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M
En nuestro laboratorio, trabajando con Acetobacter

xxlinum se habia descripto 1a formación "in vitro” de varios
Ii ido-azúcares. Los resuitados encontrados se resumen en e]p

diagrama I.
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Diagrama I: Reacciones previamente caracterizadas en e]
sistema de Acetobacter xylinum. Las flechas de Duntos indican
reacciones probables pero no probadas.



Por otra parte además de ceiuïosa (e1 principa] poiisacárido

que sintetiza Acetobacter xyïinum) se habia aisïado deisobre

nadante de ios medios de cuitivo un poiisacárido aniüfico, que

denominamos acetano, compuesto por giucosa, manosa, ramnosa y

ácido giucurónico.

En esta Tesis, empieando preparados enzimáticos de

A. xziinum y uti1izando UDP-gïucosa como dador de gïucosa,

se estudió 1a reacción 2', es decir 1a participación de gïu

cosa difosfato preno] en 1a biosintesis de] giucano. Los re

su1tados obtenidos seña1an que UDP-g]ucosa es un precursor

directo de] giucano, aunque no descartan 1a participación en

aïguna medida de giucosa difosfato preno] en 1a biosintesis

de] mismo.

Por otra parte se estudió 1a estructura dei poiisacári

do, acetano, 10 que permitió proponer para e] mismo 1a unidad

repetitiva siguiente:

-icu1——¿cm1—JmeL_1meL_.
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Este resuitado nos permitió reforzar suposiciones previas,

es decir que e] acetano es e] destino fina] de] heptasacárido

difosfato preno] (producto de 1a reacción 7, diagrama I).

E1 trabajo principa] se centró en e] estudio de 1a bio

sintesis de] exopoiisacárido xantano de estructura simiiar a

1a de] acetano, y producido por 1a bacteria Xanthomonas cam

pestris. Empïeandopreparados enzimáticos de dicha bacteria y

distintos nuc1eótido-azücares se investigó 1a formación "in

vitro" de 1ipido-azücares y su relación con e] poiisacárido

xantano. Se estudiaron además ios compuestos que actuaban

como dadores de Ios grupos acetato y piruvato (dos grupos que

forman parte en 1a estructura de] po1isacárido), asi comosus

posibïes aceptores.

Los resuïtados obtenidos se resumen en e] diagrama II.
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DiagramaII: Resuïtados obtenidos can e] sistema de Xanthornonas
campestris.



Se determinó 1a estructura de ios iipido-oiigosacáridos

formados por 1as reacciones 2,3,4,5 y 6, asi como 1a reiación

entre ios distintos compuestos mostrados en e] Diagrama II.

La mayoria de 10s mismos se pudieron obtener a partir de] pre

cursor marcado obtenido "in situ" y ios dadores necesarios
no radioactivos.

Utilizando (P -32P)UDP-giucosa se obtuvieron 10s compues
tos formados por ias reacciones 2,3 y 5, con marca en 32P, in-

dicando 1a transferencia de P como P-giucosa.

Se estabieció que e] acetii-CoA es e] dador de] grupo ace

tiio y que e] ácido fosfoenoipirüvico 10 es de] grupo piruvato,

siendo ésta 1a primera vez que se describen iipidos intermedia

rios acetiiados o piruviiados obtenidos "in vitro".

La reiación entre e] producto fina], xantano, y ios produc

tos formados por ias reacciones 5 y 6 se estabieció por incuba

ciones reaiizadas a partir de dichos precursores radioactivos
obtenidos "in situ".

Se encontró de esta manera, que e] producto de 1a reacción

6 (1a unidad repetitiva piruviiada asociada a1 iipido difosfato)

5010 puede ser poiimerizado si en 1a reacción está presente ei

producto de 1a reacción 5 (1a unidad repetitiva asociada a1 ii

pido difosfato).
No se determinaron ias funciones de giucosa-P-preno] (pro

ducto de 1a reacción 1') y de] iipido giucurónico (producto de

1a reacción 4'), pero no parecen estar invoiucrados en 1a for

mación de xantano.



1. INTRODUCCION

1.1. La pared bacteriana

La pared bacteriana puede ser definida de varias maneras

(1,2). Una definición morfoiógica inciuye aque11as estructuras

capaces de ser teñidas y observarse por microscopía e1ectróni

ca. Se puede definir, también, 1a pared ce1u1ar bacteriana co

motodo aquei materia] exterior a 1a membranacitopïasmática,

exciuyendo fiageios y cápsuia. Otra definición de 1a pared es

operaciona] e inciuye aqueiios componentes de 1a cé1u1a bacte

riana que pueden ser aisiados por ruptura mecánica de ias cé1u

ias y posterior centrifugación. Debido a 1a faita de precisión

de este proceso debe tenerse especia] cuidado para distinguir

entre componentes verdaderos de 1a pared y fragmentos copreci

pitados de membranapiasmática. De todas maneras ias investiga

ciones reaiizadas hasta e1 presente son suficientes para permi

tir identificar sobre bases químicas seguras ios principales

componentes de 1a pared bacteriana.

1.1.2. Morfoiogia y componentes de 1a pared bacteriana

Las paredes bacterianas observadas por microscopía eiectró

nica muestran muy buena corre1ación con 1a clasificación de ias

bacterias de acuerdo a Ja coioración de Gram. Asi 1as bacterias

gram positivas poseen normaimente una pared reiativamente grue



sa y homogénea (Fig.1a) que norma1mente está en estrecho contac

to con 1a superficie externa de 1a membrana cítop1asmática, 1o

cua] diffcuïta 1a deïineación de ambas estructuras (3). Quími

camente consiste de mo1écu1as de mureina (11amada también pép

tidogïicano o g1icopéotido), e] cua] contribuye con e] 50 a1

95%de 1a masa de 1a pared purificada. A 1a mureína están uni

dos en forma cova1ente uno o más poïisacáridos secundarios ín

c1uyendo a 10s ácidos teicoicos y teicurónicos.m
Ac. teucoucos

Polisaca'ridos

Pared

. citoplasmaLHC-am
(a) (b)

Figura 1: Estructura de 1a gared de bacterias gram positivas
(a) y gram negativas (57. (M.C.: membrana cítop1asmát1ca,
E.P.: espacio peripïásmico, ME: membrana externa, MU:mureina,
FL: fosfoïïpídos, LPS: 1ipopo1isacárido)



En contraste ias paredes de ias bacterias gram negativas

es normaimente más deigada y está compuesta de diferentes capas

inciuyendo 1a membranaexterna, (Fig.1b), siendo esta una de

ias principaies diferencias morfoiógicas entre ambostipos de

bacterias (4). La membranaexterna en este tipo de bacterias

sirve como una barrera osmótica entre e] medio ambiente y 1a

membrana piasmática. E1 espacio encerrado por estas dos membra

nas se conoce con e] nombre de peripiasma o esoacio peripiasmá

tico (5) y con 1a probabie excepción de] DNAcasi todo e] mate

ria] transportado desde y hacia e] interior ce1u1ar debe pasar

por este espacio (1).

Ademásde ios fosfoiipidos, ios principaies componentes

de 1a pared de bacterias gram negativas reconocidos son:

1) Lipopoiisacárido (LPS), e] cua] puede interaccionar con mo

1écu1asespecificas (anticuerpos, bacteriofagos, bacteriocina)

y ocupando aproximadamente e] 45% de 1a superficie de 1a membra

na externa (6). 2) Lipoproteinas y 3) Mureina. Los dos üitimos

están covaientemente unidos, siendo 1a cantidad de mureina mu

cho menor que en 1a pared de bacterias gram positivas. Los tres

componentes constituyen de] 10 a1 30% de] peso seco de 1a bac

teria.



1.1.3. Efecto de] EDTAsobre 1a pared de bacterias
gram negativas.

Un efecto importante sobre 1a estructura de 1a pared de

bacterias gram negativas es causado por e] EDTA.La superficie

ceiuiar puede hacerse permeabie a ciertas drogas y/o enzimas,

a ias cuaies era antes impermeabie, luego de] tratamiento con

agentes queiantes. La razón de este efecto es faciimente com

prendida con un conocimiento aigo más detaiiado de 1a cubierta

de ias bacterias gram negativas (Fig.2).

