esteroles fueron finalmente extraidos por forma-
cidén de un sistema bifdsico al agregar hexano.

d) Aislamiento y purificacidn de EG y AEG

30 g de algas frescas fueron tratadas como en la seccidn ante-
rior y el extracto cloroférmico lavado fue combinado con .glicolipi-
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dos radiactivos provenientes de incubaciones enzimiticas y con-
centrado a presidn reducida. En otras ocasiones el aislamiento
se limitd (nicamente a este material radiactivo. Los lipidos
fueron resuspendidos en un pequefio volumen de cloroformo y puri-
ficados por cromatografia en columna de DEAE-celulosa equilibrada
con cloroformo y eluida en forma escalonada con cantidades cre-
cientes de metanol en cloroformo segln la técmica de Hitchcock y
Nichols (1971). Los solventes de elucidn fueron los siguientes:
CHCl3: 400 ml; CHCl3-CH30H (85:5, v/v): 200 ml; CHCl3-CH30H (90:
10, v/v): 200 ml; CHCl3-CH30H (60:40, v/v): 200 ml; CHCls;-CH30H
(2:1, v/v saturado con NH4OH concentrado): 200 ml.

Se colectaron fracciones de 10 ml. El eluido de cloroformo-meta=-
nol (95:5, v/v ; fracciones 50 a 60) fue concentrado y sometido a cro-
matografia_preparativa en placa delgada de silica gel G (2 mm de es-
pesor) con el solvente N. Las dos bandas radiactivas (correspon-
dientes a EG y AEG) fueron raspadas de la placa y eluidas de la si-
lica gel con cloroformo-metanol (2:1, v/v conteniendo un 4% de agua).
Cada una de ellas, separadamente, fue cromatografiada una vez mis
con el solvente L y eluidas de la misma manera de la silica gel

(Forsee y col., 1974).

3. Lecitina y fosfatidil etanolamina -

El extracto crudo de lecitina de soja L-a-lecitina;(Sigma, tipo
II-S) utilizado en los ensayos, contiene un 10-20% de L-a-lecitina
y fue ofrecido por el Dr. N.G. Bazidn (Instituto de Investigaciones

Bioquimicas, Universidad Nacional del Sur).

Aislamiento y purificacibén de fosfatidil etanolamina

" La fosfatidil etanolamina (de soja y alga) fue purificada si-~
guiendo la técnica de separacién de lipidos de Hitchcock y Nichols
(1971). 20 g de algas frescas fueron tratadas con cloroformo-meta-
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noi (2:1, v/v) como se indicd en secciones anteriores. El extrac-
to (lavado y concentrado) se resuspendid en un pequefio volumen de
cloroformo (haciendo otro tanto con 50 mg de lecitina cruda de
soja) y cromatografid en columna de DEAE-celulosa equilibrada con
cloroformo y eluida con un gradiente discontinuo ‘de metanol en
cloroformo, como se menciond en la seccién anterior.

Las fracciones 1 a 79, que eluyeron con las mezclas cloroformo-
metanol (95:5, v/v y 95:10, v/v) y cloroformo puro conteniendo mono-
galactosil diglicéridos, fosfatidil colina, cerebrésidos, esteril
glucbdésidos y digalactosil diglicéridos, fueron recogidas y utili-
zadas como testigos en los ensayos de acilacidn de EG (fraccidn
lipidica I). Otro tanto se hizo con las fracciones 96 a 120 que
eluyeron ante la mezcla cloroformo-metanol (2:1, v/v y NH4OH con-
centrado) conteniendo fosfatidil inositol, fosfatidil glicerol,
cardiolipinas, &cidos fosfatidicos, poliprenil fosfatos y sulfo-
lipidos (fraccibén lipidica II).

Las fracciones ricas en FE (80 a 95) qQue eluyeron con la mezcla
cloroformo-metanol (60:40, v/v) fueron concentradas y sometidas a
cromatografia preparativa en capa delgada de silica gel G (de 2 mm
de espesor) en el solvente M. La banda correspondiente a la FE fue
revelada por tratamiento de la placa con vapores de iodo y y raspa-
da.de la misma a fin de ser extraida con cloroformo-metanol (2:1,
v/v). La concentracién de fosfolipidos en las distintas prepara-
ciones fue estimada por su contenido en fésforo total (Taussky y
Shorr, 1953).

4. Derivados isoprénicos

Dol, lote # 65C-7202 de Sigma, estd compuesto por 5 especies
moleculares: Cgs a Cjgs siendo Cgs la de més alta concentracidn.

Dol-P aislado de higado y parcialmente purificado, fue un ofre-
cimiento del Dr. N.H. Behrens (Instituto de Investigaciones Bioqui-

micas "Fundacidén Campomar") u obtenido de Sigma.
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El poliprenol alilico ficaprenol fue aislado de hojas de Ficus
clastica, como lo indican Stone y col. (1967) y fosforilado por el
método de Popjak y col. (1962). La pureza del ficaprenol fue de-

terminada por CCD y por espectrometria infrarroja y de resonancia
magnética nuclear. La espectrografia de masas mostré que se com-

pone de una mezcla de undecaprenol (Css) y dodecaprenol (Cgp) en
iguales proporciones. '

Aislamiento de poliprenil fosfatos endbgenos

500 g de algas frescas fueron extraidas 2 veces durante una
noche con cloroformo-metanol (2:1, v/v) y el extracto resultante
filtrado y lavado por el método de Folch. La solucidn resultante
fue combinada, en algunos casos, con lipido biosintético obtenido
a partir de incubaciones de fracciones enzimdticas con (3H)MVA. |
Luego se evapord bajo presidn reducida hasta sequedad y se resus-
pendid en un pequefio volumen de etanol. Los esteroles fueron pre-
cipitados por agregado de digitonina como se deséribe en la seccidn
2c) y el sobrenadante que resulta de este tratamiento fue decantado
y cromatografiado en columna de DEAE-celulosa (12 x 450 mm) equili-
brada con cloroformo-metanol (2:1, v/v) y eluida con un gradiente
lineal de acetato de amonio de 0 a 0,4 M en el mismo solvente. Se
recogleron fracciones de 4 ml. De cada fraccidn se lavd por el
método de Folch y se ensay$ la capacidad aceptora de glucosa por
incubacidn con extractos enzim&ticos en la forma qué se detalla mds
adelante. En los casos en que se incluyé lipidos marcados en la
purificacidén, se tomaron alicuotas para medicidn de radiactividad.
Las fracciones que mostraron aumento de la actividad glucoéilante
fueron recogidas, lavadas y concentradas bajo nitrSgeno.
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5. Preparacidén de glucdsidos

a) 1,6-anhidroglucosano

La preparacidn de 1,6-anhidroglucosano a partir de salicina
se hizo empleando el método de Behrens y Leloir (1970). E1 glu-
césido fue tratado con NaOH 0,1 N a 62-68°C por 90 minutos y neu-
tralizado finalmente con Dowex 50 (H'). E1 1,6-anhidroglucosano
fue separado de la salicina remanente y de la glucosa por croma-

togréfia en papel con solvente A.

b) Disacéridos

Los disacdridos laminaribiosa y soforosa fueron un gentil ob-
sequio del Dr. M.A. Dankert (Instituto de Investigaciones Bioqui-

micas "Fundacidén Campomar").

6. Condiciones de crecimiento de Prototheca zopfii

a) Medios de cultivo

Prototheca zopfii, cepa PR-5, alga unicelular aclordtica con-

siderada como la contrapartida no fotosintética de Chlorella, fue
obtenida de American Type Culture Collec¢tion (ATCC 16533). Las
células fueron cultivadas en el siguiente medio: 0,%% de glucosa
(Fluka) y 0,2% de peptona de carne comercial (N° 1, Britania) en
constante agitacidén en agitador rotatorio magnético. Los voldme-
.nes variaron segln las preparaciones, de 1 a 15 litros en botello-
nes Pyrex. Al cabo de aproximadamente 30 hs de inoculadas, el
crecimiento alcanzé el 50% de la fase logaritimica y, previo exa-
men fotocolorimétrico y microscdpico, las algas se cosecharon por
centrifugacidn, como se describe méds adelante. Para el mantenimien-
to de la cepa y como fuente de inéculc para cultivos en medio 1i-
quido, se realizaron en forma paralela, cultivos con dgar en pico
de flauta (2,4% de glucosa, 2,0% de 4gar Difco y 0,6% de peptona
de carne en agua). Cada 2 meses, como promedio, se realizaron
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repiques en el mismo medio.

b) Cinética de crecimiento

Al estudiar la cinética de crecimiento de Prototheca zopfii

en las condiciones mencionadas se efectuaron tres tipos de medi-
ciones:

i) turbidimetria en un fotocolorimetro Klett;

1i) conteos directos en clmara de Neubauer al microscopio
6ptico, mediante la técnica usualmente seguida para
gldbulos blancos;

1ii) método de siembra de diluciones seriadas de indculo en
cajas de Petri y conteo de aquéllas cajas que contenian
entre 30 y 300 colonias.

Todas las determinaciones se hicieron por duplicado.

Para el cdlculo del nimero medio de células por ml, como asi
también para el error, se considerd que las células y colonias en
los métodos ii) y iii) segulan una distribucién de Poisson cldsi-
‘ca, utilizdndose la férmula correspondiente.

Al comparar el nmero de células viables por ml calculadas por
los métodos ii) y iii) con la lectura de unidades fotocolorimétri-
cas Klett se observd que existia una correlacidn lineal entre las
mismas, hasta que el cultivo alcanza la fase de meseta. A partir
de ese momento no se observd relacién'alguna entre t&lulas viables
y mediciones fotocolorimétricas (ver figura 15). Durante la fase
logaritmica de crecimiento una unidad fotocolorimétrica Klett equi-
vale a 50 células por ml (con un error porcentual del 20%).

La cinética de crecimiento de Prototheca zopfii se representa

en la figura 15 en un grifico semilogaritmico.
La velocidad de crecimiento e$pecifico fue calculada mediante

la férmula:

1 dN
uo= —
N.ln2 dt

donde N es el nfimero de algas y t es tiempo (Davis y col., 1967) y
hallada de 0,42 horas~!.
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FIGURA 15. Cinética de crecimiento de Prototheca zopfii.

3

Las células fueron cultivadas en medio liquido como se indica en

el texto.
e — e valores hallados por fotocolorimetria.
X —— x valores hallados por conteo de colonfas o de células en

caja de Neubauer,
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Asuniiendo que el crecimiento sigue el modelo postulado por
Monod (1942) mediante la fdrmula:

donde S es la concentracién de sustrato, u la velocidad de creci-
miento especifica y K, la constante de saturacién. Kg es una buena
medida de la demanda neta del medio ambiente por el organismo e in
cluye todo sustrato; mientras que Hoax mide el potencial del orga-
nismo en la circunstancia especifica. Las constantes de saturacidn
mds altas ya sea en algas como en bacterias, halladas hasta el mo-
mento, no superan en ninglin caso el gramo por litro de medio en el
caso de la glucosa (Droop, 1974) por lo que se considera que en
este caso nos hallamos en condiciones saturantes por parte del sus-
trato y la velocidad de crecimiento especifica calculada es equiva-
lente a la u__  de la ecuaciédn de Monod.

II. PREPARACIONES Y ENSAYOS ENZIMATICOS

1. Fracciones enzimdticas de Prototheca zopfii

Las células fueron cosechadas de cultivos en medio liquido en
fase logaritmica cuando se alcanza el 50% del crecimiento méximo.
.Se lavaron 3 veces consecutivas con Tris-HCl 50 mM (pH 7,5); B-mer-
captoetanol 5 mM y EDTA 1 mM. El mismo buffer se utilizd para re-
suspender a las células y someterlas a ruptura por sonicacidén (100
W, 30 minutos con.polvo de vidrio *de 5 ym de di&metro, en una celda
refrigerada por flujo constante de metanol a -30°C) o mediante la
prensa de French en la forma que se describe mds adelante. E1 homo-
genato resultante fue centrifugado a 25.000g por 30 minutos. Ali-
cuotas del sobrenadante (S,5) fueron usadas como fuente de enzimas
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para los ensayos de biosintesis.

Por centrifugacidn de la fracecidn Sj,s a 100.000g por 150 minu-
tos se obtuvo el precipitado (P;gg) utilizado para los ensayos de
glucosilacién. Es necesario recordar .que la fraccién S,5 contiene
ffagmentos de todas las organelas dado que el proceso de ruptura
celular utilizado no resguarda la integridad de las mismas y por
lo tanto no puede deducirse la localizacidn subcelular de enzimas
a partir de la componente de fraccionamiento utilizada como fuente
para los ensayos. Tanto en el caso de las enzimas glucosilantes
como las responsabies de biosintesis de poliprenil fosfatos solo
exhibieron actividad preparaciones frescas.

2. Purificacidn de la UDP-Glc:esterol glucosiltransferasa

El homogenato procedente de la ruptura celular fue centrifugado
a 20.0060g por 10 minutos y el sobrenadante resultante centrifugado
nuevamente a 100.000g por 180 minutos. El precipitado (300 mg de
proteinas) fue resuspendido en buffer 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) 5 mM,
B-mercaptoetanol y 1 mM EDTA con volumen suficiente para su disolu-
cidén, m&s un 0,6% de concentracidn final de Triton X-100. Después
de .centrifugar a 175.000g por 60 minutos, el preecipitado fue des-
cartado y el sobrenadante sometido a cromatografia en columna de
DEAE-celulosa (1,2 x 35 am) equilibrada con el buffer mencionado
mds 0,05% de Triton X-100 y eluida con 50 ml de 0,4°M KCl en la
misma solucidén. Se recogieron fracciones de 2,5 ml y las qQue mos-
traron mayor actividad enzimdtica se juntaron y dializaron contra
el mismo buffer. Posteriormente fue centrifugada y se agregd, gota
a gota y con agitacidn constante, una solucibén saturada de (NHy)2S0,
(pH 8,0) hasta 20% de saturacién final. El precipitado se descartd,
previa centrifugacidn, y luego se‘agregd (NH,),SO, hasta 60% de sa-
turacidn. Se centrifugd y el precipitado se dializdé toda una noche
contra el buffer mencionado. La solucidn resultante fue cromato-
grafiada en columna de Sephadex G-100 (1 x 60 em) equilibrada con

el buffer de didlisis mis 0,05% de Triton X-100 y eluida con 0,4 M
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KC1l en la misma solucidn. Se recogieron fracciones de 0,5 ml y
aquellas que mostraron actividad glucosilante fueron dializadas
en la forma mencionada.

3. Traccionamiento subcelular

El fraccionamiento subcelular de P. zopfii se realizdé utili-
zando una combinacidn de técnicas descriptas por distintos auto-
res. El procedimiento general se esquematiza en la figura 17 y
resume los pasos seguidos en el aislamiento de las fracciones.

Unos 20 gramos de algas frescas fueron homogeneizadas en una celda
de prensa de French, marca Aminco, modelo 4-3339, a una presién de
1550 kg/cm2, en. buffer 10 mM HEPES (pH 7,5) y 0,25 M sacarosa a
una temperatura de 4°C. El1 homogenato resultante de la ruptura
celular se centrifugd a 1.000g por espacio de 10 minutos en cen-
trifuga refrigerada (paso A). El sobrenadante (S;) se decantd cui-
dadosamente y sirvid como fuente para la obtencidn de las distintas

fracciones.

a) Mitocondrias

El sobrenadante (S;) del paso A fue centrifugado a 25.000g por
10 minutos (paso B). E1l precipitado resultante (P,5) estaba forma-
do por dos capas superpuestas, una superior de color blancuzco y
una inferior rosicea. La capa superior fue cuidado;amente raspada
con espdtula, aun a costa de pérdidas de material de la capa infe-
rior (método de Fleisher y Kervina, 1974). Después de esta opera-
cidén se resuspendid en 10 mM HEPES (pH 7,5) 1mM EDTA y 0,25 M saca-
rosa y se centrifugé a 25.000g por 10 minutos. La operacidén se re-
pitid un total de 3 veces y el precipitado resultante del @Gltimo
lavado fue utilizado como fuente ﬁara los ensayos.

Contenido de ubiquinona: El contenido de ubiquinona se midid
‘por el método de Lloyd (1966). La reduccidn con NaBHy produjo el

caracteristico corrimiento del mé&ximo de absorcidn de 275 nm a 290
nm (en etanol) y la cantidad de ubiquinona se calculé mediante un
Ae 1 em/275 nm = 12,26 x 10® em mol~! en una reduccién completa

(Lloyd, 1966).
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b) Aparato.de Golgi

El sobrenadante (S»s5) del paso B se centrifugé a 40.000g por
60 minutos (paso C) a fin de sedimentar los microsomas "pesados"”
(Fleisher y Kervina, 1974) ricos en dictiosomas.  El sobrenadante

(Syp? fue cuidadosamente decantado y @l precipitado resuspendido
en 10 ml de 52% sacarosa, 0,1 M buffer fosfato (pH 7,1) de manera
que la densidad final fuera la correspondiente a una concentracidn
de 44%. Esta fraccidn fue recubierta.en un tubo de centrifuga por
10 ml1, 10 ml1, 10 ml1 y 12 ml de 38,7%, 36%, 33% 'y 29% de sacarosa '
respectivamente y centrifugado a 70.0068g por 60 minutos (Morré,
1971). La interfase 29-33% fue recogida, diluida con agua fria y
centrifugada a 100.000g por 60 minutos. El precipitado obtenido

representa la fuente de dictiosomas usados en los ensayos.

Tiamino pirofosfatasa: El ensayo de tiamino pirofosfatasa

(EC 2.5.1.3, 2-metil-4-amino-5-hidroximetil-pirimidin-pirofosfato:
Y-metil-5-(2'-fosfoetil)-tiazol-2-metil-4-aminopirimidin-5-metenil-
transferasa) fue realizado como lo indica Morré (1971).

La reaccidn se inicid por agregado de 0,1 ml de suspensidn ce-
lular a 2,0 ml de 33 mM buffer barbital sodio (pH 8,0), 15 mM CaCl,
y 3,3 M pirofosfato de tiamina. Después de 15 minutos a 37°C la
reaccidén fue detenida por agregado de 1 ml de 10% TCA. La proteina
precipitada se elimindé por centrifugacidn y el sobrenadante se uti-
1iz6 para la determinacidn de fosfato (Taussky y Shorr, 1953).

c) Reticulo endoplédsmico y membrana plasmitica

La fraccidn Sy fue centrifugada a 100.000g por 150 minutos
(paso D) y el precipitado (P;gp) sometido a un gradiente de saca-
rosa. Los microsomas se resuspendieron en 8 ml de 50% concentra-
cién final de sacarosa y se los récubrid con una capa de 4 ml de
45% sacarosa. Por sobre las dos capas, se colocaron 3,5 ml de 40%
sacarosa y 3 ml de 35% sacarosa. . Se centrifugé (paso E) a 131.000g
por espacio de 90 minutos. La interfase 35-40% fue recogida y uti-
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lizada para los ensayos como reticulo endopldsmico purificado y la
fraccidn que permanece en la interfase 40-45% como membrana plasmi-
tica (Korn, 1974).

5'-nucleotidasa: La 5'-nucleotidasa (EC 3.1.3.5, S5'-ribonucleo-

tido fosfohidrolasa) fue ensayada como lo indica Morré (1971). La
reaccidén se realizd en-'un volumen total de 1 ml conteniendo 100 mM
Tris-HC1 (pH 8,5), 10 mM AMP, 10 mM MgClz y 0,1 ml de suspensidn ce-
lular a 37°C ‘por 15 minutos. Se detuvo y analizd como en el caso de

la tiamino pirofosfatasa.

Glucosa-6-fosfatasa: La glucosa-6-fosfatasa (EC 3.1.3.9, D-glu-

cosa-6-fosfato fosfohidrolasa) se determind como lo hace Morré (1971)
a 0,9 ml de 55 mM Tris-HCl1l (pH 6,6), 11-mM glucosa-6-fosfato y 11 mM
B-mercaptoetanol se le agregaron 0,1 ml de suspensién celular y se in-
cubd 15 minutos a 37°C. La reaccidén se detuvo y analizb como en el

caso de la tiamino pirofosfatasa.

4. Ensayo de glucosilacidn

Las incubaciones tipo se realizaron a 25°C por espacio de 30 mi-
nutos. Los componentes de la reaccidn (en un volumen final de 50 ul)

fueron los siguientes:

Tris~HC1 (pH 7,5) 2,5 umoles

* B-mercaptoetanol 0,5 ymoles -
UDP-[1%C]Gle (200.000 cpm) 0,4 nmoles
Enzima Pjgg 100-300 pug de proteinas’

En los casos en que se agregd poliprenil fosfatos exbgenos (Dol-P,
Fic-P, aceptor endégeno purificado, o lipido biosintético), éstos
fueron previamente llevados a sequédad bajo nitrbégeno en el tubo de
incubacidén, junto a 6,5 umoles de Na,-EDTA y 1 umol de MgCl,. Luego
se agregb buffer y Triton X-100 hasta una concentracién final de 0,6%;
se agitd vigorosamente en Vortex a fin de obtener una buena resuspen-
sién y se adiciond enzima y sustrato radiactivo.
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En los ensayos en que no se suplementaron poliprenil fosfatos
ex6genos y se analizb la glucosilacidn de lipidos polares, el .medio
de incubacibén contenia, ademds, 0,5 umoles de MgCl,."

En la glucosilacidén de lipidos neutros se utilizé en forma alter-
nativa buffer 50 mM HEPES (pH 6,0) y se suplementdé con una suspensibn
micelar de B-sitosterol de 0,75 mM de concentracidn final de esterol
preparada como se indicd anteriormente.

Las incubaciones se detuvieron y fueron posteriormente extraidas

por medio de dos prqcedimientos.

A) Extraccidn con butanol

La reaccidn es detenida con 0,1 ml de butanol y extraida 3 veces
con el mismo volumen de solvente orgdnico. Las fases superiores asi
obtenidas fueron combinadas y lavadas a su vez 3 veces con 0,1 ml de
agua (Garcia y col., 1974). En forma rutinaria el extracto butandli-
co fue analizado por cromatografia en papel con solvente F a fin de
descartar cualquier posibilidad de contaminacidn por parte del sus-
trato.

Las preparaciones pordujeron dos tipbs de glicolipidos, neutros
y polares., los cuales fueron separados por cromatografia'en papel de
intercambio idénico (Whatman DE-20) corrida con butanol saturado con
agua. Las 8reas del cromatograma correspondientes al origen (gluco-
1ipidos polares) y frente de solvente (glucolipidos peutros) fueron
cortadas y contadas por espectrometria de centelleo iiquida.

En otras ocasiones fueron separados por cromatografia en columna
de DEAE-celulosa equilibrada en metanol 99%.

La fase acuosa inferior y tres sucesivos lavados del precipitado
resultante con agua-metanol (5:1, v/v) fueron reunidos, liofilizados
y cromatografiados en papel con solvente K. La radiactividad rema-
nente en el origen del cromatograma fue considerada como pertenecien-

te a polimeros.
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B. Extraccidn con cloroformo-metanol

La reaccibn es detenida por el agragado de 3 vol{menes de cloro-
formo y 2 de metanol. Después de agitacidn y posterior centrifuga-
cidén, la interfase proteica es reextraida con la mezcla cloroformo-
metanol-agua (3:2:1, v/v). Este proceso se repite una vez mds y el
precipitado es esta vez tratado con 2 volimenes de metanol para ex-
traer los restos de agua,y finalmente coh cloroformo-metanol-agua
(10:10:3, v/v), mezcla que tiene la propiedad de extraer lipido-
oligosacaridos insolubles en la mezcla utilizada en primer término.

La figura 19 esquematiza el proceso.

