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INTRODUCCION

I. ÉSTRUCTURA Y PROPIEDADES DE LA CELULOSA

La celulosa constituye más del 50%del carbono orgánico pre
sente en la biosfera, es el polisacárido estructural de las pare
des celulares más abundante y sencillo del reino vegetal. La hi
drólisis completa de la celulosa con ácidos concentrados produce
únicamente D-glucosa, pero la hidrólisis parcial produce el disa
cárido reductor celobiosa, en el que el enlace entre las unidades
D-glucosa es B(1+H). El peso molecular mínimo de la celulosa se
ha estimado que varía 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 está usualmente
asociada a otros polímeros, principalmente hemicelulosas, pecti
na y proteínas. Las hemicelulosas comprenden un grupo variado y
definido de polisacáridos que producen por hidrólisis hexosas y
pentosas además de ácido glucourónico y galactourónico. Estos
polisacáridos fueron frecuentemente denominadoscelulosanos (Nor
man, 1937). Muchos de los mismos son homopolisacáridos de xilosa
y manosaque resultan solubles en álcali, pero cuya solubilidad
decrece al asociarse a la celulosa (Norman, 1937). La pectina es
un polímero del metil-D-galactouronato. De las proteínas asocia
das a la pared celular, la más conocida hasta ahora es la exten
sina unida en forma covalente a las fibrillas de celulosa y se pa

_rece a su contrapartida en los tejidos animales, el colágeno, por
su gran contenido de-hidroxiprolina.



1) Biosintesis de celulosa_

Los procesos celulares de crecimiento (reproducción y alarga
miento) llevan aparejados la síntesis de nuevos materiales de pa
red celular y por lo tanto de los polisacáridos constituyentes de
la misma.

Los precursores solubles de estos polisacáridos son los nu
'cle6tido-azücares, y una gran cantidad de trabajos se han escrito
respecto a su relacion con la sintesis de paredes celulares.

Comoconclusión de los mismos,se puede afirmar que el sustra
to a partir del cual la celulosa se alarga es la guanosina difos
foglucosa (GDP-Glc). Los primeros en demostrar el papel de este
precursor"in vitro"fueron Elbein y col. (195”). Estos autores
incubaron GDF-(1“C)Glcen presencia de un aceptor celulósico y
extractos enzimáticos logrando la incorporación de radioactividad
en material álcali insoluble. Exámenesmás detallados denotaron
que los azúcares agregados tenían una configuración B(1+H). La
reacción puede esquematizarse comosigue (Hassid, 1972):

nGDP-D-Glc + aceptor ———->aceptor-B(1+H)Glcn + nGDP
(celulosa)

Este mecanismofue confirmado con materiales de distinto origen
tisular y taxonómico (Elbein y col., 196u; Barber y Hassid, 1965;
Barber y col., 1964; Brummondy Gibbons, 1965; Ordin y Hall, 1967).
El sistema enzimático parece tener un alto grado de especificidad
hacia la GDP-Glc. -Ninguno de los glucosilnucleótidos marcados
conteniendo bases distintas a la guanosina pudieron servir como
sustratos en la formación de celulosa.

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



Este sistema demostró jugar en muchos casos un papel de tipo
compuesto, dado que cuando se utilizan concentraciones de UDP
Glc de 10'3 Mo mayores, se producen fundamentalmente glucanos
de uniones B(1+3) (callosa o laminarano); en cambio, cuando se
utiliza UDP-Glcen una concentración de 10’5 Mo menor, el glu
cano formado contiene exclusivamente uniones B(1+H) (celulosa)
(Hassid, 1972). Estas actividades no sólo muestran una afinidad
diferencial (Kmdistinto) por el sustrato, sino que son separa
bles por medios físicos (gel de hidroxilapatita) lo cual indica
la presencia de dos sistemas enzimáticos distintos (Tsai y Hassid,
1971). La actividad de la B(14H)glucan sintetasa dependiente de
UDP-Glc es estimulada 10 veces por el agregado de Mg++al medio
de incubación, a diferencia de la B(1+35g1ucansintetasa 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 síntesis de celulosa,
callosa, quitina y otros polisacáridos estructurales la formación
de un intermediario activado que proviene-de la transferencia de
glucosa de UDP-Glc(u otros nucleótido-azúcares) a un "activador".
Luegoeste intermediario transferiría la glucosa al polímero en
formación según el siguiente mecanismo:

UDP-Glc + activador —--> UDP + activador-Glc

n aCtivador-Glc ——-—>Glcn + n activador

La naturaleza posible de este activador no fue precisada por es
tos autores. Colvin (1961) sugiere la presencia de precursores
glicolipídicos en la sintesis de Celulosa, tanto en bacterias co
moen 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 sinfín de
evidencias en el sentido de que glicolipidos intervienen comoin
termediarios en la síntesis de las porciones glicosídicas de gli



Coproteínas en animales, bacterias y levaduras, así comotambién
en la sintesis de polisacáridos de pared en bacterias; lo cual se
analiza en detalle en las siguientes secciones. En plantas se de
terminó la formación de glicolípidos a partir de UDP-Glcy GDP
Man (Villemez y col., 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 está claro aun el papel que los mismos Cumplen.

También se ha sugerido frecúentemente la participación de i
glicoproteïnas 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-Glc.

Satoh y col. (1976) observaron la incorporación de glucosaha
BC1+H)glucanos por medio de fracciones citoplasmáticas, con velo
cidades mayores que en la pared celular. Experimentos de pulsos
en los que se agregaba compuestos no radioactivos después de in
cubación con precursores marcados indicaron que este glucano te
nía un recambio y que no era, probablemente, un producto final en
si mismo; lo que hizo postular a los autores su intermediación en
la síntesis de celulosa. Esta suposición fue confirmada por el
hecho de que-la cumarina, compuesto que inhibe especificamente la
sintesis de celulosa, inhibió también la síntesis de este glucano
soluble. El glucano no fue, sin embargo, caracterizado y los auto
res postulan que el mismoestá unido a una porción proteica, res
ponsable de su solubilidad, lo cual estaria de acuerdo con lo pro
puesto por Kjosbakken y Colvin (1975).

Brett y Northcote (1975) trabajando con arvejas notan incorpo
ración de glucosa a partir de UDP-Glca los siguientes compuestos:
lípidos, proteinas y glucanos insolubles. Los lípidos tienen uni
dos una o más glucosas via un fosfato o pirofosfato. Las proteí
nas, en cambio, tienen toda una cadena de azúcares unida también
a través de un puente fosfodiéster. Las glucosas se encuentran
conjugadas mediante uniones B(1+3) y B(1+u), pero la relación de



este tipo de uniones fue muydistinta en los tres tipos de com
puestos. Si bien no se probó una interrelación entre los mismos
los autores postulan el siguiente mecanismode síntesis:

[lípidïnZ/o]B(1+4)01igog1ucano+e(1+4)glucanopnfln
i ‘IF

UDP-Glc+ lipido glucosa mezcla de B(1+4) y B(1+3)glucanos.
1.‘

' [ggïoírg/o] B(1+3)oligog1ucano+B(1+3)glucano

Este tipo de vía metabólica proveería un mecanismo.por el cual po
lisacáridos distintos, originados a partir del mismonucleótido
azúcar precursor podrían ser controlados por el nivel de interme
diarios unidos a membrana.

2) Localización intracelular

El sistema enzimático de síntesis de celulosa, tanto a partir
de GDP-Glc como de UDP-Glc, está fuertemente unido a membranas y
tiene aparentemente un aceptor endógeno; pues preparaciones de mem
brana libres de pared celular poseen actividad sintética. La natu
raleza posible de este aceptor endógenoestá aun bajo discusión,
comoasí 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 polisacáridos y de lo que ocurre en otros sis
temas, se efectúa mediante enzimas localizadas en 1a membranace
lular. Explica el hecho de que muchosinvestigadores hallaran las
enzimas responsables de la sintesis de celulosa en organelas tales
comoel aparato de Golgi, comoque se trata de proteinas en tránsi
to hacia su destino definitivo: la membranacelular; no siendo fun



cionales "in vivo" hasta entonces. La segunda posición, es que
la celulosa sigue un esquemade síntesis parecido al de otros
polisacáridos y glicoproteínas en un ciclo típico de exocitosis
celular. Ambasposiciones tienen fundamentos experimentales que
las apoyan. Resumiremos algunos de ellos: Browny col. (1970)
describieron, en la haptofícea Pleurochrysis shgrffelii micro
fibrillas que, por su ordenamiento concéntrico, recordaban 1a
estructura de la celulosa. Estas microfibrillas estaban estre
chamente unidas a supuestos péptidos; Análisis detallados de las
inclusiones aisladas, llevados a cabo por Herth y col. (1972) in
dican que Se trataba de un polisacárido estructural celulósico co
valentemente unido a material peptídico, lo que hizo denominar al
mismoglicoproteína celulósica. Utilizando microscopía electróni
Ca y técnicas de fractura y grabado, pudo ser seguida la secuencia
de estas inclusiones, desde su formación en los dictiosomas hasta
su secresión por exocitosis. Se observó que las inclusiones se
iniciaban en una cisterna particular caracterizada por una dilata
ción central con una capa densa al microscopio electrónico en la
superficie de la membrana. Estas dilataciones fueron consideradas
tentativamente como"centros de polimerización" de las fibrillas
celulósicas proponiéndosela siguiente vía hipotética de síntesis:
1 - Un péptido se produce y deposita en la membrananuclear y re

tículo endoplásmico rugoso.
Este péptido es traslocado a las cisternas del aparato de Golgi.

3 - En las cisternas el polímero glucosídico se sintetiza por acti
vidad de las glucosiltransferasas (además de otras enzimas) so
bre el péptido el cual, en base a la morfología de las inclu
siones fibrilares, está en íntima relación con la superficie in
terna de las cisternas de Golgi. Este péptido está orientado,
tridimensionalmente, con un aminoácido portador de un grupo
hidroxilo hacia la cadena de azúcares naciente y puede funcio
nalmente determinar y controlar la iniciación de la síntesis,
el largo y la morfología de la cadena de polisacárido en forma
ción.



u - Finalmente, el complejo unido covalentemente de glucano celu
lósico y proteína es secretado exocitóticamente'al espacio
extracelular para ser incorporado a la pared celular.

Franke (1970) discute 1a presencia de cisternas similares en
otros organismos y sugiere que los mismos son indicadores morfoló
gicos de estadios determinados en la formación de polisacáridos.
El hecho de encontrar material celulósico en estas inclusiones
hizo interpretar a Browny col. (1970) sus resultados comouna
evidencia de la síntesis de celulosa por el aparato de Golgi. En
ciertas plantas superiores, las enzimasrelacionadas con la sínte
sis de celulosa fueron halladas en asociación con las cisternas de
Golgi y vesículas del reticulo endoplásmico (Ray y col., 1969;
Shore y Maclachlan, 1973) o Golgi y membrana plasmática (Van der
Woudey col., 197M). Esta hipótesis contrasta con los resultados
de otros investigadores (Preston y Goodman,1968; Abdul-Baki y Ray,
1971; Barber y col., 196M;Hassid, 1969) los que encuentran activi
dad de síntesis en la membranacelular; lo que hace sugerir a Pres
ton y Goodman(1968) que la síntesis se efectúa exclusivamente en
la membranacelular, y que comolas cisternas de Golgi se fusionan
y contribuyen funcionalmente a la formación de los componentes de
la membranaplasmática, el complejo de Golgi únicamente transpor
taría las enzimasresponsables de la síntesis de celulosa a la
misma (Northcote, 1971).

Respecto a otros polisacáridos hay evidencias de la partici
pación del aparato de Golgi en la síntesis de glicanos en Phaeo
phyceae. Estudios histoquïmicos al microscopio óptico en las algas
pardas Fucus (McCully, 1968) y Dictiyota (Evans y Holligan, 1972)
indican que el ácido algínico (ácido poliurónico) y polisacáridos
sulfatados comoel fucoidano son sintetizados en el aparato de
Golgi. o

Estudios citoquïmicos al microscopio electrónico para la de
tección de sustancias complejadas con carbohidratos (Thiéry, 1967)
y autorradiografías al microscopio electrónico utilizando leucina



marcada, muestran que los cuerpos de Golgi son los sitios de sín
tesis de las vesículas que contienen moléculas glic0proteicas de
exportación. El contenido de las vesículas se forma en asociación
con el adyacente reticulo endoplásmico rugoso a través de vesícu
las pequeñas de transferencia. El material glicoproteico es excre
tado de la célula por exocitosis y forma una sustancia extracelu
lar_de tipo fibrilar. Tambiénfue demostrada la participación del
aparato de Golgi en la formación de glicoproteínas en Bctocarpus
(Baker y Evans, 1973); Ceramium (Chamberlain y Evans, 1973);
Smithora naiadum (McBride y Cole, 1971) y de mucopolisacáridos en
Bulbochaete chiloensis (Retallak y Butler, 1972) de funciones aná
logas.

De estos resultados parece evidente que materiales comolos
polisacáridos son sintetizados y modificados en el aparato de Gol
gi en algas. Las enzimas necesarias para esta síntesis, tales como
las nucleótido-azúcares transglucosilasas, debenestar contenidas
en estas membranas.

II., BSTERIL GLUCOSIDOS

La cuestión de un aceptor para el grupo glucosilo está aun
sin respuesta. Un lípido intermediario sería vistoícomo un hecho
lógico en un sistema enzimático unido a membranadado que daría
una vía de transporte de la glucosa a través de la mismahacia la
pared celular.

Sin embargo, si un lípido intermediario participa en la forma
ción de polisacáridos 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 glucolípidos formados por el sistema de Egg;
totheca zopfii: esteril glucósidos y poliprenil glucósidos.



1) Estructura de los esteril glucósidos

Los esteril glucósidos (también llamados fitosterolinas) fueron
encontrados al estudiar la composición química de numerosas plan
tas vasculares, y probablemente se encuentren en todas ellas, y
están representados por una gran variedad de sustancias (Gallard,
1968; Courtois y col., 1970; 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
nicó 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 colL, 1970).

Por lo general existe una unión de tipo glucosídica entre el‘
extremo reductor del azúcar y el hidroxilo del C-3 del esterol,
aunque en esteroles polihidroxilados de animales se describieron
otros puntos de unión comoel caso de los 17 a-hidroxilesteroides
(Collins y col., 1970).

En plantas vasculares, los esteril glucósidos se ven por lo
general acompañadospor sus derivados 6'-O-aci1-B-D-gluc6sidos.
Es decir, la posición 6 del azúcar está esterificada por un grupo
acilo. La composición del grupo acilo de los AEGvaría considera
blemente dependiendo de la fuente y del estado de desarrollo del
tejido (Gallard, 1968; Lepage, 196u; Kiribuchi y col., 1966; Bush
y Grünwald, 1972; Singh y Privett, 1970; Nordby y Nagy, 1971). En
cambio, la composición del esterilo resulta más constante e idén
tica a la de esteroles libres en el mismotejido. En la figura 1
se muestran los EGy AEGmás frecuentes en plantas superiores:
B-sitosteril glucósido y acil-B-sitosteril glucósido.

La glucosilación enzimática de esteroles fue objeto de muchos
estudios. Se demostró que parte de la radioactividad originaria
de UDP-[U-1“C]Glcinyectada en hojas de diversas plantas se recupe
raba en EG'y AEG(Eichemberg y col., 1968). La transferencia de
residuos D-glucosídicos de UDP-Glca esteroles endógenos y la aci
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FIGURA1. Fórmula de las fïtosüuolinas más comunes halladas en
plantas superiores.
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lación de los mismosmediante dadores de acilos fue observada en
homogenatos de órganos de vegetales superiores crudos o fraccio
nados por centrifugación (Lepage, 196“; Kiribuchi y col., 1966;
Hou y col., 1968; Kauss y col., 1968; Onguny col., 1970; Péaud
Lenoél y Axelos, 1972; Forsee y col., 197M).

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

esterol acil-R
A) UDP-Glc :EG rAEG

acil-R esterol ácidos grasos

B) UDP-Glc4 (acil-D-gluoosil)-4» AEG—-L—-—> BG

2) Función de los esteril glucósidos

Se ha sugerido que las propiedades de las membranasson influi
das en gran medida por las interacciones entre fosfolípidos y es
teroles, particularmente las existentes por efecto del grupo hi
droxilo en la posición 3 de los esteroles y los grupos fosfato de
los fosfolípidos (Bittman y Blau, 1972; Hsia y col., 1972; Bowles
y col., 1977). Resulta evidente que la transferencia de glucosa
al grupo OHimpediría este tipo de interacciones, y que, seguido
de una subsecuente acilación, afectaría profundamentela organi
zación de la membrana.

' Unode los roles postulados para los esteroles en las membra
nas implica un adelgazamiento de la membranapor fuerzas polares
estereoespecificas y fuerzas hidrofóbicas entre los esteroles y
los constituyentes fosfolipïdicos (Bittman y Blau, 1972; Hsia y
colL, 1972). La formación de EGdestruiria esta interacción po
lar puesto que el esterol deja de tener el grupo hidroxilo libre
que puede formar puentes hidrógeno con los fosfolipidos (Grünwald,
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1971). Es posible que la acilación de los EGrefuerce las fuer
zas hidrofóbicas entre los fosfolïpidos y esteroles, pues la in
serción de una cadena de ácido graso adicional probablemente cam
bie apreciablemente la conformación espacial de estas moléculas.

III. LOS POLIISOPRENOIDES

Los isoprenos y sus derivados constituyen un conjunto de
productos naturales que tienen en comúnel hecho de ser derivados
poliméricos de la unidad:

CH3
I .

- CH2- C = CH - CH2 

La familia está constituida por muydiversos compuestos comoser
aceites esenciales, resinas, esteroides, hormonasvegetales (ácido
abscísico y giberelinas), carotenoides, poliprenoles y caucho. To
dos ellos están formados por dos o más unidades isoprénicas unidas
cabeza a cola (con la excepción de esteroides y carotenos), ya sea
en cadena abierta o formando sistemas cíclicos con uno o más ani
llos. Ademásde los compuestos insaturados múltiplos de la unidad
C5H3,se encuentran también,.en forma natural, deriyados por oxi
dación, reducción y/o pérdida de carbonos. En la tabla I se pre
senta un resumen de las clases_generales de isoprenoides. En plan
tas se sintetizan numerososmiembrosde la familia.

1) Poliprenoles oxigenadOS

Los poliprenoles oxigenados son un conjunto de moléculas for
madas por un número variable de unidades isoprénicas con la siguien
te fórmula general:



TABLAI:

Lafamiliadeisoprenoides.

Clase

Fórmula empírica

Ocurrenciayejemplo

Derivadosoxigenados

Isopreno Monoterpenos Sesquiterpenos Diterpenos Triterpenos Tetraterpenos Politerpenos

C5H8

CloHls Clstu Conaz CaoHua CuoHsu

(C5H3)n

Nosepresentaenlanaturaleza.‘ Aceitesesenciales,mirceno Aceitesesenciales,resinas Aceitesesenciales,resinas, terpenosdeC20 TerpenosdeC30,ubiquitosa,escualeno Carotenos,fitoenos Caucho,gutapercha

Isopentenilpirofosfato Dimetilalilpirofosfato Alcoholesterpénicos(geraniol, nerolidol),aldehidos,cetonas Alcoholesterpénicos(farnesol), cetonas,ác1dos(ác1doabscísico) Alcoholes(geranilgeraniol),fi tol(cadenalatebaldelaclorofila),vit.A,giberelinas,áci dosresínicos Esteroles(C30),saponinas,lu 'peol Xantofilas Alcoholes(betulaprenol,ficapre n01,solanesol,dolicol)

13.
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CH3
l

H(CH2 - c = CH - CH2)n ¿OH

Sus características son:

a) El número de unidades iSOprénicas (n) fluctúa entre 5 y.2u
(Hemming, 197“).

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

c) Debido a la presencia de dobles enlaces, se originan isómeros
gig y trans, y mezclas de ambos. Si bien en la naturaleza se
encuentran compuestos 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 (Hemmingy
col., 1963) o todas gig como el caucho (Wildman y Cohen, 1955;

'Bonner, 1965) parece ser que los poliprenoles con funciones de
intermediarios poseen ambos tipos de enlace (Hemming, 197M).

La tabla II muestra los poliprenoles más comunesencontrados
en la naturaleza y su estructura. Comopuede verse, la estructura
de los poliprenoles lleva aparejada una mezcla de residuos gig 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 configuración gig.

Con la excepción del dolicol y de los hexohidroprenoles, los
cuales tienen la unidad a saturada, los poliprenoles son por lo
general alïlicos.

Hgmgnclaturade poliprenoles. La nomenclatura tradicional hace re
ferencia por un lado a la fuente de donde se los aisló. Por ejem
plo, ficaprenol, porque se purificó de las hojas del gomero, Ficus
elastica; castaprenol, porque se obtuvo del castaño,etc.; y por el
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TABLAII: Estructura y fuente de algunos poliprenoles oxigenados

Poliprenoles Estructura Puente

Betulaprenol (6-9) m-T-T-C-(C)n-C—OHn=1-4 Plantas superiores

Dolicol (1n-21) m-T-T-C-(C)n-S-OHn=9—16 Levaduras, mamíferos, inverh
tebrados marinos, plantas
amerfines

Espadiool (10) w-T-T-T-(T)n-T-OHn=5 Plantas superiores

Ficaprenol (10-13) m-T-T-T-(C)n-C-OHn=H-8 Plantas superiores

Hexmtkkopolüneno
les (19-23) S-S-T-T-(C)n18—OHn=14-18 Aspergillus fumigatus

Solanesol (9) w-T-T-T-(T)n—T—OHn=H Plantas superiores

Undecaprenol (11) m-T-T-C-(C)n—C—OHn=6 Bacterias

m: w-residuo isoprénico; T: residuo isoprénico con doble ligadura en configura
ción trans; C: residuo isoprénioo con doble ligadura en configuración gig;
S: re51duo isoprénico saturado (Hennang, 197M).

otro, al largo de cadena, por ejemplo, undecaprenol,_dodecaprenol,
dolicol (del griego dolikos = largo), etc. h

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

Los principales defectos que adolece esta nomenclatura son:

Dice muypoco con respecto a las características químicas (ejem
plo: númerode saturaciones, ubicación de sustituyentes) y estereo
químicas (ejemplo: tipo y ubicación de los dobles enlaces).

Aún cuando sus propiedades permitan agruparlos, al crecer el nú
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mero de fuentes de donde se los extrae crece en forma paralela el
número de nombres (Hemming, 197M).

Debido a las dificultades enunciadas Hemming(197M) propuso
una nomenclatura basada en la que la IUPACrecomienda para las
quinonas poliisoprenoideas.

En dicha nomenclatura se indica con números arábigos el largo
de la cadena, en unidades isoprénicas, y con números 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
seguirá usando la nomenclatura tradicional.

'Propiedades de losgprenil fosfatos. Unade las características
distintivas es su estabilidad frente a tratamientos alcalino sua
ves, lo que posibilita su separación de los fosfolïpidos con los
cuales se co-extrae (Dankert y col., 1966).

La presencia o no de un doble enlace en 1a unidad a, es decir,
la que lleva el grupo alcohólico, permite, clasificarlos en éste
res alílicos (con doble enlace) y a-saturados (sin él).

En 1a figura 2 aparecen en forma esquemática los dos tipos de
compuestos.

Fosfato alílico
9Ha 9Ha

H(CH2 - C = CH — CH2)n_1 - CH2 — C = CH - CHz - o - P

- Fosfato a-saturado
9Ha 9Ha

H(CH2 - C = CH - CHZ) - CHz — 9 - CH2 - CH2 - 0 - P
H

n-l

Figura 2: Bsteres alíliCos y u-saturados.
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Comose observa ambos poseen nn 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 función a1
cohólica. Esta insaturación hace que el resto fosfórico sea más
lábil a ciertos reactivos (ácido suave, reducción con H3, fenol).

En forma general, comoya se indicó; a los derivados con una
doble ligadura en la unidad a se los llama alil derivados y, por
ser el éster fosfórico del dolicol el másestudiado de los deriva
dos a-saturados, a estos se les suele llamar comunmentederivados
dolicólicos.

2) Biosíntesis de poliprenoles

El conocimiento actual sobre la biogénesis de los isoprenoides
nos indica que todos los átomos 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 MVAes el primer metabolito especifico de la cadena biosinté
tica de los isoprenoides. El monómerobásico a partir del cual los
isoprenoides son polimerizados, es el isopentenil pirofosfato (IPP).
El MVAes fosforilado por la MVAquinasa con ATP cOmo dador de fos
fato. En un segundo paso el MVA-Pes nuevamente fosforilado para
originar MVA-P-P(pirofosforil mevalonato). El grupo carboxilo de
este último compuesto es eliminado, seguidamente, como C02 produ
ciéndose en forma simultánea la pérdida de HZOentre los carbonos 2

'y 3. De esta forma se sintetiza A3-isopentenil pirofosfato. EStOS
pasos se esquematizan en la figura H.

La unión de los monómerosC5-PP para formar terpenos, sesquiter
penos e isoprenoides mayores se realiza por adición de una molécula
de IPP a un residuo DMAPP(sea a eSta misma molécula o a una cadena
en crecimiento con terminación pirofosforil alilica). En cada con
densación (catalizada por 1a enzimaprenil-transferasa) se pierde
un grupo pirofosfato del prenil fosfato alilico y se reordena la
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3 CH3 - COOH + 3 CoA + 3 ATP;:==É3 CH3C0C0A + AMP + 3 PPi

CH3-COCOA CH3-COCOA

acetil CoA"

CHg-COCHz-COCOA+COA
aceto-acetil CoA

CHg-COCoAz

OH

CHg-é-CHz-COCOA
CHz

' ¿00H

B-hidroxi-B-metil glutaril CoA

2 NADPH + H+

OH

CHa-é-CHz-CHZOH + 2 NADP+ + CoA 7

9H2
COOH

ácido mevalónico (MVA)

FIGURAa: Formación de ácido mevalónico a partir de ácido acético.
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OH OH
l i

CH3-C-CH2-CH20H+ 2 ATP = CHa-Ic-CHrCHZO-P-P + 2 ADPl

9H2 PH:
COOH COOH

clm CI)H

CHa-o-CHz-CH20—P—P + ATP —>CH3—C--CH2-CH20-P-P + coz + ADP + PiI

CHZ CHz
I

COOH

H3\ CH3\
/C-CH2-CH20-P-P= /C=CH=CH20-P-P

CHZ IPP CH3 DM A PP

FIGURA4: Formación de isopentenil pirofosfato (IPP) de mevalonato
y su isomerización a dimetilalil pirofosfato (DMAPP).

molécula por traslado de 1a doble ligadura del IPP agregado, de ma
nera de'originar un nuevoprenilfosfato alïlico.

La figura 5 muestra el mecanismo de crecimiento propuesto para
.los poliprenoles. En cada condensación se pueden obtener dos posi
bles isómeros de configuración gig o trans. Está generalmente acep
tado un concepto según el cual la enzima preniltransferasa da origen
a un solo tipo de isómeros. Dadoque los poliprenoles de cadena lar
ga tienen dobles ligaduras tanto en gig comoen trans, debe conside
rarse-la existencia de por lo menosdos preniltransferasas en la bio
síntesis de los mismos.

Poco se conoce de la síntesis.de poliprenoles "in vivo". La di
ficultad mayor es 1a conocida incapacidad del MVAde pasar a través
de las membranas. I

Durr y Habbal (1972) comunicaron la síntesis de undecaprenol bac
teriano en preparaciones libres de células de Lactobacillug planta
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53m. La misma requiere la presencia de membranas, en contraste
con la síntesis de prenoles cortos (C15 - C20) que se sintetizan
con enzimas solubles. Algo similar ocurre en la síntesis de doli
col en-organismos superiores que fue investigada por nuestro grupo
de trabajo (Daleo y Pont Lezica, 1977; Daleo y col., 1977; Hopp y
col., 1977). La gran mayoría de los prenoles cortos tienen con
figuración trans en todas sus unidades y son sintetizados por pre
niltransferasas solubles. El requerimiento de membranaspuede ser
explicado por la presencia en las mismasde una gig-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 configuración trans. Es
tos prenoles cortos (C15 o C20) son tomados por preniltransferasas
particuladas, las cuales a diferencia de las solubles confieren una
configuración gig a las nuevas unidades condensadas.

La hipótesis de que estas últimas enzimas sean particuladas y
no solubles se basa no solo en el requerimiento de membranaspara
que la síntesis tenga lugar sino también en las características
hidrofóbicas que adquiere el sustrato al llegar a ese largo de ca
dena.

Es de notar que un esquema como el propuesto denotaría una vía
común,soluble, para la síntesis de toda la familia de isoprenoides,
la cual se ramifica al llegar los mismosa un largo de cadena de
C15 - C20 donde pueden ser tomados ya sea por las gig-preniltrans
ferasas.particuladas mencionadas o por enzimas que unen prenoles
cabeza a cabeza (en lugar de cabeza a cola) como en el caso de la
biosíntesis de esteroles, carotenos y xantofilas.

3) Localización subcelular
O

La gran mayoría de los poliprenoles hallados en tejidos animales,
en los Aspergilli y en las plantas superiores se presentan esteri
ficados con ácidos grasos de cadena larga. Esto los hace tan hidro
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fóbicos que es dudoso que puedan cumplir un papel distinto al
estructural. Tanto en hígado porcino comoen Aspergillus fumi
gatus se concentran en la fracción nuclear de la célula, a dife
rencia de los poliprenoles libres que fueron hallados en mayor
proporción en la fracción mitocondrial (Butterworth; 196M;Wall
burn y Hemming,1966). La forma activa de los lípidos interme
diarios, es decir fosforilada (Dol-P) tiene un nivel de concen
tración extremadamente bajo. Debido a ello la mayoría de los mé
todos utilizados hasta ahora para su determinadïón kon muyindirec
tos y discutibles. Dallner y col. (1972) estimaron la concentra
ción de Dol-P comparandola estimulación de sintesis de Dol-P-Glc
a1 agregar a un sistema enzimático de síntesis, el dolicol fosfato
aislado de las distintas fracciones subcelulares, Esta concentra
ción (por mgde fosfolïpidos) fue mayor en las fracciones nuclear,
Golgi y reticulo endoplásmico rugoso; menor en membranaplasmática
y mitocondrias, e intermedia en el reticulo endoplásmicoliso.

Keenany col. (1977) midieron la radioactividad en las distin
tas fracciones después de inyección intravenosa de dolicol tritia
do exogeno en ratas. Encontraron que 1a marcación se localiza
fundamentalmente en las mitocondrias, especialmente en la membrana
externa de las mismas.

i En plantas superiores solo fueron investigados los poliprenoles
libres. Se notó una correlación entre el aumento en edad de la
planta y el incremento de concentración de poliprenoles libres en
hojas. Estos están localizados en gran parte en los glóbulos gra
sos osmiofïlicos del interior de los cloroplastos (Wellburn y He
mming, 1966). De los poliprenoles remanentes, parte de ellos están
asociados a las lamelas de los cloroplastos y parte a la pared ce
lular (Wellburn y Hemming,1967). Sería de interés investigar si
los poliprenil fosfatos están también presentes en estas fracciones
particuladas.

En bacterias tanto el undecaprenol, comosu derivado fosforila
do están unidos a membrana. Lactobacillus plantarum contiene estos
compuestos tanto eh la membrana plasmática como en la mesosomal
(Thorne, 1972; citado por Hemming, 197M, como comunicación personal).
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IV. POLIPRBNIL FOSFATOS COMO"LIPIDOS INTERMEDIARIOS"

B1 descubrimiento de los nucleótido-azúcares por Leloir y
sus colaboradores en 1950 (Caputto y col., 1950) inició una nue
va era en la investigación del rol de estos compuestos activados
comodadores de unidades glicosídicas en 1a síntesis de polisacá
ridos complejosyglicoproteinas.