Figura 2: Diagrama esquemático de 1a cubierta ce1u1ar de
bacterias gram negativas. Tomadode (5). LPS: iipopoiisacá
rido, FL: fosfoiipidos, MU:mureina, Prot: proteina, MC:mem
brana citopiasmática, ME:membranaexterna, EP: espacio peri
piásmico.
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En 1a membrana externa, a diferencia de 1a membrana cito

p1asmática, 1a mayor parte de 10s fosfoïipidos se encuentran

en 1a cara interna de 1a bicaoa. La cara externa consiste de

LPS, y varias proteinas especificas están asociadas con é]. Es

1a porción Iipido A de] LPS (ver estructura de] LPS en 1a sec

ción 1.2.2.) que reempiaza a ios fosfoiipidos en 1a cara exter

na. Las mo1écu1as de LPS están además asociadas entre si, sien

do esta asociación estabiiizada por cationes diva1entes. Enton

ces e] tratamiento de 1as céiuïas con agentes queïantes como

e] EDTA, rompe 1a integridad de 1a membrana externa, causando

1a liberación de] LPS y varias de 1as proteinas que 1a forman

(5,7).

1.2. Estructura de ïos principa1es poïisacáridos de pared.

1.2.1. La mureina

La mureina está constituida por cadenas 1inea1es de poii

sacárido unidas entre si por cadenas cortas de péptidos. E1

poïimero es una enorme, continua moiécu1a que rodea 1a cé1u1a,

11amada por Weideï y Peïzer (8) "macromoïécuïa con forma de bo]

sa", y es e] responsabïe primario de] mantenimento de 1a forma

de 1a cé1u1a bacteriana. La estructura de 1a mureina de

Staphylococcus aureus se muestra en 1a Fig.3 (9). E1 po1isacá—

rido está formado por residuos a1ternados de N-acetiïgiucosami

na y N-acetiïmurámico unidos en posición ¡3-1-4. E1 carboxiïo
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de] grupo 1áctico de] N-acetiïmurámico está unido a un tetrapéo

tido, e] cua] a su vez está unido a otro tetrapéptido de una

cadena poiisacárida vecina por un puente peptidicoï En ias

bacterias gram positivas se ha encontrado poiisacáridos (por

ejempio ácidos teicoicos) unidos a1 péptidogiicano a través de]

grupo OHde] C6 de aigunos residuos N-acetiïmurámico (58).

La secuencia de] tetrapéptido (Rl-Rz-R3-R4) más estudiado

consiste en L-a1ani1-X-D-giutami1-L-R3-D-a1ani1. Los aminoáci

dos en 1a poición R2 y R4 son invariabies (D-gïutamato y

D-a1anina respectivamente), mientras que R1 (L-aianina) solo

en ciertas corinebacterias es reempiazado por L-serina o giici

na. En 1a posición R3 se han descripto ocho aminoácidos diferen
tes (Fig.4) ha11ándose que meso-diaminopiméiico es común a ca

si todas ias bacterias gram negativas.
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Figura 3: Estructura de 1a mureina de S. aureus (9).

En cuanto a1 puente peptïdico se conocen dos tipos princi

païes conocidos como A y B. En ambos está invo1ucrado e] grupo

-COOHde 1a D-a1a (R4) termina] de] tetrapéptido, estando en

e] tipo A unido a1 grupo -NH2 de] aminoácido ubicado en R3 de]
tetrapéptido vecino. Esta.unión puede ser directa comoocurre

en casi todas 1as bacterias gram negativas o á través de uno

o varios residuos de aminoácidos. En e] tipo B e] puente se es

tabïece por intermedio de] grupo -CO0Hde] aminoácído ubicado

en R2 de] tetrapéptído vecino, y por 10 tanto debe estar invo
1ucrado un diamínoácído.
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Estructura tipo
l

NAcGïc

NAcMur-L-aIa-D-giu-L-Lis-D-aia-C=0
l le

puente
I

| .

m-COOH NH-puente

Variaciones en e1 tetrapéptido

R3 : meso-diaminopiméiico (Bacterias gram negativas)L,L-diaminopimé1ico
L-1isina
L-Ornitina
L-diaminobutirato
L-giutamato
L-homoserina
L-a1anina

Variaciones en e] puente peptídico a partir de] grupo -CO0H

de D-a1a (R4) de un tetrapéptido a1 grupo -NH2 ó a1 grupo

-CO0Hen otro tetrapéptido.

Tipo A: a] «JJ-NH2 de L-R3 por:

) Unión directa (por ejempio -CO0H de D-a1a a1 -NH2
de meso-DAP)

b) (Gïy)5
c) D-Asp-D-ser
d) D-Asp
e) D-Giu
f) L-A1a-Giy-G1y
g) (L-Aïa)3-Treo

Tipo B: a1 tí-COOH de D-R2 por: (requiere un dimfinoácido ene] puente)

a) D-Ornitina
b) AcidO'D-diaminobutirico
c) L-Lys-G]y
d) D-Lys

Iv

Figura 4: Variaciones en 1a estructura de 1a mureina
(Modificado de (1))



1.2.2. E1 1ipopo1isacárido

E1 1ipop01isacárido (LPS), ubicado en 1a membrana externa

'de ias bacterias gram negativas (Fig.2) es una mo1écu1a comoie

ja formada por tres regiones cova1entemente unidas: e] iipido

A, 1a región Centra] y 1a región 0 ó p01isacárido-0, cada una

con una composición particuïar (Fig.5)

Aunque 10s estudios recientes, centran su atención en 1os

LPSde bacterias pertenecientes a 1a famiiia de ias Enterobac

teriaceae, se encuentran datos estructuraies y de biosintesis

mucho más compietos en bacterias de] género Sa1mone11a.

r OAc

3 1 7|

Mon<—Abe
L

c.) Ram
O 1
E’ 3

\8 4 01m"U 1 2
E rmñ¿—¿Am
e 2

Rom ï-Etn1

(S-Giï Ga! PP-Etn K JO
k 6 ‘7‘ iLïás

NAC-Glc1—2>Glc3—-LGGILlGchaHïpubHepÏ-íKDOLLK-JPbfi /_—‘r3
v P NHz-Ggï-—P- ' Acidos

Reglon Central grasos {NHTGÉ1 PMd
LmeA

Figura 5: Estructura de 1a unidad repetitiva de] LPS de
Sa1mone11a typhimurium. Tomado de (56)



La región Lipido-A es 1a parte hidrofóbica de 1a molécuïa,

pues contiene seis ácidos grasos saturados que están unidos a

do's residuos de gïucosamina (Fig.6). Las unidades de Lipido-A

están unidas entre sí por puentes difosfatos y están unidas a

1a región Centra] a traves de 1a posición 3'.

0

¿:0 AIG c'.o

c'Hz clïq
H-C -0H H-C'OH

(ci-«¡im (8142110

CH3 CH3

AGs CHg-(CHzlw-CO—

CH3-(CH21u-CO—

CH3-(CHzlïz-C0-O

CHJ-(CHzlw -—-CH-CH2-C0—

Figura 6: Estructura de 1a región Lípido-A de1 LPS de
SaïmoneHa minnesota (10).
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La región Centra] contiene azúcares que raramente están presen

tes en 1a natura1eza, como e] KDO:2-ceto-3-deoxioctonato y 1a

heptosa, y posee carga negativa por 1a presencia de grupos fos

fato. A 1a región Centra] está unido e] po1isacárido-0, de es

tructura a1tamente variable, una de 1as cuaies se muestra en

1a Fig.5.

1.2.3. Acidos teicoicos y teicurónicos

Los ácidos teicoicos son cadenas de po1i01-fosfato, des

cubiertas por Baddi1ey (57), presentes en bacterias gram posi

tivas, pudiendo estar unidas a 1a mureina a través de residuos

NAcMur. E1 po1imero puede ser una cadena de ribito] o de gïice

ro] con uniones fosfodiester (11) (Fig.7).