5. Biosintesis de dolicol fosfato

Preparaciones de alga (S;5) fueron incubadas por 90 minutos a
30°C con los siguientes componentes en un volumen total de 50 ul:

2,5 ymoles Tris-HCl1(pH 7,5), 0,25 umoles B-mercaptoetanol, 50 nmoles
Na,-EDTA, 50 nmoles NaF, 50 nmqles MgCl,, 50 nmoles ATP, 0,35 nmoles
RS-[2-1%C]MVA y 100-200 ug de proteinas (S;5). La incubacidn fue de-
tenida por agregado de 0,1 ml de eter de petrdleo (rango de destila-
cidén 35-65°C) y extraida 2 veces mis con idéntico volumen. De esta
manera son extraidos alcoholes libres e hidrocarburos.

La fase acuosa resultante fue tratada con 0,1 ml: de cloroformo-
metanol (2:1) y extraida 2 veces mds de idéntica forma. Se combina-
ron luego las fases orgdnicas y se lavaron por el método de Folch y
col. Este extracto contenia los poliprenil fosfatos sintetizados
por el sistema.

El extracto cloroférmico fue tratado luego con &cido (0,01 M HC1,
100°C, 10 min.) y los alcoholes alilicos liberados por este trata-
miento fueron extraidos con hexano. La solucidn remanente contenia
los .poliprenil fosfatos a-saturados. La figura 20 muestra el esque-

ma de ‘extraccidn.
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FIGURA 20. Esquema de extraccidn (Daleo y Pont Lezica, 1977).
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6. Hidrdlisis enzimidtica de poliprenil fosfatos

Los poliprenil fosfatos resistentes a hidr8lisis 4cida suave
fueron incubados con fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1, monoéster orto-
fosférico fosfohidrolasa) de Escherichia coli (Sigma) a 37°C por 20 h

en el siguiente medio en un volumen total de 30 ul: 2,5 pmoles Tris-
HC1 (pH 8,4), 0,5 umoles MgCls, 0,1% Triton X-100, 100 ug fosfatasa
alcalina y 50% metanol. Otros 100 ug de fosfatasa alcalina fueron
agregados después de las primeras 10 h de incubacidn. Los alcoholes
libres resultantes fueron extraidos con é&ter de petroleo (35-65°C

rango de destilacidn).

7. Sintesis de celulosa

La formacidn de g(1+4)glucanos se detectd utilizando la técnica
de Elbein y col. (1964). El medio de incubacibén contiene los siguien-
tes componentes en un volumen final de 50 ul: 2,5 pymoles Tris-HCl
(pH 7,5), 0,5 uymoles B-mercaptoetanol, 0,5 umoles MgCl,, 590 pmoles
(200.000 cpm) GDP-[U-1“C]Glc y 100-300 pg de enzima.

La enzima utilizada es una combinacién de los precipitados de
100.000 y 25.000g y en ciertas ocasiones se agregb, ademis, UDP-[3H]-
Glec (107 pmoles, 100.000 cpm) o UDP-Glc no radiactiva. En otros en-
sayos se agregd a la mezcla de incubacidn polimero soluble en agua
(PsA).

La reaccidn fue detenida con 0,1 ml de cloroformo-metanol (2:1,
v/v) .y extraida por el método B (Behrens y col., 1971). El precipi-
tado final fue extraido posteriormente, como indican Elbein y col.
(1966).

Se agregd 1 ml de agua, 1 mg dé celulpsa-hidfatada y 1 mg de ce-
lulosa no tratada (Whatman CF11) calent&ndose a 100°C por 2 minutos.
Posteriormente se centrifugd y el precipitado se extrajo 2 veces con
1 ml de 2% NaOH por 5§ minutos a 100°C, y el precipitado resultante
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fue lavado 2 veces mds-con 1 ml de agua.

La celulosa hidratada (10-20 mg/ml) se preparé (Jayme y Lang,
1963) disolviendo celulosa (Whatman CF11) en dcido fosférico con-
centrado, agregando la solucidn a 20 volimenes de agua y lavando el
precipitado amorfo con agua hasta que la suspensidn perdid su aci-

cez.

8. Hidrdlisis enzimldtica de glucanos

Se realizaron incubaciones enzimaticas a fin de determinar la
estructura de glucolipidos, polimeros solubles (PSA) o insolubles
en agua.

En el caso de los esteril glucdsidos, el medio de incubacidn se
suplementd con 0,1% de Triton X-100; 1las incubaciones fueron de 5 h
y la reaccidn fue detenida con 0,1 ml de butanol. Las fases acuosa
y orginica se separaron por centrifugacidén y se las combiné con 11-
quido de centelleo para ser contadas.

En los casos de derivados de poliprenil fosfatos, los azflicares
fueron liberados por hidrdlisis &cida suave antes de someterlos a in-
cubagién. Las enzimas fueron incubadas con p-nitrofenil derivados
de distintos glicbésidos para estimar actividades contaminantes. A
continuacién se detallan las enzimas con los medios de incubacidn

utilizados y las actividades detectadas. -

a) a-glucosidasa (EC 3.2.1.20,a-D-glucdsido glucohidrolasa) de leva-
duras (Sigma, tipo I) y el correspoﬁdiente sustrato, incubdndose 25 h
a 37°C. Actividades: a-glucosidasa: 14 U/mg (también mostrd activi-
dad en presencia de 0,1% Triton X-100), B-glucosidasa: 0,1 U/mg,
a-galactosidasa: 0 U/mg, B-galactosidasa: 0,13 U/mg y a-manosidasa:

0 U/mg.

b) B-glucosidasa tEC_3.2.1.21, B-D-glucdsido glucohidrolasa) de al-
mendras (Sigma). Se agregaron 100 pg de enzima a 0,1 ml de 0,1 M
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. Tris-acetato (pH 5,2) y el correspondiente sustrato, incub&ndose
25 h a 37°C. Actividades: a-glucosidasa: 0,54 U/mg, B-glucosidasa:
1,9 U/mg, a-galactosidasa: 0,27 U/mg, B-galactosidasa: 3,2 U/mg y

a-manosidasa: 0 U/mg.

c) dextranasa (EC 3.2.1.11, a-1,6-glucan 6-glucanohidrolasa) de

Penicillium (Sigma). 100 ug de enzima se incubaron en presencia de
0,1 ml de 0,1 M Tris-maleato (pH 6) y 20.000 cpm de PSA, a 37°C por

72 h. La reaccidn fue detenida por pasaje de sus componentes por

columna de Sephadex G-50, que se utilizé, a su vez, para analizar

los productos.

d) a-amilasa (EC 3.2.1.1, a-1,4-glucan 4-glucanhidrolasa) de Ba-
cillus subtilis (100 ug) se incubdé en 100 ul de 0,1 M Tris-maleato
(pH 6,9) y 20.000 cpm de PSA por 25 h a 20°C. La reaccidn fue de-

tenida y analizada como en el caso de la dextranasa.

e) celulasa (EC 3.2.1.4, B-1,4-g1ucan-glucanohidrolasa) de Asper-
gillus niger (Sigma, tipo I) se incubb con 0,1 ml de 0,1 M Tris-
acetato (pH 4,5) por 72 h a 37°C. Actividades: a-glucosidasa: 0 U/mg,
B-glucosidasa: 0,25 U/mg, a-galactosidasa: 0,54 U/mg, B-galactosida-

sa: 0 U/mg y a-manosidasa: 0 U/mg.

f) 'pronasa (EC 3.4.4.,-) de Streptomyces griseus (Sigma, tipo IV).
El PSA (20.000 cpm) fue tratado con pronasa en las siguientes condi-
ciones: 0,05 M buffer fosfato de sodio (pH 7,6), 0,2 mg pronasa a
37°C durante 72 h, en una atmésfera de tolueno. '
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ITI. METODOS ANALITICOS

1. Determinaciones cuantitativas

a) Concentracibén de proteinas

Las proteinas fueron cuantificadas por el método de Lowry y
col. (1951) utilizando alblmina bovina como patrdn.

b) Concentracibén de fosfato

El fosfato inorgénico fue determinado por el método de Taussky
y Shorr (1953).

c) Concentracidn de azlcares reductores

Los azficares reductores se cuantificaron como lo hace Nelson
(19uy4),

d) Concentracidn de esteroles

Los esteroles se determinaron por el método de CljFe tal como
lo describe Zak (1957). -

En los andlisis cualitativos se utilizd la técnica de Lieber-
mann-Burchard tal como fue descripto por Cook (1961). La muestra
a ser analizada fue evaporada con N, y el residuo resultante di-
suelto en 0,5 ml de &cido acético glacial. El reactivo formador
de color consistidé en una mezcla de anhidrido acético y &cido sul-
fairico concentrado (19:1, v/v) de la cual se agregd 1 ml. La solu-
cidn se mezcld y después de 40 minutos la reaccibén positiva estd

acompafiada por la aparicidn de un color verde o azulado.



77.

2. Tratamientos degradativos

a) Hidrdlisis 4cida suave

Se combinaron cuatro volimenes de agua y uno de metanol con un
volumen de butanol conteniendo la muestra a hidrolizar. E1 agua
contiene suficiente HCl para llevar la solucidn a 0,01 N en el fci-
do y se calentd a 100°C por 10 minutos. La reaccién se detuvo por
agregado de una cantidad estequiométrica de 1 N NH4OH y enfriada en
un recipiente con hielo. Luego se agregd butanol hasta particién
‘en dos fases. La fase orgadnica fue lavada 2 veces con 0,2 volime-~
nes de agua. Se contaron alicuotas de las fases acuosas combinadas
como asi también dé la butandlica resultante.

En otras ocasiones las muestras se llevaron a seco bajo No y-
se les agregd 0,01 N HCl, agitando y llevando a 100°C por 10 minu-
tos. E1 HCl se elimind evaporando a éequedad 3 veces, afadiendo 50

pl de agua por vez.

b) Tratamiento alcalino de aceptores lipidicos

Se siguid el método de Dawson (1954) tal como lo describen La-
hav y col. (1969). La muestra se traté con 0,1 M NaOH en cloroformo-
metanol (1:4, v/v), 15 minutos a 37°C. La muestra se neutralizd con
HCl y por agregado de agua se separd la fase clorofbérmica de la acuo-
sa. La fase orgdnica se lavdé 3 veces con una mezcla agua-metanol
(2:1, v/v). La capacidad aceptora se midid utilizando la fase cloro-

férmica.

c). Reducecidn catalitica

Se hizo en la forma descripta .por Wright y col._(19673 con li-
geras modificaciones. El Pt se prepard .a partir de una solucidn
acuesa de hexacloroplatinato de amonio y exceso de NaBHu. El pre-
cipitado de platino metdlico se lavd con agua y butanol saturado en
agua. La muestra, disuelta en butanol, se afiadid sobre el platino,
se agitd para resuspenderlo y se burbujed H, pof espacio de 4 horas
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con intensidad suficiente para mantener el Pt en suspensidn. Se
centrifugd, quitd el butanol y el Pt se lavd sucesivamente con bu-
tanol y con agua. Las fracciones butandlicas se combinaron y la-
varon con agua. Todas las fases acuosas se reunieron y se contaron

alicuotas de las fracciones.

d) Tratamiento con fenol

Este tratamiento se efectud tal como describen Garcia y col.
(1974). Las muestras se llevaron a seco bajo N, y se les agregd
0,16 ml de 50% fenol. Se las mantuvo a 68-70°C durante 3 horas,
luego de lo cual se enfrid y centrifugd para separar la particidén
bifdsica. La fase fendlica se lavd tres veces con 0,06 ml de agua.,
Los lavados acuosos se combinaron con la fase acuosa y se lavaron
tres veces en &ter etilico para eliminar el fenol. La fase fend-
lica se llevd a seco agregando éter etilico varias veces, evaporando
con una corriente de Np. Se contaron alicuotas de ambas fases.

e) Reduccidn con borohidruro

Las muestras a reducir fueron combinadas con exceso de NaBHy
s6lido. La soluciém se mantuvo por una noche a temperatura ambiente.
La reaccidn se detuvo mediante agregado cuidadoso de resina Dowex
50 (H") para eliminar cationes. La solucibén se llevd a seco a pre-
sidén reducida y el borato fue eliminado por evaporad&ones sucesivas

con metanol.

f) Oxidacidén con periodato

Las oxidaciones con periodato de esteril glucdsidos se llevaron
a cabo con leves modificaciones de. como fue descripto por Forsee y
col. (1974). Muestras con 200.000 cpm de [!“C]EG y [!“C]AEG se so-
lubilizaron con 0,6% Triton X-100 y 0,05 M NaIO, en un volumen total
de 2 ml. Después de 76 horas a 4°C-1as mezclas fueron reducidas con
exceéo de NaBH,. Se tomaron alicuotas para investigar si el trata-
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miento brodujo deacilacidn de AEG sometiéndolas a CCD en silica
gel G. Luego fueron hidrolizadas con 2 N HCl a 100°C por 3 horas
en tubo sellado y extraidas con butanol. E1 HCl fue evaporado con
N, y el Na® eliminado por pasaje por una columna pequefia de resina
Dowex 50 (H'). E1 borato fue eliminado por adicidén y evaporacidn
repetida de metanol. Después de un nuevo pasaje por resina Dowex
50 (H+l y Amberlite (HO ), las muestras se crom?tog:%g}aron en pa-
pel Whatman 3MM con solvente E.

Los polisaclridos fueron degradados en forma controlada, como
lo indican Goldstein y col. (1965). Las muestras fueron solubili-
zadas en 2 ml de 0,05 M NaIO, y mantenidas 14 dias a 4°C, luego de
lo cual fueron reducidas con exceso de NaBHy e hidrolizadas con 2 N
HC1 a 100°C por 3 horas en tubo sellado. E1 HC1, Na+ y borato se
eliminaron de la misma manera que en el caso de los AEG, como asi

también el analisis de productos.

g) B-eliminacidn

A fin de determinar la naturaleza de la unidn carbohidrato-pép-
‘tido en el PSA, muestras de este producto fueron sometidas a hidrd-
lisis alcalina suave (0,1 M NaOH a 4°C por 8 dias). Finalmente,
las muestras se cromatografiaron en una columna de Sephadex G-50.
Si la unidén carbohidrato—péptidb fuera rota, es de esperarse que

el oligosacdrido radiactivo se incluya en la columna.

h) Acetdlisis

Se colectaron 44,5 g (peso fresco) de P. zopfii, los cuales
fueron extraidos dos veces con 200 ml de acetona. Los 27,5 g re-
sultantes se extrajeron con 200 ml de 50% fenol, 200 ml de agua y
nuevamente 200 ml de acetona (2 veces). . El precipitado resultante
se sometid a 3 extracciones con 2% NaOH a 100°C por 5 minutos, luego
de lo cual se lavd con agua (5 veces) y acetona. La fraccidn asi
obtenida (7,5 g) fue sometida a acetélisis en la forma descripta
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por Wolfrom y Thompson (1963). La muestra se disolvié en una
mezcla de 170 ml de &cido acético glacial, 170 ml de anhidrido
acético y 18 ml de fcido sulflirico concentrado, en un recipiente
refrigerado con hielo. La solucibén se mantuvo 100 horas a.37°C

y fue llevada a un litro mediante agregado de agua y hielo. A

una temperatura de 4°C fue neutralizada con NaHCO3 , luego de lo
cual se mantuvo 1 a 2 horas a temperatura ambiqu%.7iE}_precipitado
formado se filtrd y se extrajo con 30 ml de cloroformo. El extracto
cloroférmico fue secado con CaCl, y evaporado. Los oligosacdridos
asi obtenidos se deacilaron con metdxido de sodio (Flowers y col.,
1969) preparado en el momento, y separados por cromatografia en

papel con solvente G.

3. Cromatografias y electroforesis

a) Cromatografia de intercambio idnico

~ Se hicieron columnas de DEAE-celulosa (Serva, tipo SS, forma
acetato) de tamafios variables que se especifican en cada caso y con

distintos solventes de elucibdn.

1- Columnas (1 x 20 cm) equilibradas con 99% metanol y eluidas a
temperatura ambiente con el mismo solvente y luego con 0,4 M
acetato de amonio en 99% metanol para la separacidn de gluco-

lipidos neutros y polares.

2- Columnas (1,2 x 60 cm) equilibradas con 99% y eluidas a 4°C con
un gradiente lineal de acetato de amonio (0 a 0,4 M) en el mis~-
mo solvente para el anilisis de glucolipidos polares.

3- Columnas (1,2 x 60 cm) equilibradas con cloroformo-metanol (2:1,

v/v) y eluidas a 4°C con un gradiente lineal de acetato de amo-
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nio (0 a 0,4 M) en el mismo solvente para el aislamiento y
caracterizacidén de lipidos aceptores enddgenos.

L- Columnas (1,2 x 35 cm). equilibradas con cloroformo y eluidas
a 4°C en forma escalonada con cantidades crecientes de meta-
nol en cloroformo (Hitchcock y Nichols, 1971) para aislar esteril

glucbésidos y fosfatidil etanolamina.
) .
5- Columnas (1,2 x 35 cm) equilibradas con cloroformo-metanol-

agua (10:20:3, v/v) y eluidas a 4°C con un gradiente lineal
de acetato de amonio (0 a 0,15 M) en el mismo solvente para

el andlisis de lipido oligosacéridos.

6- Columnas (1 x 40 cm) de DEAE-celulosa (forma Cl ) equilibradas
con una solucidén de 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 5 mM B-mercapto-
etanol, 1 mM Nas-EDTA, 0,4 M KC1 y 0,05% Triton X-100 eluidas
a 4°C con el mismo solvente para la purificacidn de la UDP-

Glc:esterol glucosiltransferasa.

7- Se realizaron cromatografias en papel de DEAE-celulosa (What-
man DE-20) para separar glucolipidos neutros y polares usando

butanol como solvente de corrida.

b) Filtracibn en gel

1- Se prepard una columna de Sephadex LH-20 (1-x 20 cm) y fue
equilibrada con 0,1 M acetato de amonio en 99% metanol tal como
fue descripto por Dankert y col. (1966). La elucidn se llevd
a cabo con el mismo buffer y se celectaron fracciones de 0,3 ml.

2- Para el andlisis del PSA se prepararon columnas de Sephadex G-25
(0,8 x 35 cm) y Sephadex G-50 (1,2 x 60 cm) equilibradas y elui-

das con 0,1 M NaCl en agua.

3- Para la purificacién de la UDP-Glc:esterol glucosiltransferasa
se prepard una columna de Sephadex G-100 (1 x 60 cm) equilibra-
da y eluida con 50 mM Tris-HC1 (pH 7,5), 5 mM B;mercaptoetanol,
1 mM Na,-EDTA, 0,4 M KC1l y 0,05% Triton X-100.
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Cromatografia en papel

Las cfomatografias en papel se hicieron con los siguientes sol-
es de corrida: Solvente A: butanol-piridina-agua (6:4:3, v/v);
ente B: butanol-piridina-agua (6:2:3, v/v); solvente C: buta-
piridina-agua (4:3:4. v/v); solvente D: butanol-piridina-agua
3:3, v/v); solvente E: butanol-piridina-o0, 1 g HCl (5:3:2, v/v);
ente F: isopropanol-acido acético-agua (29:4:9, v/v), solvente

G: propanol-acetato de etilo-agua (7:1:2, v/v); solvente I: 3 M NHj

en 8
tato

te.

man

d)

1-

0% de etanol (v/v); solvente J: etanol—é?ido acético-1 M ace-
de amonio (75:26:4, v/v):stmﬂeH:buMnm-a@m(Sﬂ,wVL

En el caso de los solventes H e I la cromatografia fue ascenden-
Las cromatografias con solvente E se realizaron en papel What-
3MM, en todos los demds casos se utilizé papel Whatman N° 1.

Cromatografia en capa delgada

Cromatografias en silica gel G: Se realizaron CCD en silica

gel G de 0,25 mm de espesor, excepto cuando se indica especial-
mente, como en el caso de cromatografias preparativas en que

el espesor fue de 2 mm. Se desarrollaron con los siguientes
solventes: Solvente K: cloroformo-metanol-agua (85!25:&, v/v);
solvenfe L: cloroformo-metanol-agua (95:5:0,2, v/v); solvente M:
cloroformo-metanol-4cido acético-agua (170:30:20:7, v/v); sol-
vente N: cloroformo-metanol-agua (65:25:4, v/v); solvente N:
cloroformo-metanol-agua (60:25:4, v/v); solvente 0: cloroformo-

isopropanol-etanol- 1 N acido acético (5:6:6:5, v/v).

Cromatografias en fase invertida en Kieselguhr G: Se llevaron

a cabo CCD en fase invertida, tanto uni como bidimensionales,

en placas de Kieselguhr G de 0,25 . mm de espesor. Las placas
fueron previamente inmersas en una solucidn al 5% de vaselina

en éter de petrdleo (v/v), como lo-describen Dunphy y col. (1867)

y corridas con acetona.
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e) Electroforesis en papel

Se llevaron a cabo electroforesis en papel siguiendo la técnica
de Markham y Smith (1952) aplicando 1000 V (20 V/cm) en un transcurs
de 3 horas con los siguientes buffers de corrida: buffer P: 1,2 M
acetato de piridina (pH 6,5); buffer Q: 0,1 M molibdato de sodio
llevado a'pH 5,0 con H,S04 concentrado; buffer R: 0,03 M borato de
sodio (pH 9,7). -

Los azficares reductores se localizaron con el reactivo de nitra-
to de plata como lo indican Trevelyan y col. (1950). Los lipidos
se revelaron por tratamiento con vapores de iodo.

f) Electroforesis en gel de poliacrilamida

[ ]

Las electroforesis en gel de poliacrilamida se realizaron con
el objeto de determinar el peso molecular del PSA. Se llevaron a
cabo incubaciones en gran escala en las condiciones tipo con mem-
branas de alga (Pjgqq¢) vy 0,1 M UDP-Gle no radiactiva. La reaccidn
fue detenida y extraida con butanol, juntldndose las fases acuosas,
que previa concentracidn por liofilizacibén, se sembraron en el gel.
Otro tanto se realizd con PSA radiactivo purificado. La siembra
se realizd de la siguiente manera: la muestra fue disuelta en 0,1
ml de una solucidn de 20% glicerol y 5 ul de 0,05% azul de bromo-
fenol. Esta mezcla se aplicd en la parte-superior de un gel de 7,5%
en acrilamida de 8,7 cm de largo. La electroforesis se realizé a
8 mA/tubo hasta que el azul de bromofenol alcanzé la parte inferior
del tubo. Inmediatamente después el gel fue retirado y conservado
a -20°C. E1 gelnfue cortado en trozos de 1 mm de largo y colocado
en viales con 0,5 ml de Hp0, 30% (100 volimenes). Los viales fue-
ron incubados a temperatura ambiente por 3 dias. Luego se agregd
la mezcla de centelleo (10 ml) y conté. Los geles con muestras no

radiactivas se tifieron con Amido-Schwartz.
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4, Mediciones de radiactividad

Las determinaciones de fadiactividad fueron hechas en un con-
tador de centelleo liquido Beckman LS-233. Las muestras fueron con-
tadas en distintas mezclas de centelleo.

4
a)Y Para cromatografias en papel o CCD y muestras en solventes or-
gdnicos se utilizaron 3 ml de una solucibén de 4 g de PPO (2,5-

difenil oxazol) en un litro de tolueno.

b) Para muestras acuosas se utilizaron 3 a 6 ml de una solucidn
de 2,2 PPO y 0,166 g de POPOP (1,u4-bis[2(4-metil-5-fenil-oxazo-
1il)]benceno) en 550 ml de tolueno y 250 ml de Triton X-100.

c) En otras ocasiones se utilizé para ambos tipos de muestras 3 ml
de solucidn de Bray constituida por 2,5 g de PPO y 50 g de naf-

taleno en 500 ml de tolueno.
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RESULTADOS

I. GLUCOSILACION DE LIPIDOS

Incubaciones hechas con UDP-(1%C)Glc y fracciones enzimiticas
particuladas de alga (Pjgg¢? mostraron una transferencia de radiac-
tividad (entre 5 y 6%) a productos solubles en butanol. En mucho
menor proporcidén, tambi&n se observé transferencia a un compuesto
soluble en agua, que cuando es cromatografiado en papel con sol-
vente A, permanece en el origen como lo hacen los polimeros en es-
tas condiciones (tabla VI).