En la síntesis del glucógeno, del almidón y de otros polisa
cáridos (Leloir y Cardini, 1957) un azúcar activado o nucleótido
azúcar, cede su resto glicosídico a un aceptor que por lo general
es el polisacárido en crecimiento. La figura 6 ilustra el caso
del glucógeno.

CHZOH CHZOH CHZOH CHZÓH

O-PP-U o OH

n

FIGURA6. Síntesis de glucógeno

Quince años más tarde se dió a conocer un nuevo desCubri
miento de capital importancia: para la transferencia de azúcares
de los nucleótido-azücares a sus aceptores definitivos, los gli
canos de la pared celular bacteriana, eran necesarios compuestos
lipofílicos conteniendo residuos glicosidicos (Andersony col.,
1965; Weiner y col., 1965; Wright y col., 1965). .Bn contraste
con los hidrofilicos nucleótido-azúcares estos derivados activa
dos son hidrofóbicos. B1 azúcar está unido glicosídicamente al
lípido a través de un puente fosfato o pirofosfato. Su síntesis
a partir de nucleótido-azúcares y lipido-fosfatos es catalizada
por enzimas asociadas a la membrana. Estos "lípidos intermedia
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rios" cuya función es "mediar" en la síntesis de algunas macro
moléculas, actúan en la siguiente forma general:

NDP-azúcar- lípido aceptor-azúcar

NDP lípido azúcar aceptor

L_________J L____________J t____________iJ

fracción soluble' fracción particulada fracción soluble_
O'gntimflada

FIGURA7. Esquema general de síntesis de macromoléculas
por mediación de lípidos.

Aunqueestos compuestos fueron originalmente descriptos en
relación con los polisacáridos complejos de las paredes bacte
rianas, su existencia y función se estudió pronto en otros siste
mas tanto en organismos procariotas comoeucariotas. Su papel es
equivalente al de los nucleótido-azücares en cuanto a que ceden
su resto glicosílico a un aceptor, la diferencia consiste en que
la reacción se desarrolla en un medio hidrofóbico.

1) Naturaleza del lípido glicosilado

A los pocos años de su descubrimiento, más exactamente en
1967, en forma casi simultánea en los laboratorios de Robbins
(1967) y Strominger (1967) mediante espectrografía de masas, se
dilucidó la estructura de los'lípidos intermediarios" involucra
dos en la síntesis del polisacárido 0 y de la mureína (pared ce
lular bacteriana). Ál analizar los espectros se comprobóque co
rrespondían a compuestos de naturaleza prenólica y específicamen
te al undecaprenol.
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En eucariotas fueron Behrens y Leloir (1970) los primeros en
señalar la existencia de derivados poliprenólicos unidos a azúca
res en higado de rata, y postularon al dolicqfi comocomponente li
pídico de los mismos.

2) Microorganismos

a) Biosïntesis de péptidoglicanos

El mecanismode biosíntesis del péptidoglicano de la pared
celular bacteriana ha sido estudiado en forma exhaustiva en gtgf
phylococcus aureus y Micrococcus ¿ysodeikticus. El mecanismo
Uformuladopor 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; Sienert y Strominger, 1968; Strominger y col., 1972)
para g. aureus está esquematizado en la figura 8. Se puedén dis
tinguir cuatro etapas en 1a biosïntesis:

1 - Formación de un intermediario disacárido: lípido-P-P-NAcGlc
NAcMur-(pentapéptido); reacciones 1 y 2 (la reacción 1 es re
versible).

2 - Modificación del péptido por amidación del carboxilo a del
ácido D-glutámico (reacción 3) e introducción de la unidad
puente pentaglicina (reacción H).

3 - Transferencia del disacárido al aceptor polisacárido endógeno
en formación y liberación del undeCaprenil pirofosfato del
péptidoglicano lineal (reacción 5). En Bacillus licheniformis
la transferencia al polisacárido endógenose hace en el extre
mo reductor (Ward y Perkins, 1973)a

H - Transpeptidación del nuevo péptido con cadenas preexistentes
en la_pared formando el polímero de uniones cruzadas (Ward,
197“; Wardy Perkins, 1974). El undecaprenil fosfato debe ser
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Lípido-PP-blIAcMur'
UDP-mmm L-Ala UDP-NAcGlc

L-Ala UMP .

D-élu.COOH‘ D'É‘lu'COOH
' L-Lis

D-Ála

D-Ála

UDP

Lípido-P .
LípidD-PP-NACMUP-NACGIC

l u

L-Ala
I

' D-Glu. CDOH

P. 6 L.Llsl l
D-Ala

l

D-Ala

, . 3
Llple-PP +

Glicil-tRNA ATN“

5 u

Aceptorhb'IAcMurhNAcGlc . -_
LrAla LÍple-PP-I‘fAchm-NACGIC

l

D-Glu.CONHg ¡“31a
' - D-Glc.CONH2

(Gli) s-L-Lis Aceptor pared . _ ' .

¡ D-A'la
D-Ala D_Ala

FIGURA8. Biosíntesis del peptidoglucano de Staghxlococcus
aureus (Osborn, 1969).
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regenerado enzimáticamente (reacción 6) antes de volver al
ciclo comolípido aceptor.

b). Biosíntesis del antígeno O

Poco después del descubrimiento del rol de los "lípidos inter
mediarios" en la síntesis de peptidoglicanos, una serie de com
puestos análogos fueron encontrados en la síntesis del antígeno 0
de Salmonella (Weiner y col., 1965; Wright y cog.,.1%@5). La ca-.
dena de antígeno O de g. tthimurium está compuesta de tetrasacá
ridos ramificados que forman las Unidadesrepetitivas. El trisa
cárido repetitivo es manosil-ramnosil-galactosa y la abecuosa uni
da a la manosa forma la ramificación.

g. newington contiene el mismotrisacárido repetitivo pero las
configuraciones anoméricas son distintas y no tiene azúcar ramifi
cado. La vía metabólica corrientemente postulada (Osborn y Weiner,
1968; Kent y Osborn, 1968) para g. tthimurium se esquematiza en
la figura 9. Una vía similar fue demostrada por Robbins y col. en
g. newington (Wright y col., 1965; Dankert y col., 1966; Robbins y
col., 1966). Se pueden distinguir tres etapas:
1 - Ensambladode la unidad repetitiva del antígeno O a un inter

mediario lípido-oligosacárido (reacciones 1 a H).

2 - Polimerización de las unidades repetitivas para formar las ca
denas de polisacáridos del antígeno O estando ann unidas al lí
pido (reacción 5).

3 —Transferencia de la cadena completa del antígeno 0 del "lípido
intermediario" a la región central del lipopolisacárido (reac
ción 6). La regeneración de 1a forma activa del "lípido inter
mediario" (reacción 7) completa el ciclo.

Merece destacarse que en la reacción 1 la UDP-Galcede Gal-l-P
y no Gal al prenil-P aceptor formándose el prcnil-PP-Gal y que esta
reacción es reversible.
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UMP

. Lípido-PP-Gal
ITP-Ran

. 2UDP-Gal .
1 Lípido-PP-Gal-Ram

IipidyP 3
' GDF-Man

7

Pi Lípido-PP-Gal-Pam-Man

[Lípido-PP] u CDP’Abe

Lípido-PP-Gal-RamrMan-Abe

Abe ! Abe
I l

Lípido-PP-Gal-RamrMan.———————Gal-Ram-Man n

lipqxflismïüfidacenuül

Abe
n

Lipmxflisadñfido qafizal-———Gal-Rïmen n

O

FIGURA9. Biosíntesis del lipopolisadárido de Salmonélla
tXBhimurium (Osborn, 1969).
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Las reacciones 2 y 3 siguen el esquema clásico y una vez for
madala unidad repetitiva esta se polimeriza sobre el lipido dan
do origen al polisacárido 0. La función de los "lípidos interme
diarios" seria entonces no solo adaptarse a un medio hidrofóbico
sino también facilitar el montaje de la unidad repetitiva como
etapa previa a la polimerizaciónh

Otra novedad del sistema consistió en que a diferencia de lo
que sucede en la síntesis de otros polisacáridos el crecimiento
de la cadena es por el extremo reductor (Robbins y col., 1967)
tal cual se ve esquemáticamente en la figura 10. Es decir, la
cadena oligosacárida creciente es transferida a una nueva unidad
repetitiva a semejanza de lo que sucede en la síntesis de poli
péptidos y ácidos grasos.

man
lram
lgal
l

man man
ram ram

a lgal gal
l Iman man man

ram ram ram

ga gal ——->- gal +
I

P P 15 P_
I l- | |.
P P P P
n l Iprenol prenol prenol prenol

FIGURA10. Mecanismode polimerización del chisacárido 0
(Robbins y col., 1967).

La reacción 6 fue estudiada especialmente en la biosintesis
de la mureína o pared celular (Goldmany Strominger, 1972). Par
ticipa una fosfatasa que quita un fósforo al prenil difosfato,
lo cual le permite al lipido entrar nuevamenteen el ciclo. Di
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cha cnzima es específicamente inhibida por la bacitracina (Siewert
y Strominger, 1967; Stone y Strominger, 1971).

Se ha señalado 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 reacción inversa, es decir, fosforila el
prenol (Willoughby y col., 1972).

Esquemasanálogos al presentado han sido descritos para la sín
tesis del polisacárido O en g. 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 polisacárido en
Aerobacter (Troy y col., 1975).

En algunos sistemas formados por unidades repetitivas tetramé
ricas, en que uno de los azúcares forma una rama lateral, tales co
molas unidades que intervienen en la síntesis del polisacárido 0
en g. typhimurium (Osborn, 1969), o en la síntesis de un polisacá
rido capsular en Aerobacter (Troy y col., 1975), el azúcar de la
ramificación es cedido por un nucleótido-azúcar en presencia de la
transferasa respectiva.

En g. typhimurium, se ha demostrado que "in vitro" la abecuosa
solo se incorpora cuando el trisacárido man-ram-gal está unido al
prenil pirofosfato. Unavez producida la polimerización, el poli
sacárido formadodeja de ser sustrato para la abecuosil transfera
sa (Ósborn y Weiner, 1968).

Existen sin embargootros sistemas en los cuales 1a rama glico
sïdiCa lateral no es cedida por el nucleótido-azúcar sino por un
lípido monofosfato azúcar (Wright, 1971; Nikaido y col., 1971; Ni-.
kaido y Nikaido, 1971). El caso mejor estudiado y el primero des
crito es el de la síntesis del polisacárido 0 en g. minneapolis,
en donde Wright (1971) demostró que la rama lateral de glucosa se
incorpora de acuerdo a la secuencia de reacciones siguiente:

1) UDP-Glc + UnMP —> UnMP + UDP

2) UnMP-Glc + Aceptor --t> Aceptor-Glc + UnMP
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Nuevamenteacá aparece un prenil fosfato, pero a diferencia
de lo visto en los ciclos biosintéticos del tipo descrito para el
polisacárido 0, el lípido está unido a1 resto glicosilo por un
puente monofosfato. El lípido resultó ser también undecaprenol,
indistinguible con los métodosactuales del que participa en la
síntesis del polisacárido 0. En la reacción 2 el aceptor más pro
bable sería un hexa o nonasacárido unido al undecaprenil difosfato
(Wright, 1971).

Sistemas análogos han sido estudiados por Nikaido y col. (Ni-'
kaido y col., 1971; Nikaido y Nikaido, 1971) en g. txphimurium.
Sasaki y col. (1974) confirmaron los resultados de Wright.

'Luego de haber visto en forma somera la síntesis 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 problemade, a.partir
de precursores hidrofílicos, sintetizar una macromoléculaen un i
medio lipofílico comoes la membranacelular. Estas dos solucio
nes son:

a) Mediante un fosfolípido, la fosfatidiletanolamina, que provee
el medio hidrofóbico necesario, pero no participa directamente
en las reacciones que dan origen a la región central de la mo

llécula.
b) Mediante el undecaprenil fosfato que participa directamente en

el ciclo biosintético del polisacárido O.
En este último caso exiSten dos tipos de unión azúcar-prenol

que parecen cumplir funciones diferentes. Si el puente es difos
fato, permite la formación de polímero. Si la unión es a través
de un solo fosfato, se agregan azúcares al oligómero o polímero
ya formado.

En general los azúcares unidos mediante el enlace difosfato
dan origen a la formación de la cadena principal de la macromolé
cula comose vio en la biosíntesis del polisacárido 0.
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El lípido que participa en la síntesis del péptido-glicano y
del antígeno O ha sido identificado por Higashi y col. (1967) y
Wright y col. (1967) comoun fosfomonoéster de alcohol isoprénico
de C55 con la siguiente fórmula:

cHa CH3l C33
H203-P-0-CH2-CH=C-CH2-(CHZLCH=C-CH2)9-CH2-CH=C:

' C H3

En ambos casos la identificación se basó primariamente en la es
pectroscopía de masas del lípido obtenido por hidrólisis ácida
suave del oligosacárido intermediario altamente purificado.

c) Biosíntesis de otros glicanos complejos

Desdeel descubrimiento de intermediarios lipídicos en la sín
tesis de peptidoglicanos y cadena hidrocarbonada del antígeno O,
se comunicóla participación de compuestos similares en la sín
tesis de una gran variedad de glicanos.

1).Mananos.Unintermediario lípido-fosfodiester-azúcar está rela
cionado con la síntesis de mananoen Micrococcug lysodeiktus (Scher
y Lennarz, 1969). El lípido aceptor fue aislado y caracterizado
comoundecaprenil fosfato (Lahav y col., 1969). La fracción iso
prénica del intermediario parece ser idéntica a la descripta en
la síntesis del peptidoglicano y del antígeno O, pero el azúcar
está unido al lípido por un puente fosfodiester en vez del piro
fosfato encontrado en los sistemas mencionados.

El undecaprenol fosfato manosa parece tener comofunción sola
mente completar la síntesis del mananoendógeno de manera similar
a la que el undecaprenil fosfato glucosa lo hace en las ramifica
ciones del antígeno O de Salmonella. El agregado de unidades mano
sa al extremo no reductor es análogo al sistema clásico de síntesis
de glucógeno y almidón: por agregado de unidades glucosa a los ex
tremos no_reductores de las cadenas en crecimiento (Leloir y col.,
1961); en contraste con el mecanismode síntesis del antígeno 0.
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2) Manoproteïnas de levaduras. En la biosíntesis de las manopro
teínas de Saccharomycescerevisiae se encuentran involucrados lí
pidos intermediarios (Babezinski y Tanner, 1973; Sharma y col.,
1974; Sentandreu y Lamper, 1971; Bretthauer y col., 1973) que fue
ron identificados comoderivados de dolicol monofosfato (Jung y
Tanner, 1973). Unicamente el residuo manosa unido a la serina o
treonina es transferido via do1icol fosfato (Babezinski y Tanner,
1975; Sharma y col., 197M). Las demás manosas que forman el oligo
sacárido son transferidas en forma directa de GDP-Mansin partici
pación de poliprenil fosfatos (Lehle y Tanner, 197W). Se demostró
que una cadena de considerable tamaño de manosas formando parte del
polimanósido, está unida por un puente di-fi-acetilquitobiosa pro
bablemente a un residuo aspaxagina de la proteína (Tarentino y col.,
197M). El polisacárido de la glicoproteína mostró tener dos partes:
una región central de aproximadamente 15 unidades de azúcar y una
región periférica externa de cadena considerablemente más larga
(Nakajima y Ballou, 197H). Es posible que un Dol-P-P-oligosacárido
conteniendo di-fl-acetilquitobiosil-(Man)n tenga participación_en
la formación de la región central, o por lo menosparte de ella
(Lehle y Tanner, 1975).

3) Polisacáridos capsulares. El polisacárido capsular de Aerobac
Egg aerogenes está compuestopor un trisacárido repetitivo galacto
sil-manosil-galactosa, con una ramificación de un residuo de ácido
glucurónico en cada unidad'de manosa. La participación de lípidos
intermediarios fue demostrada en este sistema por Troy y col. (1971).
El lípido aceptor fue caracterizado por espectrometría de masa como
undecaprenil fosfato. La primera reacción, reversible, permite la
formación de undecaprenil fosfato galactosa. Las unidades manosa
y ácido glucourónico son subsecuentemente agregadas en forma se
cuencial al lípido intermediario'galactosa. Luegode formadoel
lípido tetrasacárido, este debe combinarse con otro lípido comple
jado de manera similar, resultando la formación de un intermediario
octasacárido.
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Finalmente, el octasacárido (resultante de dos unidades repeti
tivas de tetrasacárido) es transferido del lípido al aceptor para
formar el producto, liberándose el lípido pirofosfato que previa
pérdida de un fosfato, puede reciclarse.

H) Síntesis de manolípido micobacteriano

Preparaciones particuladas de Mycobacteriumtuberculosis cata
lizaron la síntesis de un glicolípido identificada comodecaprenil
fosfato manosa (Takayama y Goldman, 1970). Si bien es conocida la
extructura de este compuesto, parece estar únicamente involucrado
en la biosíntesis de polimananos y no en la de dimanosil diglicéri
dos o de oligomanósidos unidos a mioinositol (Hemming,197“).

S) Acidos teicoicos

El ácido teicoico constituye el polímero constitutivo de la pa
red celular de las bacterias Grampositivas, y tiene, en su compo
sición fi-acetil-glucosamina y glicerol unidos ambospor puentes fos
fodiéster. Durante la biosíntesis de ácido teicoico en Staphylo
coccus lactis se detectó la presencia de lípidos intermediarios con
teniendo fl-acetilglucosamina y glicerol (Douglas y Baddiley, 1968;
Baddiley, 1972; Hussey y Baddiley, 1972). La estructura de este lí
pido no está aun determinada, sin embargo los autores sugieren que
se trata de poliprenol fosfato basados en la labilidad al ácido del

'intermediario (figura 11). '
Por otra parte Enhdler y Glaser (197Hb) no hallaron evidencias

de intervención de undecaprenil fosfato en la síntesis de polirri
bitol fosfato en Staphylococcus aureus. Estos autores notaron que
sí existía un transportador con ácido lipoteicoico, pero que el
mismocontenía glicerol fosfato glucosa y ácidos grasos en una rela
ción 1:1:0,1:0,1, el cual funciona comoaceptor en este sistema
(Hfiedler y Glaser, 1974a).



35.

CDP-glicerol lípido-P-P-NAcGlc-P-glicerol

UMP lípidoéP-P-NAcGlc

aceptor

UDP-NAcGlc

lípido-P" aceptor-(P-NAcGlc-P-glicerol)n

FIGURA11. Sistema de síntesis de ácido teicoico en S. lactis
según Baddiley y col.

La distribución en microorganismos de enzimas que catalizan la
síntesis de derivados glicosïdicos es muyamplia y día a día se co
munican nuevas especies en las que se las encuentra. La tabla III
resumeesta distribución.

TABLAIIÍ: Sistemas en los que se han descripto lípido-fosfo-azúcares en microm
organismos (Romero, 1977).

Iipid) Rxmte

-P-Man Micrococcusrlysodeikticus, Mycobacteriumfuberculosis,
mXcobacteriumsme tii, Saccharomyces.cerevisiae, Hanse
nula holstii, Aspergillus niger

-P-Glc Salmonella, Shigella flexneri, mzcobacteriumsmegmatis,
Bacillus licheniformis, mutantes de Escherichia coli,
Saccharomïces cerev1c1ae, Tetrahxmena Blrlfbrmls

-P-Gal Acetobacter ¿ylinum
-P—2-deoxiGlc Saccharomyces cereviciae
-P-NAcNeu Escherichia coli
¿PP-Gal Salmonella newingggn, Salmonella gyghimurium, Aerobacter

aero enes
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Lïpido Fuente

-PP-Glc Klebsiella aerogenï, Acetobagg filinum
-PP-Gli Bacillus licheniformis I

—PP-NAcGlc St_apjylococcuslactis, Saccharom oerevis iae
-PP-(NAcGlc)2 Saccharomycescerevisiï
-P 6 -PP—(Man)2 ficobacteríum smegg‘tis
-PP-(Glc)2 Acetobacter filinwn
-PP-Gal-Ram Salmonella newingEn, Salmonella mhimuriun
-PP—Gal-Man Aerobacter aerogenes

-PP—Glc-Gal Klebsiella aerogenes
—P-'Glc-P—Gli Bacillus lichenifor'mis

-PP-NAcGlc-P-Gli Staphylococcus lactis

-PP-(Glc) 3 Acetobacter ¿{ylinum
-PP-Gal-Ram-Man

-PP-Gal—Man-AcGlc

-PP-Gal—Ram-Man(Abe)

-PP—Gal-Man—(AcGlc)Gal

-PP-Glc(Glc2 , FUC3)

—Pi>-'(Ga1-Ram—Man)n

-PP- [Gal-Ram-Man(Abe)]n

-PP- [Gal-Man-(AcGlc)Gal] n
-PP-pentapéptido-NAd4Lm

Salmonella newingïon, Salmonella le'úmmmiun
Aerobacter aerogenes
Salmonellammm
Aerobacter aerogenes
Mutantede Escherichia
Salmonella newington
Salmonella mhimurium
Aerobacter 'aerogenes
Micrococcus , Staphylococcus

-PP-pentapéptido-NAcMur'-NAóflbMicrococcus, Staphylococcus

-PP-hexapéptido-NAcM1m-NAcGlc Micrococcus

-PP-decapéptido—NAcMur-NAcGlcStaphylococcus
-PP-o]igosacáridos Saccharoglycescerevisiü, Teu‘ahymenapiriformís
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3) Sistemas animales

Se podía predecir que muy probablemente esta clase de compues
tos debían tener relación en la biosíntesis de los heteropolisacá
ridoa superficiales que formanparte del glicocálix que recubre
las células animales. La primera evidencia en este sentido fue
provista por el laboratorio de Leloir, 20 años después del descu
brimiento de los nucleótido-azúcares.

a) Derivados monosacáridos del dolicol fosfato

Behrens y Leloir (1970) aislaron un aceptor lipídico de hígado
de cerdo y demostraron la existencia de una enzima presente en
microsomasde hígado de rata que cataliza la transferencia de glu
cosa de UDP-Glca este lípido. A diferencia del sistema bacteriano,
que transferïa galactosa-l-P para formar derivados del tipo piro
fosfato, la glucosa en este caso es transferida sin fosfatos con la
enzima mencionada. Por otro lado la reacción es fuertemente inhi
bida por UDP, comoes de esperarse si éste fuese liberado como se
gundo producto. El lípido glucosilado es, además, lábil a condi
ciones ácidas comolo son los lípido-azúcares bacterianos; pero en
contraste a la inestabilidad de la unión lípido glucosa, el lípido
aceptor en sí mismoes extremadamente estable en las mismas condi
ciones y resistïa tanto tratamientos ácidos comoalcalinos. La
“fracción lipídica fue tentativamente identificada comodolicol y
esta afirmación confirmada luego por otros autores.

El dolicol fue descubierto por primera vez en tejidos de mamí
feros por Burgos y col. (1963).. Está compuesto por una serie de
poliprenoles que varía en su largo de cadena entre C90 y C105

Q

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

Difieren de los poliprenoles bacterianos (C50 a Cao) no solo en
el largo de su cadena, sino también porque su extremo isoprénico
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-inicial, que lleva el grupo hidroxilo, está saturado. En conse
cuencia la unión del fosfato al dolicol es estable, mientras que
el enlace del fosfato al undecaprenol, ficaprenol y otros alco
holes alïlicos es lábil en condiciones ácidas suaves.

La estructura del dolicol fosfato es:

pHa CH3l / CH3
H203-P-0CH2-CH-CH2-(CHz-CH=C-CH2)13-CH2-CH=C\

CH3

A posteriori del descubrimiento del Dol-P-Glc se demostró la
síntesis enzimática de un enorme número de azúcares unidos a doli
col. Éstos incluyen el Dol-P-Man(Behrens y col., 1971a; Richards
y col., 1971), el Dol-P-Xil (Waechter y col., 197u), el Dol-P-P
NAcGlc-NAcGlc (Leloir y col., 1973) y el Dol-P-P-NAcGlc (Molnar y
col., 1971; Ghalamber y Jeanloz, 197M). i

La distribución de enzimas que catalizan la síntesis de deri
vados de poliprenil fosfatos en muyvariados tejidos animales se
ejemplifica en la tabla IV.

En algunos casos el lipido-azücar, enzimáticamente sintetizado
se caracterizó solo parcialmente. Frecuentemente para denominar
derivado de dolicol a un compuesto los autores se basan en sus pro
piedades cromatográficas y en la capacidad de estimular la sínte
sis de glicolípidos a partir del agregado de dolicol exógenoal
sistema enzimático. .

Mayores evidencias fueron aportadas por Richards y Hemming
(1972) al sintetizar Dol-P-Mana partir de (3H)Dol-P y GDP-(¡“C)
Man. La estructura del Dol-P-Manfue analizada, además, por.méto
dos quimicos y fisicos (Baynes y 901., 1973; Evans y Hemming, 1973)
y su síntesis química obtenida por Warren y Jeanloz (1973).
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TABLAIV: Lípido-azücares descriptos en tejidos animales
(Romero, 1977).

Azúcar unido
a dolicol Distribución

-P-Man

-P-Glc

-P-Gal

-P7Xil

-PP-NAcGlc

-PP-(NAcGlc)2

-PP-NAcMan

-PP-oligosacárido

Aves: oviducto de gallina; retina, hígado y
cerebro de embrión de pollo.Insectos
Mamíferos: hígados de conejo, rata, cobayo;
cerdo, vaca y hamster; cerebros de rata, ra
tón, ternero; aortas porcina y bovina; ti
roides bovina; mieloma de páncreas de terne
ro; linfocitos humanos;parótida de rata;
médula adrenal bovina; células normales y
transformadas (fibroblastos de ratón).

Aves: oviducto de gallina, cerebro de embrión
de pollo.
Insectos
Mamíferos: hígado de rata, linfocitos humanos,
cerebro de rata.

Hígado de vaca.

Oviducto de gallina.

Hígados de conejo, rata, cerdo y vaca; aortas
bovina y porc1na; páncreas de ternero.
Insectos. _

Aves: oviducto de gallina.
Mamíferos: hígados de rata, cerdo, vaca; aor
tas bovina y porcina; páncreas de ternero.

Hígados porcino y murino. o

Aves: oviducto de gallina; células de oviducto.
Mamíferos: hígados de rata, cerdo y vaca; cere
bro de rata y ternero; aorta bovina y porcina;
células de aorta de ternero; riñón de rata;
parótida de rata; mielona de ratón; médula adre
nal bovina; tiroides de cerdo; linfocitos huma
nos. '
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b) Derivados oligosacáridos de dolicol fosfato

El primer trabajo de Behrens y Leloir (1970) en el tema, su
girió al Dol-P-Glc en un rol de intermediario en la síntesis de
proteínas que contienen glucosa. Estudios subsiguientes revela
ron la formación de un oligosacárido conteniendo glucosa unida a
lípido (Behrens y col., 1971b; Parodi y col.“ 1972a). El lípido
oligosacárido mostró tener aproximadamente 18 anosasuunidas por _
un fosfato o un pirofosfato al dolicol. Ademásde glucosilos el
oligosacárido probablemente contiene unidades N-acetilglucosamina
(Parodi y col., 1973). El lípido oligosacárido enzimáticamente
sintetizado fue capaz de mostrar transferencia de la cadena de azú
cares a aceptores microsómicos endogenos que, por varios crite
rios, demostraron ser proteínas (Parodi y col., 1972b).

Richards y Hemming(1972) utilizando hígado porcino, Baynes
y col. (1973) mieloma de ratón y Waechter y col. (1973) con ovi
ducto de gallina, demostraron que el Dol-P-Manaislado actúa como
dador de manosa en la formación de proteínas que contienen ese
azúcar. Los resultados prueban además que el mismoes un inter
mediario obligatorio en el proceso. Todo esto sugiere que un lí
pido oligosacárido se forma a partir de Dol-P-Man y que el mismo
transfiere la cadena de azúcares a proteínas endógenas. Behrens
y col. (1973) obtuvieron finalmente pruebas directas de la parti
cipación de lípidos oligosacáridos en la síntesis de glicoproteí
nas en hígado. El oligosacárido contiene no solo manosa sino tam
bién N-acetilglucosamina, en una relación molar de 5:2 (Hsu y col.,
197M). Se propuso la siguiente estructura para el lípido oligo
sacárido:

.Dol-P-P-(NAcGlc)2-(Man)5J

La sintesis de este intermediario fue objeto de muchosestudios_
y un esquema resumiendo los mismos se presenta en la figura 12.
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Unagran variedad de lípido-oligosacáridos fue sintetizada en pre
paraciones libres de células de distintos origenes y se resumen en
la tabla V.

TABLAV: Lipido-oligosacáridos formados por preparaciones particuladas de
varios tejidos.

Componentes Número de unidades
glicosïdicos glucosídicas Tejldo

Glucosa, hexosamina 20 Hígado de rata
Glucosa 20 Cerebro de rata, linfocitos

hummosyltinñdesch cado
Manosa(5), N-acetil
glwxsamhuizï) * 7 Midkma

Manosa(5-7), N-acetil
glucosamina (27' 7-9 Oviducto de gallina

Manosa,H-acetil
glucosamina 3-16 Hígado de rata

Phnosa - Mémflaadnaïü.bovina,;2u6tida
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 númeroestimado de restos glico
sidicos . .

** Oligosacáridos múltiples, presumiblementediferentes 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 síntesis
de glicoproteinas via lípidos intermediarios, no se sabe tanto acer
ca de la naturaleza y númerode proteinas glicosiladas. Se propuso
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(Behrens y col., 19?3)'que el lípido oligosacárido es precursor de
toda una clase de glicoproteïnas conteniendo una región oligosacá
rida central común.

La mayoria de lasgflicoproteinas con esta estructura son del tipo
soluble o secretorias (Tarentino y col., 1970; Tarentino y col.,
1972; Lee y Scocca, 1972; Kawaski y col., 197u; Baenziger y Kornfeld,
197M). La reciente comunicación de Struck y Lennarz.(1977) confirma
esta suposición en el caso de la ovoalbúmina.

La principal glicoproteina que se forma en las células del oviá
ducto de gallina: 1a ovoalbümina, está constituida por una única ca
dena de aminoácidos unida a un oligosacárido mediante un puente gr
glucósido a un residuo asparragina. La estructura del oligosacá
rido más frecuente es la siguiente:

FIGURA13. Estructura de la ovoalbümina (Tai y col., 1975).

Mana1\‘6
3 Manal2'

Manal g Man“ + u NAcG1c31+ u NAcGlc+ AsN-péptido
Manal + 2 Manal

Su similitud con 1a composición del oligosacárido unido a doli
col descripto en la sección anterior salta a la vista.

Struck y Lennarz (1977) mediante el uso de tunicamicina, anti
biótico que inhibe-en forma específica la síntesis de Dol-PP-NAcGlc
a partir de UDP-NACGlcy Dol-P, demostraron que este compuesto y por
ende el lipido oligosacárido es un intermediario en la glicosilación
de ovoalbúmina. El agregado del antibiótico implicó la formación de
ovoalbúmina carente de azúcar alguno.
I Keiley y col. (1976) comunicaron la realización de experimentos
¿a giga que permiten obtener una forma glicosilada de ovoalbümina



un.

(conteniendo tanto NAcGlccomo Man) cuyo extremo carboxílico de la
cadena polipeptídica está unido a RNAde transferencia. De todo
esto se deduce que la glicosilación de esta proteína ocurre tempra
namente, incluso antes de que la porción peptïdica termine de for
marse. Se ha sugerido (Heath y col., 197M; Levy y col., 197M;
Lennarz, 1975) que el oligosacárido unido a lípido tiene una com
posición idéntica a la de muchascadenas centrales de glicoproteí
nas además de la ovoalbümina (Tarentino y col., 1970; Sukeno y col.,
1971; Tarentino y col., 1972; Tarentino y col., 1973) lo cual apoya
la hipótesis mencionada de Behrens.