A 9

+ CHz-C'H-ClH-ClH-GHz-0- ¡7-0o mio mi n
H ü

B e

—ECH¿-cH-CH¡o-e-ogl;—
Z OH

R=H,ozúcor. D-ulo

R1: H D'OlCl
R2=H,azúcar

¡Figura 7: Estructuras representativas de ácidos teicoicos
(A): 1,3-P01i(ribitoI-fosfato). (B): 1,3-P01ilglicer01
-fosfato)
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Estos polímeros son los principales antígenos de superfi

cie, comparables al LPSen bacterias gram negativas. La especi

ficidad de los determinates antígenos está dada por la presen

cia de varios sustituyentes, comoazúcares, aminoazücares, co

lina, D-alanina.

Variaciones en el medio ambiente, particularmente la con

centración de Mgy fosfato, pueden detener la síntesis de áci

dos teicoicos (12,13) comenzandoen su lugar la síntesis de

otro polímero ácido que no contiene grupos fosfato, denominado

ácido teicurónico. El primer ácido teicurónico aislado fué a

partir de paredes de Bacillus licheniformis (14) y fué carac

terizado comoun polímero conteniendo cantidades iguales de

N-acetilgalactosamina y ácido glucurónico, cuya estructura es:

- [ ——) 3NACGal 1-—>4 GlCUA 1-—>] __23-25

1.3. Exopolisacáridos bacterianos

Muchos géneros de bacterias incluyen esoecies capaces de

producir polisacáridos fuera de la pared celular. Estos exopo
lisacáridos oueden estar fuertemente unidos a la célula, forman

do una cápsula verdadera, discernible por el método de la tin

ta china, 0_oueden ser secretados libremente en el medio de

Cultivo {15). Las cápsulas son relativamente estables, pudien

do ser removiías de 7a suoerficie oac:eriana jor extracción
/con alcali o agitación vigorosa ¿16).
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La naturaieza quimica de ias uniones entre un poiisacári

do capsuiar y ios componentes de 1a pared es poco conocida,

pero estudios reaiizados sobre poiisacáridos de E. coii K 12

y meningococos grupos A, B y C señaian que hay un grupo hidro

fóbico covaientemente unido a] extremo reductor de esos poiisa

cáridos. La porción ïipïdica fué identificada comodipa]mitoi1-

gïicerofosfato y su presencia causaría que ias cadenas de poii

sacárido se agreguen en forma miceiar (17).

1.3.1. Composición

Los poiisacáridos extraceiuiares o exopoiisacáridos pue

den c1asificarse según su composición en dos gruoos principaies:

homopoiisacáridos (contienen una soia ciase de monosacárido)

y heteropoiisacáridos (contienen dos o más ciases diferentes

de monosacáridos). Ambosgrupos de poiisacáridos están compues

tos principaimente de hexosas neutras (principaimente giucosa,

manosa y gaiactosa), meti] pentosas (fucosa, ramnosa), ácidos

urónicos (fundamentaimente ácido giucurónico y en menor propor

ción ácidos gaiacUnñnico y manurónico) y aminoazücares (N-acetii

giucosamina, N-aceti1ga1actosamina y N-acetiineuraminico)

(15,16).

Ademásde Ios monosacáridos, 1os exopoiisacáridos contie

nen restos no giicosidicos. Muyfrecuentes son ios restos aci

1os, siendo e] más importante e] O-acetiïo, pero también se
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han descripto formato (18) y succinato (19). Otro grupo fre

cuente son Ios acetaies, siendo e] piruvato e] más importante,

aunquesustituyentes simiiares fueron identificados en prepara

ciones de ácido coiánico de especies de Enterobacteriaceae

(20). Giiceroifosfato y ribitolfosfato son grupos no muyfre

cuentemente encontrados en exopoiisacáridos que se parecen a

ios ácidos teicoicos (21).

1.3.2. Homopoiisacáridos

Homopoiisacáridos inciuyen dextranos, 1evanos, varios giu

canos, ceiuiosa bacteriana y poiimeros de ácido N-acetiineura

minico (16,22).

Dextranos, es e] nombre asignado a una importante c1ase

de exopoiisacáridos ramificados compuestos de residuos

aZ-D-g1ucopiranósidos. Estos po1imeros son de a1to PM(en e]

orden de varios miiiones), siendo 1a unión preponderante 1a

1-—>6mientras que ias ramificaciones pueden ocupar ias posi

ciones restantes (2,3 ó 4). Los dextranos han sido aislados a

partir de varias especies bacterianas, inciuyendo Streptococcus
viridans, Leuconostoc dextranicum y Leuconostoc mesenteroides,

teniendo e] producto de esta üitima 'mwortancia industria]

(15).

Los 1evanos integran otro importante grupo de exopoiisa

cáridos, constituidos por fructosa, donde 1a unión P -2——>6

es predominante (22,23), y su peso mo1ecu1ar está en e] orden
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de] miiión. Los 1evanos son sintetizados tanto por bacterias

gram positivas (varias especies de Streptococcus y Baci11us)

asi comogram negativas (varias especies de Acetobacter,

Aerobacter, Xanthomonas) (16).

Dentro de 105 qucanos, e] producido por una mutante de

A1ca1igenes faecaïis variedad mxxogenes, descubierto por Hara

da y coïaboradores adquirió importancia industria] (15). La

cepa parenta] (10C3) producía un poiimero compuesto principe]

mente de g1ucosa, con uniones 1-—>3, 1-o4 y 1——>6,contenien

do además restos succinicos (24). E1105 encontraron una mutan

te espontánea (10C3K) cuyo producto resuïtó ser un giucano com

puesto casi excïusivamente por uniones P -1-—>3 (25) y que no

estaba succiniïado. Este y gïucanos simi1ares son Iiamados cur
du1anos.

La existencia de ce1u105a bacteriana está Iimitada a varias

especies de Acetobacter (¿11inum, acetigenum, pasteurianus,

racens). Su estructura, 91mmsasunidas por P-1-—>4, es simi1ar
a 1a ceïuiosa vegeta] y es producido como fibras en medio 1iqui

do (22,26).

Los poiisacáridos de N-acetiïneuraminico, encontrados nor

ma1mente en tejidos de mamíferos, fueron descriptos en una ce

pa de E. co1i K] (27) y en Neisseria meningiditis (28). Estos

poiisacáridos están firmemente unidos a 1a superficie bacteria

na y están constituidos por ácido N-acetiïneuraminico y ácido
N-7-0-diacetiIneuraminico.
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1.3.3. Heteropoiisacáridos

Los heteropoiisacáridos son poiimeros compuestos por uni

dades repetitivas de oiigosacáridos (29), cuya compiejidad va

ria de 2 a 8 residuos por unidad. Normaimente son poiisacáridos

ramificados, pero e] hecho principa] es su estructura reguiar,

con excepción de 105 aiginatos bacterianos. Existe una gran di

versidad de estructuras de heteropoiisacáridos que derivan de

ias diferentes combinaciones de azúcares y sus uniones, Dor 10

cua] no es posibie predecir, para una determinada ceba, e1 ti

po de composición o 1a estructura de] poiisacárido que produce.

Sin embargo se han descripto casos donde 1a estructura de 1a

porción carbohidratos es constante, aunque se encuentran fre

cuentes aiteraciones en ios sustituyentes (30), comoocurre

por ejempïo con e] ácido coiánico. Este poiisacárido (Fig.8)

fué aisiado de una preparación de E. coii (31). Posteriormente

——g(3 -Fu<¿:1——L>b<-Fuc1——3>3(5- Glc 1-—->263
1

(i-Gol3 OAc
1

B-GICLUA

(5-60? 3,4 Pir

Figura 8: Estructura de] ácido coiánico de E. coii K 12 (33).
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se demostró su presencia en mutantes mucoides de E. coii K 12

(32), de Saimoneïia y en Aerobacter cioacae (33). Estudios so

bre 1a estructura de ácido coiánico aisïado de diferaúes cepas

bacterianas confirmaron 1a estructura, pero reveiaron que ios

grupos O-aciios podian estar o no presentes y que existia con

siderabïe variación en Ios residuos acetaies de 1a gaiactosa

termina] (20,34).