TABLA VI. Transferencia de radiactividad de UDP-(l%C)Glc.

Fraccidn Cpm Porcentaje de radiacti-
incorporadas vidad 1nlcla1 agregada
como UDP-(1l%C)Glc

Soluble en butanol 16.590 6,63
Lipidos polares 1.862 0,75
lipidos neutros 14.187 4,587

Polimeros 2.038 0,81

Se realizaron 1ncuba01ones como se describe en Materiales y Méto-
dos. La reaccidn se pard por agregado de n-butanol y se extrajo
con el mismo solvente. La fase organlca se analizd por cromato-
grafia en papel de intercambio 1dnico (figura 21B) y la fase acuo-
sa por cromatografia en papel con solvente J. La radiactividad a-
sociada al origen del cromatograma se considerd como polimeros.

Cromatografias en papel del extracto butandlico con solvente F
permiten afirmar que el mismo no estaba contaminado con trazas de
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UDP-Glec, glucosa-P o glucosa, puesto que toda la radiactividad
migrd con el frente del solvente, tal como lo hacen los lipidos en
este sistema (fig. 21).

FIGURA 21. Pureza de los glucolipidos radiactivos.

154 -

10 -

S — — —

UDP=Glc Glc-1-P Glc Lipidos
S5 / -

° -O/ ]
0 Vg g Tl 0

L L ]
o 0,6 1

Re

Radiactividad (cpm x 10-3)

Cromatografia en papel con solvente F del extracto butanélico.
Este sistema permite detectar la presencia de posibles contami-
nantes no lipidicos en el extracto.

Cromatografias en papel de intercambio idjpico del mismo extrac-
to, demostraron que estaba compuesto al menos por dos especles mo-
leculares, diferenciables por su carga neta. La fraccién predomi-
nante (80% de la radiactividad soluble en butanol), migré con el
frente del solvente (fig. 22), tal como lo hacen los lipidos neu-
tros en estas condiciones, mientras que la fraccidn restante (20%)
permanecid en el origen, como es de eéperarse para lipidos con carga

negativa (fig. 22).
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FIGURA 22. Glucolipidos neutros y polares.
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Cromatografia en papel de intercambio idnico del extracto butand-
lico (corrido con butanol como solvente).

Los glucolipidos neutros fueron separados de los polares por
cromatografia en columna de DEAE-celulosa equilibrada con metanol
99% y eluida con el mismo solvente. Los glucolipidos neutros fue-
ron eluidos con el volumen muerto mientras que los polares requi-
rieron el agregado de acetato de amonio (0,4 M) en el solvente de
elucidn para ser extraidos de la columna (fig. 23).

1. Caracterizacidn de los glucolipidos neutros

L
a) Propiedades de los glucolipidos neutros

Los glucolipidos neutros fueron aislados por cromatografia en
columna de DEAE-celulosa como se indica en la figura 23.
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FIGURA 23. Cromatografia en columna de DEAE-celulosa del extracto
butanélico.
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Las fases orgdnicas de varias incubaciones fueron sembradas en
una columna de DEAE-celulosa equilibrada con metanol 99%. Se co-
lectaron fracciones de 3 ml. Después de la fraccién 8 se eluyd
con 0,4 M acetato de amonio en el mismo solvente. Se contaron
alicuotas de 0,5 ml por fraccidn.

La tabla VII muestra que los glucolipidos neutros son resisten-
tes a hidrdlisis 4cida suave. Sometidos a condiciones mds severas
(1 N H,SOy4, 20 horas, bajo reflujo) el 90% de la radiactividad se
hace soluble en agua. Cuando se cromatografié en papel la fase
acuosa con solventes A, F y J se constatd que el Qnico producto li-
berado por hidrdlisis fue glucosa (fig. 2u4).
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FIGURA 24, Cromatografia en papel del producto de hidr6lisis &cida
de glucolipidos neutros.
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FIGURA 24. Cromatografia en papel del producto de hidrdlisis acida

"de glucolipidos neutros.

Los glucolipidos neutros parcialmente purificados por columna de
DEAE-celulosa fueron sometidos a hidrdlisis &cida fuerte (1 N H,SO4,
20 horas, bajo reflujo). Después de este tratamiento se formo un
sistema bifdsico por agregado de agua y butanol. Las sales de la
fase acuosa se eliminaron con resinas de intercambio idnico. Se lio-
filizd y sembrd en papel para ser cromatografiados con los solventes
A (A), F (B) y J (C). '

Sometida a condiciones alcalinas (1 hora en 0,5% KOH en 90% me-
tanol, bajo reflujo) la radiactividad permanecid soluble en butanol

demostrando estabilidad de los glucolipidos a estas condiciones.

TABLA VII. Tratamientos 4cido y alcalino de glucolipidos neutros.

Tratamiento Fase organica Fase acuosa Porcentaje de
epm . cpm hidrdlisis
Acido suave 98.430 2.103 2
-Acido fuerte 5.215 92.899 9L
Alcalino 37.538 3.002 3

Los glucolipidos neutros fueron aislados como se indica en la fi-
gura 22 y sometidos a hidrdlisis &cida suave (0,01 N HCl, 100°C,
10 min.), fuerte (1 N H,S04,, 20 horas bajo reflujo) y alcalina
suave (0,5% de KOH en 90% de metanol, 1 hora bajo reflujo). Al
finalizar los tratamientos se agregd agua y butanol en exceso has-
ta que se formaron dos fases las cuales se separaron y contaron.

Los lipidos neutros fueron recromatografiados en columna de
DEAE-celulosa equilibrada con cloroformo y eluida progresivamente
con mezclas de solventes conteniendo cantidades crecientes de meta-

nol en cloroformo (Hitchecock y Nichols, 1971) (fig. 25).
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FIGURA 25. Cromatografia en columna de DEAE-celulosa de glucoli-

pidos neutros.

Cromatografia de glucolipidos neutros parcialmente purificados en
columna de DEAE-celulosa equilibrada con cloroformo y eluida como
se indica. Se recogieron fracciones de 7,5 ml, contédndose alicuo-
tas de 0,5 ml.
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Como puede apreciarse la radiactividad eluyd con la mezcla
cloroformo-metanol (95:5, v/v) formando un pico inico. Existen
diversos lipidos con el mismo patrdén de elucidn, pero los {nicos
glucolipidos que asi lo hacen son los esteril glucdsidos (EG) y
los acil esteril glucbsidos (AEG).

Una alicuota de este pico se sometid a CCD con solvente K.
Como puede observarse en la figura 26B, aparecen dos picos de ra-
diactividad en este sistema. Ambos picos, al ser.eluidos de 1la
silica gel y sometidos a la reaccidén de Liebermann-Burchard, dan
un color verde-azulado (reaccidn positiva) lo que evidencia la pre-
sencia de esteroles. Cuando el producto de migracidn més ripida
(pico II) fue saponificado, cambid su patrdn de migracidn (fig.
26A), siendo idéntico al de migracidn lenta (pico I).
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FIGURA 26. CCD de glucolipidos neutros.

Los glucolipidos neutros fueron sometidos a CCD en placas de sili-
ca gel G con el solvente K. A) Tratados con 0,1 N KOH, 15 min. a
37°C en cloroformo-metanol (1:4%, v/v); B) Sin tratamiento.
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Este Gltimo compuesto no mostrd cambio alguno luego del trata-
miento. Esto indica que durante el proceso de saponificacidn se
produjo la hidrdlisis de un grupo acilo que esterificaba al com-
puesto de migracidn répida. |

En base a 1los dafos presentados, el producto de migracidén len-
ta (pico I) fue caracterizado como un esteril glucdsido (EG) y el
mas rapido (pico II) como un acil esteril glucdsido (AEG).

b) Caracterizacidn del grupo esterilo

Los EG aislados y purificados por cromatografia en columna de
DEAE-celulosa y CCD como se indica en Materiales y Métodos, se so-
metieron a hidrdlisis alcalina fuerte (0,2 M NaOH en butanol 99%,
a 100°C por 90 min.) para liberar los esteroles y someterlos a cro-
matografia de gases. El cromatograma muestra la aparicién de por:
lo menos tres picos que podrian ser esteroles (fig. 27). El pri-
mero de ellos tiene un tiempo de -retencidén (18.44) cercano al del
colesterol (18.64); el segundo (20.49) no corresponde a ninguno
de los patrones utilizados; finalmente, el tercer pico (22.79)
estd en una posicidn cercana a lo que ocupan el estigmasterol y
el 3 B-colestanol (tiempo de retencién 22.65). Lloyd (1966) comu-
nicd 1la presencia de ergosterol libre en Prototheca zopfii, carac-

terizandolo por su espectro de absorcidn al infrarfojo y al ultra-
violeta. Es posible que el segundo pico no identificado correspon-

da a este esterol.

¢) Posicidn del grupo acilo

A fin de determinar el sitio de acilacibén de la glucosa, mues-
tras de AEG y EG (200.000 cpm de cada uno) fueron sometidas a de-
gradacidn de Smith. Para descartar la posibilidad de una deacila-

cidén por efecto del tratamiento, se tomaron alicuotas antes y des-
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FIGURA 27. 'Cromatografia'de gases del grupo esterilo de EG.
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Los EG purificados por DEAE-celulosa y CCD (ver Materiales y Méto-
dos) fueron hidrolizados (0,2 N NaOH en butanol 99%, 100°C, 90 min.)
para liberar los esteroles que fueron inyectados con un volumen de
0,5 ul (en CH2Cl,) en una columna de SE-30 3% en vidrio W-AW-DMCS
(malla 80-100) de 1,2 m de longitud por 2 mm de di&metro interno,
con N, como gas portador y un flujo de 27 ml/min. Temperatura de

la cdmara de inyeccidn: 260°C, y del detector de llama: 310°C. Tem-
peratura de columna: 210°C por 2 min. y luego un aumento de 5°C/
min. hasta una temperatura final de 260°C.
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pués de la oxidacidn para ser sometidas a CCD con solvente L. En
la tabla VIII pueden observarse los resultados de la misma. En to-
dos los casos la radiactividad migré como una banda finica. Se des-
carta ademds la posibilidad de una deacilacidn, pues en ese caso,
el tratamiento habria provocado la formacidén de productos de movi-

lidad similar a los EG.

TABLA VIII. Degradacidn de Smith de AEG.

Cpm en Cpm en Rf
Muestra  la muestra : antes de la después de la
original glicerol eritritol sorbitdl oxidacién oxidacidn
EG 200,000 97.000 135 89 0,1 0,2
AEG 200.000 95.000 107 93 0,2 0,5

Los AEG y EG aislados por columna de DEAE-celulosa y CCD se sometie-
ron a oxidacidn con periodato. Las muestras fueron luego hidroliza-
das’ (2 N HCl, 3 horas, 100°C en tubo sellado) y reducidas con NaBH,.
Después de lavar las muestras de sales, se cromatografid en papel
con solvente E y las zonas del cromatograma correspondientes a los
patrones de glicerol, eritritol y sorbitol fueron cortadas y conta-
das. Se hicieron controles antes y después del tratamiento corrien-
do alicuotas de las mezclas en CCD en silica gel G con solvente L.
Los R¢ de las bandas radiactivas asi obtenidas se mdestran en la
tabla.

La tabla VIII indica que el Ginico producto formado a raiz del
tratamiento fue glicerol, lo que significa que la unidn puede estar
localizada en la posicidn 2 8 6 de la glucosa. Dado que la radiac-
tividad recuperada en glicerol tiende a acercarse al 50% (y no al
100%) de la inicial, la ubicacidn de la unidn acilo-glucosa en la

posicibén 6 parece ser la mé&s indicada.
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d) Configuracidn anomérica

Con el objeto de determinar la configuracidn de la unién este-
rol-glucosa se hicieron dos experimentos. Se incubaron (l%C)EG
purificados con a- y B-glucosidasas. Los resultados se resumnen en
la tabla IX y muestran que sblo el tratamiento con B-glucosidacsa
hidrolizd al compuesto, sin tener, aparentemente, efecto alguno el

tratamiento con a-glucosidasa.

TABLA IX. Tratamiento con a- y B-glucosidasa de (l“C)EG.

Enzima Fase butandlica Fase acuosa Porcentaje de
¢pm © cpm hidrdlisis
a-glucosidasa 47.900 2.812 5
B-glucosidasa 18.168 40.700 69
blanco sin enzima 4.437 493 10

Los EG purificados por columna de DEAE-celulosa y CCD se sometieron

a hidrdlisis enzimdtica con a- y B-glucosidasa como se indica en Ma-
teriales y Métodos. La reaccidén se detuvo por agregado de butanol,

los componentes de la particidn resultante fueron luego contados.

Para descartar la posibilidad de que alguna de las enzimas no
fuera activa por las caracteristicas del medio de incubacién (que"
contiene detergente), se realizaron ensayos paralelos en idénticas
condiciones con p-nitrofenil-a-D-glucbésido y p-nitrofenil-g-D-glucd-
sido. Los resultados indican que ambas enzimas hidrolizaron sus res-
pectivos sustratos en estas condiciones (90% para la a-glucosidasa
"y 70% para la B-glucosidasa).

O0tro experimento confirmando estos resultados se realizd some-
tiendo los EG a tratamiento alcalino fuerte (0,1 M NaOH en butanol
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99%, a 65-68°C por 90 minutos). De esta manera los EG se hidroli-
zaron liberando un compuesto soluble en agua (92% de la radiactivi-
dad) con la movilidad del 1,6-anhidroglucosano en cromatografia en
papel con solvente A (fig. 28A).

La identidad del giucosano fue confirmada por hidrdlisis &cica
(1 N HCl, 100°C por 3 horas en tubo sellado), la cual produjo finica-
mente glucosa radiactiva a juzgar por su movilidad en cromatografia
en papel con el mismo solvente (fig. 28B). Este resultado confirma
que la glucosa estd unida en una configuracidén B al esterol, puesto
que los a-derivados no forman anhidroglucosanos en las condiciones

empleadas (Montgomery y col., 1943).

o !
A \
6 ) o
T )
o
i 3 N
» R\ o
g
o,
8 ° Pl . \
o \. .-:‘ .\.‘ ._p.\ 4./ .L
3 B
4 6k GLC 1.6-AG -
>
7 /‘
(@]
1}
~
’g ®
3r .
£ 3 /
[ ]
®
\ / \ N
LN e ) o~ ® ® e
0 Rf !

FIGURA 28. TFormacién del 1,6-anhidroglucosano.

EG Sometidos a hidrdlisis alcalina (0,1 M NaOH en butanol 99% por
90 min. a 68-70°C) liberaron radiactividad soluble en agua. A) Cro-
matografia en papel con solvente A de la fase acuosa asi obtenida;
B) Idem de la fase acuosa sometida a posterior hidrélisis acida

(1 N HC1l, 2100°C, 3 horas).
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2. Purificacidn vy propiedades de la UDP-Glc:esterol glucosil-

transferasa

a) Purificacidn de la enzima

La enzima glucosilante (EC 2.4.1.-) pudo ser solubilizada con
Triton X-100, en una concentracidn del 0,6%, y parcialmente purifi-
cada por pasaje en columna de DEAE-celulosa. En esta‘%tapa la en-
zima se hizo totalmente dependiente de la presencia de aceptores exd-
genos (esteroles) para su actividad. Después de una-cromatografia
en Sephadex G-100, la enzima mostrd estar libre de actividad acilan-
te, dado que ni el agregado de EG con extractos lipidicos, ni la in-
cubacidén en condiciones tipo con extractos lipidicos conteniendo fos-
fatidil etanolamina mostraron incorporacidn detectable por CCD a los
AEG.

TABLA X. Purificacidn de la UDP-Glc:esterol glucosil transferasa.

Fraccidn “Vol. Proteinas Actividad Actividad Purifica-
total especifica cidn
ml mg pmol/min. pmol/min.mg

Membranas crudas 5 560 8.400 15 1,0
Triton X-100 5 68 1.860 27 1,8
DEAE-celulosa 5 7,2 402 55,8 3,7
(it ) 2S04 (20-60%) 1 0,u 144 360 23,0
Sephadex G-100 1 0,2 42 510 34,0

El homogenato resultante de la ruptura celular fue centrifugado a
100.000g x 150 min. para obtener las membranas crudas con las que
se llevéd a cabo la purificacidn. Los detalles de la misma se re-
sumen en Materiales y Mé&todos.
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La tabla X muestra que la purificacidn lleva a una enzima com-

pletamente inactiva en ausencia de esteroles con una purificacidn
de 34 veces la actividad especifica y un rendimiento del 0,5%.

b) Concentracidén de UDP-Glc

Al correlacionar la concentracidén de UDP-Gle y la gluccsilacidn
de esteroles se halld que existe una relacidn de proporcionalidad

hasta una concentracidn aproximada de 2 x 10-5 M (fig. 29).

FIGURA 28. Efecto de la concentracidn de UDP-Glec.
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Las incubaciones se realizaron en las condiciones tipo excepto para
la concentracidén de sustrato: 1 nmol de UDP-(l%C)Glc y cantidades
variables de UDP-Glc no radiactiva ‘hasta las concentraciones indica-
das. Proteina: 115 ug/tubo.

¢) Nuclebdtidos

Se analizé eliéfecto de UDP y UMP en la incorporacién de glucosa
a EG. La figura 30 muestra que una concentracidn de UDP de 2 mM es
suficiente para producir una inhibicidn del 97%; no ocurre asi con
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UMP que parcciera tener poco efecto en la actividad enzimdtica. La

inhibicidén por UDP es la esperada para un producto de la reaccidn.

FIGURA 30. Inhibicidn por UDP.
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Las incubaciones se realizaron en las condiciones habituales excep-
to para la concentracidn de UDP (#—8&) y UMP (O---0). Proteinas
223 ug/tubo.

d) Concentracidn de proteinas

La glucosilacidn de esteroles se mostrd linealmente dependiente
de la concentracidn proteica en el rango en que fue estudiada (fig.
31). '

e) Efecto del pH

-E1 pH b6ptimo de la glucosil transferasa resultdé ser 6,0 (fig. 31).
Este resultado es coincidente con el pH hallado en otros sistemas de
plantas superiores (Phaseolus aureus, Bowles y col.,.1977).
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FIGURA 31. Concentracidn de protefnas.
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Las incubaciones se realizaron en las condiciones tipo excepto
° » -
para la concentracidn de proteinas.

FIGURA 32. Efecto del pH.
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Las incubaciones se llevaron a cabo en la forma habitual excepto
para el pii y el buffer usado (Tris-maleato). Proteinas: 130 ug/tubo.
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) Mctales

Al estudiar el requerimiento de metales (tabla XI) no se pudo
notar dependencia de los mismos, por el contrario, el agregado de

TABLA XI. Efecto de metales.

Adiciones Incorporacidn a lipidos

cpm
Ninguna 12.300
EDTA (1 mM) 13.951
MgCl, (10 mM) 10.815
MnCl, (10 mM) 10.132
CaCl, (10 mM) + EDTA (1 mM) 11.026
NaCl (10 mM) + EDTA (1 mM) 12.037
KC1 (10 mM) + EDTA (1 mM) 12.469

Las incubaciones fueron las habituales excepto por la presencia
de diversas cationes. Proteinas: 130 ug/tubo.

. . ++ ++ .
concentraciones relativamente altas de Mg y Mn (fig. 33) pro-
ducen una inhibicidn parcial de la transferencia de glucosa a 1i-

pidos.

g) Temperatura

Se realizaron incubaciones a diferentes temperaturas a fin de
estudiar su efecto en la actividad enzimdtica, La actividad mixi-

ma se noté a los 37°C (fig. 34).
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Las incubaciones se realizaron en la forma descripta en Materia-
les y Métodos excepto para la concentracidn de cationes.

nas: 310 ug/tubo.
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h) Deétergente

El agregado de Triton X-100 estimuld la incorporacidn de glu-
cosa aun en ausencia de esteroles exdgenos. La estimulacidn fue

mayor a una concentracién de detergente de 0,6% final ffig. 35).

FIGURA 35. Efecto de Triton X-100.
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Las incubaciones contuvieron concentraciones crecientes de Triton
X-100 ademds de los componentes de la mezcla tipo.

1) Especificidad de sustrato

Distintos nucledtido azficares fueron incubados con la fraccidn
particulada Pjgp. La tabla XII muestra que solo se forman gluco-
lipidos cuando se incuba con UDP-Gle; los otros glicosil nucledtidos
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no pudieron servir como sustratos para la glucosil transferasa,

con excepcidén de UDP-Gal. Este Q(ltimo resultado puede ser expli-
cado por la presencia de una epimerasa en el sistema, que trans-
‘forma la galactosa en glucosa. Esta presuncidn se confirmé por

el hecho de que al someter el glicolipido formado a hidrdlisis
dcida fuerte, el 75% de la radiactividad 1iberada tuvo una movi-
lidad similar a la glucosa en cromatografia en papel con solvente A.

TABLA XII. Incorporacidn de azlicares de diferentes nucleétidos

lipidos.
Nuclebtido azflicares Incorporacidn a Porcentaje de
glicolipidos incorporacidn
pmoles

UDP-[1%C]Glc 23,34 8,00

ADP-[1%C]Gle 0,37 0,08

GDP-[1%C]Glc 0,90 0,15

UDP-[1%C]Ara 1,58 0,40

UDP-[1%C]Gal 7,88 3,00

UDP-[1%C]NAcGlc 0,50 0,12

UDP-[1%C]Xil 0,19 0,05

cDP-[1%C]Man 0,38 0,10

Las incubaciones se realizaron en las condiciones tipo excepto para
los nucledtido azfcares que fueron: UDP—[I”C]Glc (300 pmoles); ADP-
"l4c]Gle (500 ?moles); GDP-[1%C]Glc (600 ?moles); UDP-[1%C]Ara (40O
pmoles); UDP-[!*C]Gal (250 pmoles); UDP-[!“C]NAcGle (400 pmoles);
UDP-[14c]Xxil (400 pmoles) y GDP-[!“C]Man (350 pmoles). La fase bu-
tandlica de extraccidn fue analizada por cromatografia de intercam-
bio iénico, como se indica en Materiales y Métodos, o alternativa-
mente por conteo de la fase butandlica después de hidrdlisis acida
suave.
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j) Esceroles exdgenos

Para estudiar la especificidad de la enzima con respecto al
esterol, se incubd con esteroles de distinto origen y concentracidn.
La figura 36 muestra que todos los esteroles ensayados provocaron
estimulacidén de la formacidn de EG denotando una falta de especifi-
cidad de la enzima hacia los mismos, lo cual contrasta con la alta
especificidad manifestada hacia los nucledtido azlicares. Sin embargo,

' FIGURA 36. Efecto de esteroles exdgenos.
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Las incubaciones se realizaron en la forma indicada en Materiales y
Métodos excepto para el tipo y la concentracién de esteroles exége-
nos y lec1t1na cruda de soja. La concentracidén de esteroles se de-
termind por el método del FeCli utilizando colesterol como standard.
Los esteroles enddgenos fueron purlflcados por precipitacidn con di-
gitonina. e—e B-sitosterol:lecitina:Triton X-100 (14%:1:1, po/p);
o-*-0 B-sitosterol:lecitina:Triton X-100 (14:8:1, p/p); G---d coles-
terol:lecitina:Triton X-100 (14:1:1, p/p); O—0O esteroles endbge-
nos:lecitina:Triton X-100 (14:1:1, p/p); m——m dolicol fosfato (0,6%
Triton X-100).
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sl se compara sobre bases equimoleculares el extracto de esteroles
endégénos se mostrd mds eficaz que colesterol o B-sitostercl, lo

cual indica una afinidad diferencial respectoc al lipido aceptor.