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

Utilizando GDF-(1“C)Many membranas de oviducto, Pless y Lennarz
(1975) demostraron la incorporación de marca a por lo menos 6 poli
péptidos distintos, distinguibles por electroforesis en gel de poli
acrilamida. La mayorparte de la radioactividad incorporada apare
ció asociada a membranas. Resultados similares se obtuvieron utili
zando el lípido oligosacárido radioactivo comosustrato. Un escuema
teórico de la forma en que actúan los lípidos intermediarios en la
síntesis de glicoproteïnas de membranase muestra en la figura 1k.

En este contexto de glucosilación de proteínas integrales de mem
_brana debe mencionarse la hipótesis de Roseman (1974) según la cual
se produce una trans glicosilación entre células adyacentes durante
el proceso de reconocimiento y diferenciación celular. Esta hipóte
sis sostiene que una enzima en la superficie de una célula cataliza
la glicosilación de una proteína en la superficie de otra célula.
Sin embargo1no se aclara comoel necesario nucleótido-azúcar atra
viesa la barrera de permeabilidad de la membranacelular para pasar
al espacio extracelular. Sin embargo, si el esquemapostulado en la
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figura 14 es correcto, el problema se resuelve debido a que el azú
Car activado que debe atravesar la membranalo hace unido a un lí
pido y puede fácilmente trasladarse a la superficie exterior de la
membrana. El azúcar activado (u oligosacárido activado) puede ser
utilizado comosubstrato tanto en una trans glicosilación de una
célula vecina comoen una gig glicosilación en la mismacélula. De
be aclararse, sin embargo, que los recientes hallazgos de lípido
azúcares unidos a membranano proveen evidencias directas a favor o
en contra de la teoría de Roseman. Simplemente dan a conocer una
posible explicación a un aspecto de la hipótesis que no fue conve
nientemente detallado.

u) Sistemas vegetales

El descubrimiento de lípidos intermediarios en la síntesis de
polisacáridos no se confinó a bacterias y animales. Los poliiso
prenoles están presentes en las plantas en gran variedad (Wellburn
y Hemming,1966a,b) y poseen funciones análogas a las de los otros
sistemas mencionados.

a) Phaseolus aureus

Kauss (1969) observó la transferencia enzimática de GDF-(1“C)
Mana un lípido radioactivo, derivado de (3H)MVA,en preparaciones
particuladas de epicotilos de B. aureus. En el mismo:sistema se
forma a su vez un mananoradioactivo. La reversibilidad de la reac
ción fue demostrada por adición de GDP,el cual inhibe la formación
de glicolípido. Además, el agregado de (1“C)GDPa una mezcla de in
cubación que contenía lípido aceptor endógeno y GDP-Manno radioacti
va, resultó en la formación de GDP-Manmarcada. En forma consecuen
te cuando se incubó lípido-(1“C)Man.con la enzima y GDP, se recuperó
GDP-Manradioactiva. Esto demuestra que la síntesis de lípido mano
sa a partir de GDP-Manes una_reacci6n de tipo reversible, y que el
potencial de transferencia del grupo en ambas substancias debe ser
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del mismoorden de magnitud. Experimentos de incorporación en el
tiempo en la síntesis de glicolípido y mananoson consistentes con
la posibilidad de que el lípido sea un intermediario en la biosín
tesis del manano. Sin embargo, solo una mínima incorporación de
manosaa partir del'manolípido al polisacárido fue detectada. La
función del lipido comointermediario, tanto comosu estructura debe
aun ser establecida en forma concluyente.

Evidencias preliminares sobre la-función del.manolïpido comoin
termediario en 1a transferencia de manosa de GDP-Mana polisacári
dos fueron provistas por Villemez y Clark (1969). Ellos encontraron
un intermediario que puede ser extraído con fenol del precipitado
con TCA, conteniendo tanto intermediario como polímero. Además se
observó bajo nivel de incorporación en el polisacárido de radioacti
vidad asociada al intermediario purificado en presencia de enzima.

Estudios de cinética y dilución isotópica dieron más apoyo a la
teoría de lípidos intermediarios. Másadelante, Villemez (1970) en
contró que por otras técnicas de extracción se obtenía la formación
de un manolïpido y una glicoproteïna en 2. aureus. El manolípido
es lábil a condiciones ácidas suaves, liberando manosa comoúnico
azúcar. Dado que condiciones aún más suaves producen manosa-l-P,
se concluyó que el azúcar está unido al lípido por un puente fos
fato. Estas propiedades comoasí también su comportamiento croma
tográfico sugieren la presencia de un derivado poliprenil fosfórico.

Utilizando el mismo sistema enzimático, Alam y col. (1971) de
mostraron que adiciones de dolicol fosfato o betulaprenol fosfato
exógenos causan una estimulación en la incorporación de manosa de
GDP-Mana lípidos. Esto apoya la suposición de que el manolipido
es de naturaleza poliprenólica (Alam y Hemming,1971).

El agregado de distintos poliprenil fosfatos al sistema de E¿
aureus mostró que sólo 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 tamaño molecular del poliprenol ni
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-la saturación del residuo a fueron críticos en cuanto a su función
aceptora en este sistema.

La falta de estimulación en la incorporación de manosaal polí
mero insoluble por todos los poliprenil fosfatos ensayados, hizo
dudar del papel de los mismos comointermediarios en la síntesis de
polímeros (Alam y Hemming,1975), aunque la naturaleza manoproteica
del polímero formado por este sistema fue confirmada. Roberts y
Pollard (1975) comunicaron la incorporación de (1“C)glucosamina a
glicoproteínas de membranamediante preparaciones particuladas de
hipocotilos de B. aureus.

También se formaron glucolípidos radiactivos en este sistema, pero
no fue hecha una caracterización más detallada de los mismos, ni se
estudió la posibilidad de que los mismosfueran intermediarios en
la síntesis de proteínas conteniendo glucosamina.

En un trabajo reciente Lehle y col. (1976) estudiaron la incor
poración de azúcares de GDP-Many UDP-NAcGlca lípidos. Comunicaron
la biosíntesis de lípidos unidos a manosa, H-acetilglucosamina y di
fi-acetilquitobiosa. El derivado manosídico está unido al lípido por
un puente fosfato y los otros por puentes pirofosfato. Ciertas pro
piedades cromatográficas de los glicolípidos sugieren que la porción
lipídica sería dolicol. Tambiénse presentaron algunas evidencias
indicando que un producto insoluble, probablemente una glicoproteína,
sería el aceptor final de los azúcares. El conocimiento actual del
sistema de B. aureus lleva a pensar que poliprenil fosfatos (probable
mente dolicol fosfato) actúan comolípidos intermediarios en la for
mación de manoproteínas.

b) Fibras de algodón

Forsee y Blbein (1972,1973) demostraron que cuando preparaciones
de membrana de fibras de algodón son incubadas con GDF-(1“C)Manse
forma un lípido acídico que contiene manosa. Se consideró que el
lípido es un poliprenil fosfato en base a las siguientes evidencias:
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1) La enzima particulada extraída con acetona requiere un fosfo
lipido para transferir manosa de GDP-Mana lípidos. El lípido
activo aislado que presumiblemente actúa comoaceptor tiene un
Rf similar al Fic-P en CCD.

2 V El Fic-P puede substituir al lípido de algodón comoactivador
y presumiblemente sea el aceptor de manosa en este sistema en
zimático. El producto formado en esta reacción es idéntico al
manolípido formado por lípido aceptor endógeno siguiendo crite
rios cromatográficos.

3 V El manolïpido de algodón puede servir como substrato en una pre
paración de Mycobacterium smegmatis para formar GDP-Mana partir
de GDP.

La formación de lípidos oligosacáridos fue comunicada por los
mismosautores (Forsee y Blbein, 1975). Estos oligosacáridos con
tienen 3 a 10 unidades glicosídicas llevando NAcGlcen el extremo
reductor. También se forman en este sistema glicoproteínas que con
tienen manosay fi-acetilglucosamina. Evidencias indirectas sugieren
ique los lípido-oligosacáridos son precursores en la glicosilación de
estas proteínas.

c) Pisum sativum

Pont Lezica y col. (1975) aportan la primera evidencia concluyen
te de la naturaleza poliprenólica del aceptor lipídico en plantas y
de su similitud al dolicol de hígado. El aceptor lipídico resultó
ser resistente a condiciones ácidas suaves, mientras que el derivado
glucosilado se mostró estable a tratamiento fenólico e hidrogenación
catalítica, propiedades que indican 1a presencia de un residuo iso
prénico inicial saturado. Por otro lado, el mismocompuesto mostró
tener propiedades cromatográficas similares al Dol—P-Glc. El largo
de cadena fue confirmado por biosíntesis a partir de IPP (Daleo y
Pont Lezica, 1977).

'El sistema de arvejas mostró tener especificidad de sustrato
hacia la UDP-Glc. A partir del mismose demostró la síntesis de
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lipido-P-B-glucosa (Pont Lezica y col., 1975), lípido-P-P-a-glu
cosa (Romeroy Pont Lezica, 1977), 1ipido-P-P-(glucosa)2 y un lí
pido oligosacárido soluble en cloroformo-metanol-agua (1:1:0,3)
(Pont Lezica, 1977). En función de encontrar el aceptor defini
tivo en este sistema se hicieron incubaciones con agregado de Dol
P-(1“C)Glc. La radioactividad fue asociada a proteínas de membrana
y resultados preliminares indican que se trataría de lectinas.

d) Síntesis de glicgproteinas en plantas

Bricson y Delmer (1977) comunicaron la incorporación de manosa
y ï-acetil-D-glucosamina a partir de GDP-Many UDP-NAcGlca glico
lípidos que fueron caracterizados comopoliprenil fosfato azúcares,
y a glicoproteinas'en semillas de poroto. En base a experimentos
cinéticos alternando pulsos de nucleótido-azúcares no radioactivos
y radioactivos, demostraron una relación de tipo precursor-producto
entre los glicolípidos y glicoproteinas, siendo la primera demostra
ción de la participación de poliprenoles en la síntesis de glicopro
teínas en plantas. Las proteinas aceptoras fueron caracterizadas
comoparticuladas 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 glicoproteína de
reserva en esta planta) en un tiempo específico, por lo que consti
tuye un excelente sistema para el estudio de la sintesis de glico
proteinas. La vicilina tiene en su composición manosay N-acetil
glucosamina por lo que todo hace presuponer que es la proteína acep
tora en el sistema descripto por las autoras, si bien ésto no fixede
mostrado aun en forma concluyente.

O

5) Conclusiones generales

Si bien los lípidos intermediarios fueron descubiertos y exhaus
tivamente estudiados en bacterias, rápidamente el estudio de los
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mismosse extendió a otros organismos (animales, plantas superio
res, hongos). Sin embargo, los lípidos hallados en organismos
superiores mostraron diferencias respecto de los encontrados en
bacterias (de C55); su cadena es más larga y el.extremo a es satu
rado y no alílico. Esta última clase de poliprenoles fue llamada
en forma genérica dolicol (del griego dolikos: largo). Prototheca
zopfii, ChlorODhytaunicelular, es un organismo ubicado, sistemáti
camente, en un taxón considerado comopredecesor evolutivo de las
plantas superiores y comorelativamente primitivo entre los eucario
tas. En este contexto sería de gran interés, desde el punto de vis
ta evolutivo, la caracterización de los lípidos intermedianos, dado
que no se han descripto en algas.

Poco se conoce, además, de la biosíntesis de estos compuestos y
de-la regulación de las enzimas invdhcradas. Debe ser enfatizado
el hecho de que ciertas hormonasvegetales (giberelinas, ácido abscí
sico, y porciones isoprénicas de las citoquininas, todas ellas des
criptas también en algas) tienen también un origen isoprénico. La
interacción de estos'compuestos que regulan el crecimiento de la
planta, y los lípidos intermediarios, presumiblementeinvolucrados
en la síntesis del material de la pared celular, puede llegar a ser
importante. Por ello el segundoobjetivo de este trabajo es el es
tudio de la biosíntesis de estos compuestos.

Finalmente, el tercer punto de interés de este trabajo es eluci
dar el papel de los poliprenil fosfatos en la transferencia de azú
.cares a polímeros. Es evidente que la función de estos lípidos en
bacterias es convertir azúcares solubles en agua en moléculas hidro
fóbicas que puedan glicosilar macromoléculas en un ambiente lipofí
lico comoes el de la membranacelular.- Existen evidencias de que
la glicosilación de proteínas en mamíferosse realiza en el aparato
de Golgi y se comunicó'recientemente la participación de lípidos in
termediarios en la síntesis de glicoproteínas en animales y plantas.
En el caso particular de las plantas, la presencia de polisacáridos
en la pared celular sugiere la posibilidad de un mecanismode sínte
sis similar al existente en bacterias.
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La biosintesis del principal polisacárido presente en las nare
des celulares de las plantas, la celulosa, no está muyclara hasta
el presente._ Se ha postulado la participación de intermediarios
lipidicos y proteicos, pero su papel no ha sido demostrado en forma
fehaciente hasta la fecha. En orden de investigar los aceptores
glucosídicos finales en el sistema de algas, se explora la posibili
dad de que la síntesis de celulosa se realice por la via metabólica
denominadade los "lípidos intermediarios".
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M A T E R I A L E S Y M E T 0 D 0 S

I. PRODUCTOS QUIMICOS

1. Compuestosradiactivos

UDP-[U-ï“C]-Glc (263 Ci/mol), UDP-[3H]—G1c(2,uá Ci/mmol),
UDP-[U-1“C]-Gal (268 Ci/mol), UDP-[U-1"c]—Ara (208 Ci/mol), UDP
[U-1“C]—Xi1 (213 Ci/mol), UDP-[U-1“C]-NAcGlc (269 Ci/mol), ADP
[U-1“C]-Glc (189 Ci/mol) fueron obtenidos en el Instituto de In
vestigaciones Bioquímicas "Fundación Campomar".

GDP-[U-Ï"C]-Glc (203 Ci/mol) de ICN Pharmaceuticals, Inc.
GDP-[U-1“c]—Man (221 Ci/mol) de NBN(New England Nuclear).
gg-[2-1“C]-MVA lactOna (13 Ci/mol), 35-[2-3HJ-MVAlactona

(382 Ci/mol) y A3-[1-1“C]-IPP (61 Ci/mol) fueron obtenidos en
Amersham/Searle Corp. . x

’ Dol-P-[1“Q]G1c fue una donación de los doctores É. Staneloni
(Instituto de Investigaciones Bioquímicas "Fundación Campomar“)
y P.A. Romero (Fundación Bariloche).

2. Esteroles x qerivados

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

‘tituto de Investigaciones Bioquímicas "Fundación Campomar"L
Colesterol humanopurificado fue ofrecido por la Lic. Cristina

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

Las preparaciones de B-sitosterol se hicieron siguiendo la
técnica de Forsee y col. (197M)con modificación en las cantida
des empleadas. 10 mg de B-sitosterol y 80 mg de L-a-lecitina
(alternativamente fosfatidil etanolaminapurificada) se disolvie
ron en un pequeño volumen de cloroformo-metanol (2:1, v/v). Lue
go se agregaron 1u5 mg de Triton X-100. El cloroformo y el meta
nol se evaporaron a sequedad bajo N2. Luego se agregó, gota a
gota, agua mientras se agitaha vigorosamente con un Vortex.

c) Aislamiento y purificación de esteroles libres de Protothggg
zoRfii

30 g de algas frescas fueron extraídas toda una noche con 500
ml de una mezcla de cloroformo-metanol (2:1, v/v), manteniendo la
suspensión en constante agitación con un agitador magnético. Se
filtró el extracto'clorofórmico lavándolo por el métodode Folch
y col. (1957). El extracto se concentró a presión reducida y se
llevó a 20%de KOHen cloroformo-metanol (2:1, v/v) 1 hora a 37°C.
Se agregó de HCl hasta 1 N concentración final. Se lavó 3 veces
por el método de Folch para eliminar sales y ácido, y se evaporó
a sequedad con presión reducida. Se resuspendió en un pequeño
volumende etanol y los esteroles fueron precipitados con digito
nina al 1%en una mezcla etanol-agua (3:2) según la técnica de
Doyle y col. (1971). 'Después de centrifugar y decantar el sobre
nadante, se agregó dimetilsulfóxido hasta la remoción total del
precipitado. Los esteroles fueron finalmente extraídos por forma
ción de un sistema bifásico al agregar hexano.

d) Aislamiento y purificación de BGy AEG

30 g de algas frescas fueron tratadas comoen la sección ante
rior y el extracto clorofórmico lavado fue combinadocon glicolípi
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dos radiactivos provenientes de incubaciones enzimáticas y con
centrado a presión reducida. En otras ocasiones el aislamiento
se limitó únicamentea este material radiactivo. Los lípidos
fueron resuspendidos en un pequeño volumen de cloroformo y puri
ficados por cromatografía en columna de DBAE-celulosa equilibrada
con cloroformo y eluída en forma escalonada con cantidades cre
cientes de metanol en cloroformo según la técnica de Hitchcock y
Nichols (1971). Los solventes de elución fueron los siguientes:
CHC13: N00 m1; CHC13-CH3OH(95:5, v/v): 200 m1; CHClg-CH3OH (90:
10, v/v): 200 m1; CHCla-CH3OH(60:40, v/v): 200 ml; CHCl3-CH30H
(2:1, v/v saturado con NHqOHconcentrado): 200 ml.

Se colectaron fracciones de 10 ml. El eluído de cloroformo-meta
nol (95:5, v/v ;fracciones 50 a 60) fue concentrado y sometido a cro
matografía_preparativa en placa delgada de sílica gel G (2 mmde es
pesor) con el solvente N. Las dos bandas radiactivas (correspon
dientes a BGy AEG)fueron raspadas de la placa y eluídas de la sí
lica gel con cloroformo-metanol (2:1, v/v conteniendo un H%de agua).
Cada una de ellas, separadamente, fue cromatografiada una vez más
con el solvente L y eluídas de la mismamanera de la sílica gel
(Forsee y col., 197M).

3. Lecitina y fosfatidil etanolamina 3

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. Bazán (Instituto de Investigaciones
Bioquímicas, Universidad Nacional del Sur).

Aislamiento y purificación de fosfatidil etanolamina

a La fosfatidil etanolamina (de soja y alga) fue purificada si
guiendo la técnica de separación de lípidos de Hitchcock y Nichols
(1971). '20 g de algas frescas fueron tratadas con cloroformo-meta
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noi (2:1, v/v) comose indicó en secciones anteriores. El extrac
to (lavado y concentrado) se resuspendió en un pequeño volumen de
cloroformo (haciendo otro tanto con 50 mg de lecitina cruda de
soja) y cromatografió en columna de DRAE-celulosa equilibrada con
cloroformo y eluída con un gradiente discontinuO'de metanol en
cloroformo, comose mencionó en la seccion 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, cerebrósidos, esteril
glucósidos y digalactosil diglicéridos, fueron recogidas y utili
zadas comotestigos en los ensayos de acilación de EG (fracción
lipidica I). Otro tanto se hizo con las fracciones 96 a 120 que
eluyeron ante la mezcla cloroformo-metanol(2:1, v/v y NHuOHcon
centrado) conteniendofosfatidil inositol, fosfatidil glicerol,
cardiolipinas, ácidos fosfatídicos, poliprenil fosfatos y sulfo
lípidos (fracción lipídica II).

Las fracciones ricas en FE (80 a 95Í que eluyeron con la mezcla
cloroformo-metanol (60:u0, v/v) fueron concentradas y sometidas a
cromatografía preparativa en capa delgada de sílica 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 mismaa fin de ser extraída con cloroformo-metanol (2:1,
'v/v). La concentración de fosfolïpidos en las distintas prepara
ciones fue estimada por su contenido en fósforo total (Taussky y
Shorr, 1953).

u. Derivados isoprénicos

Dol, lote # SSC-7202 de Sigma, está compuesto por 5 especies
moleculares: C35 a C105 siendo C95 la de más alta concentración.

Dol-P aislado de hígado y parcialmente purificado, fue un ofre
cimiento del Dr. N.H. Behrens (Instituto de Investigaciones Bioquí
micas "Fundación Campomar")_u obtenido de Sigma.
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El poliprenol alïlico ficaprenol fue aislado de hojas de Ficus
clastica, comolo indican Stone y col. (1967) y fosforilado por el
método de Popjak y col. (1962). La pureza del ficaprenol fue de
terminada por CCDy por espectrometría infrarroja y de resonancia
magnética nuclear.l La espectrografia de masas mostró que se com
pone de una mezcla de undecaprenol (C55) y dodecaprenol (C60) en
iguales proporciones. '

Aislamiento de poliprenil fosfatos endógenos

500 g de algas frescas fueron extraídas 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 solución resultante
fue combinada, en algunos casos, con lípido biosintético obtenido
a partir de incubaciones de fracciones enzimáticas con (3H)MVA.I
Luego se evaporó bajo presión reducida hasta sequedad y se resus
pendió en un pequeño volumen de etanol. Los esteroles fueron pre
cipitados por agregado de digitonina comose describe en la sección
2c) y el sobrenadante que resulta de este tratamiento fue decantado
y cromatografiado en columna de DEAE-celulosa (12 x N50 mm)equili
brada con cloroformo-metanol (2:1, v/v) y eluída con un gradiente
lineal de acetato de amonio de 0 a 0,4 Men el mismo solvente. Se
recogieron fracciones de H m1. De cada fracción se lavó por el
método de Folch y se ensayó la capacidad aceptora de glucosa por
incubación con extractos enzimáticos en la forma que se detalla más
adelante. En los casos en que se incluyó lípidos marcados en la
purificación, se tomaronalicuotas para medición de radiactividad.
Las fracciones que mostraron aumento de 1a actividad glucosilante
fueron recogidas, lavadas y concentradas bajo nitrógeno.

O
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5. Preparación de glucósidos

a) 1,6-anhidr0g1ucosano

La preparación de 1,6-anhidroglucosano a partir de salicina
se hizo empleando el método de Behrens y Leloir (1970). El glu
cósido fue tratado con NaOH0,1 N a 62-68°C por 90 minutos y neu
tralizado finalmente con Dowex50 (H+). El 1,6-anhidroglucosano
fue separado de la salicina remanente y de la glucosa por croma
tografía en papel con solvente A.

b) Disacáridos

Los disacáridos laminaribiosa y soforosa fueron un gentil ob
sequio del Dr. M.A. Dankert (Instituto de Investigaciones Bioquí
micas "Fundación Campomar").

6. Condiciones de crecimiento de Prototheca zopfii

a) Medios de cultivo

Prototheca zopfii, cepa PR-S, alga unicelular aclorótica con
siderada comola contrapartida no fotosíntética de Chlorella, fue
obtenida de American Type Culture ColleCtion (ATCC16533). Las
células fueron cultivadas en el siguiente medio: O,h%de glucosa
(Fluka) y 0,2%.de peptona de carne comercial (N° 1, Britania) en
constante agitación en agitador rotatorio magnético. Los volúme

-nes variaron según las preparaciones, de i a 15 litros en botello
nes Pyrex. Al cabo de aproximadamente 30 hs de inoculadas, el
crecimiento alcanzó el 50%de la fase logarítimica y, previo exa
menfotocolorimétrico y microscópico, las algas se cosecharon por
centrifugación,como se describe más adelante. Para el mantenimien
to de 1a cepa y como fuente de inóculo para cultivos en medio lí
quido, se realizaron en forma paralela, cultivos con ágar en pico
de flauta (2,4% de glucosa, 2,0% de_ágar Difco y 0,6% de peptona
de carne en agua). Cada 2 meses, comopromedio, se-realizaron
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repiques en el mismo medio.

b) Cinética de crecimiento

Al estudiar la cinética de crecimiento de Prototheca zoofii
en las condiciones mencionadas se efectuaron tres tipos de medi
ciones:

i) turbidimetría en un fotocolorimetro Klett;
ii) conteos directos en cámara de Neubauer al microscopio

óptico, mediante la técnica usualmente seguida para
glóbulos blancos;

iii) método de siembra de diluciones seriadas de inóculo en
cajas de Petri y conteo de aquellas cajas que contenían
entre 30 y 300 colonias.

Todas las determinaciones se hicieron por duplicado.
Para el cálculo del número medio de células por m1, como asi

también para el error} se consideró que las células y colonias en
los métodosii) y iii) seguían una distribución de Poisson clási

'ca, utilizándose la fórmula correspondiente.
Al comparar el número de células viables por ml calculadas por

los métodosii) y iii) con la lectura de unidades fotocolorimétri
cas Klett se observó que existía una correlación lineal entre las
mismas, hasta que el cultivo alcanza la fase de meseta. A partir
de ese momentono se observó relación alguna entre células viables
y mediciones fotocolorimétricas (ver figura 15). Durante la fase
logaritmica de crecimiento una unidad fotocolorimétrica Klett equi
vale a 50 células por m1 (con un error porcentual del 20%).

La cinética de crecimiento de Prototheca zopfii se representa
en la figura 15 en un gráfico semilogaritmico.

La velocidad de crecimiento específico fue calculada mediante
la fórmula:

1 dN

N.ln2 dt

donde N es el número de algas y t es tiempo (Davis y col., 1967) y
hallada de 0,42 horas-1.
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FIGURA15. Cinética de crecimiento de Prototheca zopfii.

Las células fueron cultivadas en medio_líquido comose indica enel texto.
o —- o valores hallados por fotocolorimetrïa.
x —-—x valores hallados por conteo de colonias o de células en

caja de Neubauer.
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Asumiendoque el crecimiento sigue el modelo postulado por
Monod (19H2) mediante la fórmula:

S

uz“maxs
donde S es la concentración de sustrato, u la velocidad de creci
miento especïfica y KS la constante de saturación. KSes una buena
medida de 1a demanda neta del medio ambiente por el organismo e in
cluye todo sustrato; mientras que uma mide el potencial del orgaX

nismo'en la circunstancia específica. Las constantes de saturación
más altas ya sea en algas comoen bacterias, halladas hasta el mo
mento, no superan en ningún 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 específica calculada es equiva
lente a la umax de la ecuación de Monod.

II. PREPARACIONES Y ENSAYOS ENZIMATICOS

1. Fracciones enzimáticas de Prototheca zopfii

Las células fueron cosechadas de cultivos en medio liquido en
fase logaritmica cuando se alcanza el 50%del crecimiento máximo.

.Se lavaron 3 veces consecutivas con Tris-HCl 50 mM(pH 7,5); B-mer
captoetanol 5 mMy EDTA1 mM. El mismo buffer se utilizó para re
suspender a las células y someterlas a ruptura por sonicación (100
w, 30 minutos con polvo de vidrio‘de 5 um de diámetro, en una celda
refrigerada por flujo constante de metanol a -30°C) o mediante la
prensa de French en la forma que se describe más adelante. El homo
genato resultante fue centrifugado a 25.000g por 30 minutos. Ali
cuotas del sobrenadante (825) fueron usadas como fuente de enzimas
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CELULAS.

1000g 10 min.

Sobrenadante Precipitado
descartado células

Resuspensión buffer
1000g 10 min (3 veces)

l
Sobrenadante Precipitado
descartado (células lavadas)

Sonicación o presión
por prensa de French

Homogenato

25000g 30 min.

l. l
Precipitado des

Fuente enzimáti- cartado (células
ca para ensayos 825 sin romper, perlas
de biosíntesis de vidrio, res;os

de pared celular)"
100.000g 150 min.

Fuente enzimáti
Sobrenadante Precipitado ca para ensayos
descartado (P100) ' de glucosilación

FIGURA16. Esquema de preparación enzimática.
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para los ensayos de biosíntesis.
Por centrifugación de la fracción 825 a 100.000g por 150 minu

tos se obtuvo el precipitado (P100) utilizado para los ensayos de
glucosilación. Bs necesario recordar_que la fracción 825 contiene
fragmentos de todas las organelas dado que el proceso de ruptura
celular utilizado no resguarda la integridad de las mismasy por
lo tanto no puede deducirse la localización subcelular de enzimas
a partir de la componentede fraccionamiento utilizada comofuente
para los ensayos. Tanto en el caso de las enzimas glucosilantes
comolas responsables de biosíntesis de poliprenil fosfatos solo
exhibieron actividad preparaciones frescas.

2. Purificación de la UDP-Glczesterolglucosiltransferasa

El homogenatoprocedente de la ruptura celular fue centrifugado
a 20.000g por 10 minutos y el sobrenadante resultante centrifugado
nuevamente a 100.000g por 180 minutos. El precipitado (300 mg de
proteínas) fue resuspendido en buffer 50 mMTris-HCl (pH 7,5) 5 mM,
B-mercaptoetanol y 1 mMEDTAcon volumen suficiente para su disolu
ción, más un 0,6% de concentración final de Triton X-100. Después
de centrífugar a 175,000g por 60 minutos, el precipitado fue des
cartado y el sobrenadante sometido a cromatografía en columna de
DRAE-celulosa (1,2 x 35 cm) equilibrada con el buffer mencionado
más 0,05% de Triton X-100 y eluída con 50 ml de 0,47M KCl en la
misma solución. Se recogieron fracciones de 2,5 ml y las que mos
traron mayoractividad enzimática se juntaron y dializaron contra
el mismobuffer. Posteriormente fue centrifugada y se agregó, gota
a gota y con agitación constante, una solución saturada de (NHg)ZSOg
(pH 8,0) hasta 20%de saturación final. El precipitado se descartó,
previa centrifugación, y luego se'agregó (NHH)ZSOqhasta 60%de sa
turación. Se centrifugó y el precipitado se dializó toda una noche
contra el buffer mencionado. La solución resultante fue cromato
grafiada en columna de Sephadex G-100 (i x 60 cm) equilibrada con
el buffer de diálisis más 0,05% de Triton X-100 y eluída con 0,“ M
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KCl en la misma solución. Se recogieron fracciones de 0,5 ml y
aquellas que mostraron actividad glucosilante fueron dializadas
en la forma mencionada.

3. Fraccionamiento subcelular

El fraccionamiento subcelular de B. zopfii se realizó utili
zando una combinación 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 H-3339, a una presión de
1550 kg/cmz, en buffer 10 mMHBPES (pH 7,5) y 0,25 M sacarosa a
una temperatura de 4°C. El homogenatoresultante de la ruptura
celular se centrifugó a 1.000g por espacio de 10 minutos en cen
trífuga refrigerada (paso A). El sobrenadante (Sl) se decantó cui
dadosamentey sirvió comofuente para la obtención de las distintas
fracciones.

a) Mitocondrias

El sobrenadante (Sl) del paso A fue centrifugado a 25.000g por
10 minutos (paso B). El precipitado resultante (P25) estaba forma
do por dos capas superpuestas, una superior de color blancuzco y
una inferior rosácea. La capa superior fue cuidadosamente raspada
con espátula, aun a costa de pérdidas de material de la capa infe
rior (método de Fleisher y Kervina, 197M). Después de esta opera
ción se resuspendió en 10 mMHEPES {pH 7,5) 1nM EDTAy 0,25 M saca
rosa y se centrifugó a 25.000g por 10 minutos. La operación se re
pitió un total de 3 veces y el precipitado resultante del último
lavado fue utilizado comofuente para los ensayos.

Contenido de ubiquinona: El contenido de ubiquinona se midió
'por el método de Lloyd (1966). La reducción con NaBHuprodujo el
característico corrimiento del máximode absorción de 275 nma 290
nm (en etanol) y la cantidad de ubiquinona se calculó mediante un
Ac 1 cm/275 nm = 12,26 x 106 cm mol"1 en una reducción completa

(Lloyd, 1966).