Otro ejempio de poiisacárido con idéntica estructura y

sintetizado por difemnnes grupos de bacterias, es e] caso de]

exopoiisacárido producido por Rhizobiummeiiioti, Agrobacterium

tumefaciens (35), Aicaïigenes faecaiis var mxxogenes (24,36)

y Agrobacterium radiobacter (37). La estructura de] mismo se

observa en 1a Fig.9 y Ios estudios indican que ias cuatro cia

ses de bacterias producen idénticos poiisacáridos, excepto por

e] modo de aciïación (38).

1. 1 1. 1 1. 1 3 1

——>@-G¿c—>(3-Glc —->(5-Glc—>(¿-Gal —>

1

o -Glc<5—‘ (s-Glc2—1(s-Glc3—‘ e -Glc

0/ \o\ /
P r

Figura 9: Estructura de] poiisacárido producido por
Rhizobium meiiioti (39).
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Comofué mencionado a] principio de este capituio los

aiginatos son poiisacáridos que ofrecen 1a particuiaridad de

no poseer estructuras reguiares. Los aiginatos son poiimeros

de ácido manurónico y ácido guiurónico, normaimente asociados

con aigas marinas. Son producidos además por dos grupos de bac

terias, una de ampiia distribución en e] sueio, Azotobacter

vineiandii y 1a otra asociada con infecciones de] tracto urina

rio de] hombre, Pseudomonas aeruginosa. En 1a estructura de 10s

aiginatos se observan bioques de ácido manurónico o bioques

de ácido guiurónico, como asi también bioques de ambos ácidos

mezciados (40, 41), conteniendo además grupos acetiio aparente

mente unidos a] ácido manurónico (42).

Otro poiisacárido, que comoios aiginatos es encontrado

en céiuias procariotas y eucariotas es e] ácido hiaiurónico.

Este poiisacárido es un constituyente norma] de tejido conecti

vo de animaïes y está formado por ácido giucurónico y N-acetii

giucosamina. Es producido por diferentes serotipos de Strepto

coccus grupos A y C y posibiemente en ciertas cepas de

P. aeruginosa (16).

1.3.4. Unidades repetitivasgpropuestas para exopoiisacá
ridos.

La compiejidad de ios heteropoïisacáridos es muy grande.

Debido a esto es muydifici] estabiecer 1a estructura compieta

de poiisacáridos muycompïejos, encontrándose en 1a 1iteratura
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modificacioens a estructuras ya asignadas. A modo de ejemo1o

y para señaiar 1a diversidad de unidades repetitivas, en 1a

tab1a 1 se muestra 1a composición de aigunos exopo1isacáridos

de K1ebsie11a.

Tab1a 1: Composición de aïqunos exopoiisacáridos de Kïebsieïia

ReferenciaTipo
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1 2. 43

P11

-ono1 1‘301 I'MH 1C _" C .9 nn —’
2 3 30 , 44

o
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5 l us 45k u

ru
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1.4. Lipidos intermediarios en 1a sintesis de poiisacáridos
de pared

Debido a que 1a pared bacteriana es extraceiuiar 1a bio

sintesis de poiisacáridos que forman parte de e11a debe reaii

zarse por un proceso vectoria]. Este proceso puede dividirse

en tres etapas (Fig.10): 1a primera de e11as se desarroiia en

e] citopiasma donde ios azúcares son activados a1 estado de

nucïeótido-azücares. La segunda etapa es iniciada por 1a trans

(MLMX’n
(M1,Mxln

MLMX | .
p p pared bacteriana

|á p m
¡ v I

Lip_—>Lle1 [Acepto'l ñLipTLip1 l

P V. P
i
P PI

NadP NïiP
NDP N P

Nh, MÏ'G'P N2? Mïís'P Citoplaáma
ML“! beP M1 Mr1-P
P PH ñ PH
' ' NDP Mx p NDP M1 P

! l Í Membrana
Llp4M 4— <— Li 4 V UP citoplasn'rífica

Figura 10: Biosintesis de ungpoiisacárido de pared
M: monosacárido, Nznucïeótido, Lip-P: 1ípido fosfato,
x= 2 a 8 (Modificado de (56))
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ferencia secuencia] y especifica de ios monosacáridos a partir

de ios respectivos nucieótido-azücares a un aceptor iipidico

unido a 1a membrana, y conduce a 1a sintesis de 1a unidad re

petitiva de] poiimero. E1 resultado es una ciase especia] de

compuestos conocidos bajo e] nombre genérico de "iipidos inter

mediarios". Esta etapa se desarroliaria en 1a cara interna de

la membranacitopiasmática, puesto que ios nucieótido-azúcares

están presentes en e] citopiasma. Luego 1a subunidad unida a1

iipido seria transportada a 1a cara externa de 1a membrana,

iniciando 1a tercera etapa; en esta se produce 1a poiimeriza

ción de ias unidades y posterior transferencia a un aceptor

fina] y/o liberación de] lipido. Este tipo de sintesis ha si

do descripta para e] poiisacárido-O de] lipopoiisacárido, Da

ra 1a mureina, para ios ácidos teicoicos y en dos casos de exo

polisacáridos capsuiares (62,111). En cada uno de estos casos

ha quedado aclarada 1a participación de iioidos intermediarios,

habiéndose caracterizado a1 aceptor iipidico como ooHprenH

monofosfato. La escructura mixta de estos compuestos ios hace

ideaies para actuar en un medio lipofiiico como es 1a membra

na citopiasmática, manteniendo a ios azúcares en e] estado

activado necesario oara su ooiimerización :inaï.

1.1.1. La estructura de} iioido

En los primeros años de ia década de 63, Robbins y cola

boradores (59,60) encontraron que se Formaban qiicoiioidos en
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dógenos en preparaciones particuiadas de Saimoneiia newington.

Los giicoiipidos participaban en 1a biosintesis de] poiisacá

rido-O, reempiazando a ios nucieótido-azücares corresoondien

tes. La estructura de] iipido intermediario fué estabiecida

definitivamente Iuego de su aisiación y purificación (61). Un

puente pirofosfato une e] C-l de 1a gáiacüna a1 iipido y ios

resultados de espectrometria de masas rea1izados sobre e] ii

pido demostraron que era un undecapreno], un a1coh01 formado

por once unidades isopreno, teniendo cada una de e11as una do

b1e ligadura (Fig.11).

VJ?

9H3 9H3

c: CH-CH2'(CH2-C :CH-CH2)g-CH2-C=CH-CHZOH
(-3
I

La.)

Figura 11: Estructura de] [ipido aisiado de Saimoneiia
'newington (61).

E1 poiiprenoi ha sido purificado de otras baCterias

(tabia 2)y en cada caso e] anáiisis reaiizado por espectrometria

denmsas estabieció 1a estructura comoundecapreno]. Parecerïa

que un único iipido está invoiucrado en 1a sintesis de mureina,

1ipop01isacárido, exopoiisacárido y otros giicanos de 1a pared
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bacteriana. Otros poiiprenoides fueron haiiados en micobacte

rias: octa y decapreno] en Mycobacterium smegmatis (71) y deca

preno] en Mycobacterium tubercuiosis (72).

Tab1a 2: Undecaprenoies descriptos en bacterias

Fuente Referencia

Aerobacter aerogenes (62)

Baci11us cereus (63)

Baciiius stearotermophiïus (64)

Eschericchia coii (65,96)

Lactobaciiïus piantarum (66)

Micrococcus 1ysodeikticus (67)

Sa1mone11a anatum (68)

Saimoneiia newington (61)

Staphiiococcus aureus (69)

Streptococcus faecaiis (70)

En todos ios casos 1a estructura ha sido diïucidada por
espectrometria de masas.

1.4.2. Lipido-fosfo-azücares descriptos hasta e] momento
en bacterias.

Son muchos ios lípido-azücares descriptos en 1a 1iteratu

ra y para dar una idea de 1a variedad y compïejidad de estos

compuestos en 1a tabia 3 se mencionan soïamente ios aisiados
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de bacterias.

tanto 1a 1etra qua

No todos han sido estudiados con iguaï deta11e por 1o

figura a1 lado de cada compuesto significa

10 siguiente:

a) Lipidos que ha1 sido identificados como prenoïes oor espec

tro de masas.

b) Lipidos que hat sido identificados como prenoïes por cuan

to su formaciów se activa por e] agregado de P-preno1 exó

geno.

c) Este grupo es ¿n poco más ambiguo; se incluyen en é] aque

1105 compuestos que tienen ias propiedades químicas de 105

preni1-fosfo-a:úcares descriptos, pero cuya fracción lípi

dica no ha sida estudiada con mayor detaile.