El agregado de L-a-lecitina cruda aumenta notablemente la eficien-
cia del sistema, lo cual puede deberse a la presencia de algin fac-
tor que active la segunda fase de la reaccidn, es decir la formacibn
de AEG. El agregado de otro tipo de lipidos no relacionados, como
los poliprenil fosfatos, no mostrd ningin efecto (fig. 36) demostran-
do que no existe relacidn alguna entre la formacidn de poliprenil-

fosfato azlicares y la de esteril glucdsidos.

3. Efecto de la fosfatidil etanolamina

Al observar el efecto de la L-a-lecitina r_ la incorporacidn de

.
(14C)glucosa a lipidos, se intentd identificar la especie molecular
responsable de tal comportamiento. Con este fin se procedid a ais-
lar los componentes de este extracto lipidico mediante cromatogra-
fia en columna de DEAE-celulosa. Resultados preliminares (Axelos y
Péaud-Leno&l, 1972) indican que la fosfatidil etanolamina (FE) po-
dria ser la activadora. Se purificé FE de soja y alga por cromato-
grafia preparativa en capa delgada (método de Nichols y James, 1974)
después de la preliminar columna de DEAE-celulosa. La figura 37
muestra el efecto producido por las distintas fracciones obtenidas
del extracto lipidico asi como el de la lecitina sin purificar.

Se aisld de la misma manera FE de P. zopfii y pudo observarse
que su efecto no diferia significativamente de la aislada de leci-
tina de soja, Resulta evidente que la FE es responsable especifica-
mente del efecto activador de la L-a-lecitina notado en la figura 36.

Con el objeto de estudiar si la activacidn de la FE era especi-
fica en la formacidn de AEG, se hicieron dos tipos de ensayos,-em-
pleando diferentes sustratos. En el primer caso se tratd de condi-
ciones tipo como las empleadas hasta el momento con UDP-(1%C)Glec como
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FIGURA 37. Efecto de lipidos en la incorporacidn a AEG.
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Las incubaciones se realizaron a 30°C durante 30 minutos en un vo-
lumen final de 50 ul conteniendo: 20.000 cpm de (14%CHYEG, 0,1 mM
UDP-Glc no radiactiva, 0,6% Triton X-100, 50 mM HEPES (pH 6,3) y
los siguientes lipidos en las concentraciones que se indican:

DO---0 , fosfatidil etanolamina del alga P. zopfii (FEA); o—m ,
fosfatidil etanolamina de soja (FES); A——aA, L-a-lecitina cruda

de soja (L-«-LEC); e---e, fraccidn lipidica I (FL I) (ver Materia-
les y Métodos); o-+-0, fracecidén lipidica II (FL II). La concentra-
cidén lipidica se estimdé a través de su contenido de fésforo total.
La reaccidén fue detenida y extraida con butanol. La fase orginica
fue sometida a CCD con solvente N. Las zonas del cromatograma co-
rrespondientes a la ubicacibén de AEG fueron raspadas de la placa y

contadas.
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sustrato. En el segundo caso se utilizé (}*C)EG purificadé. En
ambos experimentos (tabla XIII) se noté un aumentc en la formacidn
de AEG, sugiriendo que la FE activa especificamente la formacidn
de los mismos. Ademés, la transferencia de radiactividad de EC a
AEC en ol segundo experimento insinfa éue el primer compuesto es
un sustrato para la formacidn del segundo.

TABLA XIII. Efecto de la FE.

Sustrato FE EG AEG
cpm cpm
UDP-(1%C)Glc - 18.680 9.006
UDP-(1%C)Glc + 17.931 19.415
(1%C)EG - 29.862 13.234
(14C)EG + 21.437 24.563

Las incubaciones se realizaron por 30 minutos a 30°C en un voluman
final de 50 pul conteniendo: 50 mM HEPES (pH 6,0), 0,6% Triton X-1CO,
150.000 cpm de UDP-(1%C)Glc (268 Ci/mol) o 100.000 cpm de (l%C)EG
(con 0,1 M UDP-Glc no radiactiva) y 25 umoles de FE en los casos

que se indican. La reaccidn fue detenida y extraida con butanol.

El extracto fue luego sometido a hidrdlisis &cida suave, para elini-
nar glucolipidos ‘polares, y la fase orglnica resultante fue someti-
da a CCD con solvente N. Las zonas del cromatograma correspondien-
tes a EG y AEG fueron raspadas de la placa y contadas.

4, Formacidn de EG y AEG en el tiempo

A fin de confirmar el mecanismo de reaccidn que supone que los
AEG se forman a partir de los EG se llevaron a cabo experimentios a
distintos tiempos. La .figura.38 muestra que la aparicidén de EG y
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AEG es coherente con esta teoria; finalmente la modificacidén del
~atrdn de formacidn de AEG cuando se utiliza EG como sustrato con-

firma la relacidn sustrato/producto de los mismos.

FIGURA 38. Formécién de glucolipidos en funcidn del tiempo.
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Las incubaciones se realizaron en los tiempos que se indican a

20°C en un volumen total de 50 ul, conteniendo 50 mM HEPES (pK 6,0),
0,5 mM B-sitosterol:L-a-lecitina:Triton X-100 (14:8:1, p/p) y 400
pmoles de UDP-(l*C)Glc. La extradecibén y andlisis de productos se
realizaron como se indica en la tabla XIII. A: e—e, AEG; 0—0,
EG. B: AEG + EG (radiactividad total incorporada a lipidos neutros).
A---4 (AEG*): acilesteril glucdsidos formados cuando se utilizan
100.000 cpm de (!*C)EG y 0,1 mM UDP-Glc no radiactiva como sustratos.
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5. Localizacidn subcelular

A fin de investigar el sitio especifico de sintesis de EG y
AEG se hicieron incubaciones con UDP(1%C)Glc y B-sitosterol con
diferentes fracciones subcelulares de P. zopfii. La tabla XIV
‘muestra la actividad especifica de las enzimas marcadoras en las
diferentes fracciones y de la UDP-Glc:esterol glucosiltransferasa.
Los resultados indican que el sitio de biosintesis en algas es el
aparato de Golgi, o cual estd de acuerdo con lo encontrado en
plantas superiores (Forsee y col., 1974; Lercher y Wojciechowski,
1976; Bowles y col., 1977).
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IT. GLUCOLIPIDOS POLARES: CARACTERIZACION Y BIQSINTESIS

1. Caracterizacidn del lipido aceptor

Extractos butandlicos procedentes de incubaciones con UDP-
(14C)Glc y membranas de P. zopfii (Pyq,) fueron cromatografiadas
en columna de DEAE-celulosa equilibrada con metanol al 99% y elui-
da con 0,4 M acetato de amonio (fig. 23). Una fraccidn de gluco-
lipidos (20%) pudo ser eluida de esta forma indicando que posee
propiedades &cidas. Un tratamiento 4cido suave (0,01 N HCl1l, 100°C,
10 min.) de los mismos provocd una rdpida hidrdlisis, solubilizén-
dose el 76% de la radiactividad en la fase acuosa. Estas dos pro-
piedades, carga negativa y labilidad a la acidez suave, sugieren
qué el lipido aceptor puede ser un poliprenil fosfato. A fin de
investigar mis en detalle esta posibilidad, se hicieron incubacio-
nes con poliprenil -fosfatos exbdgenos. La tabla XV muestra que
tanto Dol-P como Fic-P estimulan la incorporacidén de radiactividad
a glucolipidos polares. El agregado de otro tipo de lipidos,

como esteroles, no afectd la incorporacidn.

TABLA XV. Efecto de lipidos exbSgenos en la formacién de gluco-
lipidos polares. -

Lipido Glucolipidos polares (cpm)
Ninguno. | 998
Dol-P 8.000
Fic-P 3.700
B-sitosterol 300
Colesterol 870

Las incubaciones fueron llevadas a cabo en las condiciones tipo
con excepcidn del agregado de 0,6% Triton X-100 y 2 nmoles de los
distintos lipidos. Proteinas: 220 ug/tubo.
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Este experimento apoya nuestra suposicidén de estar en presen-
cia de poliprenil fosfatos, dado que la enzima muestra especifici-
dad hacia este tipo de sustratos para su glucosilacidn.

a) Aislamiento y propiedades del lipido aceptor enddgeno

Las evidencias hasta aqui presentadas indican que estamos en
presencia de un 1lipido &cido aceptor de glucosa que podria ser un
poliprenil fosfato. Para tener datos mis directos respecto de la
naturaleza del lipido endbgeno, se procedid a aislarlo para estu-
diar sus propiedades. Extractos cloroférmicos de P. zopfii fueron
cromatografiados en columna de DEAE-celulosa y_eluidds con un gra-
diente lineal de acetato de amonio. Las fracciones resultantes
fueron ensayadas a fin de detectar su capacidad aceptora de glucosa
en presencia de enzima Pjg¢ y UDP-Glc.

La figura 39 muestra la aparicidn de un solo pico, que eluyd a
una concentracidén. de acetato de amonio dé 0,120 M. Un resultado
similar se obtuvo cuando Dol-P fue cromatografiado de la misma ma-
nera.

Alicuotas del pico fueron sometidas a tratamiento &cido suave
(pH 2, 100°C, 10 min.) al igual que muestras de Dol-P y Fic-P, y
luego ensayadas a fin de medir su capacidad aceptora. Los resul-
tados se muestran en la tabla XVI e indican que tan%o el Dol-P como
el 1lipido .endégeno permanecieron inalterados después del tratamien-
to, pues conservaron su propiedad de ser glucosilados, no siendo
asi el caso del Fic-P que perdid esta capacidad. Este resultado
sugiere qﬁe el lipido endbgeno tiene el extremo a saturado igual
que el dolicol. E1l tratamiento alcalino suave (condiciones de sapo-
nificacidn) produjo una pérdida de capacidad aceptora del 12, 11 y
23% en el lipido endbgeno aislado, Dol-P y Fic-P respectivamente,
con lo cual se descarta la posibilidad de que el 1lipido enddgeno

fuese un éster de &cidos grasos.
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FIGURA 39. Cromatografia en columna de DEAE-celulosa del 1{pido

aceptor endbgeno. ’
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Cada fraccidén fue ensayada para detectar actividad en presencia
de enzima P;pg. Estas preparaciones tienen capacidad aceptora
endbgena, y la figura representa inicamente la activacidn produ-
cida por el material agregado. -

Condiciones alcalinas mis drasticas (60% KOH acuoso en etanol
absoluto a 70°C por 30 min. bajo N3) produjeron la solubilizacidn
del 1lipido endégeno en éter de petrdleo, presumiblemente por hidrd-
lisis del fosfato. Cuando esta fase orgédnica fue cromatografiada
en fase invertida, lo que permite apreciar su largo de cadena, mi-
grd en forma similar al Dol (Ci100) de higado (fig. 40) y muy lejos
tanto del Fic (Css) como del farnesol (Cj;s), lo cual indica un largo

de cadena similar al Dol.
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FIGURA 40. Cfomatograma del lipido enddgeno libre.

FRENTE

ORIGEN

LIPIDO Dolicol Ficaprenol ‘Faenesol
ENDOGENO

El lipido endbégeno fue hidrolizado con KOH y cromatografiado en
fase invertida en capa delgada, con pPlacas de Kieselguhr G corri-
das con acetona. E1 cromatograma fue revelado con vapores de iodo.
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TABLA XVI. Tratamientos &dcido y alcalino del 1lipido aceptor endd-
geno aislado y poliprenil fosfatos.

Lipido aceptor Capacidad aceptora de glucosa

No tratados Tratamiento
cpm acido cpm (%) alcalino cpm (%)
AL-P 3.415 3.041 (12) 2,994 (12)
Dol-P 5.322 4.037 (10) 4,793 (11)
Fic-P 4.007 510 (87) 3.107 (23)

Las muestras fueron tratadas con 0,01 N HC1l, 10 min. a 100°C y
0,1 N KOH a 37°C por 1 hora. Los lipidos fueron extraidos con
butanol y luego ensayados para medlr su capac1dad aceptora de
glucosa con enzima Pjgg. Los nimeros entre paréntesis represen-
tan el porcentaje de hidrdlisis.AL-P:lipidoenddgeno dealga.

b) . Propiedades del aceptor glucosilado

A fin de obtener mids datos que confirmen la a-saturacién del .
poliprenol se llevaron a cabo hidrblisis con fenol y reduccidn ca-
talitica del aceptor glucosilado. Muestras de AL-P-(I“C)Glc, Dol-
P-(14C)Glc y Fie-P-(1%*C)Glc fueron tratadas con fenol al 50% a 68-
70°C por espacio de 3 horas. En estas condiciones el Fic-P-(1%C)-
Glc preparado con enzima de alga fue hidrolizado, y la radiactivi-
dad se hizo soluble en agua. Electroforesis de esta fraccidén acuo-
sa demostrd que el producto es,principalmente, glucosa fosfato (fig.
41). En contraste, tanto Dol-P-(1%C)Glec como el liﬁido enddgeno
glucosilado, no fueron hidrolizados por este método y la radiacti-
vidad permanecid soluble en la fase orgénica (tabla XVII).
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TABLA XVII. Tratamiento fendlico y reduccidn catalitica de 1{pi-
dos glucosilados.

Tratamiento Glucolipidos Fase Fase Hidrdlisis
orgdnica acuosa
-cpm cpm
Fenol AL-P-(1%C)Glc 2.375 146 6,8
Dol-P-(l%C)Gle 1.336 65 5,6
Fic-P-(1%C)Glc 213 1,956 90,2
Reduccidén AL-P-(1%C)Glc 8.362 779 9,5
catalitica  p,y_p_(l4c)gle  3.616 775 17,7
Fic-P-(1%C)Glc 691 5.436 89,7

Las muestras fueron tratadas con fenol al 50% a 68-70°C por 3 horas
y las fases acuosa y fendlica separadas como se describe en Materia-
les y Métodos. La reduccidn catalitica se llevdé a cabo con Hy y
catalizador de platino en butanol saturado en agua por 4 horas. La
radiactividad se mididé en un contador de centelleo liquido después
de extraer las fases de la particidén fenol-agua.

Resultados similares se obtuvieron por reduccidén catalitica. -
La tabla XVII muestra que ni el Dol-P-(!%*C)Glc ni el aceptor endd-
geno glucosilado fueron hidrolizados en estas condiciones, en cam-
bio cerca del 90% de la marca del Fic-P-(1%C)Glc se hizo soluble
en agua.

Para confirmar el largo de cadena, se compard el aceptor gluco-
silado con muestras de Dol-P-Glec J Fic-P-Gle por CCD en dos siste-

mas diferentes.:
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FIGURA 41. Electroforesis de Fic-P-(1%C)Glec hidrolizado con fenol.
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'La fase acuosa resultante del tratamiento fenélico de Fic-P-(1%C)-
Glc fue sometida a electroforesis en papel con buffer Q.

Las figuras 42 y 43 muestran claranente que el lipido gluco-
silado tiene, consistentemente, un'Rf similar al Dol-P-Gle en am-
bos sistemas, y no el de esperarse si tuviera un largo de cadena
parecido al del ficaprenol.



FIGURA 42.

Radiactividad (epm % 10-3)

FIGURA 43.

CCD del aceptor glucosilado con solvente N.
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2. Biosintesis del lipido aceptor

Los resultados hasta aqui presentados indican que el 1lfpido
acsptor de alga es un poliprenil fosfato similar al Dol-P de hi-
gado tanto en largo de cadena como en saturacibén del extremo a.

Evidencias directas de la naturaleza isoprénica del 1lipido
fueron obtenidas por biosintesis a partir de un precursor especi-
fico: el &cido mevaldnico.

a) Anilisis de fracciones

Preparaciones enzimdticas (Sys) fueron incubadas en presencia
de RS-[2-1%C]MVA. La tabla XVIII muestra la incorporacién de radi-

actividad en las diferentes fracciones.

TABLA XVIII. Incorporacidn de radiactividad a partir de (l*C)MVA

en las distintas fracciones.

Radiactividad incorporada

Fraccion Porcentaje de
cpm tncorporacidn
Alcoholes libres e hidrocarburos 112.300 2,4
Poliprenil fosfatos 100.000 2,0
Acido 1é&biles 15.200 0,3
Acido estables 79.000 1,6
Eluido de LH-20 que cocromato- .
grafia con Dol-P 35.000 0,7

2

Se 1llevaron a cabo incubaciones con (1“C)MVA en 10 tubos en condi-
ciones tipo y se extrajo en la forma descripta en Materiales y Mé-
todos. Los porcentajes de incorporacién se calcularon en base al
isbmero metabdlicamente activo.
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La fraccidn extraida con hexano estaba compuesta por alcoholes
libres, probablemente hidrolizados por accidn de fosfatasas endbge-
nas, y en ella podrian estar representados algunos intermediarios,
como asi también otros productos isoprénicos (por ej. terpenos).

El andlisis de esta fraccidn por CCD en fase invertida (fig. 44A)
demuestran que estaba compuesta por alcoholes de diversos largos

de cadena, principalmente cortos.. E1l 2% de la radiactividad (del
isbmero activo) fue recuperada en la fraccidn cloroformo-metanol
(2:1, v/v) indicando la formacidén de poliprenil fosfatos. Los poli-
prenil fosfatos alilicos fueron hidrolizados por tratamiento &dcido

y separados de los acido resistentes por extraccidn con hexano.

El 15% de los poliprenil fosfatos se liberaron de este modo. E1
andlisis de esta fraccién (fig. 44B) demostrdé que la radiactividad
se distribuyd entre prenoles de cadena corta, fundamentalmente me-

dia como el Fic (Cgsg) y larga como el Dol (Cjyggp).

Para analizar los poliprenoles resistentes a hidrdlisis &dcida
se realizaron incubaciones con fosfatasa alcalina a fin de obtener
los alcoholes libres y someterlos a CCD. E1 45% de la radiactivi-
dad pudo ser hidrolizada de esta forma. Los resultados de este
tratamiento (fig. 46A) solo pueden ser interpretados en forma cua-
litativa. Se sabe (Kurokawa y col., 1971) que los poliprenil fos-
. fatos de cadena larga son dificilmente hidrolizados por fosfatasa
alcalina, siendo los de cadena corta un mejor sustrato. Por eso,
dado que existe un promedio del 2% de contaminacidn de igopentenil
fosfato en la fraccidn cloroformo-metanol (2:1, v/v), su relacién
aumenta al ser analizados despuds del tratamiento enzimitico. Sin
embargo, la mayor parte de la radiactividad tuvo un comportamiento
cromatografico similar al Dol (fig. Uu6A).

A fin de buscar un sistema mis reproducible, una alicuota de
los poliprenil fosfatos resistentes a hidrdélisis &cida fueron cro-
matografiados en una columna de Sephadex LH-20 junto a muestras no
radiactivas de Dol-P y Fic-P. El perfil de elucidén se muestra en
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FIGURA 44, CCD en fase invertida de fracciones de extraccidn.
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A: lipidos extraidos con hexano. B: prenoles &dcido 1l&biles ex-
traidos con cloroformo-metanol (2:1, v/v). Far: farnesol.
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la figura 45. El1 pico de radiactividad cocromatografid con 1los

fosfatos acido estables procedentes de Dol-P (PM ~ 1400) y lejos
de los fosfatos 4cido libiles correspondientes al Fic-P (PM ~ 700).

Las fracciones 20 a 32 fueron recogidas, lavadas de sales por el
. método de Folch y concentradas bajo nitrégeno.

FIGURA 45. Cromatografia en columna de Sephadex LH-20.
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Poliprenil fosfatos radiactivos biosintéticos resistentes a hidrd-
"1lisis Acida fueron cromatografiados con Dol-P y Fie-P no radiacti-
vos., El Dol-P fue detectado por €l fésforo total (o---o0), el Fic-P

por el fbésforo 14bil (e—e) y el poliprenil fosfatd biosintético
por su radiactividad (w—m).

A}

Una alicuota del eluido de la columna de Sephadex LH-20 fue tra-

tada con fosfatasa alcalina y los alcoholes liberados por la misma,

extraidos con hexano. Cuando este extracto fue sometido a CCD, se

obtuvo el cromatograma que se muestra en la figura 46B. Esta in-
dica que el pico obtenido estaba libre de contaminacidn de alcoholes

cortos y tenia una movilidad similar al Dol. Sometido a cromatogra-

fia en papel con solvente H, su movilidad también fue similar al Dol
(fig. 50A).
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FIGURA 46. CCD en fase invertida de poliprenil fosfatos &cido

resistentes.
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Poliprenil fosfatos resistentes a tratamiento &cido suave fueron
incubados con fosfatasa alcalina antes (A) y después (B) de ser
cromatografiados en columna de Sephadex LH-20. Far: farnesol;
Ipe: isopentenol.
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Otra alicuota del pico de Sephadex LH-20 se cromatografid con-

juntamente con aceptor lipidico endbgeno purificado en una columna

de DEAE-celulosa eluida con un gradiente lineal de acetato de amo-

nio en metanol al 99%.

Un pico fnico de radiactividad eluyd a una

concentracidn de 0,12 M de acetato de amonio asi como la actividad

aceptora de glucosa, lo cual confirma la similitud entre el aceptor

endbégeno y el lipido biosintético (fig. 47).

FIGURA 47. Cromatografia en columna de DEAE-celulosa del 1ipido
biosintético.
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El lipido biosintético radiactivo fue combinado con aceptor endd-
geno purificado y cromatografiado en columna de DEAE-celulosa equi-
librada con cloroformo-metanol (2:1, v/v) y eluida con un gradiente

lineal de acetato de amonic en el mismo solvente.

Cada fraccidén fue

ensayada para dete¢tar actividad aceptora de glucosa con enzima Pjgg

de alga (0—o0) como en la figura 38.

Adem4s, alicuotas de las frac-

ciones fueron contadas para establecer la presencia de 1lipido bio-

sintético radiactivo (e—e).
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b) Largo de cadecna

A fin de investigar el largo de cadena del 1lipido biosintético,
parte del extracto orgdnico obtenido por hidrdélisis enzimdtica del
eluido de Sephadex LH-20 fue cromatografiado, conjuntamente con Dol
de higado, en CCD en fase invertida pero en forma bidimensional.
Después de la corrida, el cromatograma se reveld con vapores de iodo,
mostrando la posicidn de las especies moleculares componentes del
Dol (fig. 48). Las manchas asi reveladas y otras zonas del cromato-

PSR PGEIL P 00000 20 000 ANODOEN S S B0 0LLGEERRSTOITTES
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.FIGURA 48, Cromatograma de Dol en fase invertida bidimensional.

Dol de higado y lipido radiactivo biosintético hidrolizado enzima-
ticamente, fueron sembrados conjuntamente en CCD en fase invertida
bidimensional. La placa fue revelada con vapores de iodo y las
manchas visualizadas fueron raspadas para su posterior conteo. En
el cromatograma se indican también las zonas que fueron raspadas

con idénticos fines.
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‘Representacién de la radiactividad acociada a las zonas

raspadas de los cromatogramas obtenidos como en la figura anterior.