FIGURA 17. Esquema'de fracciónamiento subcelular.
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b) Aparato de Golgi

B1 sobrenadante (825) del paso B se centrifugó a “0.000g por
60 minutos (paso C) a fin de sedimentar los microsomas "pesados"
(Fleisher y Kervina, 1974) ricos en dictiosomas.- El sobrenadante
(Sao) fue cuidadosamente decantado y el precipitado resuspendido
en 10 m1 de 52%sacarosa, 0,1 M buffer fosfato (pH 7,1) de manera
que 1a densidad final fuera la correspondiente a una concentración
de HN%. Esta fracción fue recubierta.en un tubo de centrífuga por
10 ml, 10 ml, 10 ml y 12 ml de 38,7%, 36%, 33%?y 29% de sacarosa I
respectivamente y centrifugado a 70.009g por 60 minutos (Morré,
1971). La interfase 29-33%fue recogida, diluída con agua fría y
centrifugada a 100.000g por 60 minutos. B1 precipitado obtenido
representa la fuente de dictiosomas usados en los ensayos.

Tiaminopirofosfatasa: El ensayo de tiamino pirofosfatasa
(EC2.5.1.3, 2-meti1-H—amino-5—hidroximetil-pirimidin-pirofosfato:
u-metil-S-(2'-fosfoetil)-tiazol-2-metil-H-aminopirimidin-S-metenil
transferasa) fue realizado comolo indica Morré (1971).

La reacción se inició por agregado de 0,1 m1 de suspensión ce
lular a 2,0 m1 de 33 mMbuffer barbital sodio (pH 8,0), 15 mMCaClz
y 3,3 Mpirofosfato de tiamina. Después de 15 minutos a 37°C la
reacción fue detenida por agregado de 1 ml de 10%TCA. La proteína
precipitada se eliminó por centrifugación y el sobrenadante se uti
lizó para la determinación de fosfato (Taussky y Shorr, 1953).

c) Retículo endoplásmico y membranaplasmática

La fracción Sho fue centrifugada a 100.000g por 150 minutos
(paso D) y el precipitado (P100) sometido a un gradiente de saca
rosa. Los microsomas se resuspendieron en 8 m1 de 50%concentra
ción final de sacarosa y se los récubrió con una capa de u m1 de
“5% sacarosa. Por sobre las dos capas, se colocaron 3,5 ml de “0%
'sacarosa y 3 ml de 35%sacarosa. .Se centrífugó (paso E) a 131.000g
por espacio de 90 minutos. La interfase 35-H0%fue recogida y uti
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lizada para los ensayos comoretículo endoplásmico purificado y la
fracción que permanece en la interfase HO-NS%como membrana plasmá
tica (Korn, 1974).

S'-nucleotidasa: La 5'-nucleotidasa (EC3.1.3.5, 5’-ribonuc1eo
tido fosfohidrolasa) fue ensayada comolo indica Morré (1971). La
reacción se realizó en un volumen total de 1 ml conteniendo 100 mM

Tris-HCl (pH 8,5), 10 mMAMP, 10 mMMgClz y 0,1 ml de suspensión ce
lular a 37°C'por 15 minutos. Se detuvo y analizó como en el caso de
la tiamino pirofosfatasa.

Glucosa-S-fosfatasa: La glucosa-S-fosfatasa (EC 3.1.3.9, D-glu
cosa-B-fosfato fosfohidrolasa) se determinó comolo hace Morré (1971)
a 0,9 ml de 55 mMTris-HCl (pH 6,6), 11 mMglucosa-S-fosfato y 11 mM
B-mercaptoetanol se le agregaron 0,1 m1 de suspensión celular y se in
cubó 15 minutos a 37°C. La reacción se detuvo y analizó como en el
caso de la tiamino pirofosfatasa.

H. Ensayo de glucosilación

Las incubaciones tipo se realizaron a 25°C por espacio de 30 mi
nutos. Los componentes de la reacción (en un volumen final de 50 ul)
fueron los siguientes:

Tris-HCl (pH 7,5) 2,5 umoles
' B-mercaptoetanol 0,5 umoles 7

UDP-[HCJGlc (200.000 cpm) o,u nmoles
Enzima P100 100-300 ug de proteínas'

En los casos en que se agregó poliprenil fosfatos exógenos (Dol-P,
Fic-P,,aceptor endógenopurificado, o lípido biosintético), éstos
fueron previamente llevados a sequedad bajo nitrógeno en el tubo de
incubación, junto a 0,5 umoles de Naz-BDTAy 1 umol de MgClz. Luego
se agregó buffer y Triton X-100 hasta una concentración final de 0,6%;
se agitó vigorosamente en Vortex a fin de obtener Una buena resuspen
sión y se adicionó enzima y sustrato radiactivo.
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En los ensayos en que no se suplementaron poliprenil fosfatos
exógenosy se analizó la glucosilación de lípidos polares, el.medio
de incubación contenía, además, 0,5 umoles de MgC12.'

En la glucosilación de lípidos neutros se utilizó en forma alter
nativa buffer 50 mMHEPBS(pH 6,0) y se suplementó con una suspensión
micelar de B-sitosterol de 0,75 mMde concentración final de esterol
preparada comose indicó anteriormente.

Las incubaciones se detuvieron y fueron posteriormente extraídas
por medio de dos procedimientos.

A) Extracción con butanol

La reacción es detenida con 0,1 ml de butanol y extraída 3 veces
con el mismovolumen de solvente orgánico. Las fases superiores así
obtenidas fueron combinadas y lavadas a su Vez 3 veces con 0,1 ml de
agua (García y col., 197M). En forma rutinaria el extracto butanóli
co fue analizado por cromatografía en papel con solvente F a fin de
descartar cualquier posibilidad de contaminaciónpor parte del sus
trato.

Las preparaciones pordujeron dos tipos de glicolípidos, neutros
y polares, los cuales fueron separados por cromatografía en papel de
intercambio iónico (WhatmanDE-20) corrida con butanol saturado con
agua. Las áreas del cromatogramacorrespondientes al origen (gluco
lípidos polares) y frente de solvente (glucolípidos neutros) fueron
cortadas y contadas por espectrometría de centelleo líquida.

En otras ocasiones fueron separados por cromatografía en columna
de DRAE-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 comopertenecien
te a polímeros.



FIGURA 18. Esquema de extracción A (García y col., 197M).
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B. Extracción con cloroformo-metanol

La reacción es detenida por el agragado de 3 volúmenes de cloro
formo y 2 de metanol. Después de agitación y posterior centrífuga
ción, la interfase proteica es reextraída con la mezcla cloroformo
metanol-agua (3:2:1, v/v). Este proceso se repite una vez más y el
precipitado es esta vez tratado con 2 volúmenes de metanol para ex
traer los restos de agua,y finalmente con cloroformo-metanol-agua
(10:10:3, v/v), mezcla que tiene la propiedad de extraer lípido
oligosacáridos insolubles en la mezcla utilizada en primer término.
La figura 19 esquematiza el proceso.

5. Biosíntesis de dolicol fosfato

Preparaciones de alga (825) fueron incubadas por 90 minutos a
30°C con los siguientes componentes en un volumen total de 50 ul:
2,5 umoles Tris-HCl(pH 7,5), 0,25 nmoles B-mercaptoetanol, 50 nmoles
Naz-EDTA, 50 nmoles NaF, 50 nmoles MgClz, 50 nmoles ATP, 0,35 nmoles
35-[2-1“C]MVAy 100-200 ug de proteínas (825). La incubación fue de
tenida por agregado de 0,1 ml de eter de petróleo (rango de destila
ción 35-65°C) y extraída 2 veces más con idéntico volumen. De esta
manera son extraídos alcoholes libres e hidrocarburos.

La fase acuosa resultante fue tratada con 0,1 mltde cloroformo
metanol (2:1) y extraída 2 veces más de idéntica forma. Se combina
ron luego las fases orgánicas y se lavaron por el método de Folch y
col. Este extracto contenía los poliprenil fosfatos sintetizados
por el sistema.

El extracto clorofórmico fue tratado luego con ácido (0,01 MHCl,
100°C, 10 min.) y los alcoholes alílicos liberados por este trata
miento fueron extraídos con hexano. La solución remanente contenía
los poliprenil fosfatos a-saturados. La figura 20 muestra el esque
ma de extracción.



Esquema de extracción BFIGURA 19. (Behrens y col., 1971).
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6. Hidrólisis enzimática de poliprenil fosfatos

Los poliprenil fosfatos resistentes a hidrólisis ácida Suave
fueron incubados con fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1, monoéster orto
fosfórico fosfohidrolasa) de Escherichia coli (Sigma) a 37°Cpor 20 h
en el siguiente medio en un volumen total de 30 ul: 2,5 umoles Tris
HCl (pH 8,4), 0,5 umoles MgClz, 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 incubación. Los alcoholes
libres resultantes fueron extraídos con éter de petroleo (35-65°C
rango de destilación).

7. Sintesis de celulosa

La formación de B(1+4)glucanos se detectó utilizando la técnica
de Blbein y col. (1964). El medio de incubación contiene los siguien
tes componentes en un volumen final de 50 ul: 2,5 umoles Tris-HCl
(pH 7,5), 0,5 pmoles B-mercaptoetanol, 0,5 umoles MgClz, 590 pmoles
(200.000 cpm) GDP-[U-“CJGic y 100-300 ug de enzima.

La enzima utilizada es una combinación de los precipitados de
100.000 y 25.000g y en ciertas ocasiones se agregó, además, UDP-[3H]—
Glc (107 pmoles, 100.000 cpm) o UDP-Glcno radiactiva. En otros en
sayos se agregó a la mezcla de incubación polímero soluble en agua
(PSA).

La reacción fue detenida con 0,1 ml de cloroformoemetanol (2:1,
v/v).y extraída por el método B (Behrens y col., 1971). El precipi
tado final fue extraído posteriormente, comoindican Blbein y col.
(1966).

Se agregó 1 m1 de agua, 1 mg de celulosa hidratada y 1 mg de ce
lulosa no tratada (WhatmanCF11) calentándose a 100°C por 2 minutos.
Posteriormente se centrifugó y el precipitado se extrajo 2 veces con
1 ml de 2%NaOHpor 5 minutos a 100°C, y el precipitado resultante
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fue lavado 2 veces más con 1 ml de agua.
La celulosa hidratada (10-20 mg/ml) se preparó (Jayme y Lang,

1963) disolviendo celulosa (WhatmanCF11) en ácido fosfórico con
centrado, agregando la solución a 20 volúmenes de agua y lavando el
precipitado amorfo_con'agua hasta que la suspensión perdió su aci
dez.

8.' Hidrólisis enzimática de glucanos

Se realizaron incubaciones enzimáticas a fin de determinar la
estructura de glucolípidos, polímeros solubles (PSA)o insolubles
en agua.

En el caso de los esteril glucósidos, el medio de incubación se
suplementó con 0,1% de Triton X-100; las incubaciones fueron de 5 h
y la reacción fue detenida con 0,1 ml de butanol. Las fases acuosa
y orgánica se separaron por centrifugación y se las combinócon lie
quido de centelleo para ser contadas.

En los caSos de derivados de poliprenil fosfatos, los azúcares
fueron liberados por hidrólisis ácida suave antes de someterlos a in
cubación. Las enzimas fueron incubadas con p-nitrofenil derivados
de distintos glicósidos para estimar actividades contaminantes; A
continuación se detallan las enzimas con los medios de incubación
utilizados y las actividades detectadas. 7

a) a-glucosidasa (EC 3.2.1.20,a-D—glucósido glucohidrolasa) de leva
duras (Sigma, tipo I) y el correspondiente sustrato, incubándose 25 h
a 37°C. Actividades: a-glucosidasa: 1MU/mg (también mostró activi
dad en presencia de 0,1% Triton X-lOO), B-glucosidasa: 0,1 U/mg,
a-galactosidasa: 0 U/mg, B-galactosidasa: 0,13 U/mgy a-manosidasa:
0 U/mg.

b) B-glucosidasa kBC.3.2.1.21, B-D-glucósido glucohidrolasa) de a1
mendras (Sigma). Se agregaron 100 ug de enzima a 0,1 ml de 0,1 M
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.Tris-acetato (pH 5,2) y el correspondiente sustrato, incubándose
25 h a 37°C. Actividades: a-glucosidasa: 0,5“ U/mg, B-glucosidasa:
1,9 U/mg, a-galactosidasa: 0,27 U/mg, B-galactosidasa: 3,2 U/mgy
a-manosidasa: 0 U/mg.

c) dextranasa (BC3.2.1.11, q-1,6-glucan S-glucanohidrolasa) de
Penicillium (Sigma). 100 ug de enzima se incubaron en presencia de
0,1 m1 de 0,1 M Tris-maleato (pH 6) y 20.000 cpm de PSA, a 37°C por
72 h. La reacción fue detenida por pasaje de sus componentes por
columna de Sephadex G-50, que se utilizó, a su Vez, para analizar
los productos.

d) a-amilasa (EC 3.2.1.1, a-1,4-glucan u-glucanhidrolasa) de ga
cillus subtilis (100 ug) se incubó en 100 ul de 0,1 MTris-maleato
(pH 6,9) y 20.000 cpm de PSA por 25 h a 20°C. La reacción fue de?
tenida y analizada comoen el caso de la dextranasa.

e) celulasa (EC3.2.1.“, 8-1,4-glucan glucanohidrolasa) de Asper
giilus niger (Sigma, tipo I) se incubó con 0,1 m1 de 0,1 MTris
acetato (pH u,5) por 72 h a 37°C. Actividades: a-glucosidasa: 0 U/mg,
B-glucosidasa: 0,25 U/mg, a-galactosidasa: 0,5“ U/mg, B-galactosida
sa: 0 U/mg y a-manoSidasa: 0 U/mg.

f) 'pronasa (BC 3.u.u.4) de Streptomyces griseug (Sigma, tipo IV).
El PSA(20.000 cpm) fue tratado con pronasa en las siguientes condi
ciones: 0,05 Mbuffer fosfato de sodio (pH 7,6), 0,2 mg pronasa a
37°C durante 72 h, en una atmósfera de tolueno. '
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III. METODOSANALITICOS

1. Determinaciones cuantitativas_

a) Concentración de proteínas

Las proteínas fueron cuantificadas por el método de Lowryy
col. (1951) utilizando albúmina bovina comopatrón.

b) *Concentración de fosfato

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

c) Concentración de azúcares reductores

Los azúcares reductores se cuantificaron comolo hace Nelson
(1944).

d) 'Concentración de esteroles

Los esteroles se determinaron por el método de C13Fe tal como
lo describe Zak (1957). 7

En los análisis cualitativos se utilizó la técnica de Lieber
mann-Burchard tal como fue descripto por Cook (1961). La muestra
a ser analizada fúe evaporada con N2 y el residuo resultante di
suelto en 0,5 ml de ácido acético glacial. El reactivo formador
de color consistió en una mezcla de anhídrido acético y ácido sul
fúrico concentrado (19:1, v/V) de la cual se agregó 1 m1. La solu
ción se mezcló y después de HOminutos la reacción positiva está
acompañadapor la aparición de un color verde o azulado.
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2. Tratamientos degradativos

a) Hidrólisis ácida suave

Se combinaron cuatro volúmenes de agua y uno de metanol con un
volumen de butanol conteniendo la muestra a hidrolizar. El agua
contiene suficiente HCl para llevar la solución a 0,01 N en el áci
do y se_calent6 a 100°C por 10 minutos. La reacción se detuvo por
agregado de una cantidad estequiométrica de 1 N NHuOHy enfriada en
un recipiente con hielo. Luegose agregó butanol hasta partición

'en dos fases. La fase orgánica fue lavada 2 veces con 0,2 volúme
nes de agua. Se contaron alícuotas de las fases acuosas combinadas
comoasí también-de la butanólica resultante.

En otras ocasiones las muestras se llevaron a seco bajo N2 y'
se les agregó 0,01 N HCl, agitando y llevando a 100°C por 10 minu
tos. El HCl se eliminó evaporando a sequedad 3 veces, añadiendo 50
ul de agua por vez.

b) Tratamiento alcalino de aceptores lipïdicos

Se siguió el método de Dawson (1954) tal como lo describen La
hav y col. (1969). La mueStra se trató con 0,1 MNaOHen cloroformo
metanol (1:4, v/v), 15 minutos a 37°C. La muestra se neutralizó con
HCl y por agregado de agua se separó la fase cloroformica de la acuo
sa. La fase orgánica se lavó 3 veces con una mezcla agua-metanol
(2:1, v/v). La capacidad aceptora se midió utilizando la fase cloro
fórmica.

c). Reduccióncatalïtica

Se hizo en la forma descripta,por Wright y col._(19673 con li
geras modificaciones. El Pt se prepar6.a partir de una solución
acuosa de hexacloroplatinato de amonio y exceso de NaBHu. El pre
cipitado de platino metálico se lavó con agua y butanol saturado en
agua. La muestra, disuelta en butanol, se añadió sobre el platino,
se agitó para resuspenderlo y se burbujeó H2 por espacio de k horas
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con intensidad suficiente para mantener el Pt en suspensión. Se
centrifugó, quitó el butanol y el Pt se lavó sucesivamente con bu
tanol y con agua. Las fracciones butanólicas se combinaron y la
varon con agua. Todas las fases acuosas se reunieron y se contaron
alícuotas de las fracciones.

d) Tratamiento con fenol

Este tratamiento se efectuó tal comodescriben García y col.
(1974). Las muestras se llevaron a seco bajo N2 y se les agregó
0,16 ml de 50%fenol. Se las mantuvo a 68-70°C durante 3 horas,
luego de lo cual se enfrió y centrífugó para separar la partición
bifásica. La fase fenólica se lavó tres veces con 0,06 m1de agua.
Los lavados acuosos se combinaron con la fase acuosa y se lavaron
tres veces en éter etílico para eliminar el fenol. La fase fenó
lica se llevó a seco agregando éter etílico varias veces, evaporando
con una corriente de N2. Se contaron alicuotas de ambas fases.

e) Reducción con borohidruro

Las muestras a reducir fueron combinadas con exceso de NaBHu
sólido. La solución se mantuvo por una noche a temperatura ambiente.
La reacción se detuvo mediante agregado cuidadoso de resina Dowex
50 (H+) para eliminar cationes. La solución se llevó a seco a pre
sión reducida y el borato fue eliminado por evaporacïones sucesivas
con metanol.

f) Oxidación con periodato

Las oxidaciones con periodato de esteril glucósidos se llevaron
a cabo con leves modificaciones de-como fue descripto por Forsee y
col. (1974). Muestras con 200.000 cpm de [1“CJEG y [1“CJAEGse so
lubilizaron con 0,6% Triton X-100 y 0,05 MNaIOg en un volumen total
de 2 ml. Después de 76 horas a H°C las mezclas fueron reducidas con
exceso de NaBHg. Se tomaron alícuotas para investigar si el trata



79.

miento produjo deacilación de AEGsometiéndolas a CCDen sílica
gel G. Luego fueron hidrolizadas con 2.N HCl a 100°C por 3 horas
en tubo sellado y extraídas con butanol. El HCl fue evaporado con
N2 y el Na+ eliminado por pasaje por una columna pequeña de resina
Dowex50 (H+). El borato fue eliminado por adición y evaporación
repetida de metanol. Después de un nuevo pasaje por resina Dowex

SO (H+l y Amberlite (H0_), las muestras se cromatografiaron en pa
pel Whatman 3MMcon solvente B.

Los polisacáridos fueron degradados en forma controlada, como
lo indican Goldstein y col. (1965). Las muestras fueron solubili
zadas en 2 ml de 0,05 M NaIOH y mantenidas 1Mdías a 4°C, luego de
lo cual fueron reducidas con exceso de NaBHue hidrolizadas con 2 N
HCl a 100°C por 3 horas en tubo sellado.- El HCl, Na+ y borato se
eliminaron de 1a misma manera que en el caso de los AEG, como así
también el análisis de productos.

g) B-eliminación

A fin de determinar la naturaleza de la unión carbohidrato-pép
'tido en el PSA, muestras de este producto fueron sometidas a hidró
lisis alcalina suave (0,1 MNaOHa H°Cpor 8 días). Finalmente,
las muestras se cromatografiaron en una columna de Sephadex G-SO.
Si la unión carbohidrato-péptido fuera rota, es de esperarse que
el oligosacárido radiactivo se incluya en la columna.

h) Acetólisis

Se colectaron HH,5g (peso fresco) de B. zopfii, los cuales
fueron extraídos dos veces con 200 ml de acetona. Los 27,5 g re
sultantes se extrajeron con 200 mLde 50%fenol; 200 ml de agua y
nuevamente 200 ml de acetona (2 veces). .El precipitado resultante
se sometió a 3 extracciones con 2%NaOHa 100°C por 5 minutos, luego
de lo cual se lavó con agua (5 veces) y acetona. La fracción así
obtenida (7,5 g) fue sometida a acetólisis en la forma descripta
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por Wolfrom y Thompson (1963). La muestra se disolvió en una
mezcla de 170 ml de ácido acético glacial, 170 ml de anhidrido
acético y 18 ml de ácido sulfúrico concentrado, en un recipiente
refrigerado con hielo. La solución 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 NaHCOa, luego de lo

cual se mantuvo 1 a 2 horas a temperatura ambienga. ¿El precipitado
formado se filtro y se extrajo con 30 m1 de cloroformo. El extracto
clorofórmico fue secado con CaC12y evaporado. Los oligosacáridos
asi obtenidos se deacilaron con metóxido de sodio (Flowers y col.,
1969) preparado en el momento, y separados por cromatografía en
papel con solvente G.

3. Cromatografias y electroforesis

a) Cromatografía de intercambio iónico

‘ Se hicieron columnas de DEAE-celulosa (Serva, tipo SS, forma
acetato) de tamaños variables que se especifican en cada caso y con
distintos solventes de elución.

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

2- Columnas (1,2 x 60 cm) equilibradas con 99%y eluídas a H°C con
un gradiente lineal de acetato de amonio (0 a 0,u M) en el mis
mosolvente para el análisis de glucolipidos polares.

3- Columnas (1,2 x 60 cm) equilibradas con cloroformo-metanol (2:1,
v/v) y eluídas a 4°C con un gradiente lineal de acetato de amo
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nio (0 a 0,0 M) en el mismo solvente para el aislamiento y
caracterización de lípidos aceptores endógenos.

Columnas (1,2 x 35 cm).equilibradas con cloroformo y eluídas
a H°Cen forma escalonada con cantidades crecientes de meta
nol en cloroformo (Hitchcocky Nichols,1971) para aislar esteril
glucósidos y fosfatidil etanolamina.

' V

Columnas (1,2 x 35 cm) equilibradas con cloroformo-metanol
agua (10:10:3, v/v) y eluídas a 4°C con un gradiente lineal
de acetato de amonio (0 a 0,15 M) en el mismo solvente para
el análisis de lípido oligosacáridos.

Columnas (1 x no cm) de DBAE-celulosa (forma C1_) equilibradas
con una solución de 50 mMTris-HCl (pH 7,5), 5 mMB-mercapto
etanol, 1 mMNaz-EDTA, 0,“ M KCl y 0,05% Triton X-100 eluídas
a H°Ccon el mismo solvente para la purificación de la UDP
Glczesterol glucosiltransferasa.
Se realizaron cromatografías en papel de DEAE-celulosa (What
man DB-20) para separar glucolípidos neutros y polares usando
butanol comosolvente de corrida.

Filtración en gel

Se preparó una columna de Sephadex LH-20 (1-x 20 cm) y fue
equilibrada con 0,1 Macetato de amonio en 99%metanol tal como

(1966).
a cabo con el mismobuffer y se celectaron fracciones de 0,3 ml.
fue descripto por Dankert y col. La elución se llevó

Para el análisis del PSAse prepararon columnas de Sephadex G-25
(0,8 x 35 cm) y Sephadex G-50 (1,2 x 60 cm) equilibradas y eluï
das con 0,1 M NaCl en agua. ' .

Para la purificación de la UDP-Glcíesterolglucosiltransferasa
se preparó una columna de Sephadex 6-100 (1 x 60 cm) equilibra
da y eluida con 50 mMTris-HCl (pH 7,5), 5 mMBFmercaptoetanol,
1 mMNaz-EDTA, 0,4 M KCl y 0,05% Triton x-100.
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c) Cromatografía en papel

Las cromatografías en papel se hicieron con los siguientes sol
ventes de corrida: Solvente A: butanol-piridina-agua (6:H:3, v/v);
solvente B: butanol-piridina-agua (6:2:3, v/v); solvente C: buta
nol-piridina-agua (Hzazu. V/v); solvente D: butanol-piridina-agua
(10:3:3, v/v); solvente B:'butanol—piridina-0,1I 'HC1L(5:3:2, v/v);
solvente F: isopropanol-ácido acético-agua (29:H:9, v/v); solvente
G: propanol-acetato de etilo-agua (7:1:2, v/v); solvente I: 3 MNH3
en 80%de etanol (v/v); solvente J: etanol-¿sido acético-1 Mace
tato de amonio (75:26:4, v/v),solventeszutanoI-agua(5=1,v/v).

En el caso de los solventes H e I la cromatografía fue ascenden
te. Las cromatografías con solvente B se realizaron en papel What
man 3MM,en todos los demás casos se utilizó papel Whatman N° 1.

d) Cromatografía en capa delgada

1- Cromatografías en sílica gel G: Se realizaron CCDen sílica
gel G de 0,25 mmde espesor, excepto cuando se indica especial
mente, comoen el caso de cromatografías preparativas en que
el espesor fue de 2 mm. Se desarrollaron con los siguientes
solventes: Solvente K: cloroformo-metanol-agua (85i25zu, v/v);
solvente L: cloroformo-metanol-agua (95:5:0,2, v/v); solvente M:
cloroformo-metanol-ácido acético-agua (170:30:20:7, v/v); sol
vente N: cloroformo-metanol-agua (65:25zu, v/v); solvente Ñ:
cloroformo-metanol-agua (60:252H, v/v); solvente O: cloroformo
isopropanol-etanol- 1 N ácido acético (5:6:6:5, v/v).

2- Cromatografías en fase invertida en Kieselguhr G: Se llevaron
a cabo CCDen fase invertida,tanto uni comobidimensionales,
en placas de Kieselguhr G de 0,25.mm de espesor. Las placas
fueron previamente inmersas en una solución al 5%de vaselina
en éter de petróleo (v/v), comolo-describen Dunphyy col. (1967)
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 Mmolibdato de sodio
llevado a-pH 5,0 con HZSOuconcentrado; buffer R: 0,03 Mborato de
sodio (pH 9,7).

Los azúcares reductores se localizaron con el reactivo de nitra
to de plata comolo indican Trevelyan y col. (1950). Los lípidos
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 (P100) y 0,1 MUDP-Glcno radiactiva. La reacción
fue detenida y extraída con butanol, juntándose las fases acuosas,
que previa concentración por liofilización, se sembraronen el gel.
Otro tanto se realizó con PSAradiactivo purificado. La siembra
se realizó de la siguiente manera: la muestra fue disuelta en 0,1
ml de una solución de 20%glicerol y 5 ul de 0,05% azul de bromo
fenol. Esta mezcla se aplicó en la parte-superior de un gel de 7,5%
en acrilamida de 8,7 cmde largo. La electroforesis se realizó a
8 mA/tubohasta que el azul de bromofenol alcanzó la parte inferior
del tubo. Inmediatamente después el gel fue retirado y conservado
a -20°C. El gel fue cortado en trozos de 1 mmde largo y Colocado
en viales con 0,5 ml de H202 30%2100 volúmenes). Los viales fue
ron incubados a temperatura ambiente por 3 días. Luego se agregó
la mezcla de centelleo (10 ml) y conto. Los geles con muestras no
radiactivas se tiñeron con Amido-Schwartz.
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u. Mediciones de radiactividad

Las determinaciones de fadiactividad fueron hechas en un con
tador de centelleo líquido BeckmanLS-233. Las muestras fueron con
tadas en distintas mezclas de centelleo.

'
a) Para cromatografías en papel o CCDy muestras en solventes or

gánicos se utilizaron 3 ml de una solución de 4 g de PPO (2,5
difenil oxazol) en un litro de tolueno.

b) Para muestras acuosas se utilizaron 3 a 6 m1 de una solución
de 2,2 PPOy 0,166 g de POPOP(1;u-bis[2(H-metil-S-fenil-oxazo
lil)]benceno) en 550 ml de tolueno y 250 ml de Triton X-100.

c) En otras ocasiones se utilizó para ambos tipos de muestras 3 ml
de solución de Bray constituida por 2,5 g de PPOy 50 g de naf
taleno en 500 ml de tolueno.
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RESULTADOS

I. GLUCOSILACION DB LIPIDOS

Incubaciones hechas con UDP-(1"C)Glcy fracciones enzimáticas
particuladas de alga (P100) mostraron una transferencia de radiac
tividad (entre 5 y 6%) a productos solubles en butanol. En mucho
menor proporción, también se observó transferencia a un compuesto
soluble en agua, que cuando es cromatografiado en papel con sol
vente A, permanece en el orígen como lo hacen los polímeros en es
tas condiciones (tabla VI).

v

TABLAVI. Transferencia de radiactividad de UDP-(1“C)Glc.

Fracción Cpm Porcentaje de radiacti
incorporadas vidad inicial agregada

como UDP-(1“C)Glc

Soluble en butanol 16.590 6,63
Lípidos polares 1.862 0,75
lípidos neutros 1H.187 u,a7

Polímeros 2.038 0,81

Se realizaron incubaciones comose describe en Materiales y Méto
dos. La reacción se paró por agregado de n-butanol y se extrajo
con el mismosolvente. La fase orgánica se analizó por cromato
grafía en papel de intercambio iónico (figura 21B) y la fase acuo
sa por cromatografía en papel con solvente J. La radiactividad a
sociada al origen del cromatograma se consideró comopolímeros.

Cromatografías en papel del extracto butanólico con solvente F
permiten afirmar que el mismono estaba contaminado con trazas de
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UDP-Glc,glucosa-P o glucosa, puesto que toda la radiactividad
migró con el frente del solvente,tal comolo hacen los lípidos en
este sistema (fig. 21).

FIGURA21. Pureza de los glucolïpidos radiactiVos.
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Cromatografía en papel con solvente F del extracto butanólico.
Este sistema permite detectar la presencia de posibles contami
nantes no lipídicos en el extracto.

Cromatografías en papel de intercambio iónico del mismoextrac
to, demostraron que estaba compuesto al menos por dos especies mo
leculares, diferenciables por su carga neta. La fracción predomi
nante (80%de la radiactividad soluble en butanol), migró con el
frente del solvente (fig. 22), tal comolo hacen los lípidos neu
tros en estas condiciones, mientras que la fracción restante (20%)
permaneció en el origen,como es de esperarse para lípidos con carga
negativa (fig. 22).
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FIGURA22. Glucolïpidos neutros y polares.
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Cromatografía en papel de intercambio iónico del extracto butano
lico (corrido con butanol comosolvente).

Los glucolípidos neutros fueron separados de los polares por
cromatografía en columna de DRAE-celulosa equilibrada con metanol
99%y eluïda con el mismo solvente. Los glucolípidos neutros fue
ron eluïdos con el volumen muerto mientras que los polares requi
rieron el agregado de acetato de amonio (0,u M) en el solvente de
elución para ser extraídos de la columna (fig. 23).

1. Caracterización de los glucolípidos neutros
O

a) Propiedades qe los glucolípidos neutros
Los glucolípidos neutros fueron aislados por cromatografía en

columna de DEAB-celulosa como se indica en la figura 23.
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FIGURA23. Cromatografía en columna de DRAE-celulosa del extracto
butanólico.
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Las fases orgánicas de varias incubaciones fueron sembradas en
una columna de DBAE-celulosa equilibrada con metanol 99%. Se co
lectaron fracciones de 3 ml. Después de la fracción 8 se eluyó
con 0,4 Macetato de amonio en el mismo solvente. Se contaron
alícuotas de 0,5 ml por fracción.

La tabla VII muestra que los glucolipidos neutros son resisten
tes a hidrólisis ácida suave. Sometidos a condiciones más severas
(1 N stou, 20 horas, bajo reflujo) el 90%de la radiactividad se
hace soluble en agua. Cuando se cromatografió en papel la fase
acuosa con solventes A, F y J se constató que el único producto li
berado por hidrólisis fue glucosa (fig. 24).
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FIGURA2a. Cromatografía en papel del producto de hidrólisis ácida
de glucolípidos neutros.
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FIGURAzu. Cromatografía en papel del producto de hidrólisis ácida
'de glucolipidos neutros.