Tabla 3: Lipido-fasfo-azücares descriptos en Drocariotes

Lipido Fuente Referencia

Man-P Nïcrococcus 1ysodeikticus a) (67)

Mycobacterium tuberculosis a) (72)
Nycobacterium smegmatis a) (71,73,74)
Acetobacter xyïinum b) (75)
Haïobacterium salinarium c) (76)

G1c-P Saimoneïla a) (68,77,78)
Shige11a fïexneri b) (79)

Mycobacterium smegmatis b) (74)

Baci11us stearothermophiius b) (64)
Bacilius 1icheniformis c) (80)



Ga1-P

NAcGlc-P

NAcNeu-P

Ram-NAcGlc-P

G]c-Ram—NAcG]c-P

NAcManUA-NAcGlc-P

(NAcManUA)2
-NACG1C-P

G)C(NAcManUA)2
-NACG1C-P

NAcManUA-Gïc

-(NAcManUA)2
-NAcG]c-P

g1i-P-G1c-P

GaI-PP

Mutante de E. coïi c)

Haïobacteríum salínarium c)

Acetobacter xyïinum

Streptococcus sanguis c)
Micrococcus 1ysodeíktícus c)
Bacilïus cereus a)

Eschericchia c011 a)

Streptococcus sanguís c)

Streptococcus sanguis c)

Micrococcus Iysodeíkticus c)

Micrococcus 1ysodeíktícus c)

Micrococcus 1ysodeíktícus c)

Micrococcus (ysodeiktícus c)

Baci11us (ícheniformis c)

Sa1mone11a newington a)

Salmoneïïa typhimurium c)
Aerobacter aerogenes a)
Rhizobíum meïiïoti c)
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(81)

(76)

(82,83,117)

(84)

(86)

(63)

(85)

(84)

(84)

(86)

(61)

(100)

(62)

(87)



G1c-PP

g1í-PP

NAcGïc-PP

Ceïobíosa-PP

Maltosa-PP

(Man)2-P ó -PP

Glc-Gaï-PP

Ram-GaÏ-PP

Man-Gaï-PP

Ga1-Gïc-PP

(gïi-P)-NAcG1c-PP
nzl

:2
:3

Man-Ram-Gal-PP

K1ebsie11a aerogenes b)

Acetobacter xy1ínum b)

Baciïïus 1icheniformis c)

Staphylococcus 1actis c)
Bacíïïus subtiïís c)
Haïobacteríum saïinarium a)
Baciïïus cereus a)
Staphy1ococcus aureus c)

Acetobacter xyïinum c)

Acetobacter xyïinum c)

Mycobacterium smegmatis a)

Rhizobium me111oti c)

Sa1mone11a newíngton a)

Sa1m0ne11a typhimuríum c)

Aerobacter aerogenes a)

K1ebsie11a aerogenes b)

Staphyïococcus 1actís c)
Staphyïococcus aureus c)

Saïmoneïïa newington a)
Saïmonelïa typhimuríum c)
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(89,88)
(82,117)‘

(80)

(89,90)
(91)

(76)

(63)

(90,92)

(61)

(100)

(62)

(88,89)

(89,90)
(90,92)

(61)

(100)



Man-Cel-PP

G]cUA-Man—Ga1-PP

Abe-Man-Ram-Gal
-PP

Ga]-(G]cUA)-Man
-Ga1-PP

G1cUA-Man-Ce1-PP

(NAcGïc)-PP
n:4

:6

(Fuc -G]c2)-G1c-PP3

(G1c)- GÏCUA-Man
n:1

:2
-Ce1-PP

Ram-(Gïc)2—GlcUA
-Man-Ce1-PP

(Glc)7-Ga1-PP

(Ac)(G1c)7-Ga1-PP

(Pír)(G1c)7-Ga1-PP

(Ac,Pir)(G]c)
-Ga1-PP 7

Acetobacter xyïinum c)

Aerobacter aerogenes a)

Saïmonelïa typhímuríum c)

Aerobacter aerogenes a)

Acetobacter xyïínum c)

Baci11us subti1is c)

Mutante de E. c011 c)

Acetobacter xylinum c)

Acetobacter xyïinum c)

Rhizobium meïíïoti c)

Rhizobium me1i1oti c)

Rhizobium meïíïoti c)

V
Rhízobíum meliïoti c
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(Man-Ram-Ga1)n-PP Saimoneiïa newington a)

[(Abe)-Man-Ram
-Ga1]-PP Salmoneiïa typhimurium c)

NAcMur-pentapéptido
-PP Micrococcus 1uteus c)

Staphyiococcus aureus c)

NAcGlc-NAcMur-penta
péptido-PP Micrococcus 1uteus c)

Staphyïococcus aureus c)
E. c011 a)

NAcG]c-NAcMur(hexa
péptido)-PP Micrococcus Iuteus c)

NAcGic-NAcMur(deca
péptido)-PP Staphyiococcus aureus c)

1.4.3. Sintesis de prenoi-azücares
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(61)

(101)

(97)

(98)

Existen dos clases principaies de reacciones que sinteti

zan prenol-azücares. La primera involucra un nucïeótido-azúcar

y un preno] fosforiiado. La segunda ciase de reacciones es a

través de dos prenoi-azücares (Fig.12).

La primera ciase puede dividirse a su vez en tres subcla

ses (a,b y c) y 1a segunda ciase en dos subciases (d y e).
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(a)NDP-MoP-prenol F:- M-P-prenol oNDP

1'clase (b)NDP-MoP-prenol e—=M-PP-prenol' NMP

bl NDP-MysMx,...,M1-PP-prenol—->My, Mx,..,M1- PP-prenol oNDP

(d) My-P- prenolo Mx,..., M1-PP-prenol —>My, Mx,.. . ,M1-PP-prenolo P -prenol
Z‘clase .

(el Mx,...,M1-PP- prenol ‘(Mx,_,.,M1)n-PP-prenol —>(r»1)<,_..,r411l¡..-.1PP-prend.PP-preml

Figura 12: Sintesis de prenoï-azücares. NMP:nucleótido-mono
fosfato. NDP:nucïeótido-difosfato. M: monosacárido. x: 2 a 8

En e] caso de 1a reacción a), e] nucieótido-azúcar cede

su resto glicosiio a1 preno] fosfato para formar e] preno] mo

nofosfato azúcar, con Iiberación de nucieósido difosfato. La

presencia de un exceso de nucieósido difosfato inhibe 1a sin

tesis de] preno] azúcar, mientras que ei nucieósido monofosfa

to 10 hace en menor proporción. Esta reacción es reversible

(67,68).

En 1a reacción b), e] preno] fosfato acepta e] azúcar

fosfato de] nucïeótido-azúcar, obteniéndose el correspondien

te azücar difosfato preno]. E1 agregado de un exceso de nucieó

tido monofosfato revierte 1a reacción obteniéndose e] nucieó
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tido-azúcar.

En 1a üïtima de 1as reacciones de 1a primera c1ase=(c)

un preno] oligosacárido es e] aceptor de] resto gïicosiio del

nucleótido-azücar, para formar un nuevo preno] azúcar, cuya

cadena 01igosacárida posee un azúcar más. Comoen e] caso a)

se 1ibera nuc1eótido difosfato y en aïgunos casos un exceso

de] mismo puede inhibir 1a reacción.

Comopuede conciuirse de 1o expuesto, cadenas oiigosaca

ridhns dedos o más azúcares están unidas a prenoies por puen

tes difosfato únicamente, mientras que un monosacárido 10 es

tá por puentes monoo difosfato.

En 1a reacción d) un oïiqosacárido difosfato preno] acep

ta otro monosacárido que cede un preno] monofosfato azúcar,

con 1iberación de] preno] fosfato.