A: Eluido del frente del cromatograma de la flgura 504,

B:

Fase or-

génica despues de tratamiento alcalino del eluido de Sephader LH-20;
C: Fase orgénica despues de hidrdlisis enzimldtica del eluido de Se-
Los nimeros que se 1nd1can sobre las columnas corres-
ponden al porcentaje relativo de radiactividad en cada caso.

phadex LH=-20.
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grama fueron raspadas de la placa para ser contadas. Los resulta-
dos (fig. 49C) indican que la radiactividad estuvo asociada a las
siguientes especies moleculares: Cgq (0-7%), Cos (31-34%), Cygo
(41-47%) y Ci0s (19-21%). Parte de la radiactividad permanecid en
el origen; luego de elucidn y cromatografia en papel con solvente
H, se concluyd que este comportamiento se debié a Dol-P contaminan-
te. Eluidos de Dol purificados por cromatografia en papel, no mos-
traron este ¢omportamiento por lo que puede verse en la figura 49A.
Otra alicuota de la columna fue tratada por 30 minutos a 70°C
bajo atmbésfera de nitrdgeno en una solucidn acuosa de KOH al 60%
en ~tanol absoluto (1:5, v/v). Los alcoholes libres resultantes
fueron extraidos por agregado de agua y éter de petrdlec. Cromato-
grafia en fase invertida de la faée.orgénica (fig. 49B) mostrd que
los resultados eran coincidentes con los porcentajes de las especies
moleculares obtenidas del mismo modo por hidrdlisis enzimltica.

e¢) Actividad aceptora

Alicuotas del eluido de Sephadex LH-20 fueron incubadas con UDP-
Gle no radiactiva y enzima Pjgp siendo extraidos los 1lipidos con
butanol, como se describe en Materiales y Métodos. E1 extracto bu-
tanblico se cromatografid en papel con solvente H. Un pico radiac-
tivo con una movilidad idéntica al Dol-P-(1%C)Gle de higado y Dol-
P-(I“C)Glc de alga (fig. 50E) se detecta en el extraeto de la incu-
bacidén y que no se presentaba en el lipido no incubado (fig. 50B).

FIGURA 50. Cromatografia en papel con solvente H.

A: (1%C)Dol proveniente de hidrdlisis enzim&tica del eluido de
Sephadex LH-20; B: (1%C)Dol-P eluido de Sephadex LH-20; C: Dol-
P-(1%C)Glc de higado; D: Dol-P-(1*C)Glec de alga (aceptor ends-
geno glucosilado); E: extracto butandlico de la incubacidn con
enzima Pjgqg con el eluido de Sephadex LH-20. '
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FIGURA 50. Cromatografia en papel con solvente H.
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3. Biosintesis de Dol-P por fracciones subcelulares

A fin de investigar el sitio especifico de biosintesis de Dol-P
se hicieron incubaciones con RS-(14C)MVA y diferentes .fracciones
subcelulares de algas. La tabla XIX muestra la actividad especifi-
ca de las enzimas marcadoras en las diferentes fracciones. Unica-
mente dos fracciones, mitocondrias y Golgi (fig. 51) fueron capaces
de sintetizar Dol-P. Este hecho hizo innecesario analizar la pure-
za de las otras fracciones. De los resultados de actividad de 1la
tiamina pirofosfatésa resulta claro que solo un 4% de proteinas pro-
cedentes de Golgi contaminaban la fraccidn mitocondrial. Por otro
lado, el contenido de ubiquinona indica una contaminacidn del 7%

de mitocondrias en la fraccidn rica en aparato de Golgi.

TABLA XIX. Actividades especificas de las enzimas marcadoras en
diferentes fracciones subcelulares y sintesis de Dol-P.

Fraccién Ubiqui- 5'-nucleotidasa Glc-5-Pasa Tiamina Dol-P
nona pirofosfatasa  pmol/mg:
mol  mmol/mine AFR mmol/mine AER  nmol/min- AER  °0 M-
mng mg mng
Mitoocondrias 407 10,7 0,12 10,7 0,03 8{6 0,11 267
Reticulo
endoplasmico 16 20,6 0,24 929,0 3,12 68,6 0,91 ND
Membrana
plasmitica 98 80,2 2,80 25,8 0,08 , 28,6 0,38 ND
Aparato de Golgi 30 ND ND 11,8 0,03 202,1 10,80 200

las fracciones fueron separadas por centrifugacién diferencial y en gradientes dis-
continuos de sacarosa. Los ensayos enzimiticos fueron hechos con alicuotas de 0,1
ml de las diferentes fracciones. El ensayo de biosintesis de Dol-P en cambio se
hizo con alicuotas de 30 ul. El contenido en ubiquinona fue detectado por su ab-
sorbancia en el UV a 275 nm. ND: .no detectado. AER: actividad especifica relativa:
actividad especifica en la fraccién/actividad especifica en el homogenato.

.
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FIGURA 51. Cromatogramas de Sephadex LH~20 de los distintos extrac-
tos de incubaciones con fracciones subcelulares.
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4., Propiedades de la UDP-Glc:poliprenil fosfato glucosiltransferasa

Se estudiaron los requerimientos y propiedades caracteristicas de

la glucosiltransferasa particulada de P. zopfii.

a) Especificidad de sustrato

Distintos nucledtido azlicares fueron incubados con la fraccidn
particulada Pjpg . La tabla XX muestra qué solo se forman .derivados
lipidicos de glucosa cuando se incuba con UDP-Glc; los otros glucosil
nucledtidos (ADP-Glc y GDP-Glec) no sivieron como sustrato, demostrandc

una especificidad de la enzima hacia el nuclebétido azficar.

TABLA XX. Incorporacidén de glucosa de diferentes nucledtidos a 1lipido

Nuclebtido azflicar Incorporacibén a Porcentaje de
glucolipidos incorporacidn
pmoles
UDP-Gle 4,1 1,7
ADP-Glec 0,5 0,1
GDP-~-Glc 0,9 0,15

Las incubaciones se realizaron en condiciones tipo excepto para los
nucledtido azlicares que fueron: UDP-(!%*C)Glec (300 pmoles), ADP-(1*%C)-
Gle (500 pmoles), GDP-(!*C)Glc (600 pmoles). La fase butanblica fue
analizada por cromatografia de intercambio idnico o fase acuosa des-

pués de hidrdlisis &cida suave,

Al analizar el efecto del agregédo del otro sustrato (poliprenil
fosfatos) se notd una especificidad de la enzima hacia los mismos, ¥y
no hacia 1ipidos no relacionados como los esteroles; y dentro de los
prenil fosfatos una afinidad mayor por los a-saturados de ocadena larga
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como el Dol-P (fig..52) cuando se compara en bases equimoleculares.
Esto confirma la naturaleza dolicdlica del 1lipido aceptor endégeno.

TIGURA 52. Efecto de prenil fosfatos exdgenos en la forhacién de
glucolipidos.
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Las incubaciones se realizaron en las condiciones tipo exéepto por
el agregado de 0,6% Triton X-100 y Dol-P (Q——0D), Fic-P (m---®) o
B-sitosterol (o—o0). Proteinas: 220 ug/tubo.

b) Concentracién de sustrato

Se agregaron concentraciones crecientes de UDP-Glc al medio de
incubacién, observdndose que la incorporacién aumenté proporcional-
mente a las mismas hasta una concentracién de 2 x 107° M (fig. 53).



FIGURA 53.

Efecto de la concentracidén de UDP-Glc.
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Las incubaciones se realizaron como se indica en Materiales y Méto-

dos excepto por la concentracidn de UDP-Glc.
Glc fue combinado con las concentraciones indicadas de UDP-Gle no

radiactiva.

Proteinas: 115 ug.

Un nmol de UDP-(1l%C)-

En el caso de los poliprenil fosfatos, la incorporacidn de glu-

cosa fue proporcional a la concentracién de Dol-P en el rango 5 x

10-5 a 2 x 10™* M en las condieciones empleadas (fig. 51).

c) Efecto del agregado de productos

Se investigd el efecto de la adicién de UMP y UDP en la formacidn

de glucolipidos.

A diferencia de lo que ocurre con los EG (fig.

30),

ambos nucledtidos inhiben la transferencia de glucosa (aunque en dis-

tinta medida) 1lo que-indica heterogeneidad en los glucolipidos forma-
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dos por este sistema. Los resultados que se muestran en la figura
54, sugieren la formacidn de dos clases de derivados: glucosil fos-
foril poliprenoles y glucosil pirofosforil poliprenoles. La alta
inhibicidn (95%) que se observa en el caso del agregado de UDP, pro-
bDablemente es debida a la formacién de UMP por accibén de fosfodieste=

”, . p [3 Pd .
rasas enddgenas presentes en la fraccidn enzimitica.

FIGURA 54. Inhibicidn de la transferencia de glucosa por nucledtidos.
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Las incubaciones se llevaron a cabo en la forma habitual excepto por
el agregado de distintas concentrac¢iones .de UDP y UMP. Proteinas:
223 ug/tubo.
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d) Concentracidn de proteinas

El incremento en la formacidén de glucolipidos se mostrd lineal-
mente dépendiente de la cantidad de proteinas en el medio de incuba-
cibn hasta'que las mismas alcanzaron 200 ug/tubo. A mayores canti-
dades no se notd aumentos apreciables. La figura 55 muestra que la
incorporacién forma una meseta a concentraciones mayores de 200 ug/
tubo.

FIGURA 55. Concentracién de proteinas.
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Las incubaciones se realizaron en las condiciones tipo excepto por
la concentracidén de proteinas.

e) Detergente

En los casos de enzimas de membrana es comin que el agregado de
ciertos detergentes produzcan un aumento de la actividad enzim&tica.
En este caso se investigd el efecto de un detergente no idnico, el
Triton X-100. Los resultados que se indican en la figura 56 muestran
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que una concentracidn de detergente del 0,3% aumenta en forma sig-
nificativa la incorporacidén de glucosa a lipidos.

FIGURA 56. Efecto del Triton X-100 en la actividad enzimatica.
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Las incubaciones se realizaron con concentraciones crecientes de
Triton X-100 y los productos se analizaron por cromatografla de
intencambio idénico.

f) Metales \

El requerimiento de metales fue estudiado mediante agrégado de
algunos cationes al medio de incubacidn. La tabla XXI muestra que
. la formacibén de glucolipidos es fuertemente estimulada por agregado
de Mg++ y algo menos por Mn*t. Cierta radiactividad se detectd en
el experimento control, probableménte debida a la actividad produ-
cida por la presencia de iones endégenos. Los resultados obtenidos
en presencia de quelantes como el. EDTA qonfirman esta presuncidn.
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TABLA XXI. Efecto de metales en la transferencia glucosidica a

lipidos.
Adiciones Radiactividad incorporada
en glucolipidos (ecpm)
Ninguna 320
EDTA (1 mM) 30
MgCl, (10 mM) 2377
MnCl, (10 mM) 989
CaCl, (10 mM) + EDTA (1 mM) 266
NaCl (10 mM) + EDTA (1 mM) 58
KC1 (10 mM) + EDTA (1 mM) 61

Las incubaciones se realizaron en las condiciones tipo excepto por
el agregado de iones metdlicos. Proteinas: 130 ug/tubo.

En el caso de los iones que mis estimularon la actividad gluco-
silante se estudid la concentracidn Sptima de los mismos-que produ-
ce este efecto. La figura 57 muestra que la misma fue alrededor de
10 mM tanto para el Mg++ como para'el Mn++.

g) Efecto del pH

Se estudid el pH dptimo para la actividad enzimdtica en buffer

Tris-Maleato y el mismo.fue aproximadamente de 7,5 (fig. 58).
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FIGURA 57. Efecto de Mg y Mn en la transglucosilacidn.

Las incubaciones se realizaron en la forma habitual excepto por la

concentracidén de cationes.
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Efecto del pH.

Las incubaciones se realizaron en presencia de 50 mM Tris-maleato
a diferentes pH y una concentracidn de proteinas de 130 ug/tubo.
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5. Distribucidn subcelular

Con el objeto de determinar el sitio especifico de formacibén de
poliprenil-P-azlicares, 'se incubd UDP-(1%*C)Glc y Dol-P con diferentes
fracciones subcelulares de P. zopfii. La tabla XXIT muestra la ac-
tividad especifica de las enzimas marcadoras en las diferentes frac-
ciones y de la UDP-Glc:poliprenil fosfato glucosiltransferasa(s).
Los resultados obtenidos indican que el reticulo endopldsmico es el
sitio principal de sintesis de poliprenil fosfato azlicares, lo cual
esti de acuerdo a lo encontrado en otros sistemas (Dalner y col.,

1972).
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IIT. DERIVADOS GLUCOSILADOS DE POLIPRENIL FOSFATOS

Los glucolipidos radiactivos obtenidos por incubaciones en gran
escala de preparaciones de membranas y UDP-(!%C)Glec, fueron parcial-
mente purificados por cfomatografia en columna de DEAE-celulosa
equilibrada con metanol al 99% y eluida con un gradiente lineal de
acetato de amonio en el mismo solvente. La mayor parte de la radi-
actividad (80%) no se unidé a la DEAE-celulosa y eluyd con el volu-
men muerto de la columna como se espera que ocurra con los glucoli-
pidos neutros (fig. 59). En cambio, los glucolipidos polares eluye-
ron a distintas concentraciones de acetato de amonio, aproximadamen-
te 0,125 M (glucolipido I), 0,250 M (glucolipido II) y 0,300 M (glu~-
colipido III).

La posicidén del glucolipido I es la que se espera en el caso de
un poliprenil fosfato hexosa (Wright, 1971; Wedgwood y col., 1974;
Pont Lezica y col., 1976). En las condiciones usadas un derivado
pirofosférico eluye en un rango de concentraciones de 0,2 a 0,3 M,
tal como lo hacen los glucolipidos II y IIT (Wedgwood y col., 1974;
_ Garcia y col., 1974; Romero y Pont Lezica, 1977). Las fracciones
correspondientes a los glucolipidos I, IT y III fueron colectadas,
lavadas por el método de Folch para rémover el acetato de amonio.y

luego analizadas.

1. Glucolfpido I

El glucolipido I fue sometido.a hidrélisis &cida suave (0,01 N
HCl, 100°C, 10 min.). En estas condiciones el 90% de la radiacti-
vidad'se hizo soluble en agua. Cromatografias en papel del produc-
to hidrosoluble indicaron que tenia igual movilidad que la glucosa
cuando es corrido con solventes A (fig. GQA), FyJd.
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FIGURA 59. Cromatografia en columna de DEAE-celulosa de

RADIACTIVIDAD (cpm x 10-2)
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Extractos butandlicos procedentes de incubaciones en gran escala,
fueron sembrados en una columna equilibrada con 99% metanol. Se.
colectaron fracciones de 3 ml y se contaron alicuotas de 0,5 ml

de cada fraccidn. La elucidn se realizd con 200 ml de 99% meta-
nol seguidos por un gradiente lineal de 0-0,4 M de acetato de amo-
nio en el mismo solvente, en un volumen total de 700 ml. GL I:
glucolipido I; GL II: glucolipido II; GL III: glucolipido III.

3

Cuando el glucolipido I fue cromatografiado con un solvente
alcalino (solvente I) se obtuvo un {inico pico de radiactividad en
el frente del solvente (fig; 60A), como es de esperarse que ocurra
con un lipido azficar monofosfato, dado que un derivado de tipo pi-
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rofosfdrico hubiese formado un éster fosférico eciclico de menor
movilidad (Rf: 0,66). Sometido a condiciones alcalinas mds fuer-
tes (0,1 M NaOH en 99% butanol, 65-68°C, 190 min.), el glucolipi-
do I se hidrolizd produciéndose un compuesto soluble en agua (90%
de la radiactividad) con la movilidad del 1,6-anhidroglucosano en
cronatografia en papel con solvente A (fig. 60A). Hidrdlisis &ci-
da del compuesto produjo glucosa, confirmando la identidad del glu-

cosano (fig. 60B).

FIGURA 60. Formacidn de 1,6-anhidroglucosano.
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El glucolipido I fue purificado por cromatografia en DEAE-celulosa
e hidrolizado en condiciones alcalinas (0,1 M NaOH en 99% butanol,
90 min. a 65-68°C) y cromatografiado con solvente A (A). Este com-
puesto fue hidrolizado en condiciones &cidas (1 N HC1l, 100°C, 3 hs)
y cromatografiado con el mismo solvente (B). 1,6-AG: 1,6-anhidro-

glucosano.
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Este resultado indica que el glucolipido posee la glucosa unida’
en una configuracidén 8 al lipido, dado que los derivados de confor-
macién a no forman el anhidroglucosano en esas condiciones (Mont-

gomery y col., 1943).

2. Glucolipido IT

En la figura 61B se muestra la cromatografia en papel con el
solvente alcalino I del glucolipido II. Se observa la presencia
de un compuesto radiactivo con la misma movilidad que la glucosa-
1,2-fosfato ciclica (Rf: 0,66). Esto nos indica'que la glucosa esté
unida al poliprenol a través de un . pirofosfato. La hidrdlisis &cida
del glucolipido II (pH 2, 100°C, 10 min.) liberd el aziicar radiacti-
vo que fue identificado como glucosa por su comportamiento cromato-
grafico con los solventes A (fig. 63B), F y J.

La naturaleza poliprendlica del lipido fue confirmada por incu-
bacidn de (3H)Dol-P biosintético, UDP-Glec no radiactiva y enzima
Pygp @ 0°C. En estas condiciones, como se indicara mis .adelante,
el producto principal es el glucolipido II. Una cromatografia en
columna de DEAE-celulosa equilibrada con 99% metanol y eluida con
un gradiente discontinuo de acetato de amonio en el mismo solvente,
- demostrd que parte de la radiactividad eluyd después del agregado
de acetato de amonio 0,4 M, indicando que el Dol-P Fue glucosilado
con agregado de un nuevo fosfato (fig. 61). La elucidn de cierta
radiactividad con el volumen muerto (indicando la presencia de com-
puestos neutros) puede ser explicada por hidrdlisis del Dol-P por
accibn de fosfatasas endbgenas. La elucidn a una concentracidn
0,1-0,2 M de acetato de amonio puede ser debida a lipido que no
reacciond o formacidn de Dol-P-Gle, pues ambos son eluidos en ese
rango. En cambio, la radiactividad que ‘eluye asociada a una con-
centracién de 0,4 M solo puede ser explicada por la presencia de
un grupo pirofosfato. Esto confirma que el glucolipid6 II es un
derivado dolicdlico, tal como lo es el glucolipido I.
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FIGLRA 61. Cromatografia en papel de (!%C)glucol{pidos.
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Los glucolipidos fueron purificados por columna de ‘DEAE-celulosa
y cromatografiados en papel con solvente I. A: Glucolipido I3
B: Glucolipido II; C: Glucolipido III. Gle-1,2-P: glucosa-1,2-
fosfato ciclica.

3. Glucolipido III

La figura 61C muestra que la cromatografia en papel del gluco-
1ipido II en solventd alcalino I produce un pico radiactive (Rf:
0,55) con una movilidad menor que la glucosa-1,2-fosfato ciclica
_(Rf: 0,66). Este compuesto fue eluido y tratado con &cido (pH 2,0,
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FIGURA 62. Identidad de la porcidn lipidica.
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NOmero de fraccidn

(3H)Dol-P biosintetizado a partir de (3H)MVA y mitocondrias de
alga y purificado por columna de Sephadex LH-20, fue incubado con
enzima Pioo ¥ 0,1 M UDP-Gle no radiactiva por 120 min. a 0°C en la
mezcla t1po En estas condiciones se ve favorecida la formacidn
de glucolipido II. El extracto butandlico fue cromatografiado en
una columna de DEAE-celulosa equilibrada con 99% metanol y eluida
..con un gradiente discontinuo de acetato dé amonio en el mismo sol-
vente. Se colectaron. fracciones de 0,5 ml, las cuales fueron con-
tadas integramente. -

100°C, 10 min.) y luego con fosfatasa alcalina. El producto resul-
tante al ser cromatografiado con solvente A, tiene una movilidad
similar (pero no igual) a la maltotriosa. Un resultado similar se
obtuvo cuando el glucolipido III fue hidrolizado en condiciones de

acidez suave (fig. 63C).

FIGURA|63. Cromatografia en papel de los azlicares liberados por
hidrdlisis &cida de los glucolipidos.
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Los glucolipidos purificados por columna de DEAE-celulosa fueron
sometidos a hidrblisis &cida suave (0,01 N HC1l, 100°C, 10 min.)

y la fase acuosa resultante cromatografiada en papel con solvente
A. A: glucolipido I; B: glucolipido II; C: glucolipido III.

El trisacdrido fue sometido a hidrdélisis &cida fuerte (1 M
H2S04, 100°C por 3 hs) y luego a cromatografia en papel con sol-
vente A. Unicamente se obtuvo glucosa radiactiva. A fin de con-
firmar que el trisacdrido estaba compuesto exclusivamente por glu-
cosas, fue sometido a reduccidn con borohidruro de sodio seguida
de hidrdlisis &cida fuerte. Los productos fueron separados por
electroforesis en papel con buffer Q (fig. 64). Se encontrd que
(1%C)sorbitol y (1*C)glucosa se hallaban en una relacidn molar de
1/2,2. Estos resultados indican que el trisaclrido esté formado

solamente por glucosas.

FIGURA 64. Electroforesis en papel del trisaclrido reducido e

hidrolizado.
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El trisacdrido obtenido por hidr8lisis &cida suave del glucolipido IIT fue re-
ducido con NaBH, y posteriormente hidrolizado (1 M HpS04, 100°C, 3 hs) para ser
sometido a electroforesis ocon buffer Q por espacio de 3 hs. Sorb: sorbitol.



A fin de deteririnar el tipo de unidn de las glucosas en el tri-
sacdrido se procedidé 4 realizar una oxidacidén con periodato. La
cromatografia en papel con solvente E permitid comprobar que Gnica-
mente se formaron eritritol y glicerol, lo que indica que los azf-
cares estén unidos -en 1+4., La configuracidn en que estdn unidos los
azlicares fue determinada por hidrdlisis enzimdtica. La tabla XXIII
muestra que el 90% de la radiactividad fue hidrolizada por accién
de la B-glucosidasa, en cambio solo un 8% lo hizo con la a-glucosi-
dasa. Estos resultados nos indican claramente que el trisacirido
es celotriosa. E1l trisacdrido, ademds, cocromatografia con celo-

triosa en electroforesis con buffers Q y R.

TABLA XXIII. Hidrdlisis enzimdtica del trisaclrido.

Enzima Trisacdrido Mono y disacdridos Porcentaje de
cpm cpm ~ hidrdlisis
a-glucosidasa 2.775 202 8
B-glucosidasa 314 2.826 90

"E1l trisacérido fue obtenido por elucidén de cromatogramas en papel
con solvente A e incubado con a y B glucosidasas, como se indica en
Materiales y Métodos. La fase acuosa se cromatografid en papel con
solvente A y las zonas del cromatograma asociadas-a glucoesa, di y
trisacidrido fueron cortadas y contadas en liquido de centelleo.

4., Efecto de la temperatura en la formacidn de glucolipidos

En otros sistemas, como ser plantas superiores (Romero y Pont
Lezica, 1977) y bacterias (Dankert y col., 1972), la temperatura de
" incubacidn afecta diferencialmente la formacidn de derivados mono y
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pirofosféricos de poliprenocles. La figura 65 muestra los resulta-
dos obtenidos en algas. La formacidn de glucolipido I (identifica-
do como Dol-P-Gle) fue fuertemente inhibida por la baja temperatura
(0°C). Otro tanfo_ocurrié con los glucolipidos neutros. Por el
contrario, el glucolipido II (Dol-P-Glc), un derivado pirofosfdrico.

fue aparentemente estimulado.

5. Lipido-oligosaciridos

a) Anadlisis de fracciones lipidicas extraidas con cloroformo-

metanol

Cuando las incubaciones de membranas con UDP-(1%C)Gle fueron
extraidas por el método B (ver Materiales y Mé&todos) se observd in-
corporacidn de radiactividad en las distintas fracciones.