Los glucolïpidos neutros parcialmente purificados por columna de
DRAE-celulosa fueron sometidos a hidrólisis ácida fuerte (1 N HZSOg,
20 horas, bajo reflujo). Después de este tratamiento se formo un
sistema bifásico por agregado de agua y butanol. Las sales de la
fase acuosa se eliminaron con resinas de intercambio iónico. Se lio
filizó y sembró en papel para ser cromatografiadoscon los solventes
A (A), F (B) y J (C). '

Sometida a condiciones alcalinas (1 hora en 0,5% KOHen 90%me
tanol, bajo reflujo) la radiactividad permanedïósoluble en butanol
demostrandoestabilidad de los glucolípidos a estas condiciones.

TABLAVII. Tratamientos ácido y alcalino de glucolípidos neutros.

Tratamiento Fase orgánica Fase acuosa Porcentaje de
cpm . cpm hidrólisis

Acido suave 98.H30 2.103 2
-Acido fuerte 5.215 92.899 9k
Alcalino 97.538 3.002 3

Los glucolïpidos neutros fueron aislados comose indica en la fi
gura 22 y sometidos a hidrólisis ácida suave (0,01 N HCl, 100°C,
10 min.), fuerte (1 N HZSOH,20 horas bajo reflujo) y alcalina
suave (0,5% de KOHen 90%de metanol, 1 hora bajo reflujo). Al
finalizar los tratamientos se agregó agua y butanol en exceso has
ta_que se formaron dos fases las cuales se separaron y contaron.

Los lípidos neutros fueron recromatografiados en columna de
DRAE-celulosaequilibrada con cloroformo y eluída progresivamente
con mezclas de solventes conteniendo cantidades crecientes de meta
nol en cloroformo (Hitchcock y Nichols, 1971) (fig. 25).
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pidos neutros.
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FIGURA25. Cromatografía en columna de DEAB-celulosa de glucolí

Cromatografía de glucolïpidos neutros parcialmente purificados en
columna de DEAB-celulosa equilibrada con cloroformo y eluída comose indica.
tas de 0,5 ml.

Se recogieron fracciones de 7,5 m1, contándose alícuo
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Comopuede apreciarse la radiactividad eluyó con 1a mezcla
cloroformo-metanol (95:5, v/v) formando un pico único. Existen
diversos lípidos con el mismopatrón de elución, pero los únicos
glucolípidos que así lo hacen son los esteril glucósidos (EG) y
los acil esteril glucosidos (AEG).

Una alícuota de este pico se sometió a CCDcon solvente K.
Comopuede observarse en la figura 268, aparecen dos picos de ra
diactividad en este sistema. Ambospicos, al ser eluídos de la
sílica gel y sometidos a la reacción de Liebermann-Burchard, dan
un color verde-azulado (reacción positiva) lo que evidencia la pre
sencia de esteroles. Cuandoel producto de migración más rápida
(pico II) fue saponificado, cambió su patrón de migración (fig.
26A), siendo idéntico al de migración lenta (pico I).
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FIGURA26. CCDde glucolípidos neutros.

Los glucolípidos neutros fueron sometidos a CCDen placas de síli
ca gel G con el solvente K. A) Tratados con 0,1 N KOH, 15 min. a
37°C en cloroformo-metanol (lzu, v/V); B) Sin tratamiento.
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Este último compuesto no mostró cambio alguno luego del trata
miento. Esto indica que durante el proceso de saponificación se
produjo la hidrólisis de un grupo acilo que esterificaba al com
puesto de migración rápida. I

En base a los datos presentados, el producto de migración len
ta (pico I) fue caracterizado comoun esteril glucósido (BG)y el
más rápido (pico II) comoun acil esteril glucósido (AEG).

b) Caracterización del grupo esterilo

.Los EGaislados y purificados por cromatografía en columna de
DBAE-celulosa y CCDcomo se indica en Materiales y Métodos, se so
metieron a hidrólisis alcalina fuerte (0,2 MNaOHen butanol 99%,
a l00°C por 90 min.) para liberar los esteroles y someterlos a cro
matografía de gases. El cromatogramamuestra la aparición de por
lo menostres picos que podrían ser esteroles (fig. 27). El pri
mero de ellos tiene un tiempo de retención (18;uu) cercano al del
colesterol (18.6”); el segundo (20.u9) no corresponde a ninguno
de los patrones utilizados; finalmente, el tercer pico (22.79)
está en una posición cercana a lo que ocupan el estigmasterol y
el 3 B-colestanol (tiempo de retención 22.65). Lloyd (1966) comu
nicó la presencia de ergosterol libre en Prototheca zopfii, carac
terizándolo por su espectro de absorción al infrarrojo y al ultra
violeta. Es posible que el segundo pico no identificado correspon
da a este esterol.

c) Posición del grupo acilo

A fin de determinar el sitio de acilación de la glucosa, mues
tras de AEGy EG (200,000 cpm de cada uno) fueron sometidas a de
gradación de Smith. Para descartar la posibilidad de una deacila
ción por efecto del tratamiento, se tomaron alícuotas antes y des
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FIGURA27. 'Cromatografïa de gases del grupo esterilo de EG.
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TIEMPO DE RETENCION

Los EGpurificados por DRAE-celulosa y CCD(ver Materiales y Méto
dos) fueron hidrolizados (0,2 N NaOHen butanol 99%, 100°C, 90 min.)
para liberar los esteroles que fueron inyectados con un volumende
0,5 ul (en CH2C12) en una columna de SE-30 3% en vidrio w-AW-DMCS
(malla 809100) de 1,2 m de longitud por 2 mmde diámetro interno,
con N2 como gas portador y un flujo de 27 ml/min. Temperatura de
1a cámara de inyección: 260°C, y del detector de llama: 310°C. Tem
peratura de columna: 210°C por 2 aún. y luego un aumento de 5°C/
min. hasta una temperatura final de 2SOÉC.
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pués de la oxidación para ser sometidas a CCDcon solvente L. En
la tabla VIII pueden observarse los resultados de la misma. En to
dos los casos la radiactividad migró comouna banda única. Se des
carta además la posibilidad de una deacilación, pues en ese caso,
el tratamiento habría provocado la formación de productos de movi
lidad similar a los EG.

TABLAVIII. Degradación de Smith de AEG.

Cpnen Cpnen Rf
Ifimsua larmmsüe

antes de la después de la
original glicerol eritritol sorbitdl oxidación oxidación

BG 200.000 97.000 135 89 0,1 0,2.

AEG 200.000 95.000 107 93 0,2 0,5

Los AEGy EG aislados por columna de DRAE-celulosa y CCDse sometie
ron a oxidación con periodato. Las muestras fueron luego hidroliza
das (2 N HCl, 3 horas, 100°C en tubo sellado) y reducidas con NaBHu.
Después de lavar las muestras de sales, se cromatografió 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 alïcuotas de las mezclas en CCDen sílica gel G con solvente L.
Los Rf de las bandas radiactivas así obtenidas se muestran en latabla.

La tabla VIII indica que el único producto formado a raíz del
tratamiento fue glicerol, lo que significa que la unión puede estar
localizada en la posición 2 ó 6 de la glucosa. Dadoque la radiac
tividad recuperada_en glicerol tiende a acercarse al 50%(y no al
100%)de la inicial, la ubicación de la unión acilo-glucosa en la
posición 6 parece ser 1a más indicada.
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d) Configuración anomérica

Conel objeto de determinar la configuración de la unión este
rol-glucosa se hicieron dos experimentos. Se incubaron (1“C)EG
purificados con a- y B-glucosidasas. Los resultados se resumen en
la tabla IX y muestran que sólo el tratamiento con B-glucosidasa
hidrolizó al compuesto, sin tener, aparentemente, efecto alguno el
tratamiento con a-glucosidasa.

TABLAIX. Tratamiento con a- y B-glucosidasa de (1“C)EG.

Enzima Fase butanólica Fase acuosa Porcentaje de
opm ' cpm hidrólisis

a-glucosidasa 47.900 2.812 5

B-glucosidasa 18.168 no.7oo 59

blanco sin enzima u.u37 usa 10

Los BGpurificados por columna de DRAE-celulosa y CCDse sometieron
a hidrólisis enzimática con a- y B-glucosidasa comose indica en Ma
teriales y Métodos. La reacción se detuvo por agregado de butanol,
los componentesde la partición resultante fueron luego contados.

'Para descartar la posibilidad de que alguna de las enzimas no
fuera activa por las caracteristicas del medio de incubación (que'
contiene detergente), se realizaron ensayos paralelos en idénticas
condiciones con p-nitrofenil-a-D-glucósido y p-nitrofenil-B-D-glucó
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).
Otro experimento confirmando estos resultados se realizó SOme

tiendo los_EG a tratamiento alcalino fuerte (0,1 MNaOHen 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 cromatografía en
papel con solvente A (fig. 28A).

La identidad del glucosano fue confirmada por hidrólisis ácida
(1 N HCl, 100°C por 3 horas en tubo sellado), la cual produjo única
mente glucosa radiactiva a juzgar por su movilidad en cromatografía
en papel con el mismosolvente (fig; 28B). Éste resultado confirma
que la glucosa está unida en una configuración B al esterol, puesto
que los a-derivados no forman anhidroglucosanos en las condiciones
empleadas (Montgomeryy col., 1943).
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FIGURA28. Formación del 1,6-anhidroglucosano.

EGSometidos a hidrólisis alcalina (0,1 MNaOHen butanol 992 por
90 min. a 68-70°C) liberaron radiactividad soluble en agua. A) Cro
matografía en papel con solvente A de la fase acuosa así obtenida;
B) Idem de la fase acuosa sometida a posterior hidrólisis ácida
(1 N HCl, 100°C, 3 horas).
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2. Purificación ygpropiedades de la UDP-Glczesterol glucosil
transferasa

a) 'Purificación de la enzima

La enzima glucosilante (EC 2.4.1.-) pudo ser solubilizada con
Triton X-100, en una concentración del 0,6%, y parcialmente purifi
cada por pasaje en columna de DBAB-celulosa. En esta¡%tapa la en-
zima se hizo totalmente dependiente de la presencia de aceptores exó
genos (esteroles) para su actividad. Después de una cromatografía
en Sephadex G-100, la enzima mostró estar libre de actividad acilan
te, dado que ni el agregado de EGcon extractos lipídicos, ni la in
cubación en condiciones tipo con extractos lipídicos conteniendo fos
fatidil etanolamina mostraron incorporación detectable por CCDa los
AEG.

TABLAX. Purificación de 1a UDP-Glczesterol glucosil transferasa.

Fracción 'Vol. Proteínas Actividad Actividad .Purifica
total específica ción

ml mg pmol/min. pmolfimfimng

Membranas crudas s 550 3.000 15 1,0
Triton X-lOO 5 68 1.860 2% 1,8
DRAE-celulosa 5 7,2 N02 55,8 3,7
(20102800120-6095) 1 0,u 1m» 360 23,0
Sephadex G-100 1 0,2 42 510 su,0

B1 homogenatoresultante de 1a ruptura celular fue centrifugado a
100.000g x 150 min. para obtener las membranas crudas con las que
se llevó a cabo la purificación. Los detalles de la mismase re
sumen en Materiales y Métodos.
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La tabla X muestra que la purificación lleva a una enzima com
pletamente inactiva en ausencia de esteroles con una purificación
de 3Mveces la actividad específica y un rendimiento del 0,5%.

b) Concentración de UDP-Glc

Al correlacionar la concentración de UDP-Glcy la glucosilación
de esteroles se halló que existe una relación de proporcionalidad
haSta una concentración aproximada de 2 x 10-5 M (fig. 29).

FIGURA29. Efecto de la concentración de UDP-Glc.
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Las incubaciones se realizaron en las condiciones tipo excepto para
la concentración de sustrato: 1 nmol de UDP-(1“C)Glcy cantidades
variables de UDP-Glcno radiactiva hasta las concentraciones indica
das. Proteína: 115 ug/tubo.

c) Nucleótidos *

Se analizó el efecto de UDPy UMPen la incorporación de glucosa
a EG. La figura 30 muestra que una concentración de UDPde 2 mMes
suficiente para producir una inhibición del 97%; no ocurre así con
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UMPque pareciera tener poco efecto en 1a actividad enzimática. La
inhibición por UDPes la esperada para un producto de la reacción.

FIGURA30. Inhibición por UDP.
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Las incubaciones se realizaron en las condiciones habituales excep
to para la concentración de UDP(I-——I) y UMP(D---D). Proteínas
223 ug/tubo.

d) Concentración de proteínas

La glucosilación de esteroles se mostró linealmente dependiente
de la concentración proteica en el rango en que fue estudiada (fig.
31). '

e) Efecto del pH

-Bl pHóptimo de la glucosil transferasa resultó ser 6,0 (fig. 31).
Este resultado es coincidente con el pHhallado en otros sistemas de
plantas superiores (Phaseolus aureus, Bowlesy col.,.1977).
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FIGURA31. Concentración de proteínas.
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Las incubaciones se realizaron en las condiciones tipo excepto
para 1a concentrac16n de proteínas.

FIGURA32. Efecto del pH.
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Las incubaciones se llevarOn a cabo en la forma habitual excepto
para el pH y el buffer usado (Tris-maleato). Proteínas: 130 ug/tubo.
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f) Natales

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

TABLAXI. Efecto de metales.

Adiciones Incorporación a lípidos
cpm

Ninguna 12. 300
EDTA (1 mM) 13.951

MgClz (10 mM) 10.815

Mnc12 (10 mM) 1d.132

CaC12 (10 mM) + BDTA (1 mM) 11.026
NaCl (10 mM) + EDTA (1 mM) 12.037

KCl (10 mM) + EDTA (1 mM) 12.469

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

. . ++ ++ .concentrac1ones relativamente altas de Mg y Mn (fig. 33) pro
ducen una inhibición parcial de la transferencia de glucosa a lí
pidos.

g) Temperatura
Se realizaron incubaciones a diferentes temperaturas a fin de

estudiar su efecto en la actividad enzimática, La actividad máxi
ma se notó a los 37°C (fig. 34).
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FIGURA33. Concentración de Mg++ y Mn++.
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Las incubaciones se realizaron en la forma descripta en Materia
les y Métodosexcepto para la concentración de cationes. Proteí
nas: 310 ug/tubo.

FIGURA34. Efecto de la temperatura.
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h) Detergente

El agregado de Triton X-100 estimuló la incorporación de glu
cosa aun en ausencia de esteroles exógenos. La estimulación fue
mayor a una concentración de detergente de 0,6% final (fig. 35).

FIGURA35. Efecto de Triton X-100.
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Las incubaciones contuvieron concentraciones crecientes de Triton
X-100 además de los componentes de 1a mezcla tipo.

i) Especificidad de sustrato ‘
Distintos nucleótido azúcares fueron incubados con la fracción

particulada P100. La tabla XII muestra que Solo se forman gluco
lïpidos cuando se incuba con UDP-Glc;los otros glicosil nucleótidos



105.

no pudieron servir comosustratos para la glucosil transferasa,
con excepción de UDP-Gal. Este último resultado puede ser expli
cado por la presencia de una epimerasa en el sistema, que trans
'forma la galactosa en glucosa. Esta presunción se confirmó por
el hecho de que al someter el glicolïpido formadoa hidrólisis
ácida fuerte, el 75%de 1a radiactividad liberada tuvo una movi
lidad similar a la glucosa en cromatografía en papel con solvente A.

TABLAXII. Incorporación de azúcares de diferentes nucleótidos
lípidos.

Nucleótido azúcares. Incorporación a Porcentaje de
glicolípidos incorporación

pmoles

UDP-[1“CJGlc 23,3u 0,00
ADP-[1“C]Glc 0,37 0,08
GDF-[1“C]Glc 0,90 0,15
UDP-[1”C]Ara 1,58 0,00
UDP-[1“C]Gal 7,88 3,00

.UDP-[1“C]NAcGlc 0,50 0,12
UDP-[1"C]Xil 0,19 0,05
GDF-[1“CJMan 0,38 0,10

Las incubaciones se realizaron en las condiciones tipo excepto para
los nucleótido azúcares que fueron: UDP- 1“C]Glc (300 moles); ADP
f1"c]01c (500 pmoles); GDF-[1“0101c (500 pmoles); UDP- 1“C]Ara (noopmoles); UDP- “CJGal (250 pmoles); UDP-[ “ClNAcGlc (HOOpmoles);
UDP-[1"c]x11 noo pmoles) y GDF-[1"CJMan (350 pmoles). La fase bu
tanólica de extracción fue analizada por cromatografía de intercam
bio iónico, comose indica en Materiales y Métodos, o alternatiya
mente por conteo de la fase bútanólica después de hidrólisis áCida
suave.
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j) ESteroles exógenos

Para estudiar la especificidad de la enzima con respecto al
esterol, se incubó con esteroles de distinto origen y concentración.
La figura 36 muestra que todos los esteroles ensayados provocaron
estimulación de la formación de EGdenotando una falta de especifi
cidad de la enzima hacia los mismos, lo cual contrasta con la alta
especificidad manifestada hacia los nucleótido azúcares. Sin embargo,

i FIGURA36. Efecto de esteroles exógenos.
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Las incubaciones se realizaron en la forma indicada en Materiales y
Métodosexcepto para el tipo y la concentración de esteroles exóge
nos y lecitina cruda de soja. La concentración de esteroles se de
terminó por el método del FeC13utilizando colesterol comostandard.
Los esteroles endógenos fueron purificadós por precipitación con di
gitonina. o——-oB-sitosterol:lecitinazTriton X-100 (1H:1:1, p/p);
o—'-oB-sitosterol:lecitina:Triton X-100(1H:8:1, p/p);o---C>coles
terol:lecitina:Triton X-100(1H:1:1, p/p); D-—-C]esterolesendóge
nos:lecitina:Triton X-100(luzlzl, p/p); I-—-I dolicol fosfato (0,6%
Triton X-100).
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si se compara sobre bases equimoleculares el extracto de esteroles
endógenos se mostró más eficaz que colesterol o B-sitosterol, lo
cual indica una afinidad diferencial respecto al lípido aceptor.
El agregado de L-a-lecitina cruda aumenta notablemente la eficien
cia del sistema, lo cual puede deberse a la presencia de algún fac
tor que active la segunda fase de la reacción, es decir la formación
de AEG. El agregado de otro tipo de lípidos no relacionados, como
los poliprenil fosfatos, no mostró ningún efecto (fig; 36) demostran
do que no existe relación alguna entre la formación de poliprenil
fosfato azúcares y-la de esteril glucósidos.

3. Efecto de la fosfatidil etanolamina

Al observar el efecto de la L-a-lecitina r‘ la incorporación def
(1“C)g1ucosaa lípidos, se intentó identificar la especie molecular
responsable de tal comportamiento. Con este fin se procedió a ais
lar los componentesde este extracto lipídico mediante cromatogra
fía en columna de DRAE-celulosa. Resultados preliminares (Axelos y
Péaud-Lenoel, 1972) indican que la fosfatidil etanolamina (FE) po
dría ser la activadora. Se purificó FE de soja y alga por cromato
grafía preparativa en capa delgada (método de Nichols y James, 1974)
después de la preliminar columna de DRAE-celulosa. La figura 37
muestra el efecto producido por las distintas fracciones obtenidas
del extracto lipídico así comoel de la lecitina sin purificar.

Se aisló de la misma manera FE de B. zopfii y pudo observarse
que su efecto no difería significativamente de la aislada_de leci
tina de soja, Resulta evidente que la FBes responsable específica
mente del efecto activador de la L-a-lecitina notado en la figura 36.

Conel objeto de estudiar si la activación de la FBera especí
fica en la formación de AEG,se hicieron'dos tipos de ensayos, em
pleando diferentes sustratos. En el primer caso se trató de condi
ciones tipo como las empleadas hasta el momento con UDP-(1"C)Glc como
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FIGURA37. Efecto de lípidos en la incorporación 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 (1“C)BG, 0,1 3M
UDP-Glc no radiactiva, 0,6% Triton X-100, 50 mMHEPES (pH 6,0) y
los siguientes lípidos en las concentraciones que se indican:
D—-—D, fosfatidil etanolamina del alga E, zogfii (FEA); u———a,

fosfatidil etanolamina de soja (FES); A-——¡,L-a-lecitina cruda
de soja (L-u-LEC); o-F—o,fracción lipídica I (FL I) (ver Materia
les y Métodos); o--—o, fracción lipídica II (FL II). La concentra
ción lipídica se estimó a través de su contenido de fósforo total.
La reacción fue detenida y extraída con butanol. La fase orgánica
fue sometida a CCDcon solvente N. Las zonas del cromatograma co
rrespondientes a la ubicación de AEGfueron raspadas de la placa y
contadas.
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sustrato. En el segundo caso se utilizó (1"C)EGpurificadó. En
ambos experimentos (tabla XIII) se notó un aumento en 1a formación
de AEG,sugiriendo que la FE activa específicamente la formación
de los mismos. Además, la transferencia de radiactividad de EGa
AECen ul segundo experimento insinúa due el primer compuesto es
un sustrato para 1a formación del segundo.

TABLAXIII. 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.u15

(1“C)EG — 29.862 13.23u

(1“C)EG + 21.u37 2a.553

Las incubaciones se realizaron por 30 minutos a 30°C en un volumen
final'de 50 ul conteniendo: 50 mMHEPES(pH 6,0), 0,6% Triton X-100,
150.000 cpm de UDP-(1“C)Glc (268 Ci/mol) o 100.000 cpm de (1“C)EG
(con 0,1 MUDP-Glc no radiactiva) y 25 umoles de FE en los casos
que se indican. La reacción fue detenida y extraída con butanol.
El extracto fue luego sometido a hidrólisis ácida suave, para elimi
nar glucolïpidos-polares, y la fase orgánica resultante fue someti
da a CCDcon solvente N. Las zonas del cromatograma correspondien
tes a EGy AEGfueron raspadas de la placa y contadas.

u. Formación de EG y AEGen el tiempo

A fin de confirmar el mecanismo de reacción que supone que los
AEGse forman a partir de los EG se llevaron a cabo experimentos a
distintos tiempos. La.figura,38 muestra que la aparición de EGy
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AEGes coherente con esta teoría; finalmente la modificación del
patrón de formación de AEGcuando se utiliza EGcomo sustrato con
firma la relación sustrato/producto de los mismos.

FIGURA38. Formáción de glucolïpidos en función 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 mMHEPES(pH 6,0),
0,5 mMB-sitosterol:L-a-lecitinazTriton X-100 (1H:8:1, p/p) y “00
pmoles de UDP-(1”C)G1c. La extradción y análisis de productos se
realizaron como se indica en 1a tabla XIII. A: o-——o, AEG; o———o,
EG. B: AEG+ EG (radiactividad total incorporada a lípidos neutros).
.A---A (ABG*):acilesteril glucósidos formados cuando se utilizan
100.000 cpm de (1“C)EG y 0,1 mMUDP-Glc no radiactiva como sustratos.



111.

5. Localización subcelular

A fin de investigar el sitio especifico de síntesis de EGy
AEGse hicieron incubaciones con UDP(1“C)G1cy B-sitosterol con
diferentes fracciones subcelulares de B. zopfii. La tabla XIV

-muestra la actividad específica de las enzimas marcadoras en las
diferentes fracciones y de la UDP-Glcíesterolglucosiltransferasa,
Los resultados indican que el sitio de biosíntesis en algas es el
aparato de Golgi, 30 cual está de acuerdo con lo encontrado en
plantas superiores (Forsee y col., 197M; Lercher y Wojciechowski,
1976; Bowles y COlr, 1977)}
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TABLAXIV.ActividadesespecíficasdeenzimasmarcadorasyUDP-Glczesterolglucosiltransferasaendiferentes

fraccionessubcelplares.

UDP-Glc:esterol

glucosiltransferasa

prol/nfin-mg

Tianu'na

¿imfosfatasa

FracciónUbiquinona5‘-nuc1eoti_dasaGlc-ES-Pasa

molrm‘ol/mirmgABRmml/min-mgABRanl/min-mgAER

Mitocondriasl40710,70,1210,70,038,60,111,98 Retículoendoplásmico1620,80,20929,03,1288,80,919,36 bhmbranaplasmática AparatodeGolgi

9880,22,8025,8.0,0828,60,3810,90 30NDND11,80,03202,110,8036,36

Lasfraccionesfueronseparadasporcentrifugacióndiferencialyengradientesdisoontinuosdesacarosa.Losen sayosenzimáticosfueronhechosconalícuotasde0,1mldelasdiferentesfracciones,exceptoeldelaUDP-Glc:esterolglucosiltransferasa.Lasincubacionesserealizaronpor30núnutosa30°Cenunvolunende50ul,con teniendo50mMHEPES(pH6,0),0,5¡00‘4B-sitosterol-lecitina-‘IritonX-lOO(1H:8:1,p/p),LHJOpmolesdeUDP-(1"C)Glcy30uldesuspensiónsubcelular.Elcontenidoenubiquinonafuedetectadoporsuabsorbanciaenelultravioletaa275nm.ND:nodetectado.ABR:actividadespecíficarelativazactividadespecíficaenlafracción/actividades pecíficaenelhomogenato..

112.
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II. GLUCOLIPIDOS POLARES: CARACTERIZACION Y BIOSINTBSIS

1. Caracterización del lipido aceptor

Extractos butanólicos procedentes de incubaciones con UDP
(1“C)Glc y membranas de E. zopfii (P100) fueron cromatografiadas
en columna de DRAE-celulosa equilibrada con metanol al 99%y eluí
da con 0,4 Macetato de amonio (fig. 23). Una fracción de gluco
lípidos (20%) pudo ser eluída de esta forma indicando que posee
propiedades ácidas. Un tratamiento ácido suave (0,01 N HCl, 100°C,
10 min.) de los mismosprovocó una rápida hidrólisis, solubilizán
dose el 76%de la radiactividad en la fase acuosa. Estas dos pro
piedades, carga negativa y labilidad a la acidez suave, sugieren
que el lípido aceptor puede ser un poliprenil fosfato. A fin de
investigar másen detalle esta posibilidad, se hicieron incubacio
nes con poliprenil fosfatos exógenos. La tabla XVmuestra que
tanto Dol-P comoFic-P estimulan la incorporación de radiactividad
a glucolípidos polares. El agregado de dtro tipo de lípidos,
comoesteroles, no afectó la incorporación.

TABLAXV. Efecto de lípidos exógenos en la formación de gluco
lipidos polares. 7

Lípido Glucolípidos polares (cpm)

Ninguno. ' 998
Dol-P 8.000
Fic-P 3.700
B-sitosterol 900
Colesterol 870

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

a) Aislamiento y propiedades del lípido aceptor endógeno

Las evidencias hasta aquí presentadas indican que estamos en
presencia de un lípido ácido aceptor de glucosa que podria ser un
poliprenil fosfato.l Para tener datos más directos respecto de la
naturaleza del lípido endógeno, se procedió a aislarlo para estu
diar sus propiedades. Extractos clorofórmicos de B. zopfii fueron
cromatografiados en columna de DRAE-celulosa y_eluídos 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 P100 y UDP-Glc.

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

Alïcuotas del pico fueron sometidas a tratamiento ácido 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 aceptóra. Los resul
tados se muestran en la tabla XVIe indican que tanto el Dol-P como
el lipido endógenopermanecieron inalterados después deÏ tratamien
to, pues conservaron su propiedad de ser glucosilados, no siendo
así el caso del Fic-P que perdió esta capacidad. Este resultado
sugiere que el lipido endógeno tiene el extremo a saturado igual
que el dolicol. El tratamiento alcalino suave (condiciones de sapo
nificación) produjo una pérdida de capacidad aceptora del 12, 11 y
23%en el lípido endógeno aislado, Dol-P y Fic-P respectivamente,
con lo cual se descarta la posibilidad de que el lípido endógeno
fuese un éster de ácidos grasos.
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FIGURA39. Cromatografía en columna de DRAE-celulosa del lípido
aceptor endógeno. v
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Cada fracción fue ensayada para detectar actividad en presencia
de enzima P100. Estas preparaciones tienen capacidad aceptora
endógena, y la figura representa únicamente la activación produ
cida por el material agregado. 7

Condiciones alcalinas más drásticas (60%KOHacuoso en etanol
absoluto a 70°C por 30 min. bajo N2) produjeron la solubilización
del lípido endógeno en éter de petróleo, presumiblemente por hidró
lisis del fosfato. Cuandoesta fase orgánica fue cromatografiada
en fase invertida, lo que permite apreciar su largo de cadena, mi
gró en.forma similar al Dol (C100) de hígado (fig. ue) y muy lejos
tanto del Fic (C55) comodel farnesol (C15), lo cual indica un largo
de cadena similar al Dol.
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FIGURA40. Cbomatograma del lïpido endógeno libre.
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El lípido endógeno fue hidrolizado con KOHy cromatografiado en
fase invertida en capa delgada, con placas de Kieselguhr G corri
das con acetona. El cromatograma fue revelado con vapores de iodo.
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TABLAXVI. Tratamientos ácido y alcalino del lípido aceptor endó
geno aislado y poliprenil fosfatos.

Lípido aceptor Capacidad aceptora de glucosa
No tratados Tratamiento

cpm ácido cpm (%) alcalino cpm (%)

AL-P 33415 3.041 (12) 2.994 (12)

Dol-P 5.322 “.037 (10) 4.793 (11)
Fic-P 44007 510 (87) 3.107 (23)

Las muestras fueron tratadas con 0,01 N HCl, 10 min. a 100°C y
0,1 N KOHa 37°C por 1 hora. Los lípidos fueron extraídos con
butanol y luego ensayados para medir Su capacidad aceptora de
glucosa con enzima P100. Los números entre paréntesis represen
tan el porcentaje de hidrólisis.AL-PznmdoaukbenodeMga

b). Propiedades del aceptor glucosilado

A fin de obtener más datos que confirmen la u-saturación del .
poliprenol se llevaron a cabo hidrólisis con fenol y reducción ca
talitica del aceptor glucosilado. Muestras de AL-P-(1“C)Glc, Dol
P-(1“C)Glc y Fic-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 fracción acuo
sa demostró que el producto es,principalmente, glucosa fóSfato (fig.
u1). En contraste, tanto Dol-P-(1"C)Glc comoel lípido endógeno
glucosilado, no fueron hidrolizados por este métodoy la radiacti
vidad permaneció soluble en 1a fase orgánica (tabla XVII).
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TABLAXVII. Tratamiento fenólico y reducción catalítica de lípi
dos glucosilados¡

Tratamiento Glucolïpidos Fase Fase Hidrólisis
orgánica acuosa

.cpm cpm

Fenol AL-P-(1“C)G1c 2.375 1us 6,8
Dol-P-(1“C)Glc 1.336 es 5,5
Fic-P-(1”C)Glc 213 1.956 90,2

Reducción AL-P-(1“C)Glc 8.362 779 9,5
catalltlca Dol-P-(1“C)Glc 3.616 775 17,7

Fic-P-(1“C)Glc 691 5.436 8937

Las muestras fueron tratadas con fenol al 50%a 68-70°C nor 3 horas
y las fases acuosa y fenólica separadas comose describe en Materia
les y Métodos. La reducción catalïtica se llevó a cabo con H2 y
catalizador de platino en butanol saturado en agua por H horas. La
radiactividad se midió en un contador de centelleo líquido después
de_extraer las fases de la partición fenol-agua.

Resultados similares se obtuvieron por reducción catalítica.
La tabla XVII_muestra que ni el Dol-P-(1"C)Glc ni el acebtor endó
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 comparó el aceptor gluco
silado con muestras de Dol-P-Glc y Pic-B-Glc por CCDen dos siste
mas diferentes.A
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FIGURA41.. Electroforesis de Fic-P-(1“C)Glc hidrolizado con fenol.
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'La fase acuosa resultante del tratamiento fenólico de Fic-P-(1“C)
Glc fue sometida a electroforesis en papel con buffer Q.