Por intermedio de las reacciones a), b), c) y d) se va

sintetizando e] oiigosacárido que constituye 1a unidad repeti

tiva, ya sea de un poïisacárido-O, de un 1ipop01isacárido o

de un exopolisacárido. Estas unidades se poiimerizan unidas

a1 1ipido como se describe en 1a ü1tima de 1as reacciones (e).

En eïla intervienen dos moïécuïas de oïigosacárido difosfato

preno]. Una de eïias, 1a que contiene unidades repetitivas,

cede su oïigosacárido a 1a restante, iiberándose preno] difos
fato. Esta reacción será discutida con más deta11e en 1a sec

ción 1.4.3.2..
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Para ejempiificar ei ro] de los Iipidos intermediarios
vamosa referirnos a ios estudios rea1izados en 1a biosintesis

de] poiisacárido-O de] 1ipopoiisacárido de Saimonelïa, por ser

un ejempio claro y compieto y 1uego nos referiremos a 1a bio

sintesis de] exopolisacárido capsuiar de Aerobacter aerogenes.

1.4.4. Sintesis deigpolisacárido-O de Salmonelïa

Las enzimas que catalizan las reacciones de sintesis dei

poiisacárido-O están todas unidas a membranas. Además, dichas

reacciones han sido estudiadas en sistemas "in vitro", uti1i

zando fracciones particuiadas como fuente de enzimas.

1.4.4.1. Formación de 1a unidad repetitiva

Los monosacáridos que componen e] polisacárido-O son trans

feridos de ios nucieótido difosfato correspondientes a1 unde

capreno] fosfato presente en 1a membranacitoplasmática. Tres

reacciones de transferencia forman 1a unidad repetitiva en e]

caso de Salmonelïa anatum (Fig.13, reacciones 1 a 3) (59), y

cuatro reacciones en e] caso de Sa1mone11a typhimurium (100,

101), Saïmoneïia newport (102) y Saïmone11a kentucky (102)

(reacciones 1 a 4, Fig.13).
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UDP Gal UMP TOP Ram TDP

P-prenol#b Gal-PP-prenol—L2¿> Ram-Gal-PP-prenol

3 DP Man
GDP

CDP CDP-Abe

Abe-Man-Ram-Gal-PP-prenol4L74- Man-Ram-Gal-PP-prenol

Figura 13: Formación de 1a unidad repetitiva de] poiisacá
rido-O en SaimoneïTa (59,100,101)

Comose indica, e] paso inicia] en e] camino biosintéti

co es reversibie . A partir de UDP-gaiactosa, norma1mente un

componente citopïasmático, se rea1iza en 1a membrana un deri

vado activado 1iDofi1ico. En e] caso de Sa1mone11a anatum las

reacciones 2 y 3 invoiucran a dos transferasas que catalizan

1a adición secuencia] de ramnosa y manosa a1 gaïactosil difos

fato undecapreno], existiendo una tercer transferasa en

S. txphimurium (reacción 4) que cata1iza 1a adición de abecuo

sa. Kanegasaki y Wright (103) uti1izando preoarados de S. ana

¿gm demostraron que GaI-PP-prenoi y Ram-GaI-PP-Preno1 eran uti

1izados como aceptores de Ramy Man respectivamente.

Puesto que Ios nucïeótjdo-azúcares están presentes en e]
citop1asma muy Drobabiemente ias reacciones recién enunciadas

se desarroïien en 1a cara citoplasmática de 1a membrana.
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1.4.4.2. Poiimerización de las unidades repetitivas

E1 siguiente paso constituye 1a poiimerización de fas

unidades repetitivas. La dirección de crecimiento de ias cade

nas durante 1a.p01imerización fue descubierta por Robbins y co

Iaboradores (104) (Fig.14), utilizando un sistema iibre de

céiuias de S. anatum, resultando ser análogo a1 crecimiento de

ias cadenas poiipeptidicas en ios ribosomas. Comose muestra

en 1a Fig.14 1a cadena en crecimiento siempre es agregada a

Membrana .
citoplasma'lica

citoplasma Man

Figura 14: Mecanismode polímerización de] poiisacárido-O
en Salmoneiia anatum. Tomado deAÏÏOS).

una unidad repetitiva (trisacárido). De esta manera 1a eion

gación ocurre por ei extremo reductor de 1a cadena en Crecimien
to.
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El producto secundario de la polimerización de las uni

dades repetitivas es el undecaprenol digosfato. Este debe ser

hidrolizado a monofosfato por una pirofosfatasa unida a membra

na antes que el prenol pueda participar nuevamente en otro ci

clo. La enzima fué purificada de membrana de M. luteus por

Strominger y colaboradores (105).

1.4.4.3. Formación de ramas laterales

El polisacárido-O de S. txphimurium posee una abecuosa

como rama lateral. Esta se forma durante la polimerización

de las unidades repetitivas. Al clivarse la unión galactosil
-fosfato de la galactosa de la cadena en crecimiento y ser

transferida a la manosadel tetrasacárido-lïpido, queda la

abecuosa como rama lateral (101) (Fig.15).

Man- Abe Mim-Abel

Ram RomI

Gal Al'ae Gal n .1l

Mon-Abe Mon an-Abe

n l |
Rem ' Rem —-—-> R?“ ' PP-prenol
Gal Gal Gol

l I .

PP-prenol PP-prenol PP -prenol

Figura 15: Formación de ramas laterales del polisacárido-O
de S. typhimurium (101,106)
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Un caso diferente ocurre en Salmonella anatum E15 E34.

El polisacárido-O de la misma contiene una glucosa como rama

lateral, unida al carbono 4 de la galactosa. La glucosa es

transferida en un proceso en dos etapas. En la primera se for

ma, a partir de UDP-glucosa y undecaprenol-P, undecaprenol-P

-glucosa y éste en una segunda etapa, cede su resto glucosilo

al polisacárido. Dadoque la glucosa está unida a galactosas

cuya configuración anomérica es fi (107,108) Wright (68), pro

puso que durante la polimerización las unidades glucosa son

transferidas no a la primer galactosa que es a.-1-P sino a

la P -galactosa más próxima al prenol,como se muestra en la

Fig.16. Debido a esta exigencia el hexasacárido difosfato pre

nol seria el aceptor minimo. Este mecanismo de glucosilación

asegura un agregado sistemático de glucosa a la cadena en cre

cimiento.
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Man

Rclsm

o - G!!!| -Glc

Mon - Man Man

Rcllm Ram Ram
l l I

(i-Gcl'Jl4——] P-Gïl 4—-‘ G-thll-Glcn

Mlan . Man Gic Mlan Gllc ManI

Rom 4. Ram + P —> Ram + P -> -' Rám
I I I | l l

O<-G<|Jl °(-Gal prenol K-Gïll d-Gal| I

- prenol

P P P P

T T 'i’ 7'
prenol prenol prenol prenol

Ejgura 16: Glucosílación del polisacárido-O de Salmonella
anatum 515 E34 (68,106)

1.4.4.4. Acetilación del polisacárido-O

Los grupos acetilo son sustituyentes frecuentes en los

polisacárídos-O, siendo responsables de características anti

génicas de los mismos. El único caso estudiado es el de 53159

nella anatum, donde los grupos acetilo se encuentran esterifi

cando el C-6 de la galacuna. La reacción de acetílación fué

estudiada por Keller (109,110), quien encontró que el acetil

-CoAera utilizado comodador de acetilo, empleando fracciones



-44

particuïadas de S. anatum como fuente de enzimas y poïisacári

do-O. Varios oligosacáridos probaron ser buenos aceptores de

10s grupos acetiio, especiaïmente aquellos que contenían 1a

secuencia ramnosii-gaiactosa presente en e] poiisacárido.

Pero no se pudo ac1arar si 1a acetiiación se producía

sobre un oiigosacárido difosfato prenol o sobre el producto
fina].