La fraccidn que se extrae con cloroformo-metanol (2:1, v/v) fue
sometida a hidrdlisis &cida suave. E1l 85% de la radiactividad no
fue afectada por el tratamiento y fue considerada como perteneciente
a glucolipidos neutros. Cuando el 15% restante (&cido labil) fue
cromatografiado en papel con solvente C (fig. 66A), el 80% de 1la
radiactividad migré como glucosa, un 3% como celobiosa y un 17% en
forma cercana a la maltotriosa, de lo cual se concluye que el cloro-

formo-metanol extrae los glucolfpidos ya analizados:

A )

FIGURA 65. Cromatografia en DEAE-celulosa de glucolipidos formados

a distintas temperaturas.

Las incubaciones fueron llevadas a cabo a 25°C por 30 nminutos ; a
0°C por 120 minutos. Los extractos butanblicos de varias incuba-
ciones en esas condiciones se reunieron.y cromatografiaron enr una
columna de DEAE-celulosa equilibrada con 99% metanol y eluida con
~un gradiente lineal de acetato de amonio (0-0,4 M) en el mismo sol=-
vente. Se colectaron fracciones de 3 ml contdndose alicuotas de

1 ml por fracecidn. GL I: glucolipido I; GL II: glucolipido II.
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FIGURA 66. Cromatografia en papel de los azillcares extraicdos con
cloroformo-metanol y cloroformo-metanol-agua.
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Los extractos lipidicos en cloroformo-metanol (2:1, v/v) en el
caso A, y cloroformo-metanol-agua (10:10:3, v/v) en el caso B,
fueron sometidos. & hidrdlisis &cida suave (pH 2, 100°C, 10 min.)
y los azlicares asi liberados sometidos a cromatografia en papel
con solvente C. Gj; - Gg: hidrolizado de almiddn.
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b) Andlisis de glucolipidos extraidos con cloroformo-metanol-agua

El 1,5% de la radiactividad total pudo ser recuperada en la frac-
cidn extraida con cloroformo-metanol-agua (10:10:3, v/v). Este mé-
todo de extraccidn permite el aislamiento especifico de lipido-oligo-
sacidridos. El material asi obtenido es 14bil (90%) a condiciones
dcidas suaves, liberando oligosacdridos que fueron analizados por
cromatografia en papel con solventes C (fig. 66B), F (fig. 70B) y J.
Los cromatogramas indican que se trata de una fémiiidyconteniendo 1
a, aproximadamente, 7 hexosas en su composicidn molecular. Con el
objeto de tener una idea mds precisa del largo promedio de la cade-
‘na de oligosacdridos se realizd una reduccidn con borohidruro de
sodio, seguida por hidrdlisis dcida fuerte y electroforesis como se
indicd para el caso del glucolipido III en la figura 64. La rela-
cidén glucosa/sorbitol asi obtenida fue de 5 a 1, indicando un largo
promedio de g hexosas. A fin de obtener informacidn respecto al
tipo de unidn interglucosidica, los oligosacdridos mids largos fue-
ron eluidos de cromatogramas en papel y sometidos a oxidacidn con
periodato y a hidrb6lisis enzimdtica con celulasa.

Los resultados del tratamiento con periodato se muestran en la
tabla XXIV. Los {inicos productos formados fueron eritritol y gli-
cerol en una relacidn 3,2 a 1. Esto nos indica que los oligosaci-

. ridos se encuentran unidos en 1+4 y que el largo promedio del mate-

rial tratado fue de 8 hexosas.
La hidrdélisis enzimdtica con celulasa produjo, fundamentalmente,
la formacidn de giucosa y celobiosa a juzgar por el comportamiento
de los productos en electroforesis con buffers Q y R (fig. 67), 1lo
cual es indicacidén de que la unidn es de tipo 8. Con el objeto de
confirmar que el glucano estéd unido al lipido'mediante una unidén
pirofosfato, el extracto fue sometido a cromatografia en columna de
DEAE-celulosa equilibrada con cloroformo-metanol-agua (10:10:3) y
eluida con un gradiente lineal deiacetato de amonio en el mismo sol-
vente. La figura 68 muestra la aparicidn de un pico en una posicidn
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TABLA XXIV. Degradacibén de Smith de oligosaciridos.

Productos Cpm Cpm corregidas para
nlmero de C

Glicerol 288 576

- Eritritol 1225 1837

Sorbitol ND -

Relacidn eritritol:glicerol 3,2:1

El material soluble en cloroformo-metanol-agua (10:10:3) fue hidro-
lizado (pH 2, 100°C, 10 min.) y los oligosacéridos liberados croma-
tografiados en papel con solvente C. Los oligosacdridos de més
largo de cadena fueron eluidos y oxidados con metaperiodato de so-
dio. ,Los productos fueron separados por cromatografia en papel con
solvente E y las zonas del cromatograma correspondientes a los pa-
trones de glicerol, eritritol y sorbitol, cortadas y contadas. ND:
no detectado.

.coherente con la de un lipido azficar pirofosfato (Behrens y col.,
.1973). Cuando este pico fue sometido a cromatograffa en papel con
el solvente alcalino I, no se observd radiactividad alguma asocia-
" da con el frente de solvente (que es el caso de los lipidos mono-
fosféricos como el Dol-P-Gle). En cambio, se observd radiactivi-
dad asociada a . una familia de compuestos (de 1 a mds de 4 hexosas).
Esto -indica la presencia de una familia de azficares unidos a 1fpido
que fue hidrolizada por efecto delr solvente alcalino en que se rea-
1izé la cromatografia, dando lugar a los respectivos &steres cicli-
cos de fosfato de movilidad menor que el Dol-P-Glc (fig. 69).
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FIGURA 67. Electroforesis de oligosaclridos hidrolizados con

celulasa.
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Los oligosaciridos de cadena larga (de mis de 4 hexosas) fueron eluidos de cro-
matogranas como el de la figura 66B, e incubados por 72 hs con celulasa. Los
productos del tratamiento fueron sometidos a electroforesis con buffer R en el
caso A, y buffer Q en el caso B. CD: celodextrinaj; CB: celobiosa; CT: celo-
triosa; MA: maltosa; MT: maltriosa; IM: laminaribiosa; CBT: celobiitol; CIT:
celotriitol; MIT: maltotriitol; MAT: maltitol; IMT: laminaribiitol.

FIGURA 68. Cromatografia en columna de DEAE-celulosa de lipido-
oligosacdridos.
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El extracto cloroférmico conteniendo los lipido-oligosaciridos, fue cromatogra-
fiado er. una columna de DEAE-celulosa equilibrada con cloroformo-metanol-agua
(10:10:3) y eluida con un gradiente lineal de acetato de amonio (0-0,15 M) en
el mismo solvente. Se colectaron fracciones de 3 ul contdndose alicuotas de 0,5

ml por fraccién.
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FIGURA 69. Cromatografia en papel con solvente alcalino de 1lipido-

oligosacaridos.
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Los lipidos oligosaciridos purificados por columna de DEAE-celulosa,
como indica la figura anterior, fueron cromatografiados en papel con
solvente I. Glc-1,2-P: glucosa-1,2-fosfato ciclico; CT-1,2-P: celo-
triosa-1,2-fosfato ciclico.

6. Papel del Dol-P-Glc

Con el objeto de obtener informacibén sobre el papel metabélico
del Dol-P-Glc, se realizaron incubaciones con fracciones particula-
das y Dol-P-(1%C)Gle. La figura 70A muestra que la glucosa es
" transferida al lipido oligosaclrido cuando ya este posee un largo
de cadena de por lo menos 5 hexosas.

Con el objeto de investigar si el Dol-P-Glc actéia como inter-
mediario en la formacidén de glicanos comblejos, se llevd .a cabo
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FIGURA 70. Cromatografia de oligosacdridos obtenidos a partir de

. 24

RADIACTIVIDAD (CPM x 107 2)

Extractos de cloroformo-metanol-agua (10:10:3, v/v) hidrolizados
en condiciones de acidez suave y cromatografiados en papel con
solvente F, procedentes de A) Incubacidn de enzima Pjgg9 con Dol-

Dol-P-(1%C)Gle.
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P-(l%C)Glc y 0,1 mM UDP-Glec. E1 medio de incubacidn contiene, ade-
mds, 0,05% Triton X-100; B) Incubacidén en las condiciones tipo con

UDP-(1l4C)Glc.

lobiosa.

G: glucosa; G2 - G7: hidrolizado de almiddn; CB: ce-
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otro experimento en el tiempo incubando con Dol-P-(!“C)Gle y UDP-

Gle no radiactivo. Los resultados se

muestran en la figura 71 e

indican que el decrecimiento en la radiactividad asociada a butanol

se v« -acompaflada por un incremento en
Yy, en menor medida, en el precipitado

extraccién empleados. El andlisis de

la radiactividad hidrosoluble
insoluble en los solventes de
la fraccibn acuosa denotd que

FIGURA 71. Transferencia de (1%C)Glc a partir de Dol-P-(1%C)Gle
en el tiempo.
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Las incubaciones se realizaron con ‘5000 cpm de Dql-P—(l“C)Glc y 9,1
nM UDP-Glc no radiactiva en presencia de 0,1% Triton X-100 y demis

componentes de la mezcla de incubacién.

A disiintos tiempos la

reaccidn fue detenida con butanol, y extraida con el mi§mq solvente.
e—o, radiactividad soluble en butanol; o—o, radiactividad solu-
ble en agua; x---x, radiactividad insoluble en butanol y en agua.
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80% de la radiactividad estaba asociada a glucosa, a juzgar por

su movilidad en cromatografia en papel

te
€n
de

liberada por accidn de glucosidasas
cambio, permanecid en el origen, lo
un polimero de alto ‘peso molecular,

incubaciones con UDP-(14C)Glc.
El precipitado insoluble no fue analizado en més detalle, pero

con solvente J, probablemen-
endbégenas. El1 20% restante,
qQue hace pensar que se trata
similar al encontrado en las

es probable que, al menos parte del mismo, sea 1ipido-oligosacéri-
dos solubles en cloroformo-metanol-agua (10:10:3) pero insolubles

en butanocl.
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IV. TFORMACION DE POLIMEROS

1. Caracterizacidn del polimero soluble en -ip..:

En la tabla VI observamos que al incubar upP-('%C)Gle con
membranas de alga, aproximadamente el 0,81% de la radiactividad
total se incorpora a un compuesto hidrosoluble que permanece en
el origen al ser cromatografiado en papel con solvente J. Es+*e
comﬁortamiento nos indicaria la presencia de un polimero soluble
en agua (PSA) de peso molecular relativamente alto. Esta suposi-
cibén fue confirmada por cromatografia en columna de Sephadex G-50
dado que el compuesto se excluyd de la misma, eluyendo con el vo-
lumen muerto.

La naturaleza quimica del PSA fue deducida por tratamiento con
una variedad de enzimas hidroliticas que se resumen en la tabla XXV.

TABLA XXV. Hidr8lisis enzimitica y B-eliminacidn del (1“C)PSA.

"Tratamiento PSA no hidrolizado PSA hidrolizado Hidrdlisis
enzimitico cpm cpm %
Pronasa ‘8.520 8.680 - 50
Dextranasa 16.508 1.886 v 10
a-glucosidasa 12.728 3.430 21
B-glucosidasa 1.295 25.308 9%
a-amilasa 15.406 ~1.800 10
Celulasa 600 25.450 97
B-eliminacidn 9,318 227 3

Muestras de PSA fueron tratadas con diferentes enzimas asi como a condiciones ala
linas, como se describe en Materiales y Métodos. Después de incubacidn, las mues-
tras fueron cromatografiadas en columas de Sephadex G-50 o G-25. La radiactividac
que eluyd con el Vo fue considerada comoPSA no hidrolizado, y la marca que se in-
cluyd en la columa camo PSA hidrolizado. °
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Tanto en el tratamiento con una combinacidn de enzimas proteoli-
ticas, como con pronasa, se obtiene una substancial hidrdlisis (60
y 50% respectivamente) del PSA. El andlisis del producto hidroliza-
do con pronasa por cromatografia en papei con solvente J indica que
el 80% del mismo era de alto peso molecular (permanece en el origen),
lo cual descarta la posibilidad de que hubiese sido hidrolizado por
glucosidasas contaminantes. La porcidén glicosidica solo pudo ser
hidrolizada con B-glucosidasa y celulasa (95 y 97% de hidrdlisis,
respectivamente), de lo cual se concluye que el oligosacirido esté
formado por hexosas unidas en configuracidn 8. La figura 72 muestra
los resultados que se obtienen cuando el hidrolizado se sometid a
cromatografia y electroforesis en cuatro sistemas distintos. Los
productos principaiéﬁ fueron glucosa, celobiosa y celotriosa, por
lo que se concluye que el PSA es una proteina "celuldsica". ‘

A fin de confirmar estos datos, se sometid al PSA a degradacidn
de Smith. Los resultados se resumen en la tabla XXVI e indican que
los productos formados fueron eritritol y glicerol, en una relacidn
molecular de 8,3 a 1. Se concluye de este experimento que el oligo-
sacdrido estd formado por glucosas unidas en 1+4 y que el largo pro-
medio de la cadena glucosidica es dé 8-10 hexosas.

3

FIGURA 72. Cromatografia en papel y electroforesis del hidrolizado
de PSA.

Muestras de PSA fueron hidrolizadas con celulasa y cromatografiadas
en una columna de Sephadex G-25; el material que se incluyd en la
columna fue cromatografiado en papel con solventes B (C) y G (D).
El mismo material se sometid a electroforesis con buffer R (A) y
después de reduccidn con borohidruro a electroforesis con buffer Q
(B). CD: celodextrinay; CT: celotriosa; CB: celobiosa; SF: sofo-
rosa; MA: maltosa; MT: maltotriosa; LM: laminaribiosa; CTT: ce-
lotriitoly CBT: celobiitol; MTT: maltotriitol; MAT: maltitol. En
A, C y D se representa el Rglucosa’ y en B el Rgorbitol-
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TABLA XXVI. Degradacién de Smith del PSA.

Productos ‘ Cpm Cpm corr:«sidos para

~

el ntaero de =

Glicerol 341 682
Eritritol 3.771 5.656
Sorbitol ND -
Relacidn efitritol:glicerol 8,3:1

La muestra radiactiva fue oxidada con metaperiodato de sodio y re-
ducida posteriormente con NaBH, e hidrolizada con H,S50, para sepa-
rar los productos por cromatografia en papel con solvente E. Las
zonas del cromatograma correspondientes a los alditoles que se
muestran en la tabla fueron cortadas para ser contadas en liquido
de centelleo. ND: no detectado.

La naturaleza glucoproteica fue confirmada por electroforesis
en gel de poliacrilamida. La figura 73 muestra la aparicién de
bandas de radiactividad que se corresponden con bandas de similar
movilidad, que se tifien tanto con colorantes especificos de protei-
nas, como de hidratos de carbono, con pesos moleculares de aproxi-
'madamente 58.000, 44,000, 27.000, 16.000 y 9.000. .

A fin de investigar el sitio de unién del oligosacdrido a la
porcibn proteica, el PSA se sometid a una B-eliminacién. En caso
de producirse hidrblisis, es de esperarse qQue el glucano, debido a
su tamafio (10 hexosas), se incluya en la columna de Sephadex G-50.
En la tabla XXV puede observarse que pr&cticamente toda la radiac-
tividad eluyé con el volumen muerto, concluyéndose que no se produjo
hidrélisis y que por lo tanto el Jligosacérido no se halla unido a
serina ni a treonina.
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FIGURA 73. Electroforesis en gel de poliacrilamid. dei oA,
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Se realizaron incubaciones en gran escala de membranas de alga y
UDP-Glc radiactiva y no radiactiva, en condiciones tipo. Después
de extraccidn con butanol, las fases acuosas fueron concentradas

y sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida, como se
describe en Materiales y Métodos.® El gel donde se sembrd (!“C)PSA,
se cortd en segmentos de 1 mm, incubd con H»0, y contdé en 1liquido
de centelleo. E1 gel que se representa en B, fue tefiido con Amido-
Schwarz, y el que se representa en C con reactivo de Schiff (espe-
cifico de hidratos de carbono). El gel representado en A contiene
enzimas de pesos moleculares conocidos que se insertaron en la fi-
gura, : ‘
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2. Condiciones de formacibdn del PSA

Se estudiaron las condiciones en que se forma el PSA en pre-

sencia de UDP-Glc y membranas.

a) Proteinas °

En la figura 74 puede observarse que la incorporacidn de glucc
sa a PSA es linealmente dependiente de la cantidad de proteinas

hasta una concentracidén de 250 ug/tubo.

FIGURA 74. Efecto de la concentracidn de proteinas.
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Las incubaciones se realizaron en las condiciones tipo y en pre-
sencia de UDP-(l*C)Glc excepto por la concentracién de proteinas
y los productos extraidos con butanol. La fase acuosa fue croma-
tografiada con solvente J. La radiactividad remanente c¢n el ori-

gen fue considerada PSA.
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b) Detergente

A diferencia de lo observado con los glucolipidos (fig. 35 y
56) el Triton X-100 inhibe fuertemente la transferencia de gluco=-
sa a PSA. Una concentracidn de 0,5% de Triton X-100 es suficiente
para producir una inhibicidn del 95% en la formacién de PSA (fig.
75).

FIGURA 75. Efecto del Triton X-100.
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Las incubaciones se llevaron a cabo en las condiciones habituales
excepto por el agregado de Triton X-100. El andlisis de productos
se realizbé como en la figura anterior. Protelnas: 210 -ug/tubo.

¢) Cationes, pH y concentracidn de UDP-Glc

Cuando se analizb el efecto de cationes, pH y concentracidn de
UDP-Glc, se notd un comportamiento similar al observado para la for-
macién de glucolipidos polares. El catidén de mayor efecto estimula-
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dor es el Mg++ en una concentracién de 10 mM; el pH &8ptimo es de
7,5 y la reaccidn es linealmente dependiente de 1la concentracién
de UDP-Glc hasta un valor de 2 x 1075 M.

d) Efecto de UDP y UMP

La figura 76 muestra el efecto que tienen UMP y UDP en la incor-
poracibén al ser agregados a la mezcla tipo de inc¢ubacidédn. Es singu-
lar el hecho de que ambos inhiban en forma similar la formacién de
PSA, puesto que implica la participacidén de un sistema mixto en su
génesis.,

FIGURA 76. Inhibicidén por UMP y UDP.
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‘Las incubaciones se realizaron en la forma habitual excepto por el
agregado de UMP o UDP, y el andlisis de productos como en la figu-
ra 74. Proteinas: 210 ug/tubo.
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Los poliprenil fosfato azficares son conocidos intermediarios
en la sinesis de glicanos complejos en otros sistemas y es inte-
rés de este trabajo encontrar evidencias respecto al aceptor fi-
nal de restos glucosidicos en algas. El efecto del UMP en el sis-
tema indica que una reaccidn que implieca la transferencia de glu-
cosa-fosfato a partir de UDP-Glc es.necésaria para la sintesis del
PSA, que bien pudiera ser la formacibén de Dol-PP-Glc.

3. Transferencia de (l*C)azlicares a polimeros

a) Incorporacién en el tiempo

Las fraccioneé,particuladas de P. zopfii incorporan radiactivi-
dad a glucolipidos y polimeros. La figura 77 muestra la incorpora-
cidén de radiactividad en estas fracciones, a distintos tiempos. La
aparicidén de marca en las mismas estd de acuerdo con una posible
relacibén sustrato a producto. Cuando se agregé UMP a los 10 min.
de incubacidn, la formacién de glucolipidos se detuvo de inmediato.
En cambio, la formacidén de polimeros siguid por, aproximadamente,

10 min. mis, luego se inhibid. Este periodo de 10 min. puede ser
debido a la presencia de precursores que deben ser consumidos antes

de que la inhibicidn tenga efecto.

b) Efecto de poliprenil fosfatos exdgenos

A

Se demostrd en este trabajo que el agregado de poliprenil fos-
fatos ex8genos estimula la incorporacidén de glucosa a lipidos. Si
la incorporacidn de glucosa a polimeros fuera mediada por lipidos,
deberia esperarse un aumento en la formacidn de polimeros por agre-
gado de poliprenil fosfatos. .

La tabla XXVII muestra los resultados de este experimento y en
el cual la concentracidn de detergente fue 0,1%. Se observd que
el Triton X-100 inhibe la formacibén de polimeros (fig. 75). Sin
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FIGURA 77. Incorporacidén de glucosa a 1lipidos y PSA en el ticmpo.
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Las incubaciones se realizaron en los periodos de tiempo indicados

en las condiciones tipo. o—o0: GLIP: glucolipidos polares; o—0O
PSA; e---e: GLIP + UMP (5 mM); m---8 : PSA + UMP (5 mM). El agrega-
do de UMP a las mezclas de incubacibén se indica con una flecha.

AN

embargo, a una concentracién del 0,1% solo se obtiene una inhibi-
cibén del 20%, lo que permite usarlo pues el detergente es necesa-

rio para la solubilizacibén del Fic-P.

¢) Transferencia de radiactividad de glucolipidos a polimeros.

Con el objeto de tener evidencias adicionales de la relacidn
entre glucolipidos y PSA, y del papel de cada uno de los glucoli-
pidos descriptos, se realizaron experimentos en dos tiempos.
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TABLA XXVII., Efecto de Fic-P en la formacidn de glucolipidos y PSA

Agregados Glucolipidos PSA

epm cpm

Ninguno 1325 1088

Triton X-100 (0,1%) 1850 876
Fic-P (0,1 nmol) +

Triton X-100 (0,1%) 2106 976

Fie-P (1 nmol) + 3247 24 34

Triton X-100 (0,1%)

Se_.llevaron a cabo incubaciones a 0°C por 2 horas con UDP-Glc
radiactivo o no radiactivo (tabla XXVIII A y B). En estas condi-
ciones (fig. 66) se forma preponderantemente Dol-PP-Gle. Finali-
zado el periodo de incubacidn, las muestras fueron centrifugadas y
lavadas tres veces con cien veces el volumen de incubacidn. Los
precipitados asi lavados fueron reincubados por 1 hora a 25°C en
distintas condiciones que se detallan en la tabla. Los precipita-
~ dos lavados estaban libres de UDP-Glc y PSA, pero los glucolipidos
fueron retenidos por las membranas. Cuando no se agregaron reac-
tivos, no se observd incorporacidn a Dol-PP-(Glc)s, lipido-oligo-
sacdridos o PSA. Lo mismo ocurrié cuando se agregé Dol-P-(1“C)Glc
a la mezcla de incubacidn. Sin embargo, cuando el agregado de Dol-
P-(1%C)Glc se acompafi® con UDP-Glec no radiactivo, se notd transfe-
rencia de radiactividad a lipido-oligosacélridos y a PSA, lo cual
confirma lo observado en las figupas 70 y 71. Pero por otro lado,
no se notd incorporacidén a Dol-PP-(Glc)ji, lo cual indica que el
Dol-P-Glc no interviene en su formacibén. Las incubaciones con UDP-
Glc tanto radiactiva como no radiactiva,; indican que probablemente

se forma por transferencia de glucosas de UDP-Glc a Dol-PP-Glc.
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Este iltimo glucolipido parece ser el aceptor de azficares que da
lugar al lipido-oligosaclrido (tabla XXVIII) el cual transfiere
la cadena hidrocarbonada al PSA.

TABLA XXVIIT. Iﬁtgrrelaciones metabblicas entre glucolipidos y

proteinas.