Las figuras HZy H3 muestran claramente que el lípido gluco
silado tiene, consistentemente, un‘Rf similar al Dol-P-Glc en am
bos sistemas, y no el de esperarse si tuviera un largo de cadena
parecido a1 del ficaprenol.



FIGURA H2. CCDdel aceptor glucosilado con solvente Ñ.
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FIGURAH3. CCDdel aceptor glucosilado con solvente 0.
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2. Biosintesis del lipido aceptor

Los resultados hasta aqui presentados indican que el lipido
aceptar de'alga es un poliprenil fosfato similar al DoldPde hi
gado tanto en largo de cadena comoen saturación del extremo a.

Evidencias directas de 1a naturaleza isoprénica del lipido
fueron obtenidas por biosintesis a partir de un precursor especia
fico: el ácido mevalónico.

a) Análisis de fracciones

Preparaciones enzimáticas (825) fueron incubadas en presencia
de gg-[2-1“C]MVA. La tabla XVIII muestra la incorporación de radi
actividad en las diferentes fracciones.

TABLAXVIII. Incorporación de radiactividad a partir de (1“C)MVA
en las distintas fracciones.

Radiactividad incorporada

Fracclon Porcentaje de
cpm incorporación

Alcoholes libres e hidrocarburos 112.300 2,u
Poliprenil fosfatos 100.000 2,0
Acido lábiles 15.200 0,3
Acido estables 79.000 1,6
Bluído de LH-20 que cocromato- .
grafía con Dol-P 35.000 0,7

Se llevaron a cabo incubaciones con (1“C)MVAen 10 tubos en condi
ciones tipo y se extrajo en la forma descripta en Materiales y Mé
todos. Los porcentajes de incorporación se calcularon en base al
isómero metabólicamente activo.
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La fracción extraída con hexano estaba compuesta por alcoholes
libres, probablemente hidrolizados por acción de fosfatasas endóge
nas, y en ella podrían estar representados algunos intermediarios,
comoasí también otros productos isoprénicos (por ej. terpenos).
El análisis de esta fracción por CCDen fase invertida (fig. MMA)
demuestran que estaba compuesta por alcoholes de diversos largos
de cadena, principalmente cortos.. El 2%de la radiactividad(del
isómero activo) fue recuperada en la fracción cloroformo-metanol
(2:1, v/v) indicando la formación de poliprenil fosfatos. Los poli
prenil fosfatos alílicos fueron hidrolizados por tratamiento ácido
y separados de los ácido resistentes por extracción con hexano.
El 15%de los poliprenil fosfatos se liberaron de este modo. El
análisis de esta fracción (fig. HuB)demostró que 1a radiactividad
se distribuyó entre prenoles de cadena corta, fundamentalmente me
dia como el Pic (C55) y larga como el Dol (C100).

Para analizar los poliprenoles resistentes a hidrólisis ácida
se realizaron incubaciones con fosfatasa alcalina a-fin de obtener
los alcoholes libres y someterlos a CCD. El H5%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 (Kurokaway 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 contaminación de isopentenil
fosfato en la fracción cloroformo-metanol_(2:1, v/v), su relación
aumenta al ser analizados después del tratamiento enzimático. 'Sin
embargo, la mayor parte de la radiactividad tuvo un comportamiento
cromatográfico similar al Dol (fig. NBA).

A fin de buscar un sistema más reproducible, una alícuota de
los poliprenil fosfatos resistentes a hidrólisis ácida fueron cro
matografiados en una columna de Sephadex LH-20 junto a muestras no
radiactivas de Dol-P y Fic-P. El perfil de elución se muestra en
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FIGURA_HH.CCDen fase invertida de fracciones de extracción.

Radiactividad(cpmx10-2)

Dol Fic Far

0 ' 1

A: lípidos extraídos con hexano. B: prenoles ácido lábiles ex
traídos con c10roformo-metanol (2:1, v/v), Far: farnesol.
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la figura 45. El pico de radiactividad cocromatografió con los
fosfatos ácido estables procedentes de Dol-P (PMN 1H00) y lejos
de los fosfatos ácido lábiles correspondientes al Fic-P (PMm 700).
Las fracciones 20 a 32 fueron recogidas, lavadas de sales por el

_ método de Folch y concentradas bajo nitrógeno.

FIGURA45. Cromatografía en columna de Sephadex LH-20.
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Poliprenil fosfatos radiactivos biosintéticos resistentes a hidró
llisis ácida fueron cromatografiados con Dol-P y Fic-P no radiacti
vos. El Dol-P fue detectado por él fósforo total (o---o), el Fic-P
por el fósforo lábil (o-——o)y el poliprenil fosfató biosintético
por su radiactividad (!—I). \

Una alícuota del eluïdo de la columna de Sephadex LH-20 fue tra
tada con fosfatasa alcalina y los alcoholes liberados por la misma,
extraídos con hexano. Cuando este extracto fue sometido a CCD,se
obtuvo el cromatograma que se muestra en.la figura HGB. 'Bsta in
dica que el pico obtenido estaba libre de contaminación de alcoholes
cortos y tenía una movilidad similar al Dol. Sometido a cromatogra
fía en papel con solvente H, su movilidad también fue similar al Dol
(fig. 50A).
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FIGURAH6. CCDen fase invertida de poliprenil fosfatos ácido
resistentes.
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Poliprenil fosfatos resistentes a tratamiento ácido suave fueron
incubados con fosfatasa alcalina antes (A) y después (B) de ser
cromatografiados en colümna de Sephadex LH-20. Far: farnesol;
Ipe: isopentenol;
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Otra alícuota del pico de Sephadex LH-20 se cromatografió con
juntamente con aceptor lipídico endógeno purificado en una columna
de DRAE-celulosaeluída con un gradiente lineal de acetato de amo
nio en metanol al 99%. Un pico único de radiactividad eluyó a una
concentración de 0,12 Mde acetato de amonio así como la actividad
aceptora de glucosa, lo cual confirma la similitud entre el aceptor
endógenoy el lípido biosintético (fig. H7).

FIGURAH7. Cromatografía en columna de DRAE-celulosa del lipido
biosintético.
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El lipido biosintético radiactivo_fue combinadocon aceptor endó
geno purificado y cromatografiado en columna de DRAE-celulosa equi
librada con cloroformo-metanol (2:1, v/v) y eluída con un gradiente
lineal de acetato de amonio en el mismo solvente. Cada fracción fue
ensayada para detectar actividad aceptora de glucosa con enzima P100
de alga (o-——o)como en la figura 38. Además, alícuotas de las frac
ciones fueron contadas para establecer la presencia de lípido bio
sintético radiactivo (o—-—o).
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b) Largo de cadena

A fin de investigar el largo de cadena del lipido biosintético,
parte del extracto orgánico obtenido por hidrólisis enzimática del
eluido de Sephadex LH-20 fue cromatografiado, conjuntamente con D01
de higado, en CCDen fase invertida pero en forma bidimensional.
Después de la corrida, el cromatograma se reveló con vapores de iodo,
mostrando la posición de las especies moleculares componentes del
Dol (fig. HB). Las manchas asi reveladas y otras zonas del cromato4

FRENTEL.4...-._-...

1K!”

*--

ORBEN

.FIGURAH8. Cromatograma de Dol en fase invertida bidimensional.

Dol de hígado y lípido radiactivo biosintético hidrolizado enzima
ticamente,fueron.sembrados conjuntamente en CCDen fase invertida
bidimensional. La placa fue revelada con vapores de iodo y las
manchasvisualizadas fueron raspadas para su posterior conteo. En
el cromatograma se indican también las zonas que fueron raspadascon idénticos fines.



128.

FIGURA H9.

raspadas de los cromatogramas obtenidos comoen la figura anterior.
-Repreáentación de 1a radiactividad asociada a las zonas

A: Eluïdo del frente del cromatograma de la figura 50A; B: Fase or
gánica después de tratamiento alcalino del eluïdo de Sephadex LH-ZO'
C: Fase orgánica después de hidrólisis enzimática del eluído de Se
phadex LH-20. Los números que se indican sobre las columnas corres
pondenal porcentaje relativo de radiactividad en cada caso.
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grama fueron raspadas de la placa para ser contadas. Los resulta
dos (fig. MSC)indican que la radiactividad estuvo asociada a las
siguientes especies moleculares: C90 (0-7%), C95 (3143u%), C100
(u1-u7%) y C105 (19-21%). Parte de la radiactividad permaneció en
el origen; luego de elución y cromatografía en papel con solvente
H, se concluyó que este comportamiento se debió a Dol-P contaminan
te. Eluídos de Dol purificados por cromatografía en papel, no mos
traron este comportamiento por lo que puede verse en la figura H9A¡

Otra alícuota de la columna fue tratada por 30 minutos a 70°C
bajo atmósfera de nitrógeno en una solución acuosa de KOHal 60%
en_ctanol absoluto (1:5, v/v). Los alcoholes libres resultantes
fueron extraídos por agregado de agua y éter de petróleo; Cromato
grafía en fase invertida de la fase.orgánica (fig. HQB)mostró que
los resultados eran coincidentes con los porcentajes de las especies
moleculares obtenidas del mismomodopor hidrólisis enzimática.

c) Actividad aceptora

Alícuotas del eluido de Sephadex LH-20 fueron incubadas con UDP
Glc no radiactiva y enzima P100 siendo extraídos los lípidos con
butanol,'como se describe en Materiales y Métodos. El eitracto bu
tanólico se cromatografió en papel con solvente H. Un pico radiac
tivo con una movilidad idéntica al Dol-P-(1“C)Glc de hígado y Dol
P-(1“C)Glc de alga (fig. SOE)se detecta en el extracto de la incu
bación y que no se presentaba en el lípido no incubado (fig. SOB);

FIGURA50. Cromatografía en papel con solvente H.

A: (1“C)Dolproveniente de hidrólisis enzimática del eluido de
Sephadex LH-20; B: (1“C)Dol-P eluído de Sephadex LH-20; c: Dol
P-(1“C)Glc de hígado; D: Dol-P-(1“C)Glc de alga (aceptor endó
geno glucosilado); E: extracto butanólico de la incubación con
enzima P100 con el eluído de Sephadex LH-20. '
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FIGURA50. Cromatografía en papel con solvente H.
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3. Biosíntesis de Dol-ngor fracciones subcelulares

A fin de investigar el sitio específico de biosíntesis de Dol-P
se hicieron incubaciones con Rg-(1“C)MVAy diferentes-fracciones
subcelulares de algas. La tabla XIXmuestra la'actividad específi
ca de las enzimas marcadoras en las diferentes fracciones. Unica
mente dos fracciones, mitocondrias y Golgi (fig. 51) fueron capaces
de sintetizar Dol-P. Bste hecho hizo innecesario analizar la pure
za de las otras fracciones. De los resultados de actividad de la
tiamina pirofosfatasa resulta claro que solo un H%de proteínas pro
cedentes de Golgi contaminaban la fracción mitocondrial. Por otro
lado, el contenido de ubiquinona indica una contaminación del 7%
de mitocondrias en la fracción rica en aparato de Golgi.

TABLAXIX. Actividades específicas de las enzimas marcadoras en
diferentes fracciones subcelulares y síntesis de Dol-P.

Fracción Ubiqui- 5'-nuc1eotidasa Glc-S-Pasa Tiamina Dol-P
mmm. gübfosfinasa pmoLfig
nnol nmolfimfiuo ABR rmolhmüv ABR nmolfimür ABR 50 mln'

mg mg mg

Mitocondrias 407 10,7 0,12 10,7 0,03 8,8 0,11 267

Rïïmflo
endoplásmioo 16 20,6 0,24 929,0 3,12 68,8 0,91 ND

Mafinsna
plasmática 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 füeron separadas por centrifugación diferencial y en gradientes dis
continuos de sacarosa. Los ensayos enzimáticos fueron hechos con alícuotas de 0,1
ml de las diferentes fracciones. B1 ensayo de biosíntesis de Dol-P en cambiose
hizo con alícuotas de 30 ul. B1 contenido en ubiquinona fue detectado por su ab
sorbancia en el UVa 275 nm. ND:no detectado. ABR:actividad específica relativa:
actividad específica en 1a fracción/actividad específica en el honogenato.
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FIGURA 51.

tos de incubaciones con fracciones subcelulares.
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H. Propiedades de la UDP-Glcgpoliprenil fosfato glucosiltransferasa

Se estudiaron los requerimientos y propiedades características de
la glucosiltransferasa particulada de B. zopfii.

a) Bspecificidad de sustrato
Distintos nucleótido azúcares fueron incubados con la fracción

particulada P100. La tabla XXmuestra que solo se forman.derivados
lipídicos de glucosa cuando se incuba con UDP-Glc;los otros glucosil
nucleótidos (ADP-Glcy GDP-Glc) no sivieron como sustrato, demostrando
una especificidad de la enzima hacia el nucleótido azúcar.

TABLAXX. Incorporación de glucosa de diferentes nucleótidos a lípido

Nucleótido azúcar Incorporación a Porcentaje de
glucolipidos incorporación

pmoles

UDP-Glc u,i 1,7

ADP-Glc 0,5 0,1

GDP-Glc 0,9 0,15

Las incubaciones se realizarón en condiciones tipo exceptó para los
nucleótido azúcares que fueron: UDP-(1“C)Glc (300 pmoles), ADP-(1“C)
Glc (500 pmoles), GDP-(1"C)Glc (600 pmoles). La fase butanólica fue
analizada por cromatografía de intercambio iónico o fase acuosa des
pués de hidrólisis ácida suave.

Al analizar el efecto del agregado del otro sustrato (poliprenil
fosfatos) se notó una especificidad de la enzima hacia los mismos, y
no hacia lípidos no relacionados comolos esteroles; y dentro de los
prenil fosfatos una afinidad mayorpor los a-saturados de cadena larga
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comoel Dol-P (fig. 52) cuando se compara en bases equimoleculares.
Esto confirma la naturaleza dolicólica del lípido aceptor endógeno.

FIGURA52; Efecto de prenil fosfatos exógenos en la forñación de
glucolípidos.
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Las incubaciones se realizaron en las condiciones tipo excepto por
el agregado de 0,6% Triton X-100 y Dol-P (Ü———D),Fic-P (I---I) o
B-sitosterol (o--o). Proteínas: 220 ug/tubo.

b) Concentración de sustrato

Se agregaron concentraciones crecientes de UDP-Glca1 medio de
incubación, observándose que 1a incorporación aumentó proporcional
mente a las mismas hasta una concentración de 2 x 10’5 M (fig. 53).
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FIGURA53. Efecto de la concentración de UDP-Glc.
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Las incubaciones se realizaron comose indica en Materiales y Méto
dos excepto por la concentración de UDP-Glc. Un nmol de UDP-(1“C)
Glc fue combinado con las concentraciones indicadas de UDP-Glcno
.radiactiva. Proteinas: 115 ug.

En el caso de los poliprenil fosfatos, la incorporación de glur
cosa fue proporcional a la concentración de Dol-P en el rango 5 x
10’5 a 2 x 10"+ Men las condiciones empleadas (fig. 51).

c) Efecto del agregado degproductos

Se investigó el efecto de la adición de UMPy UDPen la formación
de glucolipidos. A diferencia de lo que ocurre con los EG (fig. 30),
ambosnucleótidos inhiben la transferencia de glucosa (aunque en dis
tinta medida) lo que-indica heterogeneidad en los glucolipidos forma
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dos or este sistema. Los resultados ue se muestran en la fi uraP q g

su, sugieren la formación de dos clases de derivados: glucosil fos
foril poliprenoles y glucosil pirofosforil poliprenoles. La alta
inhibición (95%) que se observa en el caso del agregado de UDP, pro
bablemente es debida a 1a formación de UMPpor acción de fosfodiesteé
rasas endógenas presentes en la fracción enzimática.

FIGURA54. Inhibición de la transferencia de glucosa pdr nucleótidos.
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Las incubaciones se llevaron a cabo en la forma habitual excepto por
el agregado de distintas concentraciones.de UDPy UMP.Proteínas:
223 ug/tubo.
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d) Concentración de proteínas

El incremento en la formación de glucolipidos se mostró lineal
mente dependiente de 1a cantidad de proteínas en el medio de incuba
ción hasta que las mismas alcanzaron 200 ug/tubo. A mayores canti
dades no se notó aumentos apreciables. La figura 55 muestra que la
incorporación forma una meseta a concentraciones mayores de 200 ug/
tubo.

FIGURA55. Concentración de proteínas.
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Las incubaciones se realizaron en las condiciones tipo excepto por
la concentración de proteínas.

e) Detergente _

En los casos de enzimas de memórana es común que el agregado de
ciertos detergentes produzcan un aumentode la actividad enzimática.
En este caso se investigó el efecto de un detergente no iónico, el
Triton X-100. Los resultados que se indican en la figura 56 muestran
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que una concentración de detergente del 0,3% aumenta en forma sig
nificativa la incorporación de glucosa a lípidos.

FIGURA56. Efecto del Triton X-100 en la actividad enzimática.
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Las incubaciones se realizaron con concentraciones crecientes de
Triton X-100 y los productos se analizaron por cromatografía de
intercambio iónico. '

f) Metales \

El requerimiento de metales fue estudiado mediante agregado de
algunos cationes al medio de incubación. La tabla XXImuestra que

.1a formación de glucolipidos es fuertemente estimulada por agregado
de Mg++y algo menos por Mn++. Cierta radiactividad se detectó en
el experimento control, probablemente debida a la actiuidad produ
cida por la presencia de iones endógenos. Los resultados obtenidos
en presencia de quelantes comoel.EDTAconfirman esta presunción.
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TABLAXXI. Efecto de metales en 1a transferencia glucosídica a
lípidos.

Adiciones Radiactividad incorporada
en glucolïpidos (cpm)

Ninguna 320

EDTA (1 mM) 30.

Mgc'12 (1o mM) 2377

Mnc12 (1o mM) 939

CaC12 (10 mM) + EDTA (1 mM) 266

NaCl (10 mM) + EDTA (1 mM) 58

KCl (10 mM) + EDTA (1 mM) 61

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

En el caso de los iones que más estimularon la actividad gluco
silante se estudió la concentración óptima de los mismos que produ
ce este efecto. La figura 57 muestra que la misma fue alrededor de
10 mMtanto para el Mg++ como para el Mn++.

g) Efecto del BH

Se estudió el pHóptimo para la actividad enzimática 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 transglucosilación.
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Las incubaciones se realizaron en 1a fórma habitual excepto por la
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N(A)

—I

Radiactividad(cpmx10‘3)

FIGURA 58.

Proteinas: 310 ug/tubo.

Í I l | r r

—B /.A.\ _.
. O

._ \._ \
o

o

l l L . l l

6 65 7 P}| 15 a

Efecto del pH.

Las incubaciones se realizaron en presencia de 50 mMTris-maleato
a diferentes pH y una concentración de proteinas de 130 ug/tubo.
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5. Distribución subcelular

Conel objeto de determinar el sitio específico de formación de
poliprenil-P-azúcares, se incubó UDP-(1“C)Glcy Dol-P con diferentes
fracciones subceluiares de E. zoRfii. La tabla XXIImuestra la ac
tividad específica de las enzimas marcadoras en las diferentes frac
ciones y de la UDP-Glcípoliprenil fosfato glucosiltransferasa(s).
Los resultados obtenidos indican que el reticulo endoplásmico es el
sitio principal de sintesis de poliprenil fosfato azúcares, lo cual
está de acuerdo a lo encontrado en otros sistemas (Dalner y col.,
1972).



TABLAXXII-ActividadesespecíficasdeenzimasmarcadoresyUDP-Glczpoliprenilfosfatoglucosiltr’ansfer‘asa(s)

_(BC2.4.1.4endiferentesfraccionessubcelulares.

FracciónUbiquinonaÉ'énucleotidasaGlc-B-PasaTiaminaUDP-Glczpoliprenilfos-'

'pirofosfatasafatoglucosiltrensferasa

molmolJmin-mgABRmol/nün-mgABRnnDl/mJ'n-mgABRanl/min-mgABR

Mitooondriasno710,70,1210,70,038,80,111,2031,53u Reúculoendoplásrgioo1820,60,20,929,03,1268,60,91.-8,.u8810,801 Membranaplasmática9880,22,8025,80,0828,80,383,310u,223 AparatodeGolgi30NDND11,80,03202,1'10,803,9625,054 Lasfraccionesfueronseparadasporcentrifugacióndiferencialyengadientesdisoontímnsdesacarosa.Losensayosenzimátioosserealizaronconalícuotasde0,1m1delasdiferentesfracciones,exceptoeldelaUDP-.Glczpolipr‘enilfosfatoglucosilünansferasa(30uly'demáscompuestosdelamezcla'deincubacióntipo+2nmolesdeDol-Py0,1%Tri tonX-100).B1contenidoenUbiquinonafuedetectadopor"suabsorbanciaenelUVa275nm.ND:nodetectado;ABR: actividadespecíficarelativazactividadespecíficaen1afracción/actividadespecíficaenelhorrogenato.

1H2.
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III. DERIVADOS GLUCOSILADOS DE POLIPRBNIL FOSFATOS

Los glucolípidos radiactivos obtenidos por incubaciones en gran
escala de preparaciones de membranasy UDP-(1“C)Glc, fueron parcial
mente purificados por cromatografía en columna de DEAB-celulosa
equilibrada con metanol al 99%y eluida con un gradiente lineal de
acetato de amonio en el mismosolvente. La mayor parte de la radi
actividad (80%) no se unió a 1a DRAE-celulosa y eluyó con el volu
men muerto de la columna como se espera que ocurra con los glucolí
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 (glucolípido II) y 0,300 M(glu
colípido III).

La posición del glucolípido I es la que se espera en el caso de
un poliprenil fosfato hexosa (Wright, 1971; Wedgwoody col., 197u;
Pont Lezica y col., 1976). .En las condiciones usadas un derivado
pirofosfórico eluye en un rango de concentraciones de 0,2 a 0,3 M,
tal comolo hacen los glucolípidos II y III (Wedgwoody col., 197“;

, García y col., 197M; Romeroy Pont Lezica, 1977). Las fracciones
correspondientes a los glucolípidos I, II y III fueron colectadas,
lavadas por el método de Folch para remover el acetato de amonio y
luego analizadas.

1. 'GlucolíRido I

El glucolípido I fue sometido.a hidrólisis ácida suave (0,01 N
HCl, 100°C, 10 min;). En estas condiciones el 90%de 1a radiacti
vidad se hizo soluble en agua. Cromatografïas en papel del produc
to hidrosoluble indicaron que tenía igual movilidad que 1a glucosa
cuando es corrido con solventes A (fig. 60A), F y J.
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FIGURA59. Cromatografía en columna de DEAB-celulosa de

RADIACTIVIDAD(cpmx10‘2)

(1“C)glucolípidos.
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Extractos butanólicos procedentes de incubaciones en gran esCala,
fueron sembrados en una columna equilibrada con 99%7metanol. Se.
colectaron fracciones de 3 ml y se contaron alícuotas de 0,5 ml
de cada fracción. La elución se realizó con 200 ml de 99%meta
nol seguidos por un gradiente lineal de 0h0,4 Mde acetato de_amo
nio en el mismo solvente, en un volumen total de 700 ml. GLI:
glucolípido I; GLII: glucolïpido II; GLIII: glucolípido III.

Cuandoel glucolípido I fue cromatografiado con un solvente
alcalino (solvente I) se obtuvo un único pico de radiactividad en
el frente del solvente (figL 60A), comoes de esperarse que ocurra
con un lípido azúcar monofosfato, dado que un derivado de tipo pi
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rofosfórico hubiese formadoun éster fosfórico cíclico de menor
movilidad (Rf: 0,66). Sometido a condiciones alcalinas más fuer
tes (0,1 MNaOHen 99%butanol, 65-68°C, 190 min.), el glucolipi
do I se hidrolizó produciéndose un compuesto soluble en agua (90%
de 1a radiactividad) con la movilidad del 1,6-anhidrog1ucosano en
cromatografía en papel con solvente A (fig. 60A). Hidrólisis áci
da del compuesto.produjo glucosa, confirmando la identidad del glu
cosano (fig. BOB).

FIGURA60. Formación de 1,6-anhidroglucosano.
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El glucolipido I fue purificado por cromatografía en DRAE-celulosa
e hidrolizado en condiciones alcalinas (0,1 MNaOHen 99%butanol,
90 min. a 65-68°C) y cromatografiado con solvente A (A). Este com
puesto fue hidrolizado en condiciones ácidas (1 N HCl, 100°C, 3 hs)
y cromatografiado con el mismosolvente (B). 1,6-AG: 1,6-anhidro
glucosano.
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Este resultado indica que el glucolípido posee la glucosa unida'
en una configuración B al lípido, dado que los derivados de conforf
mación a no forman el anhidroglucosano en esas condiciones (Mont
gomery y col., 19H3).

2. Glucolípido Il

En la figura 61B se muestra la cromatografía en papel con el
solvente alcalino I del glucolípido II. Se observa la presencia
de un compuesto radiactivo con la mismamovilidad que la glucosa
1,2-fosfato cíclica (Rf: 0,66). 'Bsto nos indica que la glucosa está
unida al poliprenol a través de un pirofosfato. La hidrólisis ácida
del glucolïpido II (pH 2, 100°C, 10 min.) liberó el azúcar radiacti
vo que fue identificado comoglucosa por su comportamiento cromato
gráfico con los solventes A (fig. 63B); F y J.

La naturaleza poliprenólica del lípido fue confirmada por incu-_
bación de (3H)Dol-P biosintético, UDP-Glcno radiactiva y enzima
P100 a 0°C. En estas condiciones, como-se indicará más adelante,
el producto principal es el glucolípido II. Unacromatografía en
columna de DEAE-celulosa equilibrada con 99%metanol y eluída con
un gradiente discontinuo de acetato de amonio en el mismosolvente,

'demostró que parte de la radiactividad eluyó 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 elución de cierta
radiactividad con el volumenmuerto (indicando la presencia de com
puestos neutros) puede ser explicada por hidrólisis del Dol-P por
acción de fosfatasas endógenas. La elución a una concentración
0,1-0?2 Mde acetato de amonio puede ser debida a lípido que no
reaccionó o formación de Dol-P-Glc, pues ambos son eluídos en ese
rango. En cambio, la radiactividad que'eluye asociada a una con
centración de 0,H-Msolo puede ser explicada por la presencia de
un grupo pirofosfato. Esto confirma que el glucolïpido II es un
derivado dolicólico, tal comolo es el glucolïpido I.
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FIGbRA61. Cromatografía en papel de (1“C)g1ucolípidos.
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Los glucolípidos fueron purificados por columna deÏDEAE—celulosa
y cromatografiados en papel con solvente I. A: Glucolípido I;
B: Glucolípido II; C: Glucolípido III. Glc-1,2—P:glucosa-1,2fosfato cíclica.

3. Glucolïpido III

La figura 610 muestra que la cromatografía en papel del gluco
lípido II en solvente alcalino I produce un pico radiactivo (Rf:
0,55) con una movilidad menor qUe la glucosa-1,2-fosfato cíclica
.(Rf: 0,66). Este_compuesto fue eluído y tratado con ácido (pH 2,0,
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FIGURA62¿ Identidad de la porción lipïdica.
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Número de fracción

(3H)Dol-P biosintetizado a partir de (3H)MVAy mitocondrias de
alga y purificado por columna de Sephadex LH-20, fue incubado con
enzima P100 y 0,1 MUDP-Glc no radiactiva por 120 min. a 0°C en la
mezcla tipo. En estas condiciones se ve favorecida la formación
de glucolípido II. El extracto butanólico fue cromatografiado en
una columna de DEAE-celulosa equilibrada con 99%metanol y eluida

ucon un gradiente discontinuo de acetato de amonio en el mismo sol
vente. Se colectaron fracciones de 0,5 ml, las cuales fueron con
tadas íntegramente. ' .

\

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 marmmriosa. Unresultado similar se
obtuvo cuando el glucolípido III fue hidrolizado en condiciones de
acidez suave (fig. 63C). l

FIGURA63. Cromatografía en papel de los azúcares liberados por
hidrólisis ácida de los glucolípidos.
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Los glucolípidos purificados por columna de DEAE-celulosa fueron
sometidos a hidrólisis ácida suave (0,01 N HCl, 100°C, 10 min.)
y la fase acuosa resultante cromatografiada en papel con solvente
A. A: glucolípido I; B: glucolípido II; C: glucolípido III.

El trisacárido fue sometido a hidrólisis ácida fuerte (1 M
stou, 100°C por 3 hs) y luego a cromatografía en papel con sol
vente A; Unicamente se obtuvo glucosa radiactiva. A fin de con
firmar que el trisacárido estaba compuestoexclusivamente por glu
cosas, fue sometido a reducción con borohidruro de sodio seguida
de hidrólisis ácida fuerte. Los productos fueron separados por
electroforesis en papel con buffer Q (fig. 64). Se encontró que
(1“C)sorbitol y (ILC)glucosa se hallaban en una relación molar de
1/2,2. Estos resultados indican que el trisacárido está formado.
solamente por glucosas.

FIGURA6M. Electroforesis en papel del trisacárido reducido e
hidrolizado.
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El trisacárido obtenido por hidrólisis ácida suave del glucolïpido III fue re
ducido con NaBHqy posteriormente hidrolizado (1 MHZSOH,100°C, 3 hs) para ser
sometido a electroforesis con buffer Qpor espacio de 3 hs. Sorb: sorbitol.



A fin de determinar el tipo de unión de las glucosas en el tri
sacárido se procedió a realizar una oxidación con periodato. La
cromatografía en papel con solvente E permitió comprobar Que única
mente se formaron eritritol y glicerol, lo que indica que los azú
cares están unidos-en 1+“. La configuración en que están unidos los
azúcares fue determinada por hidrólisis enzimática. La tabla XXIII
muestra que el 90%de la radiactividad fue hidrolizada por acción
de la B-glucosidasa, en cambio solo un_8%lo hizo con la a-glucosi

Estos resultados nos indican claramente que el trisacáridodasa.
El trisacárido, además, cocromatografía con celo-'es celotriosa.

triosa en electroforesis con buffers Q y R.

TABLAXXIII. Hidrólisis enzimática del trisacárido.

Trisacárido Monoy disacáridos Porcentaje deEnzima

cpm cpm _ hidrólisis

a-glucosidasa 2.775 202 8

B-glucosidasa 31H 2.826 90

'Bl trisacárido fue obtenido por elución de cromatogramasen papel
con solvente A e incubado con a y B glucosidasas, como se indica en
Materiales y Métodos. La fase acuosa se cromatografió en papel con
solvente A y las zonas del cromatogramaasociadas.a glucosa, di y
trisacárido fueron cortadas y contadas en líquido de centelleo.

4. Efecto de la temperatura en la formación de glucolípidos

En otros sistemas,_como ser plantas superiores (Romeroy Pont
Lezica, 1977) y bacterias (Dankert y col., 1972), la temperatura de

' incubación afecta diferencialmente la formación de derivados monoy
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birofosfóricos de poliprenoles. La figura 65 muestra los resulta
dos obtenidos en algas. La formación de glucolípido I (identifica
do comoDol-P-Glc) fue fuertemente inhibida por la baja temperatura
(0°C). Otro tanto ocurrió con los glucolípidos neutros. Por el
contrario, el glucolípido II (Dol-P-Glc), un derivado pirofosfórico.
fue aparentemente estimulado.

5. Lípido-oligosacáridos

a) Análisis de fracciones lipídicas extraídas con cloroformo
metanol

Cuando las incubaciones de membranas con UDP-(1"C)Glc fueron
extraídas por el método B (ver Materiales y Métodos) se observó in
corporación de radiactividad en las distintas fracciones.