1.4.5. Sintesis de exopoïisacáridos

La sintesis de exopoiisacáridos fué demostrada con c1ari

dad únicamente en e] poiisacárido capsuïar de Aerobacter aero

ggflgs por Heath y coiaboradores (62). Ese grupo de investiga

dores demostró que ios preno] fosfo azúcares cumpien una fun

ción simiïar a 1a que desarrolïan en 1a formación de] poiisa

cárido-O (sección 1.4.4.). La secuencia de reacciones para 1a

sintesis de la unidad repetitiva de] exopolisacárido se mues

tra en 1a Fig.17.
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UMP Gal-PP- prenol
UDP Gal 1
¿panel GDF-Mon

f 2 GDP
FI R ¡I

‘ï' Man-Gal-PP-prenol
' P

PP-pFenol 3 UD 6:5:

GlcUA-Mon-Gal-PP-prenol
Polisaca'rido ¿ UDP Gol

IlcUAo/C, UDP
Gal-Man -Go(-PP-prenol

Figura 17: Sintesis de] poiisacárido capsu1ar de Aerobacter
aerogenes según Heath y co]. (62Ï.

La unidad repetitiva está compuesta por unteüasmfirimn

e] cua] se forma por 1a transferencia secuencia] y especifica

a1 preno] fosfato de gaiactosa, manosa, ácido giucurónico y

una segunda gaïactosa, a partir de Ios correspondientes nucieó

tido-azúcares. La gaiactosa termina] de 1a unidad repetitiva

siempre se une a 1a manosa de] trisacárido, es decir que 1a

transferencia de] ácido gïucurónico debe ser previa a 1a de

1a segunda gaïactosa. Este es un ejemplo de formación de ramas

1atera1es durante 1a sintesis de 1a unidad repetitiva y es di

ferente a ios ejemplos citados en la sección 1.4.4.3.. Si bien

ios autores encontraron un octasacárido difosfato preno] equi



-45

valente a dos unidades repetitivas unidas, el mecanismode
elongación y extrusión y el tipo de fuerzas que unen al poli

sacárido a la pared celular son desconocidos.

Evidencias de la participación de lípidos intermediarios

en la síntesis de un polisacárido capsular en otra cepa de

Aerobacter fué comunicado por Sutherland y Norval (111), pero

la estructura del.intermediario no fué analizada. Másrecien

temente Johnson y Wilson examinaron la síntesis del ácido co

lánico (Fig.8) en dos mutantes de Eschericchia coli (81). El

intermediario formado "in vitro“ poseía glucosa y fucosa en

iguales cantidades: (fucosa3-glucosa2)—glucosa-PP-lípido, en
lugar de los seis azúcares que componenla unidad repetitiva

del polímero. Los autores comentan que probablemente el siste

ma enzimático empleado fué dañado durante la preparación de

la fracción particulada, de tal forma que producía una versión

aberrante del precursor. Comentandoel mismo trabajo I.w.

Sutherland (16) propone que quizás los polisacáridos con cade

nas laterales de tres o más monosacáridos requieran más de un

lípido intermediario en su construcción - uno para la cadena

principal y otro para la cadena lateral - similar a lo que

acontece en la formación de ramas laterales en el polisacári

do-O de Salmonella (Fig.16).

El lípido que interviene en el proceso mostrado en la

Fig.17 fué purificado y analizado por espectrometría de masas



-47

(62). Resuïtó ser en un 95%un undecapreno] similar a] des

cripto en 1a sintesis de 1ipop01isacárido y mureina. De esta

manera, probabïemente exista una competición por e] lípido,

e] cua] está presenueenïa céhfla en pequeñas cantidades. Exis

ten suficientes evidencias indirectas que indicanqueïa forma

ción de mureina es prioritaria sobre 1a formación de lipopoïi

'sacárido y ésta sobre la formación de exopo1isacáridos. Por

1o tanto parecería que 1a disponibiiidad de 1ipido fosfato es

un factor critico en 1a sintesis de exopoHsacáridos (16).

1.4.5J” ggggpormfiónde restos no giicosidicos

Muchospoïisacáridos contienen proporciones variabïes

de grupos aci1os y acetaïes (sección 1.3.1.), cuya importancia

radica en que las propiedades de Ios exopoïisacáridos en soïu

ción varian con e] contenido de estos grupos (112). Por otra

parte e] ácido pirüvico, presente en numerosos polisacáridos

bacterianos, es un determinante antigénico en e] polisacárido

de Rhizobium TA] (113) y 1a presencia de acetiïos en e] p01i

sacárido-O de Saïmonelïa anatum determina su sensibi1idad a1

fago C 341 (68).

En cuanto a Ios precursores de estos grupos ya fue mencio

nado que Ke11er (109,110) encontró que e] aceti1—CoA es e] da

dor de 105 grupos acetilo en e] po]isacárido—0 de Saimone11a

(sección 1.4.4.4.) aunque sin aclarar a que nivel se producía
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1a reacción. La transferencia de restos piruvato no ha sido
í

estudiada aunque Sutherïand (16) propuso que probablemente e]

dador sea e] fosfoenoïpiruvato (PEP).
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

DE LA INVESTIGACION

2.1. Antecedentes

Cuando se comenzó este estudio solamente habia sido

descripta la participación de prenol fosfo azúcares en la

formación de heteropolisacáridos de pared. Resultaba de inte

rés_entonces estudiar si en la formación de homopolisacáridos

bacterianos, que no poseen unidades repetitivas tan complejas,

intervienen "lípidos intermediarios". El sistema elegido como

modelo fue la biosümesis de celulosa en Acetobacter xylinum.

Esta bacteria gram negativa se caracteriza por excretar una

pelicula mucosaque flota sobre el medio de cultivo, constitui

da fundamentalmente por celulosa (114) I

Glaser informó que fracciones particuladas de Acetobacter

xxlinum sintetizaban celulosa a partir de UDP-glucosa (115).

En nuestro laboratorio, empleando células de A¿ xxlinum
tratadas con EDTAcomo fuente de enzimas y UDP-(14C)glucosa

como nucleótido dador se observó la incorporación de

(14C)glucosa a celulosa, confirmando los re5ultados de Glaser,

a un glucano hidrosoluble y a material liposoluble. Por análi

sis estructural pudo'establecerse que parte de este material

estaba compuesto por (92):
a)_Glucosa-PP—prenol
b) Celobiosa-PP-prenol
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Se estableció además que incubando a bajas temperaturas

(0°C) se acumulaba glucosa difosfato prenol, mientras que la

formación del glucano estaba practicamente bloqueada (75,116).

El estudio de la sintesis de este glucano es uno de los obje

tivos de este trabajo.

Por otra parte, con algunas preparaciones enzimáticas se

observó la formación de pequeñas cantidades de otro compuesto,

que resultó ser un trisacárido-PP-prenol¿ Creyendoestar ante
la presencia de celotriosa-PP-prenol se pensó que junto con

los compuestos a) y b) participaba en la sintesis de celulosa.

Pero estudios estructurales posteriores (75) demostraron que

el trisacárido era p -manosil-1,3-celobiosa.
Por otra parte realizando estudios complementarios, el

mismo preparado enzimático se incubó en presencia de
UDP-(14C)glucurónico. En estas condiciones se observó la for

mación de principalmente un compuesto, con las caracteristicas

de los lípidos intermediarios (solubles en solventes orgánicos,

lábiles en medio ácido suave, etc). Un compuesto de similares

propiedades podia obtenerse con marca en glucosa a partir de

UDP-(14 C)glucosa, viéndose incrementada su formación en presen

cia de UDP-glucurónico no radioactivo.

La formación de lípido-azücares conteniendo ácido glucuL

rónico condujo a la búsqueda de polisacáridos que lo contuvie

ran. Asi P. Romero, trabajando en nuestro laboratorio, pudo
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establecer que A. xxlinum produce, además de celuloSa, un

polisacárido primeramente denominado 3' y‘luego acetano, que

es retenido en columnas de DEAE-celulosa (117). El estudio de

la composición del mismo demostró que estaba formado por glu

cosa, manosa, ramnosa y ácido glucurónico. A lo largo de este

trabajo nos referiremos a este polisacárido con el nombre de

acetano.