Adiciones a 1la Dol-P-Glc + Dol-PP-(Glc) 3 LOS PSA

segunda incuba- Dol-PP-Gle :
cidn cpm cpm cpm cpm
Ninguna 4,954 116 95 239
A UDP-Glc(0,1 mM) 2.807 928 750 1.096
Dol-P-(1%C)Glc: 158.000 " 95 600 227
p  UDP-(l%C)@lc 8.791 983 3.26U4 6.351

Dol-P-(1%C)Gle +

UDP-Glc (0,1 mM) 149.000 88 7.588 2.366

La primera incubacidn se llevd a cabo a 0°C en condiciones tipo
por 2 horas. En A con UDP-(!%C)Glc y en B con 0,1 mM UDP-Glc no
radiactiva. Después de la incubacidn, la mezcla de reaccidn fue
centrifugada para eliminar la UDP-Glc remanente. Los precipitados
fueron lavados con buffer 3 veces (con 100 veces el volumen de in-
cubacibén) y reincubados a 25°C por 60 min. con las adiciones indi-
. cadas y 0,05% Triton X-100. Al finalizar la segunda incubacibn,
los glucolipidos fueron extraidos, sometidos a hidrélisis &cida y
los mono, tri y oligosaclridos identificados por cromatografia en
papel con solvente A. LOS: lipido-oligosaciridos.

+

4. Presencia de celulosa en la pared celular de P. zopfii

3

La composicién quimica de los oligosacdridos unidos a lipido y
proteina investigados en este trabajo hizo muy sugestiva la hipé-
tesis de que los mismos pudieran ser intermediarios en la sintesis
de celulosa en P, zopfii. Dado que la composicibn quimica de la
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pared de este alga no fue exhaustivamente estudiada, teniendo Gni-
camente datos sobre las hexosas que forman su estructura (glucosa
manosa y glucosaminaj; Lloyd y Turner, 1968), se procedid a aislar

y caracterizar los polisaclridos &lcali-insolubles de la misma.

Los polisacdridos fueron sometidos a acetdlisis por 100 horas y

los productos, previa deacetilacidn, analizados por cromatografia

en papel con solventes B y G, y electroforesis en papel con buffers
Q ¥y R. Los resultados indican la formacidn de celobiosa y celotrio-
sa; confirmando la existencia de celulosa en la pared celular de

P. zopfii.

5. Sintesis de celulosa

a) Experimentos en el tiempo

Se realizaron eiperimentos en el tiempo, incubando una combina-
cidén de precipitados de 20.000 y 100.000g con UDP-(1%C)Glc a 20°C.
Después de 10 minutos de incubacidn se agregaron distintos glucosil
nucleétidos. La figura 78A muestra la incorporacidn de radiactivi-
dad a glucolipidos y PSA en el control (sb8lo UDP-Gle radiactiva).
Cuando se agregbé ADP-Glc no se detectaron cambios y las curvas fue-
"ron las mismas que en el experimento control. En cambio,'cuando se
agregé UDP-Glec (fig. 78B), la radiactividad tanto en glucollpldos
como en PSA sufrid una disminucidn, como es de esperarse por una
dilucidn isotdpica de los productos. Algo de radiactividad se trans-
firié a un polimero insoluble.

Cuando el pulso se realizd con GDP-Glc (fig. 78C), -la radiacti-
vidad se transfirid de glucolipidos y PSA a un polimero insoluble.
Este Gltimo producto es resistente a extraccidén con &lcali caliente

como lo es la celulosa.

Las incubaciones se realizaron con UDP-(1*C)Glc como precursor radiactivo. En
los tiempos indicados (flechas) se agregaron diferentes glucosil nuclebtidos
(0,1 mM). En A se representa el control sin agregados. Cuando se adicioné ADP-
Glc, las curvas fueron similares al caso A. o—o: glucolipidos pelares; 0—0:
PSA; e---e: polimero insoluble.
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b) Papel de la GDP-Glec

Cuando las incubaciones se llevaron a cabo usando GDP-(1%C)Gle
y UDP-(3H)Glc como sustratos (tabla XXIX), se observd la incorpora-
cibén de glucosa tritiada a todas las fracciones extraidas. En cam-
bio, (l1%*C)glucosa solo pudo ser detectada, en forma significativa,
en el precipitado insoluble en &lcali caliente. Este precipitado
‘fue sometido a hidrdlisis con celulasa y los productos fueron sepa-
rados por electroforesis en buffer R, y después de reduccidén con
NaBH,, a electroforesis en buffer Q (fig. 79). De esta manera pudo
detectarse la presencia de celobiosa y celobiitol, doblemente mar-

cados, confirmando la naturaleza celulbésica del precipitado.

TABLA XXIX. Incorporacién de (1%C) y (3H)glucosa en diferentes

fracciones.
Fracciones (1*C)glucosa (3H)glucosa
pmol pmol.
Glucolipidos 0,00 3,49
Lipido-oligosaciridos 0,00 o,u8
PSA 0,07 3,70
Precipitado insoluble en &lcali 23,72 19,66

Las incubaciones se realizaron utilizando GDP-(1%C)Gle (590 pmol)

y UDP-( 3H )Gle (107 pmol) como sustratos. Al finalizar el periodo
de incubacidén (30 min.), las fracciones fueron extraidas por el mé-
todo del cloroformo-metanol. En glucolipidos se incluye la radi-
actividad soluble en cloroformo-metanol (2:1, v/v) 14bil a condi-
ciones &cidas suaves; en lipido-oligosaciridos la marca soluble en
cloroformo-metanol-agua (10:10:3, v/v) y en PSA la radiactividad
que eluye con el Vo de una columna de Sephadex G-50.
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FIGURA 79. Electroforesis en papel del hidrolizado de polimero

insoluble.
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El polimero insoluble en &lcali caliente obtenido como se muestra

en la tabla XXX, se sometid a electroforesis en buffer R y, después
de reduccidn con NaBHy, en buffer Q. Las inid®iales de los azfica-
res patrones son las mismas que en la figura 72.

6. Efecto de la cumarina

La cumarina es un compuesto que inhibe especificamente la sin-
. tesis de celulosa (Hara y col., 1973;.Satoh y col., 1976; Burguess
y Linstead, 1977). Con el objeto de estudiar su sitio de accidn
se incluyd cumarina a distintas concentraciones en el medio de in-
cubacidén habitual. La figura 80 esquematiza su efecto en las dis-
tintas fracciones. Resulta evidente que tiene una accibédn inhibito-
ria en la sintesis del PSA y del polimero insoluble que se forma
normalmente en estas condiciones. Su efecto en las otras fraccio-
nes no es tan drdstico. Produce un aumento en la concentracidn de
lipido-oligosaclridos, paso metab&lico anterior a la formacidn de
PSA, a una concentracién de 0,2 mM, pero resulta inhibidor a con-
centraciones mayores de 0,5 mM. Los cambios en la formacibén de
Dol-P-Glc y Dol-PP-Glc no son muy importantes.
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FIGURA 80. Efecto de la cumarina.
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CONCENTRACION DE CUMARINA

Las incubaciones se hicieron en la forma habitual excepto por el
agregado de concentraciones crecientes de cumarina. La extraccidn

se realizd con cloroformo-metanol. Productos solubles en cloroformo-
metanol (2:1, v/v): 4cido resistentes (glucolipidos neutros) GLN:
A-+-A, y 8cido labiles (glucolipidos polares) GL: o—o. Productos
solubles en cloroformo-metanol-agua (10:10:3, v/v) (lipido-oligosa-
caridos) LOS: e—e; PSA: D---O0 y polimero insoluble: w---m . Pro-

- teinas: 650 ug/tubo.

A fin de confirmar el sitio especifico de accidn se realizaron

experimentos en el tiempo. La figlra 81A representa el control sin

cumarina. En la figura 81B se observa que la accidn inhibitoria en

la formacidén de PSA es inmediata, no resultando afectados los gluco-

lipidos. Finalmente, al agregar GDP-Glc, ademis de cumarina, se ob-
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serva (fig. 81C) que la GDP-Glec:glucan sintetasa no resulta afecta-
da por el tratamiento.

Se investigd también el efecto que tiene la cumarina en el cre-
cimiento de P. zopfii. Se cultivaron células en la forma habitual
excepto por el agregado de concentraciones crecientes de cumarina
al medio nutritivo. Una concentracién de 100 mg/l fue suficiente
para inhibir el crecimiento del alga. Es posible que su efecto en
. la reproducciédn sea andlogo al de 1la penicilina en bacterias, aun-
que su sitio de accidn difiera del de ésta Qltima.

FIGURA 81. Sitio de accibédn de la cumarina.

Las incubaciones se realizaron como en la figura 79, La cumarina
se agregd en una concentracién de 0,2 mM y la GDP-Glc de 0,1 mM.

Proteinas: 650 ug/tubo.
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RADIACTIVIDAD (CPM x 10-3)
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DISCUSION

GLUCOLIPIDOS NEUTROS

Fracciones enzimdticas, preparadas por centrifugacidédn diferen-
cial, catalizaron la transferencia de glurosa de UDP-(l%*C)Glc a
lipidos. Una gran parte (aproximadamente 80%) sc transfirid a glu-
colipidos neutros. Estos glucolipidos neutros liberan glucosa co-
mo Gnico producto al ‘ser hidrolizados con 4cido fuerte y tienen el
comportamiento cromatogriafico ‘de los esteril glucdsidos al ser so-
metidos a cromatografia en columna de DEAE-celulosa. Por otra par-
te, su comportamiento-en CCD y su reaccidn al test de Liebermann-
Burchard indican que son una mezcla de EG y AEG. Los segundos al
ser saponificados; se transforman rdpidamente en los primeros.

La existencia de EG se conoce desde bastante tiempo atris (Power
y Sallaway, 1913),y hace poco mis de 13 afios se descubrieron sus de-
" rivados acilados (Lépage, 1964). Desde entonces los EG, tanto en
su forma libre como acilada, fueron encontrados en ﬁna gran varie-
dad de plantas superiores y, probablemente, estén presen‘tes en todas
ellas (Griinwald, 1975).

Respecto a las algas, no abundan los trabajos en el tema. Existe
tan solo una referencia (Heilbron y col., 1935) en la que se presu-
me su existencia en Oedogonium basado en el punto de fusidén de la
sustancia purificada. Droop (1974) postula que la presencia de EG
es una caracteristica que distingue lasfplantas superiores de las
algas. E1l presente trabajo demuestra que, al menos para la Chloro-
phyta E.'zopfii, esta suposicibn no es vilida y constituye la pri-
mera comprobacidn de la sintesis de estos compuestos en algas.
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La identidad del grupo esterilo fue estudiada por crcmatografia
de gases. Por lo .menos tres picos, con caracteristicas que hacen
pensar en esteroles, se evidenciaron de este modo. E1 primero tienc
un tiempo de retencidn similar al del colesterol y el tercero al
del estigmasterol o del 3 B-colestanol. El segundo, en cambio, no
coincide con ninguno de los patrones utilizados, y probablemente
corresponda al ergosterol, descripto por Lloyd (1966) como el este-
rol libre mds abundante en este organismo. Lo que parece claro es
que B-sitosterol, el esterol mds comlGn en plantas superiores, no
estd presente en este sistema.

La posicidn del grupo acilo fue investigada por oxidacién con
periodato del AEG purificado. Los resultados indican que la posi-
cién 6 de la glucosa es el mids probable sitio de acilacién, aun-
que la posicidn 2 no puede ser del todo descartada. Este dato con-
cuerda con los resultados obtenidos en la mayoria de las plantas
superiores y hongos (GrUnwald, 1975; McMorris y White, 1977).

La composicidn quimica del grupo acilo fue estudiada en hongos
y plantas superiores e indican que los grupos mis frecuentes son
el oleato y el palmitato, aunque los mismos virian en gran medida
seglin el desarrollo y condiciones ambientales en que se mantiene
al organismo (Galliard, 1968; Lépage, 19643 Kiribuchi y col., 1966;
Bush y GrUnwald, 1972; Singh y Privett, 1970; Nordby y Nagy, 1971).
‘Tratamientos enzimiticos con a y B-glucosidasas, asi como la forma-
cién de 1,6-anhidroglucosano en condiciones alcalinas indican que
la unidén esterol-glucosa es de tipo B8, lo cual concuerda‘con lo
hallado en planfas superiores (Grﬁnwald,.1975).

La biosintesis de EG fue primeramente demostrada. con fracciones
enzimiticas particuladas de soja (Hou y col., 1967) y confirmada
con preparaciones de Phaseolus aureus, arveja, coliflor, espinaca,
trigo, tabaco y algoddédn (Kauss, 1968; P&aud-Lenoél y Axelos, 1971;
Bush y Grinwald, 197&;.Forsee y col., 1974; Pont Lezica y col.,
1976). La UDP-Glc:esterol glucosiltransferasa, enzima responsable
de la sintesis de EG, es una enzima de membrana, y como tal regquie-
re un medio hidrofébico para su actividad. Por sus caracteristicas
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no es facil purificar enzimas de membrana, pero parecid de interés
encarar el aislamiento y purificaeién parcial de la misma. Se obtu
vo un aumento de 34 veces la actividad especifica respecto al ex-

tracto crudo de membranas. La transferencia se mostrd totalmente

dependiente del agregado de esteroles, como es de esperar para una
enzima parcialmente purificada. La actividad enzimitica no mostrd
requerimiento de_éationes, lo cual concuerda con la glucosiltrans-
ferasa de algoddén (Forsee y col., 1974), tuvo un pH éptimo de 6,0,
como la enzima de Phaseolus aureus (Bowles y col., 1977) y fue li-

nealmente dependiente de la concentracién de proteinas y de UDP-Glc
hasta 2 x 10°° M, tal como la glucosiltransferasa de Pisum sativum

(Pont Lezica y col., 1976) y fue estimulada por agregado de Triton
X-100 al sistema.

Al estudiar la especificidad de sustrato se notd una alta afi-
nidad hacia UDP-Gle, lo cual tambiefi se encontrd en plantas supe-
riores (Eichemberg y Grob, 1968; Forsee y col., 1974; Pont Lezica
y col., 1976). En cambio, la afinidad por el esterol no fue tan
neta, pudiendo servir como sustrato todos los esteroles ensayados.
Sin embargo, en bases equimoleculares, el extracto de esteroles en-
dégenos fue el mds eficaz. Esta caracteristica fue encontrada tam-
bién en fibras de algodén (Forsee y col., 1974). La reaccibén fue
alfamente inhibida por UDP y muy poco afectada por UMP. Los re-

_sultados indican que se produce la siguiente reaccidn:
| ]

esterol + UDP-Glc —— UDP + 3—esteril—B-D-glucés\ido

La biosintesis de los AEG ha sido tema de debate en los Gltimos
afios, proponiéndose dos vias metab8licas para su formacidén. La pri-
mera postula la siguiente secuencia de reacciones: esterol libre =+
EG » AEG (Kauss, 1968; Forsee y col., 197u4; P&aud-Lenoél y Axelos,
1972; Eichemberger y Newman, 19683 Eichémberger y Grob, 1970). La
segunda prépone la formacidn de AEG a través de un componente este-
roideo no identificado, o de un acilglucdsido intermediario (Bush
y Grinwald, 1974; Frasch y Grinwald, 1976).
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La mayoria de los experimentos "in vitro" apoyan la primera de
las teorias, en cambio la segunda esti basada en experimentos "in
vivo"; se inyectd (l%C)colesteril glucdsido sintético en Nicotiana
tabacum recuperdndose solo parte de la radiactividad como AEG,
mientras que mis del doble de esa marca aparecid como esterol libre
(Bush y Grinwald, 1974). Sin embargo, las dos propuestas no son
excluyentes y bien pueden coexistir ambas vias metabdlicas de for-
macién de AEG. Nuestros experimentos, basados en la formacién de
EG y AEG en el tiempo, apoyan 1la teoria de una acilacidn de los
EG que da lugar a los AEG, por lo menos en el caso de las algas,
no encontrandose, ademds, evidencias de la presencia de glucosas
aciladas.

Poco se sabe del dador de acilos. Axelos y Péaud-Lenoél (1971)
propusieron a la fosfatidil etanolamina como candidata para esta’
funcidn. Por otro lado, Forsee y col. (1974) notaron que extractos
crudos de lecitina estimulaban la actividad glucosilante. En nues-
tros experimentos notamos que la lecitina cruda de soja tenia un
efecto similar al observado por Forsee y col. (1974). Al aislar
los componentes del extracto se observd que la lnica fraccibén acti-
va fue la correspondiente a la fosfatidil etanolamina, lo cual con-
firma lo.supuesto por Péaud-Lenoé&l (1971). Al estudiar el sitio de
activacidén se notd que es especifico de la formacidén de AEG a par-
* tir de EG. Como conclusidn puede postularse la siguiente reaccidn:

3-esteri1-B-D-g1ucésido + FE wmp-1is0 FE + 3-esteril-(6'~0O-acil)-g-D-glucdsido

La distribucidn subcelular de las glucosiltransferasas ha sido
un tema también muy estudiado en plantas superiores. Ongun Yy Mudd
(1970) comunicaron que el sitio de sintesis de EG es en los cloro-
plastos y mitocondrias. Axelos y P&aud-Lencél (1871) mediante gra-
dientés de sacarosa localizan esta actividad en los microsomas del
reticulo endoplésmico. Finalmente, Lercher y Wojciechowski (1876)

y Bowles y col. (1977) encuentran que el sitio especifico se locali-
za en el aparato de Golgi. Nuestros resultados mediante un método

de fraccionamiento diferente, concuerdan con los de Lercher y Woj-
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ciechowski (1976) y Bowles y col. (1977) indicando al aparato de
Golgi como sitio especifico de sintesis de esteril glucdsidos en

algas.

GLUCOLIPIDOS POLARES

Preparaciones particuladas de alga incorporaron radiactividad
de UDP-(!%C)Glc a 1lipidos polares. Los glucolipidos polares son
extremadamente ldbiles a condiciones &4cidas, liberando fundamen-
talmente glucosa. Esta labilidad es caracteristica de los polipre-
nil fosfato azlicares. La estimulacidn en la formacidn de glucoli-
pidos por adicidn de poliprenil fosfatos ex8genos, tales como Fic-P
o Dol-P apoyan esta hipdtesis. El agregado de Fic-P o Dol-P a la
mezcla de incubacidn no afectd la incorporacidn a glucolipidos neutros,
indicando qQue no existe relacidn entre la sintesis de esteril glu-
cdsidos y de glucolipidos acidicos.

Los lipidos que actlan como aceptores de glucosa fueron aisla-
dos y fraccionados por cromatografia en columna de DEAE-celulosa.

El patrdn de elucidn coincidente tanto con Dol-P usado como testigo,
como con los perfiles observados con lipidos de otros sistemas (Pont
Lezica y col., 1975), asi como sus propiedades acidicas, sugieren

. la presencia de un poliprenil fosfato. La estabilidad del aceptor
a condiciones de saponificacidn descarta la posibilidad de ésteres
de 4cidos grasos. \

El 1fpido glucosilado tiene un perfil de elucidén en columna de
DEAE-celulosa (0,125 M acetato de amonio) que estd de acuerdo con
los resultados de poliprenil fosfato azflicares ®en otros sistemas
(Garcia y col., 1974; Pont Lezica y col., 1975; 1976). Las propie-
dades cromatogridficas del lipido glucosilado fueron similares a las
del Dol-P-Glc en tres sistemas cromatogrdficos distintos. E1 1ipi-
do aceptor resultd estable a tratamiento dcido suave, tal como el
Dol-P, mientras que en contraste el Fic-P perdid su capacidad acep-
tora. Esto sugiere la ausencia de un enlace alilico. Mayor evi-
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dencia apoyando la saturacién de la unidad isoprénica a fue pro-
porcionada por la estabilidad de los aceptores glucosilados a hidré-
lisis con fenol e hidrogenacidn catalitica.

En ambos casos el Fic-P-Glec, como otros poliprenil fosfatos ali-
licos glucosilados (Wright, 1971) fue hidrolizado, mientras que tan-
to Dol-P-Glc como el aceptor enddgeno glucosilado fueron estables.
Todas estas evidencias sugieren que el aceptor de alga es un poli-
prenil fosfato a-saturado, tal como el Dol-P. La similitud croma-
togrdfica del aceptor glucosilado y el Dol-P-Glc en dos sistemas,
asi como el patrdn cromatogridfico del alcohol libre en CCD en fase
invertida (coincidente con el del Dol) sugiercyy que el largo de ca-
dena del aceptor es similar al del dolicol de higado.

BIOSINTESIS DEL LIPIDC

Las preparaciones de algas fueron capaces de sintetizar dife-
rentes prenoles a partir de un precursor especifico, el MVA: a) pre-
noles de cadena corta, liberados como alcoholes libres por accidn
de fosfatasas endbgenas; b) poliprenil fosfatos de largos variables
con. caracteristicas alilicas, y ¢) poliprenil fosfatos resistentes
a hidrblisis 4cida (a-saturados) que pudieron ser parcialmente hidro-
.1izados con fosfatasa élcalina. Se sabe que los poliprenil fosfatos
de cadena larga son muy malos sustratos para la fosfatasa alcalina
(Kurokawa y col., '1971). Sin embargo, los alcoholes liberados por
este tratamiento mostraron un comportamiento cromatogridfico similar
al Dol.

El perfil de elucidn en columna de Sephadex LH-20 muestra coin-
cidencia con el patrén de Dol-P. A su vez cocromatografia con el
aceptor endégeno y Dol-P en columna de DEAE-celulosa. La hidrdlisis
enzimdtica del l1lfpido purificado con fosfatasa alcalina, confirmd
la presencia de un fosfato y liberd los alcoholes libres. La CCD
en fase invertida de estos alcoholes indicd la existencia de una
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mezcla de compuestos con largos de cadena variables entre Cgqq ¥y
Ci0ss siendo los mis abundantes los de Cgs y Cjgg. Tratamientos
alcalinos fuertes delllipido biosintético confirmaron estos resul-
tados. . |

La capacidad -aceptora del lipido biosintético fue confirmada
incubando el poliprenil fosfato con UDP-Glec no radiactiva. E1 19-
pido radiactivo glucosilado resultante presentd las mismas propie-
dades cromatogrdficas que el Dol-P-Glc de higado y el aceptor endd-
geno glucosilado. Estos resultados confirmaron la naturaleza poli-
prenilica del aceptor endégeno y su similitud con el dolicol de
higado tanto en largo de cadena como en la a-saturacién. Lo que
no se sabe actualmente es si el nlimero y posicidn de los doble en-

laces cis y trans es coincidente.

Este trabajo constituye la primera comunicacidn, no solo de la
presencia de dolicol en algas, sino también de la formacidn de sﬁs
derivados glucosilados en este sistema, tal como se demostrd para
levaduras, plantas superiores, insectos y mamiferos (Hemming, 197u;
Pont Lezica y col., 1975; Quesada Allué y col., 1975; Daleo y Pont
Lezica, 1977). Estos resultados sugieren también que la presencia
de poliprenil fosfatos a-saturados, tal como el dolicol es una
regla éeneral en los organismos eucaridticos, dado que asi fueron
hallados en levaduras (Dunphy y col., 1967; Jung y Tanner, 1973),
mamiferos (Evans y Hemming, 1973; Martin y Thorne, 1974), insectos
'(Quesada Allué y col., 1975) y plantas superiores (Pont Lezica y
col., 1975; Daleo y Pont Lezica, 1977; Delmer y col;, 1377). En-
contraste, los aceptores de azlicares caracteristicos de los orga-
nismos procaridticos son de tipo alilico, como el undecaprenol
(Higashi y col., 1967; Wright y col., 1967; Lahav y col., 1969;
Troy y col., 1971; Takayama y Goldman, 1970). 'Desde el punto de
vista evolutivo, el hecho de que las algas verdes, consideradas
taxondémicamente entre los organisﬁos eucaridticos mds primitivos,
tengan dolicol fosfato como lipido aceptor, es de considerable
‘interés. Es probable que el cambio en los transportadores lipidi-
cos se remonte al momento en que los eucariotas se diferenciaron de

los procariotas.
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Localizacidn subcelular

Al estudiar el sitio de sintesis del dolicol fosfato en las
fracciones subcelulares de alga se observd que se realiza princi-
palmente en mitocondrias y aparato de Golgi. Este dato fue con-
firmado en c&lulas de higado donde se determind que en las mito-
condrias, la membrana externa es la responsable de la sintesis
(Daleo y col., 1977).