La fracción que se extrae con cloroformo-metanol (2:1, v/v) fue
sometida a hidrólisis ácida suave. El 85%de la radiactividad no
fue afectada por el tratamiento y fue considerada comoperteneciente
a glucolípidos neutros. Cuandoel 15%restante (ácido labil) fue
cromatografiado en papel con solvente C (fig. 66A), el 80%de la
radiactividad migró como glucosa, un 3%como celobiosa y un 17%en
forma cercana a la maltotriosa, de lo cual se concluye que el cloro
formo-metanolextrae los glucolipidos ya analizadosï

I

FIGURA65. Cromatografía en DEAE-celulosa de glucolípidos formados
a distintas temperaturas.

Las incubaciones fueron llevadas a cabo a 25°C por 30 minutos y a
0°C por 120 minutos. Los extractOs butanólicos de varias incuba
ciones en esas condiciones se reunieron y cromatografiaron en una
columna de DRAE-celulosa equilibrada con 99%metanol y eluída con

.un gradiente lineal de acetato de amonio (0-0,u M) en el mismo sol
vente. Se colectaron fracciones de 3 ml contándose alícuotas de
1 ml por fracción. GLI: glucolïpido I; GLII: glucolípido II.
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FIGURA66. Cromatografía en papel de los azúcares extraídos con
cloroformo-metanol y cloroformo—metanol-agua
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Los extractos lipïdicos 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.a hidrólisis ácida suave (pH 2, 100°C, 10 min.)
y los azúcares así liberados sometidos a cromatografía en papel
con solvente C. G1 —Ga: hidrolizado de almidón.
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b) Análisis de glucolípidos extraídos con cloroformo-metanol-agua

El 1,5%de la radiactividad total pudo ser recuperada en la frac
ción extraída con cloroformo-metanol-agua (10:10:3, v/v). Este mé
todo de extracción permite el aislamiento específico de lípido-oligo
sacáridos. El material asi obtenido es lábil (90%)a condiciones
ácidas suaves, liberando oligosacáridos que fueron analizados por
cromatografía en papel con solventes C (fig. 668), F (fig. 708) y J.
Los cromatogramas indican que se trata de una fahiliaïconteniendo 1
a, aproximadamente, 7 hexosas en su composición molecular. Con el
objeto de tener una idea más precisa del largo promedio de la cade

-na de oligosacáridos se realizó una reducción con borohidruro de
sodio,seguida por hidrólisis ácida fuerte y electroforesis comose
indicó para el caso del glucolípido III en la figura 64. La rela
ción glucosa/sorbitol así obtenida fue de 5 a 1, indicando nn largo
promedio de 5 hexosas. A fin de obtener información respecto al
tipo de unión interglucosïdica, los oligosacáridos más largos fue
ron eluïdos de cromatogramas en papel y sometidos a oxidación con
periodato y a hidrólisis enzimática con celulasa.

Los resultados del tratamiento con periodato se muestran en la
tabla XXIV. Los únicos productos formados fueron eritritol y gli
cerol en una relación 3,2 a 1. Esto nos indica que los oligosacá

.ridos se encuentran unidos en 1+4 y que el largo promedio del mate
rial tratado fue de 8 hexosas. 7

La hidrólisis enzimática con celulasa produjo, fundamentalmente,
la formación de glucosa y celobiosa a juzgar por el comportamiento
de los productos en electroforesis con buffers Q y R (fig. 67), lo
cual es indicación de que la unión es de tipo B. Con el objeto de
confirmar que el glucano está unido al lípido mediante una unión
pirofosfato, el extracto fue sometido a cromatografía en columnade
DEAE-celulosaequilibrada con cloroformo-metanol-agua (10:10:3) y
eluída con un gradiente lineal de acetato de amonio en el mismosol
vente. La figura 68 muestra la aparición de un pico en una posición
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TABLAXXIV. Degradación de Smith de oligosacáridos.

Productos Cpm Cpmcorregidas para
número de

Glicerol 288 576
-Eritritol 1225 1837
Sorbitol ND 

Relacióneritritolzglicerol 3,2:1

El material soluble en cloroformo-metanol-agua (10:10:3) fue hidro
lizado (pH 2, 100°C, 10 min.) y los oligosacáridos liberados croma
tografiados en papel con solvente C. Los oligosacáridos de más
largo de cadena fueron eluídos y oxidados con metaperiodato de so
dio. .Los productos fueron separados por cromatografía en papel con
solvente B 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 lípido azúcar pirofosfato (Behrens y col.,
,1973). Cuando este pico fue sometido a cromatografía en papel con
el solvente alcalino I, no se observó radiactividad alguna asocia

' da con el frente de solvente (que es el caso de los lípidos mono
fosfóricos comoel Dol-P-Glc). 'En cambio, se observó radiactivi
dad asociada a.una familia de compuestos (de 1 a más de H hexosas).
Esto indica la presencia de una familia de azúcares unidos a lípido
que fue hidrolizada por efecto de} solvente alcalino en que se rea
lizó la cromatografía, dandolugar a los respectivos ésteres cícli
cos de fosfato de movilidad menor que el Dol-P-Glc (fig. 69).
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FIGURA67. Electroforesis de oligosacáridos hidrolizados concelulasa.
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Los oligosacáridos de cadena larga (de más de 4 hexosas) fueron eluïdos de cro
natogramas cono 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: celodextrina; CB: celobiosa; CT: celo
triosa; MA:maltosa; MT:maltriosa; LM:laminaribiosa; CBT:celobiitol; CTT:
celotriitol; MTT:maltotriitol; MAT:maltitol; LPHHlaminaribiitol.

FIGURA68. Cromatografía en columna de DEAE-celulosa de lípido
oligosacáridos.
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El extracto clorofórmico conteniendo los lípido-oligosacáridos, ÍUe cromatogra
fiado en una columna de DEAE-celulosaequilibrada con cloroforno-metanol-agua
(10:10:3) y eluída con un gradiente lineal de acetato de amonio (0-0,15 M) en
el misno solvente. Se colectaron fracciones de 3 “a contándose alícuatas de 0,5
m1nor fraccion .
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FIGURA69. Cromatografía en papel con solvente alcalino de lípido
oligosacáridos.
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Los lípidos oligosacáridos purificados por columna de DRAE-celulosa,
comoindica la figura anterior, fueron cromatografiados en papel con
solvente I. Glc-1,2-P: glucosa-1,2-fosfato cíclico; CT-1,2-P: celo
triosa-1,2-fosfato cíclico.

6. Papel del Dol-P-Glc

Con el objeto de obtener información sobre el papel metabólico
.del Dol-P-Glc, se realizaron incubaciones con fracciones particula
das y Dol-P-(1“C)Glc. La figura 70Amuestra que la glucosa es

' transferida al lípido oligosacárido cuando ya este posee un largo
de cadena de por lo menos 5 hexosas.

Conel objeto de investigar si el Dol-P-Glc actúa comointer
mediario en la formación de glicanos comblejos, se llev6.a cabo
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FIGURA70, Cromatografía de oligosacáridos obtenidos a partir de
Dol-P-(1“C)G1c.
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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) Incubación de enzima P100 con Dol
P-(1”C)Glc y 0,1 mMUDP-Glc. El medio de incubación contiene, ade
más, 0,05% Triton X-100; B) Incubación en las condiciones tipo con
UDP-(1"C)G1c. G: glucosa; G2 - G7: hidrolizado de almidón; CB: ce
lobiosa. ‘ 1
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otro experimento en el tiempo incubando con Dol-P-(1“C)Glc y UDP
Glc no radiactivo. Los resultados se muestran en la figura 71 e
indican que el decrecimiento en la radiactividad asociada a butanol
se V“ acompañadapor un incremento en la radiactividad hidrosoluble
y, en menor medida, en el precipitado insoluble en los solventes de
extracción empleados) El análisis de_la fracción acuosa denotó que

FIGURA71. Transferencia de (1“C)Glc a partir de DoleP-(1“C)Glc
en el tiempo.
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Las incubaciones se realizaron con‘SOOOcpm de Dol-P-(1“C)Glc y 9,1
nMUDP-Glc no radiactiva en presencia de 0,1% Triton X-100 y demas
componentes de la mezcla de incubación. A distintos tiempos la
reacción fue detenida con butanol, y extraída con el mismosolvente.o--o, radiactividad soluble en butanol; o—-—o,radiactiv1dad solu
ble en agua; x---x, radiactividad insoluble en butanol y en agua.
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el 80%de la radiactividad estaba ascoiada a glucosa, a juzgar por
su movilidad en cromatografía en papel con solvente J, probablemen
te liberada por acción de glucosidasas endógenas. El 20%restante,
en cambio, permaneció en el origen, lo que hace pensar que se trata
de un polímero de alto peso molecular, similar a1 encontrado en las
incubaciones con UDP-(1“C)G1c.

El precipitado insoluble no fue analizado en más detalle, pero
es probable que, al.menos parte del mismo, sea lípido-oligosacári
dos solubles en cloroformo-metanol-agua (1021023) pero insolubles
en butanol.
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IV. FORMACION DE POLIMEROS

1. Caracterización del polímero soluble en ag“;

En la tabla VI observamos que a1 incubar UDP-(IQC)Glc con
membranasde 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. Este
comportamiento nos indicaría la presencia de un polímero soluble
en agua (PSA) de peso molecular relativamente alto. Esta suposi
ción fue confirmada por cromatografía en columna de Sephadex G-SO
dado que el compuesto se excluyó de la misma, eluyendo con el vo
lumen muerto.

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

TABLAxxv. Hidrólisis enzimática y B-eliminación del (1“C)PSA.

'Tratamiento PSAno hidrolizama PSAhidrolizado Hidrólisis
enzimático cpm cpm %

Pronasa -8.520 8.688 7 50
Dextranasa 16.508 1.886 \ 10
a-glucosidasa 12.728 3.u30 21
B-glucosidasa 1.295 25.308 95
a-amilasa 15.906 ‘1.800 10
Celulasa 600 25.u50 97

B-eliminación 9.318 227 3

Muestras de PSAerron tratadas con diferentes enzfinas así cano a condiciones alcx
linas, comose describe en Materiales y Métodos. Después de incubación, las mues
tras erron cromatografïadas en columnas de Sephadex G-SOo G-25. La radiactividac
que eluyó con el Vb er consideradatxmnDPSAno hidrolizado, y la marca que se in
chnó'ailacnhmma<xmoIBAIúdnflisz. .
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Tanto en el tratamiento con una combinación de enzimas proteolí
ticas, comocon pronasa, se obtiene una substancial hidrólisis (60
y 50%respectivamente) del PSA. B1 análisis del producto hidroliza
do con pronasa por cromatografía en papel con solvente J indica que
el 80%del mismoera de alto peso molecular (permanece en el origen),
lo cual descarta la posibilidad de que hubiese sido hidrolizado por
glucosidasas contaminantes. La porción glicosídica solo pudo ser
hidrolizada con B-glucosidasa y celulasa (95 y 97%de hidrólisis,
respectivamente), de lo cual se concluye que el oligosacárido está
formado por hexosas unidas en configuración B. La figura 72 muestra
los resultados que se obtienen cuando el hidrolizado se sometió a
cromatografía y electroforesis en cuatro sistemas distintos. Los
productos principales fueron glucosa, celobiosa y celotriosa, por
lo que se concluye que el PSAes una proteína "celulósica". ‘

A fin de confirmar estos datos, se sometió al PSAa degradación
de Smith. Los resultados se resumen en la tabla XXVIe indican que
los productos formadosfueron eritritol y glicerol, en una relación
molecular de 8,3 a 1. Se concluye de este experimento que el oligo
sacárido está formado por glucosas unidas en 1+u y que el largo pro
medio de la cadena glucosídica es de 9-10 hexOsas.

t

FIGURA72. Cromatografía en papel y electroforesis del hidrolizado
de PSA.

Muestras de PSAfueron hidrolizadas con celulasa y cromatografiadas
en una columna de Sephadex G-25; el material que se incluyó en la
columna fue cromatografiado en papel con solventes B (C) y G (D).
El mismomaterial se sometió a electroforesis con buffer R (A) y
después de reducción con borohidruro a electroforesis con buffer Q
(B). CD: celodextrina; CT: celotriosa; CB: celobiosa; SF: sofo
rosa; MA:maltosa; MT:maltotriosa; LM: laminaribiosa; CTT: ce
lotriiufl4 CBT:celobiitol; MTT:maltotriitol; MAT:maltitol. En
A, C y D se representa el Rglucosa, y en B el Rsorbitol.
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TABLAXXVI. Degradación de Smith del PSA.

Productos \ Cpm Cpmcorregidos para
el número de o

Glicerol 3u1 682
Eritritol 3.771 5.656
Sorbitol ND '

Relacióneritritolzglicerol 8,3:1

La muestra radiactiva fue oxidada con metaperiodato de sodio y re
ducida posteriormente con NaBHqe hidrolizada con sto, para sepa
rar los productos por cromatografía en papel con solvente E. Las
zonas del cromatogramacorrespondientes a los alditoles que se
muestran en la tabla fueron cortadas para ser contadas en líquido
de centelleo. ND:no detectado.

La naturaleza glucoproteica fue confirmada por electroforesis
en gel de poliacrilamida. La figura 73 muestra la aparición de
bandas de radiactividad que se corresponden con bandas de similar
movilidad, que se tiñen tanto con colorantes específicos de proteí
nas, comode hidratos de carbono, con pesos moleculares de aproxi

lmadamente 58.000, uu.ooo, 27.000, 16.000 y 9.000.
A fin de investigar el sitio de unión del oligosacárido a la

porción proteica, el PSAse sometió a una B-eliminación.\ En caso
de producirse hidrólisis, es de esperarse que el glucano, debido a
su tamaño (10 hexosas), se incluya en la columna de Sephadex G-SO.
En la tabla XXVpuede observarse que prácticamente toda la radiac
tividad eluyó con el volumen muerto, concluyéndose que no se produjo
hidrólisis y que por lo tanto el dligosacárido no se halla unido a
serina ni a treonina.
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FIGURA73. Electroforesis en gel de pOIiJCPinmldu drl PCA.
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Se realizaron incubaciones en gran escala de membranasde alga y
UDP-Glcradiactiva y no radiactiva, en condiciones tipo. Después
de extracción con butanol, las fases acuosas fueron concentradas
y sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida, comose
describe en Materiales y Métodos.‘ El gel donde se sembró (‘“C)PSA,
se cortó en segmentos de 1 mm, incubó con H202 y contó en líquido
de centelleo. El gel que se representa en B, fue teñido con Amido
Schwarz, y el que se representa en C con reactivo de Schiff (espe
cífico 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 formación del PSA

Se estudiaron las condiciones en que se forma el PSAen pre
sencia de UDP-Glc y membranas.

a) Proteínas v

En la figura 7h puede observarse que la incorporación de glucc
sa a PSAes linealmente dependiente de la cantidad de proteínas
hasta una concentración de 250 ug/tubo.

FIGURA7M. Efecto de la concentración de proteínas.\
\
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Las incubaciones se realizaron en las condiciones tipo y en pre
sencia-de UDP-(1“C)G1cexcepto por la concentración de proteínas
y los productos extraídos con butanol. La fase acúosa fue croma
tografiada con solvente J. La radiactividad remanente en el ori
gen fue considerada PSA.
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b) Detergente

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

FIGURA75. Efecto del Triton X-100L
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Las incubaciones se llevaron a cabo en las condiciones habituales
excepto por el agregado de Triton X-100. El análisis de productos
se realizó comoen la figura anterior. Proteínas: 210 ug/tubo.

c) Cationes, pH y concentración de UDP-Glc

Cuandose analizó el efecto de cationes, pH y concentración de
UDP-Glc, se notó un comportamiento similar al observado para la for
mación de_glucolípidos polares. El catión de mayor efecto estimula
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dor es el Mg++en una concentración de 10 mM; el pH óptimo es de
7,5 y la reacción es linealmente dependiente de la concentración
de UDP-Glc hasta un valor de 2 x 10'5 M.

d) Efecto de UDP y UMP

La figura 76 muestra el efecto que tienen UMPy UDPen la incor
poración al ser agregados a la mezcla tipo de inCubación. Es singu
lar el hecho de que ambos inhiban en forma similar la formación de
PSA, puesto que implica la participación de un sistema mixto en su
génesis.

FIGURA76. Inhibición por UMPy UDP.
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'Las incubaciones se realizaron en la forma habitual excepto pop el
agregado de UMPo UDP, y el análisis de productos como en la figu
ra 74. Proteinas: 210 ug/tubo.
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Los poliprenil fosfato azúcares son conocidos intermediarios
en la sínesis de glicanos complejos en otros sistemas y es inte
rés de este trabajo encontrar evidencias respecto al aceptor fi
nal de restos glucosídicos en algas.. El efecto del UMPen el sis
tema indica que una reacción que implica 1a transferencia de glu
cosa-fosfato a partir de UDP-Glces necesaria para la síntesis del
PSA, que bien pudiera ser la formación de Dol-PP-Glc.

3. Transferencia de (1“C)azúcares a polímeros

a) Incorponación'en el tiempo

Las fracciones particuladas de B. zopfii incorporan radiactivi
dad a glucolípidos y polímeros. La figura 77 muestra la incorpora
ción de radiactividad en estas fracciones, a distintos tiempos. La
aparición de marca en las mismas está de acuerdo con una posible
relación sustrato a producto. Cuando se agregó UMPa los_10 min.
de incubación, la formación de glucolípidos se detuvo de inmediato.
En cambio, la formación de polímeros siguió por, aproximadamente,
10 min. más, luego se inhibió. Este período de 10 min. puede ser
debido a la presencia de precursores que deben ser consumidos antes_
de que la inhibición tenga efecto.

b) Efecto de poliprenil fosfatos exógenos
Se demostró en este trabajo que el agregado de poliprenil fos

fatos exógenos estimula la incorporación de glucosa a lípidos. Si
la incorporación de glucosa a polímeros fuera mediada por lípidos,
debería esperarse un aumento en la formación de polímeros por agre
gado de poliprenil fosfatos. .

La tabla XXVIImuestra los resultados de este experimento y en
el cual la concentración de detergente fue 0,1%. Se observó que
el Triton X-100 inhibe la formación de polímeros (fig. 75). Sin
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FIGURA77. Incorporación de glucosa a lípidos y PSAen el tiempo.
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Las incubaciones se realizaron en los períodos de tiempo indicados
en las condiciones tipo. o-——o:GLIP: glucolípidos poIares;[J——-D:
PSA; o---o: GLIP + UMP(5 mM); I---I z PSA + UMP(S'mM). El agrega
do de UMPa las mezclas de incubación se indica con una flecha.

\

embargo, a una concentración del 0,1% solo se obtiene una inhibi
ción del 20%, lo que permite usarlo pues el detergente es necesa
rio para la solubilización del Fic-P.

c) Transferencia de radiactividad de glúcolípidos agpolímeros.
Conel objeto de tener evidencias adicionales de la relación

entre glucolípidos y PSA, y del papel de cada uno de los glucolí
pidos descriptos, se realizaron experimentos en dos tiempos.
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TABLAXXVII. Efecto de Fic-P en la formación de glucolípidos y PSA

Agregados Glucolípidos' PSA
cpm cpm

Ninguno 1325 1088
Triton X-100 (0,1%) 1850 876
Fic-P (0,1 nmol) +
Triton X-100 (0,1%)
Fic-P (1 nmol) +
Triton X-100 (0,1%)

2106 976

32u7 2MB“

Se.llevaron a cabo incubaciones a 0°C por 2 horas con UDP-Glc
radiactivo o no radiactivo (tabla XXVIIIA y B). En estas condi
ciones (fig. 66) se forma preponderantemente Dol-PP-Glc. Finali
zado el período de incubación, las muestras fueron centrifugadas y
lavadas tres veces con cien veces el volumen de incubacion. Los
precipitados así lavados fueron reincubados por l hora a 25°C en
distintas condiciones que se detallan en la tabla. Los precipita

, dos lavados estaban libres de UDP-Glcy PSA, pero los glucolípidos
fueron retenidos por las membranas. Cuando no se agregaron reac
tivos, no se observó incorporación a Dol-PP-(Glc)3, libido-oligo
sacáridos o PSA. Lo mismo ocurrió cuando se agregó Dol-P-(1“C)Glc
a la mezcla de incubación. Sin embargo, cuando el agregado de Dol
P-(1“C)Glc se acompañócon UDP-Glcno radiactivo, se notó transfe
rencia de radiactividad a lípido-oligosacáridos y a PSA,lo cual
confirma lo observado en las figuras 70 y 71. Pero por otro lado,
no se notó incorporación a DolaPP-(Glc)3, lo cual indica que el
Dol-P-Glc no interviene en su formación. Las incubaciones con UDP
Glc tanto radiactiva comono radiactiva, indican que probablemente
se forma por transferencia de glucosas de UDP-Glca Dol-PP-Glc.
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Este último glucolípido parece ser el aceptor de azúcares que da
lugar al lipido-oligosacárido (tabla XXVIII)el cual transfiere
la cadena hidrocarbonada al PSA.

TABLAXXVIII. Interrelaciones metabólicas entre glucolípidos y
proteínas.

Adiciones a 1a Dol-P-Glc + Dol-PP-(Glc)3 LOS PSA
segunda incuba- Dol-PP-Glc '

' ción cpm cpm cpm cpm

Ninguna 4.95“ 116 95 239
A UDP-Glc(0,1 mM) 2.907 928 750 1.095

Dol-P-(1”C)G10' 158.000 ' 95 600 227

B UDP-(1“C)Glc 8.791 983 3.26u 5.351
Dol-P-(1"C)Glc +
UDP_Glc (0,1 mM) 1H9.000 88 7.588 2.366

La primera incubación se llevó a cabo a O°Cen condiciones tipo
por 2 horas. En A con UDP-(1"C)Glc y en B con 0,1 mMUDP-Glc no
radiactiva. Después de la incubación, la mezcla de reacción fue
centrifugada para eliminar la UDP-Glcremanente. Los precipitados
fueron lavados con buffer 3 veces (con 100 veces el volumen de in
cubación) y reincubados a 25°C por 60 min. con las adiciones indi

‘cadas y 0,05%Triton X-100. Al finalizar la segunda incubación,
los glucolípidos fueron extraídos, sometidosa hidrólisis'ácida y
los mono,tri y oligosacáridos identificados por cromatografía en
papel con solvente A. LOS:lípido-oligosacáridos. \

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

La composición química de los oligoSacáridos unidos a lípido y
[proteina investigados en este trabajo hizo muysugestiva la hipó
tesis de que los mismospudieran ser intermediarios en la síntesis
de celulosa en 2. zopfii. Dadoque la composición química de la
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pared de este alga no fue exhaustivamente estudiada, teniendo úni
camente datos sobre las hexosas que forman su estructura (glucosa
manosa y glucosamina; Lloyd y Turner, 1968), se procedió a aislar
y caracteriiar los polisacáridos álcali-insolubles de la misma.
Los polisacáridos fueron sometidos a acetólisis por 100 horas y
los productos, previa deacetilación, analizados por cromatografía
en papel con solventes B y G, y electroforesis en papel con buffers
Q y R. Los resultados indican la formación de celobiosa y celotrio
sa; confirmando la existencia de celulosa en la pared celular de
B. zopfii.

S. Síntesis de celulosa

a) Experimentos en el tiempo

Se realizaron experimentos en el tiempo, incubando una combina
ción de precipitados de 20.000 y 100.0003 con UDP-(1“C)Glc a 20°C.
Después de 10 minutos de incubación se agregaron distintos glucosil
nucleótidos. La figura 78Amuestra la incorporación de radiactivi
dad a glucolípidos y PSAen el control (sólo UDP-Glcradiactiva).
Cuando se agregó ADP-Glcno se detectaron cambios y las curvas fue

lron las mismas que en el experimento control. En cambio, cuando se
agregó UDP-Glc(fig. 788), la radiactividad tanto en glucolípidos
como en PSA sufrió una disminución, como es de esperarse por una
dilución isotópica de los productos. Algo de radiactividad se trans
firió a un polímero insoluble.

Cuandoel pulso se realizó con GDP-Glc(fig. ZSC),-la radiacti
vidad se transfirió de glucolípidos y PSAa un polímero insoluble.
Este último producto es resistente a extracción con álcali caliente
comolo es la celulosa.

Las incubaciones se realizaron con UDP-(1“C)Glccomoprecursor radiactivo. En
los tiempos indicados (flechas) se agregaron diferentes glucosil nucleótidos
(0,1 mM).En A se representa el control sin agregados. Cuandose adicionó ADP
Glc, las curvas fueron similares al caso A. o—o: glucolípidos polares; CJ—D:
PSA;o---o: polímero insoluble.
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RADIACTIVIDAD(CPMx10-3)

Efecto de glucosil nucleótidos en 1a formación de polí
meros.
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b) Papel de la GDP-Glc

Cuando las incubaciones se llevaron a cabo usando GDF-(1“C)Glc
y UDP-(3H)Glccomo sustratos (tabla XXIX), se observó la incorpora
ción de glucosa tritiada a todas las fracciones extraídas. En cam
bio, (1“C)gluc08a solo pudo ser detectada, en forma significativa,
en el precipitado insoluble en álcali caliente. Este precipitado
'fue sometido a hidrólisis con celulasa y los productos fueron sepa
rados por electroforesis en buffer R, y después de reducción con
NaBHu,a electroforesis en buffer Q (fig. 79). De esta manera pudo
detectarse la presencia de celobiosa y celobiitol, doblementemar
cados, confirmandola naturaleza celulósica del precipitado.

TABLAXXIX. Incorporación de (1“C) y (3H)glucosa en diferentes
fracciones.

Fracciones I (1“C)glucosa (3H)glucosa
pmol pmol.

Glucolïpidos 0,00 3,u9
Lipido-oligosacáridos 0,00 0,u8
PSA 0,07 3,70
Precipitado insoluble en álcali 23,72 19,66

Las incubaciones se realizaron utilizando GDF-(1“C)Glc(590 pmol)
y UDP-(Üí)Glc (107 pmol) comosustratos. Al finalizar el período
de incubación (30 min.), las fracciones fueron extraídas por el mé
todo del cloroformo-metanol. En glucolípidos se incluye la radi
actividad soluble en cloroformo-metanol (2:1, v/v) lábil a condi
ciones ácidas suaves; en lipido-oligosacáridos la marca soluble en
cloroformo-metanol-agua (10:10:3, v/v) y en PSAla radiactividad
que eluye con el Vo de una columna de Sephadex G-SO. 
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FIGURA79. Electroforesis en papel del hidrolizado de polímero
insoluble.
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El polímeroinsohflfle en álcali caliente obtenido comose muestra
en la tabla XXX,se sometió a electroforesis en buffer R y,después
de reducción con NaBHu,en buffer Q. Las inidiales de los azúca
res patrones son las mismas que en la figura 72.

6. Efecto de la cumarina

La cumarina es un compuesto que inhibe específicamente la sín
.tesis decelulosa (Hara y col., 1973; Satoh y col., 1976; Burguess
y Linstead, 1977). Conel objeto de estudiar su sitio de acción
se incluyó cumarina a distintas concentraciones en el medio de in
cubación habitual. La figura 80 esquematiza su efecto en las dis
tintas fracciones. Resulta evidente que tiene una acción inhibito
ria en la síntesis.del PSAy del polímero insoluble que se forma
normalmenteen estas condiciones. Su efecto en las otras fraccio
nes no es tan drástico. Produce un aumento en la concentración de
lípido-oligosacáridos, paso metabólico anterior a la formación de
PSA, a una concentración de 0,2 mM,pero resulta inhibidor a con
centraciones mayores de 0,5 mM. Los cambios en la formación de
DoleP-Glc y Dol-PP-Glc no son muy importantes.
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FIGURA80. 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 extracción
se realizó con cloroformo-metanol. Productos solubles en cloroformo
'metanol (2:1, v/v):ácido resistentes (glucolípidos neutros) GLN:
A-o-A, y ácido lábiles (glucolïpidos polares) GL: o?——o.Productos
solubles en cloroformo-metanol-agua (10:10:3, v/v) (lípido-oligosa
cáridos) LOS: o——-o;PSA: D—--Ü y polímero insoluble: IM--I . Pro

-teïnas: 650 ug/tubo.

A fin de confirmar el sitio específico de acción se realizaron
experimentos en el tiempo. La figura 81Arepresenta el control sin
cumarina. En la figura 81Bse observa que la acción inhibitoria en
la formación de PSAes inmediata, no resultando afectados los gluco
lípidos. Finalmente, al agregar GDP-Glc, además de cumarina, se ob
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serva (fig. 810) que la GDP-Glc:glucansintetasa no resulta afecta
da por el tratamiento.

Se investigó también el efecto que tiene la cumarina en el cre
cimiento de B. zopfii. Se cultivaron células en la forma habitual
excepto por el agregado de concentraciones crecientes de cumarina
al medio nutritivo. Una concentración de 100 mg/l fue suficiente
para inhibir el crecimiento-del alga. Bs posible que su efecto en

. la reproducción sea análogo al de la penicilina en bacterias, aun
que su sitio de acción difiera del de ésta última.

FIGURA81. Sitio de acción de la cumarina.

Las incubaciones se realizaron comoen la figura 79, La cumarina
se agregó en una concentración de 0,2 mMy la GDP-Glc de 0,1 mM.
Proteinas: 650 ug/tubo.
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RADIACTIVIDAD(CPMx10-3)

Sitio de‘acción de la cumarina.
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DISCUSION

GLUCOLIPIDOS NEUTROS

Fracciones enzimáticas, preparadas por centrifugación diferen
cial, catalizaron la transferencia de glucosa de UDP-(1“C)Glca
lípidos. Una gran parte (aproximadamente 80%)se transfirió a glu
colípidos neutros. Estos glucolípidos neutros liberan glucosa co
moúnico producto al‘ser hidrolizados con ácido fuerte y tienen el
comportamientocromatográfico de los esteril glucósidos al ser so
metidos a cromatografía en columna de DBAE-celulosa. Por otra par
te, su comportamiento-en CCDy su reacción al test de Liebermann
Burchard indican que son una mezcla de BGy AEG. Los segundos al
ser saponificados; se transforman rápidamente en los primeros.

La existencia de EGse conoce desde bastante tiempo atrás (Power
y Sallaway, 1913),y hace poco más de 13 años se descubrieron sus de

'rivados acilados (Lepage, 1964). Desde entonces los BG, tanto en
su forma libre comoacilada, fueron encontrados en una gran varie
dad de plantas superiores y, probablemente, estén presentes en todas
ellas (Grünwald, 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 Oedogoniumbasado en el punto de fusión de la
sustancia purificada. Droop (197ú) postula que la presencia de BG
cs una característica que distingue las plantas superiores de las
algas. El presente trabajo demuestra que, al menospara la Chloro
phyta B. zopfii, esta suposición no es válida y constituye la pri
mera comprobación de la sintesis de estos compuestos en algas.
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La identidad del grupo esterilo fue estudiada por cromatografía
de gases. Por lo menostres picos, con caracteristicas que hacen
pensar en esteroles, se evidenciaron de este modo. El primerotiene
un tiempo de retención 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) comoel este
rol libre más abundante en este organismo. Lo que parece claro es
que B-sitosterol, el esterol más comúnen plantas superiores, no
está presente en este sistema.

La posición del grupo acilo fue investigada por oxidación con
periodato del AEGpurificado. Los resultados indican que la posi
ción 6 de la glucosa es el más probable sitio de acilación, aun
que la posición 2 no puede ser del todo descartada. Este dato con
cuerda con los resultados obtenidos en la mayoría de las plantas
superiores y hongos (Grünwald, 1975; McMorris y White, 1977).

La composición química del grupo acilo fue estudiada en hongos
y plantas superiores e indican que los grupos más frecuentes son
el oleato y el palmitato, aunque los mismos varian en gran medida
según el desarrollo y condiciones ambientales en que se mantiene
al organismo (Galliard, 1968; Lépage, 196“; Kiribuchi y col., 1966;
Bush y Grünwald, 1972; Singh y Privett, 1970; Nordby y Nagy, 1971).