El descubrimiento de que la sintesis de Dol-P se produce en
las mitocondrias es de considerable interés, dado que otro poli-
prenol es sintetizado en estas organelas: la cadena lateral de la
ubiquinona (Momose y Rudney, 1972). Este poliprenol tiene todos
sus doble enlaces en trans y las enzimas que intervienen en su
sintesis a partir de IPP estdn localizadas en la membrana interna
de la mitocondria; a diferencia del dolicol que tiene ambas con-

figuraciones (cis y trans) y se sintetiza en la membrana externa.

Esta distribucidn esti de acuerdo con la hipdtesis de que las mito-
condrias en eucariotas tienen como origen una incorporacidn simbid-
tica de un procariota, ya que los mismos tienen la facultad de sin-
tetizap ubiquinona en sus membranas. Por otro lado, el hecho de
que el Dol-P sea sintetizado en la membrana externa de la mitocon-
dria, cuyas enzimas son codificadas por el genoma nuclear, estd de
~acuerdo con la distribucidn de los poliprenil fosfatos responsables
de la sintesis de glicanos: undecaprenol fosfato entprocafiotas y

dolicol fosfato en eucariotas.

A}

PROPIEDADES DE LA GLUCOSILTRANSFERASA

El fraccionamiento subcelular de P. zopfii demostrd que 1la
fraccidn microsomal (reticulo endoplédsmico) tiene la mayor activi-
dad glucosilante de poliprenol fosfatos. Esto contrasta con la
localizacidn del sitio de sintesis de los aceptores (mitocondrias
y aparato de Golgi), y el transporte de los lipidos desde su sitio
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de sintesis hasta el sitio en que son funcionalmente activos como
intermediarios, es un problema aun por resolver. En sistemas dis-
tintos, como el caso de los mamiferos, las UDP-Glc:poliprenil fos-
fato glucosiltransferasas estdn también presentes en microsomas
lisos y rugosos (Dallner y col., 1972).

Los requerimientos catidnicos, particularmente el de Mg++, es-
tdn de acuerdo con lo publicado para bacteriqp y mamiferos (Hemmin
1974). E1 pH Sptimo fue de 7,5 tal como el de arveja (Pont Lezica
y col., 1976) y fibras de algoddn (Forsee y Elbein, 1973). La en-
zima es altamente especifica hacia el nucledtido azficar y solo la
UDP-Glc tiene capacidad de funcionar como sustrato para la enzima;
pero parece inespecifica para el largo de cadena o la a-saturacidn
del poliprenil fosfato, aunque demuéstra una afinidad mayor para
con los a-saturados de cadena larga_como el Dol-P. La falta de
especificidad hacia el tipo de poliprenil fosfato se observa tam-
bién en otros sistemés, como la manosiltransferasa de Phaseolus
aureus, donde tanto el betulaprenocl fosfato como el Dol-P causan
un aumento significativo de la transferencia de manosa a lipidos
(Alam y Hemming, 19735, la enzima de higado de rata (Parodi y col..
1972b) y la glucosiltransferasa de arveja (Pont Lezica y col., 197:
La afinidad diferencial de la enzima hacia Dol-P o Fic-P confirma
la naturaleza del poliprenil fosfato enddgeno. En los microsomas
. de higado de rata, los poliprenil fosfatos parcialmente hidrogena-
dos también fueron mejores sustratos que los insaturados (Mankowsk.
y col., 1975). Esto indica que aunque la glucosiltransferasa es
capaz de catalizar la transferencia de glucosa a un poliprenil fos-
fato alilico, el sustrato natural (doiicol fosfato) resulta un me-

jor aceptor.

IDENTIDAD DE LOS GLUCOLIPIDOS

La qromatografia en columna de DEAE-celulosa de extractos buta-
nélicos de incubaciones a 20°C demuestra la heterogeneidad molecu-
lar presente en los mismos. El glucolipido I tiene propiedades
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cromatogrdficas que estdn de acuerdo con las del Dol-P-Glec, y la
formacidén de 1,6-anhidroglucosano en condiciones alcalinas indica
que la glucosa se encuentra unida en una conflguracidn 8. Esto
indica que la estereoquimica de la glucosiltransferasa de P. zopfii
es similar a la de higado de rata (Behrens y Leloir, 1970), a la de
enzimas bacterianas (Nikaido y Nikaido, 1971; Wright, 1971), a la

de la manosiltransferasa de pancreas de ternero (Herscovics y col.,
1975), a la de la galactosiltransferasa de Acetobacter xylinum

(Garcia y col., 1974) yv a la de la glucosiltransferasa de arvejas
(Pont Lezica y col., 1976). Los glucolipidos II y III forman éste-
res ciclicos de fosfato en condiciones alcalinas; 1o cual, junto
con el perfil de elucidn en columna de DEAE-celulosa, indica que se
trata de derivados pirofosféricos. La liberacidén de glucosa y de
celotriosa (caracterizada por tratamiento enzimitico, oxidacidn con
periodato y comportamiento cromatogrifico en tres sistemas) respec-
tivamente en condiciones de acidez suave y la inhibicién parcial de
la glucosilacidn producida por UMP a 20°C, apoyan la caracteriza-
cidn de estos compuestos como lipido-PP-Glc y lipido-PP-celotriosa.

La naturaleza poliprenilica del 1lipido fue demostrada en otros
sistemas. La N-acetilglucosamina fue descripta unida a dolicol via
unvpuente pirofosfato (Lucas y Waechter, 1976) en varios sistemas.
La adicidén de una nueva molécula de N-acetilglucosamina lleva a la
" formacién de dolicol pirofosfato quitobiosa. Existen evidencias
de que este glicolipido sirve como precursor en la formacidn de un
lipido oligosacdrido conteniendo N-acetilglucosamina y manosa,
siendo luego el oligosacérido transferiao a un aceptor proteico
como en el caso de la ovoalbGmina (Hemming, 1974; Lennarz, 1975;
Lucas y Waechter, 1976; Waechter y Lennarz, 19763 Struck y Lennarz,
1977). La formacién de poliprenil pirofosfato glucosa parece ser
cl primer escaldn en la sintesis de un 1ipido oligosacdrido, sien-
do el lipido-PP-celotriosa un intermediério del proceso.

La confirmacién de la naturaleza dolicélica del 1lipido se ob-
tuvo por incubacidn de (3H)Dol-P y UDP-Gle no radiactivo con mem-
branas de alga a 0°C. En estas condiciones se formé (3H)Dol-PP-Glc.
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Al utilizar un sistema distinto de extraccidn (Behrens y col.,
1971) se hizo evidente la presencia de lipido-oligosaciridos con
un promedio de 6 glucosas y un largo aproximado de 10 hexosas. Las
glucosas se hallan unidas en configuracién B8 (1+4) por los resul-
tados que se desprenden de los tratamientos enzimdticos y oxidacidn
con periodato. La presencia de un puente pirofosfato se hizo evi-
dente por su comportamiento en cromatografia en columna de DEAE-
celulosa y su hidrdlisis (probablemente formando un compuesto cicli-
co de fosfato) en condiciones alcalinas. Un lipido 61igosacérido

de naturaleza similar fue descripto en Pisum sativum (Brett y North-

cote, 1975), si bien no fue exhaustivamente caracterizado, ni de-
terminada su funcién metabdlica. '

La inhibicidn a 20°C producida por UMP y UDP apoya la existen-
cia de las reacciones 1, 2 y 3 de la figura 82. Al agregar UMP,.
la reaccidén 1 (formacidn de Dol-PP-Glc) fue inhibida, pero la reac-
cién 3 (formacidén de Dol-P-Gle) no, resultando una inhibicidn del
50% en la formacidn de lipidos. El agregado de UDP probablemente
inhiba la reaccidn 3 (aunque también la reaccidn 2 que lleva a la
formacidén de Dol-PP-(Gle)j). Esto .haria pensar en una muy alta in-
hibicién de la glucosilacidn, pero no en una inhibicidn total. El
alto grado en que la transferencia es afectada (95%) es debida,
probablemente a la presencia de UMP por hidrSlisis de UDP mediante
. fosfodiesterasas endbégenas presentes en las preparaciones. La baja
temperatura no inhibe la reaccidén 1, pero si a las reacciones 2 y
3y la poliﬁerizacién (reaccidén 4). Este resultado est& de acuerdo
con lo observado en Acetobacter xylinum (Dankert y col., 1972) y

Pisum sativum (Romero y Pont Lezica, 1977). Este efecto de la tem-

peratura permitid la realizacidn de incubaciones en dos pasos (pri-
mero 0°C y luego a 25°C). Las membranas lavadas retuvieron al Dol-
PP-Glc (tabla XXVIII) que pudo servir como precursor en la segunda
incubacidén al Dol-PP-(Gle)s3, lipido-oligosaclrido y PSA. Los re-
sultados que se muestran en la misma tabla indican que la UDP-Gle
es la dadora de glucosas para la formacidn del lipido trisacdrido
(reaccidn 2) y que el Dol-P-Gle contribuye como dador glucosidico
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en la formacidén del lipido-oligosacirido y PSA. Resulta clara,
ademds, la no participacién de los glucolipidos neutros en todo
este proceso.

GLUCOSILACION DE PROTEINAS

Las membranas de P. zopfii al ser incubadds con UDP-Glc, o
Dol-P-Glc con UDP-Glec, mostraron transferencia de glucosa a un
polimero soluble (PSA). Este PSA fue identificado como una gluco-
proteina conteniendo aproximadamente 10 glucosas unidas en confi-
guracidén B (1+4) en base a tratamientos enzimiticos, electroforesis
en gel de poliacrilamida y oxidacidn con periodato. La existencia
de glucoproteinas con estas caracteristicas fue descripta en muchos
organismos 'y sistemas, como en las inclusiones de Pleurochrysis h

sherffelii (Herth y cdl., 1972), Acetobacter xylinum (Kjosbakken y

Colvin, 1975), Pisum sativum (Brett y Northcote, 1975), Phaseolus

aureus (Satoh y col., 1976). Estos compuestos fueron postulados
como formas iniciales ‘de celulosa (Satoh y col., 1976) en plantas
superiores.

Las evidencias de la participacidn de los glucolipidos descrip-
tos en la formacidén del PSA provienen de diversos experimentos.
La inhibicidn de la formacidn de PSA por UMP (90%) es muy sugestiva.
'Se conoce que en sistemas bacterianos y animales un poliprenil piro-
fosfato oligosacérido generalmente transfiere el oligosacdrido al
aceptor final (Hemming, 1974; Waechter y Lennarz, 1975).  Si UMP
inhibe el primer paso (reaccidn 1 de la fig. 82) de la formacidn de
lipido-oligosacadrido, todas las reacciones siguientes deben ser in-
hibidas, incluyendo la formacidén de PSA. Por otro lado, la incor-
poracidn en el tiempo de (l!“C)glucosa a glucolipidos y PSA, como
asf también la inhibicidn secuencial de.la formacidén de glucolipi-
dos y PSA por UMP, sugieren una relacidn glucolipidos/PSA. La es-
timulacién de la formacibén de PSA por adicidn de poliprenil fosfa-

tos ex6genos es un nuevo apoyo para la intervencidén de compuestos
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poliprendlicos en la formacién de PSA. Finalmente, la transferencia
de (1%C)glucosa de Dol-PP-(1%C)Gle, Dol-P-(1%C)Glc y otros glucolf-
pidos al PSA permiten postular un esquema como el que se muestra

en la figura 82. La similitud entre los productos formados por de-
gradacién de Smith de lipido-oligosacdridos y PSA también sugieren
que el oligosacdrido unido a lipido es transferido en bloque al PSA.

SINTESIS DE CELULOSA

Se ha postulado en forma repetida (Herth y col., 1972; Kjosbakke:
y Colvin, 1975; Brett y Northcote, 1975; Satoh y col., 1976) la in-
tervencidén de glucolipidos y glucoproteinas como intermediarios en
la sintesis de celulosa.

Los experimentos realizados en P. zopfii indican que cuando se
agrega GDP-Glc y el precipitado de 20.000g a la mezcla de incubacidn.
se observa la aparicidn de un polimero insoluble en &lcali caliente.
Este polimero, al ser sometido a hidrblisis con celulasa, produjo
celobiosa, demostrando su caracter celulésico. E1l PSA puede funcio-
nar, en estas condiciones, como precursor de este polimero insoluble
(reaccidén 5). E1 esquema que se presenta en la figura 82 concuerda
con los datos conocidos, indicando que la GDP-Glc es la dadora espe-
.cifica de glucosilos para la celulosa sintetasa (Barber y col.,1964;
Elbein y col., 1964) y que UDP-Glc, cuandoc est& presente en bajas
concentraciones (10”° M) puede ser dadora en la sintesis,de un
B(1+4)glucano (Tsai y Hassid, 1974).

Los precursores de otros polisacidridos como el glucdgeno (Kris-
man, 19723 Krisman y Barengo, 1975) y almidbén (Lavintman y Cardini,
1970; Lavintman y col., 1974), también son glucoproteinas. Sin em-
bargo, no parecen intervenir lipidos intermediarios en su sintesis,
posiblemente por tratarse de polisacdridos intracelulares. En el
caso de la celulosa, parece que el mecanismo es distinto, debido a
que la glucoproteina celulééica debe ser secretada al exterior, jun-
to a la pared celular, lo que haria necesaria la intervencidn de

1ipidos intermediarios.
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Esquema propuesto para la sintesis de glucoproteinas

Las reacciones 6 y 7 represen-

tan pasos que probablemente ocurren pero que no fue-

ron detectados.
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En ninguna de las teorias predominantes sobre el sitio de sin-
tesis de celulosa (aparato de Golgi o membrana celular) se explica
como el necesario nucledtido azficar atraviesa la membrana para fun-
cionar como dador de glucosilos. En este contexto, la intermedia-
cidén de lipidos transportadores en la membrana permite la éxplica—
cidn de un aspecto que no se tiene en cuenta en las hipdtesis.

Este trabajo no constituye solamente la primera demostraciédn de la
participacidén de lipidos intermediarios en la sintesis de celulosa,
sino también en la de homopolisacdridos.

Efecto de la cumarina

Desde tiempo atrds se conoce una serie de inhibidores del cre-
cimiento vegetal entre los que se encuentran la cumarina y sus de-
rivados (Nutile, 1945; Audus y Quastel, 1947; Audus, 1948; Goodwin
y Taves, 19503 Pollok y col., 1954, Haré y col., 1975; Burguess y
Linstead, 1977). Hara y col. (1975) demuestran que tiene una accidn
especifica en la formacidn de celulosa, no siendo afectada la sin-
tesis de otros polisacdridos de pared como las hemicelulosas o sus=-
tancias pécticas.

Sin embargo, la forma y el sitio especifico en que la cumarina
inhibe la-sintesis de celulosa no esténclaros hasta el presente.
Thimann y Bonner (1949), asi como Svensson (1971) postulan un efecto
" peactivo con los grupos -SH por parte de la cumarina, lo cual afec-
taria las enzimas responsables de la sintesis. Sin'embargo, el
agregado de &cido p-cloromercuribenzoico, conocido por su aceidn en
ese sentido, no mostrd los efectos especificos que posee la cumarina
(Hogetsu y ¢0l., 1974). Otro grupo de investigadores (Mayer y Polja
koff-Mayber, 1961; Stenlid y Saddik, 1962; Dedonder y Van Sumere,
1971) porponen que la cumarina y sus derivados son desacoplantes de
la fosforilacidn oxidativa teniendo, por lo tanto, un efecto indi-
recto en la sintesis de celulosa. Pero Hogetsu y col. (1974) de-
‘muestran que no es esta la accidén de la cumarina, puesto que el
2,4-dinitrofenol (desacoplante de fosforilacidén oxidativa) tampoco
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muestra los efectos que tiene la cumarina. Finalmente, un tercer
grupo de investigadores (Hara y col., 1975; Hogetsu y col., 1974;
Satoh y col., 1976) considera que la cumarina tiene un efecto espe-
cifico en la cadena biosintética de la celulosa, pero no se aclara
el punto metabdlico en el que la inhibieidn tiene lugar. Todo esto
llevdé a investigar este punto en el ‘sistema de P. zopfii.

Los experimentos "in vitro" indican que se produce un bloqueo
del 97% en la reaccidn 4 (fig. 81) a una concentracidén de 0,2mM.
Si bien a esa misma concentracién la formacidén de lipido-oligosaci-
ridos fue aparentemente estimulada, un aumento en la concentracidn
de cumarina inhibe también a estos compuestos, aunque en menor me-
dida que al'PSA._.Las demds reacciones no fueron mayormente afecta-
das. Un dato interesante es que la actividad de la celulosa sinte-
tasa dependiente de GDP-Glc (GDP—Glc:B(1+4)glucan sintetasa) no re-
sulta afectada por la cumarina, lo cual tambié&n resultd cierto en
sistemas libres de células en plantas superiores (Hopp y col.,1977¢c)
Se demostrd (Burguess y Linstead, 1977) que la cumarina inhibe es-
pecificamente la formacidén de microfibrillas en células cultivadas
de Nicotiana tabacum. Dado que en plantas superiores est@ amplia-

mente documentada la sintesis de celulosa a partir de GDP-Glc, se
concluye que es necesaria la formacidén de un precursor (del tipo
PSA) que es inhibido por la cumarina y que sirve de sustrato junto
‘a la GDP-Glec para el crecimiento de las microfibrillas celuldsicas.
Los experimentos "in vivo" indican que una concentracién de cu-
marina de 100 mg/l es suficiente para detener todo crecimiento del
alga. En cambio, concentraciones iguales o menores que 75 mg/l no
parecen tener efecto alguno en el desarrollo del crecimiento. Este
efecto -de tipo "todo o nada" fue observado también en otros siste-
mas (Svensson, 1971; Burguess y Linstead, 1977). Por microscopia
éptica, no se pudo detectar en modo alguno la formacidén de proto-
plastos, de lo que se concluye que la divisidén celular es inhibida.
Es posible que la cumarina tenga un efecto anidlogo (aunque su sitio
de acgién difiera) al que tiene la penicilina en sistemas bacteria-

nos L]
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CONCLUSIONES GENERALES

En bacterias, levaduras, animales y plantas superiores se han
descripto poliprenoles que actuan como lipidos intermediarios en
la sintesis de glicanos complejos. Se ha encontrado una clara di-
ferencia entre los poliprenoles de procariotas (undecaprenol) y de
eucariotas (dolicol). Se eligid un organismo (Prototheca zopfii)

eucariota perteneciente a un taxén (Chlorophyta) considerado como

relativamente primitivo entre los eucariotas, para estudiar el tipo
de poliprenoles que tiene y los derivados glicosilados que forma.

Preparaciones crudas de membrana de P. zopfii catalizan la in-
corporacidn de glucosa de~UDP—(14C)G1c a glucolipidos dcido 14bi-
les. Las propiedades del lipido aceptor endbégeno purificado con-
cuerdan con las de un poliprenol a-saturado. La naturaleza isopré-
nica del aceptor fue confirmada por biosintesis a partir de (1*C)-
MVA, dando una serie de poliprenoles con largo de cadena variable
entre Cgg ¥ Cjps5, como el dolicol.

A partir de UDP-Glc y dolicol fosfato endbégeno se han sinteti-
zado y purificado parcialmente varios glucolipidos. Las reaccio-
nes que dan origen a estos gluéolipidos se esquematizan en la figu-
ra 82. Estos glucolipidos al ser incubados en distintas condicio-
nes, son capaces de transferir su cadena de oligosacériébs a un
polimero hidrosoluble. Este polimero es hidrolizado por pronasa, celu-
lasa y B-glucosidasa. Sometido a degradacidén de Smith produce so-
lamente eritritol y glicerol en una proporcién de 8,2:1. Estos
datos nos indican que estamos en presencia de una glicoproteina
cuya porcidn glicosidica estd forﬁada por glucanos unidos en B8(1-+4).

Cuando se incuba UDP-(!%C)Glc md&s GDP-Glc, el polimero hidro-
soluble muestra una transferencia de radiactividad a un polimero
insoluble en 4dlcali caliente que se ha identificado como celulosa.
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Se estudid el sitio de accidn de la cumarina (inhibidor espe-
cifico de la sintesis de celulosa) determinidndose que produce un
bloqueo de la transglucosilacidn de lipidos a'proteinas, lo cual
confirma que los mismos son intermediarios en la sintesis de ce-
lulosa.

Ademids, se ha demostrado por primera vez la biosintesis de
esteril glucdsidos en algas a partir de UDP-(!%C)Glc y fracciones
enzimdticas de P. zopfii, detectandose las siguientes. reacciones:

UDP-Gle + esterol ====3-esteril+g-D-glucdsido + UDP
3-esteril-g-D-glucdsido ¥ FE —» 1isofE + 3-esteril-(6'-0-acil)-g-D-glucdsido
La UDP-Glc:esterol glucosiltransferasa fue parcialmente puri-
ficada con un aumento.de 34 veces en la actividad especifica y el

sitio intracelular de sintesis identificado con las membranas del

aparato de Golgi.

AP

A

fectfein.

H.E.Hoep ING.QGR. R.PONT Lxmica
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RESUMEN

Se demostrd la presencia de lipidos intermediarios en el alga Prototheca
zopfii. Estos lipidos tienen caracterfsticas esimilares al dolicol de hf-

gado, tanto en largo de cadena como en saturacidn del extremo a.

Se llevd a cabo su biosintesis a partir de MVA y se ubicd subcelularmente

este proceso en las mitocondrias y aparato de Golgi.

Las preparaciones particuladas de alga catalizaron la incorporacidén de glu-
cosa de UDP-(1%C)Glc a una serie de glucolfpidos que fueron caracterizados
como Dol-P-B-Gle, Dol-PP-a-Gle, Dol-PP-celotriosa y Dol-PP-B(1l+4)oligoglu-
canos. Los oligoglucanos unidos a lipido son una serie que va desde un di-

sacdrido hasta aproximadamente, un decasacirido.

Los glucolipidos descriptos tienen caracteristicas de intermediarios en la
sintesis de un polimero caracterizado como una glucoproteina "celuldsica".
Se observd que la cumarina inhibe especificamente la transferencia de oligo-

sacidridos de los lipidos a la proteina aceptora.

Cuando se agregd GDP-Glc al sistema, el polimero marcado se tornd insoluble
en dlcali caliente con las propiedades que caracterizan a la celulosa. Se
propone un esquema (fig. 82) con las reacciones que implican la sintesis de

precursores de la celulosa.

Fracciones de membrana de alga catalizaron, ademis, la transferencia de glu-

cosa de UDP~Glc a aceptores esteroideosenddgenos y su posterior esterifica=
. )

cidén con dcidos grasos a partir de un dador enddgeno de acilos en la siguien-

te forma:

UDP-Glc + esterol == 3-estgril-B-D-gluc6sido + UDP
3-esteril-p-D-glucdsido + FE ===1isoFE + 3-esteril-(6'-0-acil)-g-D-glucdsido

La glucosiltransferasa fue solubilizadd con detergente y purificada 34 veces
obteniendo una enzima que depende del agregado de esteroles exSgenos para su
actividad. Su ubicacidn intracelular es, fundamentalmente, en el aparato de

Golgi.
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- Esta es la primera comunicacidn, no sélo de la presencia de poliprenil fos-
fatos y de su sitio subcelular de sintesis, sino también de la formacidn de
sus derivados glucosilados en algas. Este trabajo es, ademias, la primera
demostracidén fehaciente de la participacidn de lipidos intermediarios en la

sintesis de celulosa.

Finalmente, las evidencias presentadas indican que los esteril glucbsidos y

sus derivados acilados son sintetizados en algas.
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