‘Tratamientos enzimáticos con a y B-glucosidasas, así comola forma
ción de 1,6-anhidroglucosano en condiciones alcalinas indican que
la unión esterol-glucosa es de tipo B, lo cual concuerda‘con lo
hallado en plantas superiores (Grünwald, 1975).

La bioSintesis de EGfue primeramente demostrada con fracciones
enzimáticas particuladas de soja (Hou y col.3 1967) y confirmada
con preparaciones de Phaseolus aureus, arveja, coliflor, espinaca,
trigo, tabaco y algodón (Kauss, 1968; Péaud-Lenoél y Axelos, 1971;
Bush y Grünwald, 197“; Forsee y col., 197M; Pont Lezica y col.,
1976). La UDP-Glczesterol glucosiltransferasa, enzima responsable
de la síntesis de'EG, es una enzima de membrana, y comotal requie
re un mediohidrofóbico para su actividad. Por sus caracteristicas
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no es fácil purificar enzimas de membrana,pero pareció de interés
encarar el aislamiento y purificación parcial de la misma. Se obtu
v01x1aumentode 34 veces la actividad específica respecto al ex
tracto crudo de membranas. La transferencia se mostró totalmente
dependiente del agregado de esteroles, comoes de esperar para una
enzima parcialmente purificada. La actividad enzimática no mostró
requerimiento de cationes, lo cual concuerda con la glucosiltrans
ferasa de algodón (Forsee y col., 197u), tuvo un pH óptimo de 6,0,
como la enzima de Phaseolus aureus (Bowles y col., 1977) y fue li
nealmente dependiente de la concentración de proteínas y de UDP-Glc
hasta 2 x 10’5 M, tal comola glucosiltransferasa de Pisum sativum
(Pont Lezica y col., 1976) y fue estimulada por agregado de Triton
X-100 a1 sistema.

Al estudiar la especificidad de sustrato se notó una alta afi
nidad hacia UDP-Glc, lo cual tambieñ se encontró en plantas supe
riores (Bichemberg y Grob, 1968; Forsee y col., 197M; Pont Lezica
y col., 1976). En cambio, la afinidad por el esterol no fue tan
neta, pudiendo servir comosustrato todos los esteroles ensayados.
Sin embargo, en bases equimoleculares, el extracto de esteroles en
dógenos fue el más eficaz. ,Bsta característica fue encontrada tam
bién en fibras de algodón (Forsee y col., 197M). La reacción fue
altamente inhibida por UDPy muy poco afectada por UMP. Los re

.sultados indican que se produce la siguiente reacción:

esterol + UDP-Glc=UDP + 3-esteril-B-D-glucósido

La biosíntesis de los AEGha sido tema de debate en los últimos
años, proponiéndose dos vías metabólicas para su formación. La pri
mera postula la siguiente secuencia de reacciones: esterol libre *
EG+ AEG(Kauss, 1968; Forsee y col., 197u; Péaud-Lenoél y Axelos,
1972; Eichemberger y Newman, 1968; Eichemberger y Grob, 1970). La
segunda propone la formación de AEGa través de un componente este
roideo no identificado, o de un acilglucósido intermediario (Bush
y Grünwald, 197u; Frasch y Grünwald, 1976).
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La mayoría de los experimentos "in vitro" apoyan la primera de
las teorías, en cambio la segunda está basada en experimentos "in
vivo"; se inyectó (1“C)colesteril glucósido sintético en Nicotiana
tabacum recuperándose solo parte de la radiactividad comoAEG,
mientras que más del doble de esa marca apareció comoesterol libre
(Bush y Grünwald, 197M). Sin embargo, las dos propuestas no son
excluyentes y bien pueden coexistir ambas vías metabólicas de for
mación de AEG. Nuestros experimentos, basados en la formación de
EGy AEGen el tiempo, apoyan la teoria de una acilación de los
EGque da lugar a los AEG, por lo menos en el caso de las algas,
no encontrándose, además, evidencias de la presencia de glucosas
aciladas.

Poco se sabe del dador de acilos. Axelos y Péaud-Lenoél (1971)
propusieron a la fosfatidil etanolamina comocandidata para esta‘
función. Por otro lado, Forsee y col. (197M)notaron que extractos
crudos de lecitina estimulaban la actiVidad glucosilante. En nues
tros experimentos notamos que la lecitina cruda de soja tenía un
efecto similar al observado por Forsee y col. (197“). Al aislar
los componentesdel extracto se observó-que 1a única fracción acti
va fue la correspondiente a la fosfatidil etanolamina, lo cual con
firma lo supuesto por Péaud-Lenoél (1971). Al estudiar el sitio de
activación se notó que es especifico de la formación de AEGa par

'tir de EG. Comoconclusión puede postularse la siguiente reacción:

3-esteril-B-D-gluoósido + PEI->1iso FE+ 3-esteri1-(6'-O-acil)-B-D-glucósido

La distribución subcelular de las glucosiltransferasas ha sido
un tema también muy estudiado en plantas superiores. Ongun y Mudd
(1970) comunicaron que el sitio de sintesis de EGes en los cloro
plastos y mitocondrias. Axelos y Péaud-Lenoel (1971) mediante gra
dientes de sacarosa localizan esta actividad en los microsomasdel
reticulo endoplásmico. Finalmente,_Lercher y Wojciechowski (1976)
y Bowlesy col. (1977) encuentran que el sitio específico se locali
za en el aparato de Golgi. Nuestros resultados mediante un método
de fraccionamiento diferente, concuerdan con los de Lercher y Noj
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ciechowski (1976) y Bowles y col. (1977) indicando al aparato de
Golgi comositio específico de sintesis de esteril glucósidos en
algas.

GLUCOLIPIDOS POLARES

Preparaciones particuladas de alga incorporaron radiactividad
de UDP-(1“C)Glca lípidos polares. Los glucolipidos polares son
extremadamente lábiles a condiciones ácidas, liberando fundamen
talmente glucosafl Esta labilidad es característica de los polipre
nil fosfato azúcares. La estimulación en 1a formación de glucolí
pidos por adición de poliprenil fosfatos exógenos, tales comoFic-P
o DolfP apoyan esta hipótesis. El agregado de Fic-P o Dol-P a la
mezcla deincmxxúón1x>afectó1a incorporación a glucolípidos neutros,
indicando que no existe relación entre la síntesis de esteril glu
cósidos y de glucolïpidos acidicos.

Los lipidos que actúan comoaceptores de glucosa fueron aisla
dos y fraccionados por cromatografía en columna de DRAE-celulosa.
El patrón de elución coincidente tanto con Dol-P usado comotestigo,
comocon los perfiles observados con lípidos de otros sistemas (Pont
Lezica y col., 1975), así comosus propiedades acïdicas, sugieren

,la presencia de un poliprenil fosfato. La estabilidad del aceptor
a condiciones de saponificación descarta la posibilidad de ésteres
de ácidos grasos. ,

El lípido glucosilado tiene un perfil de elución en columnade
DEAE-celulosa (0,125 Macetato de amonio) que está de acuerdo con
los resultados de poliprenil fosfato azúcares'en otros sistemas
(García y col., 197u; Pont Lezica y col., 1975; 1976). Las propie
dades cromatográficas del lípido glucosilado fueron similares a las
del Dol-P-Glcen tres sistemas cromatográficos distintos. El lípi
do aceptor resultó estable a tratamiento ácido suave, tal comoel
Dol-P, mientras que en contraste el Fic-P perdió su capacidad acep
tora. Esto sugiere la ausencia de un enlace alílico. Mayorevi
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dencia apoyando la saturación de la unidad isoprénica a fue pro
porcionada por la estabilidad de los aceptores glucosilados a hidró
lisis con fenol e hidrogenación catalítica.

En amboscasos el Fic-P-Glc, comootros poliprenil fosfatos alí
licos glucosilados (Wright, 1971) fue hidrolizado, mientras que tan
to Dol-P-Glc comoel aceptor endógeno glucosilado fueron estables.
Todas estas evidencias sugieren que el aceptor de alga es un poli
prenil fosfato a-saturado, tal comoel Dol-P. La similitud croma-
tográfica del aceptor glucosilado y el Dol-P-Glc en dos sistemas,
así comoel patrón cromatográfico del alcohol libre en CCDen fase
invertida (coincidente con el del D01) sugieren que el largo de ca
dena del aceptor es similar al del dolicol de higado.

BIOSINTESIS DEL LIPIDO

Las preparaciones de algas fueron capaces de sintetizar dife
rentes prenoles a partir de un precursor específico, el MVA:a) pre
noles de cadena corta2 liberados comoalcoholes libres por acción
de fosfatasas endógenas; b) poliprenil fosfatos de largos variables
con características alílicas, y c) poliprenil fosfatos resistentes
a'hidrólisis ácida (a-saturados) que pudieron ser parcialmente hidro
-lizados con fosfatasa alcalina. Se sabe que los poliprenil fosfatos
de cadena larga son muymalos sustratos para la fosfatasa alcalina
(Kurokaway col.,'1971). Sin embargo, los alcoholes liberados por
este tratamiento mostraron un comportamientocromatográfico similar
al Dol.

El perfil de elución en columna de Sephadex LH-20muestra coin
cidencia con el patrón de Dol-P. -Asu Vez cocromatografía con el
aceptor endógeno y Dol-P en columna de DEAE-celulosa. La hidrólisis
enzimática del lípido purificado con fosfatasa alcalina, confirmó
la presencia de un fosfato y liberó los alcoholes libres. La CCD
en fase invertida de estos alcoholes indicó la existencia de una
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mezcla de compuestos con largos de cadena variables entre C90 y
C105, siendo los más abundantes los de C95 y C100. _Tratamientos
alcalinos fuertes del lípido biosintético confirmaronestos resul
tados. . .

La capacidad aceptora del lípido biosintético fue confirmada
incubando el poliprenil fosfato con UDP-Glcno radiactiva. El lí
pido radiactivo glucosilado resultante presentó las mismaspropie
dades cromatográficas que el Dol-P-Glc de hígado y el aceptor endó
geno glucosilado. Estos resultados confirmaron la naturaleza poli
prenílica del aceptor endógenoy su similitud con el dolicol de
hígado tanto en largo de cadena comoen la a-saturación. Lo que
no se sabe actualmente es si el número y posición de los doble en
laces gig y trans es coincidente.

Este trabajo constituye la primera comunicación, no solo de la
presencia de dolicol en algas, sino también de la formación de sus
derivados glucosilados en este sistema, tal comose demostró para
levaduras, plantas superiores, insectos y mamíferos (Hemming,197M;
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 comoel dolicol es una
regla general en los organismos eucarióticos, dado que así fueron
hallados en levaduras (Dunphyy col., 1967; Jung y Tanner, 1973),
mamíferos (Evans y Hemming, 1973; Martin y Thorne, 1974), insectos

¡(Quesada Allué y col., 1975) y plantas superiores (Eont Lezica y
col., 1975; Daleo y Pont Lezica, 1977; Delmer 9 colJ, 1977). Bn'
contraste, los aceptores de azúcares característicos de los orga
nismos procarióticos son de tipo alílico, comoel 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
taxonómicamenteentre los organismos eucarióticos más primitivos,
tengan dolicol fosfato comolípido aceptor, es de considerable
'interés. Es probable que el cambioen.los transportadores lipídi
cos se remonte al momentoen que los eucariotas se diferenciaron de
los procariotas.
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Localización subcelular

Al estudiar el sitio de sintesis del dolicol fosfato en las
fracciones subcelulares de alga se observó que se realiza princi
palmente en mitocondrias y aparato de Golgi. Este dato fue con
firmado en células de hígado donde se determinó que en las mito
condrias, la membranaexterna es la responsable de la síntesis
(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 (Momosey Rudney, 1972). Este poliprenol tiene todos
sus doble enlaces en trans y las enzimas que intervienen en su
síntesis a partir dc IPP están localizadas en la membranainterna
de la mitocondria; a diferencia del dolicol que tiene ambas con
figuraciones (gig y trans) y se sintetiza en 1a membranaexterna.
Esta distribución está de acuerdo con la hipótesis de que las mito
condrias en eucariotas tienen comoorigen una incorporación simbió
tica de un procariota, ya que los mismostienen la facultad de sin
tetizar ubiquinona en sus membranas. Por otro lado, el hecho de
que el DolfP sea sintetizado en la membranaexterna de la mitocon
dria, cuyas enzimas son codificadas por el genomanuclear, está de

¡acuerdo con la distribución de los poliprenil fosfatos responsables
de 1a síntesis de glicanos: undecaprenol fosfato entprocariotas y

\
dolicol fosfato en eucariotas.

PROPIEDADES DE LA GLUCOSILTRANSFBRASA

El fraccionamiento subcelular de g._zopfii demostró que la
fracción microsomal (reticulo endoplásmico) tiene la mayoractivi
dad glucosilante de poliprenol fosfatos. Esto contrasta con la
localización del sitio de síntesis de los aceptores (mitocondrias
y aparato de Golgi), y el transporte de los lípidos desde su sitio
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de síntesis hasta el sitio en que son funcionalmente activos como
intermediarios, es un problema aun por resolver. En sistemas dis
tintos, comoel caso de los mamíferos, las UDP-Glczpoliprenil fos
fato glucosiltransferasas eStán también presentes en microsomas
lisos y rugosos (Dallner y 001., 1972).

Los requerimientos catiónicos, particularmente el de Mg++,es
tán de acuerdo con lo publicado para bacteria; y mamíferos (Hemmin
1974). El pH óptimo fue de 7,5 tal como el de arveja (Pont Lezica
y col., 1976) y fibras de algodón (Forsee y Elbein, 1973). La en
zima es altamente específica hacia el nucleótido azúcar y solo la
UDP-Glctiene capacidad de funcionar como sustrato para la enzima;
pero parece inespecífica para el largo de cadena o la u-saturación
del poliprenil fosfato, aunque demuestra una afinidad mayor para
con los a-saturados de cadena larga comoel Dol-P. La falta de
especificidad hacia el tipo de poliprenil fosfato se observa tam
bién en otros sistemas, comola manosiltransferasa de Phaseolus
aureus, donde tanto el betulaprenol fosfato comoel Dol-P causan
un aumentosignificativo de la transferencia de manosaa lípidos
(Alam y Hemming, 1973), 1a enzima de hígado de rata (Parodi y col..
1972b) y la glucosiltransferasa de arveja (Pont Lezica y col., 197i
La afinidad diferencial de la enzima hacia Dol-P o Fic-P confirma
la naturaleza del poliprenil fosfato endógeno. En los microsomas

. de hígado 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 alílico, el sustrato natural (dolicol fosfato) resulta un me
jor aceptor.

IDENTIDAD DE LOS GLUCOLIPIDOS

La cromatografía en columna de DRAE-celulosa de extractos buta
nólicos de incubaciones a 20°C demuestra la heterogeneidad molecu
lar presente en los mismos. B1 glucolípido I tiene propiedades
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cromatográficas que están de acuerdo con las del Dol-P-Glc, y la
formación de 1,6-anhidroglucosano en condiciones alcalinas indica
que la glucosa se encuentra unida en una configuración B. Esto
indica que la estereoquímica de la glucosiltransferasa de B. zopfii
es similar a la de higado de rata (Behrens y Leloir, 1970), a 1a de
enzimas bacterianas (Nikaido y Nikaido, 1971; Wright, 1971), a la
de la manosiltransferasa de pancreas de ternero (Herscovics y col.,
1975), a 1a de la galactosiltransferasa de Acetobacter xylinum
(García y col., 197M)y a la de la glucOsiltransferasa de arvejas
(Pont Lezica y col., 1976). Los glucolípidos II y III forman éste
res cíclicos de fosfato en condiciones alcalinas; lo cual, junto
con el perfil de elución en columna de DEAB-celulosa, indica que se
trata de derivados pirofosfóricos. La liberación de glucosa y de
celotriosa (caracteriZada por tratamiento enzimático, oxidación con
periodato y comportamientocromatográfico en tres sistemaS) respec
tivamente en condiciones de acidez suave y la inhibición parcial de
la glucosilación producida por UMPa 20°C, apoyan la caracteriza
ción de estos compuestos comolípido-PP-Glc y lipido-PP-celotriosa.

La naturaleza poliprenílica del lípido fue demostrada en otros
sistemas. La fi-acetilglucosamina_fue descripta unida a dolicol vía
un puente pirofosfato (Lucas y Waechter, 1976) en varios sistemas.
La adición de una nueva molécula de H-acetilglucosamina lleva a la

'formación de dolicol pirofosfato quitobiosa. Existen evidencias
de que este glicolípido sirve comoprecursor en la formación de un
lípido oligosacárido conteniendo H-acetilglucosamina y manosa,
siendo luego el oligosacárido transferido a un aceptor proteico
como en el caso de la ovoalbúmina (Hemming, 197M; Lennarz, 1975;
Lucas y Waechter, 1976; Waechter y Lennarz, 1976; Struck y Lennarz,
1977). La formación de poliprenil pirofosfato glucoSa parece ser
c1 primer escalón en 1a síntesis de un lípido oligosacárido, sien
do el lípido-PP-celotriosa un intermediario del proceso.

La confirmación de 1a naturaleza dolicólica del lípido se ob
tuvo por incubación de (3H)Dol-P y UDP-Glc no radiactivo con mem
branas de alga a 0°C. En estas condiciones se formó (3H)Dol-PP-Glc.
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Al utilizar un sistema distinto de extracción (Behrens y col.,
1971) se hizo evidente la presencia de lípido-oligosacáridos con
un promedio de 6 glucosas y un largo aproximado de 10 hexosas. Las
glucosas se hallan unidas en configuración B (1+H) por los resul
tados que se desprenden de los tratamientos enzimáticos y oxidación
con periodato. La presencia de un puente pirofosfato se hizo evi
dente por su comportamiento en cromatografía en columna de DBAB
celulosa y su hidrólisis (probablemente formando un compuesto cícli
co de fosfato) en condiciones alcalinas. Unlípido oligosacárido
de naturaleza similar fue descripto en Pisum sativum (Brett y North
cote, 1975), si bien no fue exhaustivamente caracterizado, ni de
terminada su función metabólica. .

La inhibición a 20°C producida por UMPy UDPapoya la existen
cia de las reacciones 1, 2 y 3 de la figura 82. Al agregar UMP,‘
la reacción 1 (formación de Dol-PP-Glc) fue inhibida, pero la reac
ción 3 (formación de Dol-P-Glc) no, resultando una inhibición del
50%en la formación de lípidos. El agregado de UDPprobablemente
inhiba la reacción 3 (aunque también la reacción 2 que lleva a la
formación de Dol-PP-(Glc)3). Esto.haría pensar en una muyalta in
hibición de la glucosilación, pero no en una inhibición total. El
alto grado en que la transferencia es afectada (95%)es debida,
probablemente a la presencia de UMPpor hidrólisis de UDPmediante

,fosfodiesterasas endógenaspresentes en las preparaciones. La baja
temperatura no inhibe la reacción 1, pero sí a las reacciones 2 y
3 y la polimerización (reacción H). Este resultado esta 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 permitió la realización de incubaciones_en dos pasos (pri
mero 0°C y luego a 25°C). Las membranas lavadas retuvieron a1 Dol
PP-Glc (tabla XXVIII) que pudo servir como precursor en la segunda
incubación a1 Dol-PP-(Glc)3, lípido-oligosacárido y PSA. Los re
sultados que se muestran en la misma tabla indican que la UDP-Glc
es la dadora de glucosas para la formación del lípido trisacárido
(reacción 2) y que el Dol-P-Glc contribuye comodador glucosidico
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en la formación del lípido-oligosacárido y PSA. Resulta clara,
además, la no participación de los glucolípidos neutros en todo
este proceso.

GLUCOSILACION DE PROTEINAS

Las membranas de P. zopfii al ser incubadas con UDP-Glc, o
Dol-P-Glc con UDP-Glc,mostraron transferencia de glucosa a un
polímero soluble (PSA). Este PSAfue identificado como una gluco
proteína conteniendo aproximadamente 10 glucosas unidas en confi
guración B (1+4) en base a tratamientos enzimáticos, electroforesis
en gel de poliacrilamida y oxidación con periodato. La existencia
de glucoproteinas con estas caracteristicas fue descripta en muchos
organismos-y sistemas, comoen las inclusiones de Pleurochrysis i
sherffelii (Herth y col., 1972), Acetobacter xylinum (Kjosbakken y
Colvin, 1975), Pisum sativum (Brett y Northcote, 1975), Phaseolus
aureus (Satoh y col., 1976). Estos compuestos fueron postulados
comoformas iniciales de celulosa (Satoh y col., 1976) en plantas
superiores.

Las evidencias de la participación de los glucolipidos descrip
tos en la formación del PSAprovienen de diversos experimentos.
La inhibición de la formación de PSA por UMP(90%) es muy sugestiva.

'Se conoce que en sistemas bacterianos y animales un poliprenil piro
fosfato oligosacárido generalmentetransfiere el oligosacárido al
aceptor final (Hemming, 1974; Waechter y Lennarz, 1975).‘ Si UMP
inhibe el primer paso (reacción 1 de la fig. 82) de la formación de
lipido-oligosacárido, todas las reacciones siguientes deben ser in
hibidas, incluyendo la formación de PSA. Por otro lado, la incor
poración en el tiempo de (1“C)g1ucosa a glucolipidos y PSA, como
así también 1a inhibición secuencial de la formación de glucolípi
dos y PSApor UMP,sugieren una relación glucolípidos/PSA. La es
timulación de la formación de PSApor adición de poliprenil fosfa
tos exógenos es un nuevo apoyo para la intervención de compuestos
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poliprenólicos en-la formación de PSA. Finalmente, la transferencia
de (1“C)glucosa de Dol-PP-(IHC)Glc, Dol-P-(1“C)Glc y otros glucolí
pidos al PSApermiten postular un esquema como el que se muestra
en la figura 82. La similitud entre los productos formados por de
gradación de Smith de lípido-oligosacáridos y PSAtambién sugieren
que el oligosacárido unido a lípido 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
tervención de glucolípidos y glucoproteínas comointermediarios en
la síntesis de celulosa.

Los experimentos realizados-en B. zopfii indican que cuando se
agrega GDP-Glcy el precipitado de 20.0005 a la mezcla de incubación,
se observa la aparición de un polímero insoluble en álcali caliente.
Este polímero, al ser sometido a hidrólisis con celulasa, produjo
celobiosa, demostrando su caracter celulósico. El PSA-puedefuncio
nar, en estas condiciones, comoprecursor de este polímero insoluble
(reacción 5). El esquema que se presenta en la figura 82 concuerda
con los datos conocidos, indicando que la GDP-Glces la dadora espe

,cífica de glucosilos para la celulosa sintetasa (Barber y col.,1963;
Blbein y col., 196M)y que UDP-Glc, cuando está presente en bajas
concentraciones (10'5 M) puede ser dadora en la síntesis‘de un
B(1+H)glucano (Tsai y Hassid, 197M).

Los precursores de otros polisacáridos comoel glucógeno (Kris
man, 1972; Krisman y Barengo, 1975) y almidón (Lavintman y Cardini,
1970; Lavintman y col., 197M), también son glucoproteínas. Sin em
bargo, no parecen intervenir lípidos intermediarios en su síntesis,
posiblemente por tratarse de polisacáridos intracelulares. En el
caso de la celulosa, parece que el mecanismoes distinto, debido a
que la glucoproteína celulósica debe ser secretada al exterior, jun
to a la pared celular, lo que haría necesaria la intervención de
lípidos intermediarios.
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Esquemapropuesto para la síntesis de glucoproteínas
y celulosa en algas. 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 sín
tesis de celulosa (aparato de Golgi o membranacelular) se explica
comoel necesario_nucle6tido azúcar atraviesa 1a membranapara fun
cionar como'dador de glucosilos. En este contexto, la intermedia
ción de lípidos transportadores en la membranapermite la explica
ción de un aspecto que no se tiene en cuenta en las hipótesis.
Este trabajo no constituye solamente la primera demostración de la
participación de lípidos intermediarios en la síntesis de celulosa,
sino también en la de homopolisacáridos.

Efecto de la cumarina

Desde tiempo atrás se conoce una serie de inhibidores del cre
cimiento vegetal entre los que se encuentran la cumarina y sus de
rivados (Nutile, 19MB;Audus y Quastel, 1947; Audus, 19MB; Goodwin
y Taves, 1950; Pollok y col., 195M;Hara y col., 1975; Burguess y
Linstead, 1977). Hara y col. (1975) demuestran que tiene una acción
específica en 1a formación de celulosa, no siendo afectada la sín
tesis de otros polisacáridos de pared comolas hemicelulosas o sus
tancias pécticas.

Sin embargo, la forma y el sitio especifico en que la cumarina
inhibe la sintesis de celulosa no estánclaroshasta el presente.
Thimann y Bonner (19H9), así como Svensson (1971) postulan un efecto

¡reactivo con los grupos -SH por parte de la cumarina, lo cual afec
taria las enzimas responsables de la síntesis. Sin embargo, el
agregado de ácido p-cloromercuribenzoico, conocido por su acción en
ese sentido, no mostró los efectos especificos que posee la cumarina
(Hogetsu y col., 197M). 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 fosforilación oxidativa teniendo, por lo tanto, un efecto indi
recto en la síntesis de celulosa. Pero Hogetsu y col. (197M)de
‘muestran que no es esta la acción de la cumarina, puesto que el
2,u-dinitrofenol (desacoplante de fosforilación 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., 197M;
Satoh y col., 1976) considera que la cumarina tiene un efecto espe
cífico en la cadena biosintética de 1a celulosa, pero no se aclara
el punto metabólico en el que 1a inhibición tiene lugar. Todo esto
llevó a investigar este punto en el sistema de B. zopfii.

Los experimentos‘"in vitro" indican que se produce un bloqueo
del 97%en la reacción 4 (fig. 81) a una concentración de 0,2mM.
Si bien a esa mismaconcentración la formación de lípido-oligosacá
ridos fue aparentemente estimulada, un aumento en la concentración
de cumarina inhibe también a estos compuestos, aunque en menor me
dida que al'PSA._ Las demás reacciones no fueron mayormente afecta
das. Undato interesante es que la actividad de la celulosa sinte
tasa dependiente de GDP-Glc(GDP-Glc:8(1+u)glucan sintetasa) no re
sulta afectada por la cumarina, lo cual también resultó cierto en
sistemas libres de células en plantas superiores (Hoppy col.,1977c)
Se.demostró (Burguess y Linstead, 1977) que la cumarina inhibe es
pecíficamente la formación de microfibrillas en células cultivadas
de Nicotiana tabacum. Dadoque en plantas superiores está amplia
mente documentada la síntesis de celulOsa a partir de GDP-Glc, se
concluye que es necesaria la formación de un precursor (del tipo
PSA)que es inhibido por la cumarina y due sirve de sustrato junto

'a la GDP-Glcpara el crecimiento de las-microfibrillas celulósicas.
Los experimentos "in vivo" indican que una concentración 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 microscopía
óptica, no se pudo detectar en modoalguno la formación de proto
plastos, de lo que se concluye que la división celular es_inhibida.
Es posible que la cumarina tenga un efecto análogo (aunque su sitio
de acción difiera) al que tiene la penicilina en sistemas bacteriaI
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CONCLUSIONES GENERALES

En bacterias, levaduras, animales y plantas superiores se han
descripto poliprenoles que actuan comolípidos intermediarios en
la síntesis de glicanos complejos. Se ha encontrado una clara di
ferencia entre los poliprenoles de procariotas (undecaprenol) y de
eucariotas (dolicol). Se eligió un organismo (Prototheca zopfii)
eucariota perteneciente a un taxón (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 membranade B. zopfii catalizan la in
corporación de glucosa de.UDP-(1#C)Glca glucolípidos ácido lábi
les. Las propiedades del lípido aceptor endógeno purificado con
cuerdan con las de un poliprenol a-saturado. La naturaleza isopré
nica del aceptor fue confirmada por biosíntesis a partir de (1“C)
MVA,dando una serie de poliprenoles con largo de cadena variable
entre C90 y C105, como el dolicol.

- A partir de UDP-Glcy dolicol fosfato endógeno se han sinteti
zado y purificado parcialmente varios glucolípidos. Las reaccio
nes que dan origen a estos glucolípidos se esquematizan en la figu
ra 82. Estos glucolípidos al ser incubados en distintas condicio
nes, son capaces de transferir su cadena de oligosacáridOs a un
polímero hidrosoluble. Este polímero es hidrolizado por pronasa,celu
lasa y B-glucosidasa. Sometido a degradación de Smith produce so
lamente eritritol y glicerol en una proporción de 8,2:1. Estos
datos nos indican que estamos en presencia de una glicoproteína
cuya porción glicosídica está formada por glucanos unidos en s(1+u).

Cuando se incuba UDP-(1“C)Glc más GDP-Glc, el polímero hidro
soluble muestra una transferencia de radiactividad a un polímero
insoluble en álcali caliente que se ha identificado comocelulosa.
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Se estudió el sitio de acción de la cumarina (inhibidor espe
cïfico de la síntesis de celulosa) determinándose que produce un
bloqueo de la transglucosilación de lípidos a'proteínas, lo cual
confirma que los mismosson intermediarios en la síntesis de ce
lulosa.

Además, se ha demostrado por primera vez la biosíntesis de
esteril glucósidos en algas a partir de UDP-(1“C)Glcy fracciones
enzimáticas de B. zopfii, detectandose las siguientes reacciones:

UDP-Glc + esterol —‘———‘3-esterila-B-D-glucósicb + UDP

3-esteril-B-D-glucósido i FE-d>lisoFE + 3-esteril-(6'-O-acil)-B-D—gluoósido

La UDP-Glczesterolglucosiltransferasa fue parcialmente puri
ficada con un aumento de 34 veces en la actividad especifica y el
sitio intracelular de síntesis identificado con las membranasdel
aparato de Golgi.l

¿a ¿»y
¡41.04099 mamon. amour una.
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RESUMEN

Se demostró la presencia de lípidos intermediarios en el alga Prototheca
zopfii. Estan lípidos tienen características similares al dolicol de hí
gado, tanto en largo de cadena comoen saturación del extremo a.

Se llevó a cabo su biosíntesis a partir de MVAy se ubicó subcelularmente
este proceso en las mitocondrias y aparato de Golgi.

Las preparaciones particuladas de alga catalizaron la incorporación de glu
cosa de UDP-(IHC)Glca una serie de glucolípidos que fueron caracterizados

comoQol-P-B-Glc, Dol-PP-a-Glc, Dol-PP-celotriosa y Dol-PP-B(1+4)oligoglu
canos. Los oligoglucanos unidos a lípido son una serie que va desde un di
sacárido hasta aproximadamente, un decasacárido.

Los glucolípidos descriptos tienen características de intermediarios en la
síntesis de un polímero caracterizado comouna glucoproteína "celulósica".
Se observó que la cumarina inhibe específicamente la transferencia de oligo
sacáridos de los lípidos a la proteína aceptara.

Cuando se agregó GDP-Glcal sistema, el polímero marcado se tornó insoluble
en álcali caliente con las propiedades que caracterizan a la celulosa. Se
propone un esquema (fig. 82) con las reacciones que implican la síntesis de
precursores de la celulosa.

Fracciones de membranade alga catalizaron, además, la transferencia de glu
cosa de UDP-Glca aceptores esteroideosendógenos y su posterior esterifica-'

. \

ción con ácidos grasos a partir de un dador endógenode acilos en la siguien
te forma:

UDP-Glc+ esterol ¡:5- 3-esteril-B-D-glucósido + UDP
3-esteril-B-D-gluc6sido + FE;=ErlisoFE + 3-esteril-(6'-0-acil)-BáD-glucósido

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



- Esta es la primera comunicación, no sólo de la presencia de poliprenil fos

fatos y de su sitio subcelular de síntesis! sino también de la formación de
sus derivados glucosilados en algas. Este trabajo es, además, la primera
demostración fehaciente de la participación de lípidos intermediarios en la
síntesis de celulosa.

Finalmente, las evidencias presentadas indican que los esteril glucósidos y
sus derivados ácilados son sintetizados en algas.

201
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