2.1.1. Lipidos intermediarios en la sintesis de
exopolisacáridos de Acetobacter xylinum

La presencia de manosa en el exopolisacárido acetano

14C)maestimuló la búsqueda de lipido-azücares utilizando GDP-(

nosa como nucleótido dador. Colaborando con R.O.Couso (75,118)

pudo encontrarse un compuesto liposoluble cuya formación era

incrementada cuando a la mezcla de incubación se le agregaba

UDP-glucosa. Los análisis indicaron que se trataba de p —mano

sil-1,3,- m-celobiosa difosfato prenol (que llamaremos AX3-PP
-prenol) y los estudios sobre su biosíntesis permitieron esta

blecer que se formaba por la siguiente reacción:

celobiosa-PP-prenol + GDP-Man-—>

-—> p —manosa-1,3-celobiosa-PP-prenol + GDP

Posteriormente pudo aclararse la formación de

AX4-PP-prenol (Fig.18). Este compuesto se forma por la trans
ferencia de ácido glucurónico, a partir de UDP-glucurónico,
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a1 carbono 6 de] residuo manosa de] AX3. La reacción puede

representarse como sigue:

P -manosa-celobiosa-PP-preno] + UDP-GicUA->

-q> P-giucurónico-1,6- p-manosa-ce10biosa-PP-prenol + UDP

La transferencia sucesiva de dos giucosas a partir de

UDP-giucosa conduce a 1a formación de] AX6-PP-pren01:

2 UDP-Gic+ P -g]ucurónico- P-manosa-ce10biosa-PP-prenoi -—>

—> fl-giucosa-1,6- K-g]ucosa-1,4-fi-glucurónico-P-manosa
-ce10biosa-PP-pren01 + 2 UDP

E] intermediario AXS-PP-prenoi con una única moiécula

de giucosa unida a1 ácido giucurónico de] AX4pudo obtenerse
en pequeñas cantidades.y en condiciones especiales.

Finalmente por 1a transferencia de ramnosa, a partir de

TOP-ramnosa, a1 AX6 se forma AX7—PP—pren01:

TDP-Ram+ OC-genciobiosa-{i-glucurónico-fi-manosa-celobiosa

-PP-pren01 —) ramnosa-1,6—0C-genciobiosa-P-glucurónico-p-ma
nosa-ceiobiosa-PP-preno] + TDP

Los preparados enzimáticos de A. xxiinum forman, además

de ios iïpidos-azúcares ya descriptos, dos iïpidos monofosfa

to azúcar: fi -ga1actosa-P—preno] (82,83) y p -manosa-P-pren01
(75), y 1ipido giucurónico (Fig.18, reacciones IÓ, 11 y 4'

respectivamente). Las funciones de estos tres úitimos compues

tos aün no ha sido aclarada.



-53

mcUA-Hmdo
L. lcUA-Q-1,6—Man-Glc-Glc-PP-Prenol

“pido-4l
UDP-GlcUA 4 P-Glc

_ _ _ _ _ 5
Man 1,3-Glc Glc PP Prenol UDP

GDP
3 Glc-4x -|_L-GlcUA-Mnn-Glc-Glc-PP-Prenol

GDP‘M‘“ UDP-Glc

Glc-q-M-Glc-PP-Prenol
DP

UDP
2 Glc -@-1,6-Glc-GlcUA-Man-Glc-Glc -PP- Prenol

UDP-Glc TDP-Rhom
_ _ 7

Glc PP Prenol TOP

“MP Rhom-ifi-Glc-Glc-Glcl'J‘A-Mon-Glc-Gic-PP-Preml

UDP-Glc Pi PP.Pre;;-l> pollsocándo

P-Prenol; Agp
GDP-Mon Dp_Gal

GDP UDP 9 ATP

Gol-(LP-Freno! Prenol
Man-(s-P-Prenol '

Figura 18: Esquemapropuesto para 1a síntesis de] heptasacá
rido difosfato pren0141 reacciones re1acionadas (75,82,83,
94,118).

E1 esquema de 1a Fig.18 resume 1a formación de Hpido

-azücares, obtenidos en nuestro iaboratorio, con preparados

enzimáticos de A. xxiinum. Si bien no se estableció e] desti

no de] heptasacárido difosfato preno] producto de 1a reacción

7, es muy probabie que sea un intermediario en 1a sintesis de]

polisacárido acetano, debido a 1a simiiitud de ios azúcares
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que lo componen. Por e110 pareció de interés efectuar un estu
‘I

dio más detallado de 1a estructura de ese poïisacárido.

2.1.2. E1 xantano

E1 xantano es un heteropoiisacárido exoceiuiar producido

por 1a bacteria gram negativa Xanthomonas campestris. La bac

teria es patógena para ciertas plantas (coi, coiif1or, mosta

za, nabo, repoïio, rabano, etc.), teniendo prácticamente difu

sión mundia] (119). En 1a Argentina se 1a encuentra difundida

en 1a zona húmeda de los airededores de Buenos Aires, Santa

Fé, Entre Rios y Corrientes (119).

E1 p01isacárido, que es de interés industria], ha sido

sometido a un exhaustivo anáïisis estructura]. Dos grupos,

trabajando en forma independiente, confirmaron que está com

puesto por unidades repetitivas de cinco azúcares (120,121).

E1 parecido estructura] de 1a unidad repetitiva de] xantano

(Fig.19) con 1os prenil fosfo azúcares obtenidos de A. xxïinum
es evidente: en ambos casos 1a celobiosa es e] disacárido ba

se sobre e] que se adicionan cadenas de tres azúcares (en e]

xantano) o de cinco azúcares (en e] AX7-PP-pren01).
E1 xantano contiene también grupos acetiio y aceta] piru

vato en diferentes proporciones (Fig.19).
La importancia tecnoiógica de] xantano reside en ias

inusuaïes propiedades de su solución acuosa (15). Algunas de
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estas propiedades son: 1) Pseudoplasticidad, 2) Alta visco

sidad a bajas concentraciones, 3) Pequeña variación de 1a vis

cosidad con 1a temperatura y 4) Habiiidad para formar geïes

con otros polisacáridos (por ejempïo: gaiactomananos). E1 xan

1 lo 1

¿G-Gch-íG-Glc 1-——4>@-Glc——>(5-Glc—>
3 3

1 1

o4-Mon-6-0Ac o<-Man-6-0Ac

2T zi1 1

(t-GicUA ‘Eo-GlcUA

‘ï ‘ï1 1

(¿a-Man (3-Mcm

4/\6\ // \
CH3 COZH

Figura 19: Unidad repetitiva de] xantano (120,121).

Cano tiene numerosas aplicaciones. En ia industria aiimenticia

es empleado en ia producción de bebidas frutales sintéticas,



leche en polvo, salsas, caldos deshidratados, gelatinas,

quesos crema, etc. (15). En la industria no alimenticia es

utilizado en la preparación de abrasivos, adhesivos, cosméti

cos, pigmentos, productos farmacéuticos, pinturas, tinturas,

etc. (15). Un uso potencial muy importante es el empleo del

xantano en la industria del petróleo. Si los estudios y las

proyecciones son correctas en 1985 se utilizarán 90 a 100.000

toneladas de xantano en la recuperación secundaria del hidro

carburo (15).

Si bien el xantano ha sido obieto de estudios sobre pro

ducción (122). propiedades (15). composición (123) v estructu

ra (120,121), su biosintesis no habia sido aclarada y consti

tuye el tema central de este trabajo.

La presencia de grupos acetales y acilos en el xantano

nos brindó la oportunidad de estudiar el mecanismo de incorpo

ración de ambos grupos en el polisacárido y su posible inter

vención en la regulación de la biosintesis del mismo. Al comen

zar estos estudios lo único que se sabia sobre este tema era

referente a la acetilación del polisacárido-O de Salmonella
(sección 1.4.4.4.). Pero en la literatura no se encontraban

trabajos sobre el nivel de incorporación de ninguno de los

dos grupos, es decir si los mismos se incorporaban al polisa

cárido formado, o si en cambio lo hacian en algún paso inter

medio, o de ambas maneras.
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2.2. Objetivos

En vista de Ios datos hasta aqui presentados los objeti

vos de] presente trabajo fueron:

a) Estudiar 1a sintesis de] g1ucano en preparaciones en

zimáticas de Acetobacter xyïinum. Esta tarea se realizó estu

diando 1a participación de glucosa-PP-prenoï en 1a formación

de] polímero.

b) Estudiar 1a estructura de] acetano y comparar ios da

tos obtenidos con las estructuras conocidas en 1os oligosacá

ridos formados por preparados de A. xxiinum "in vitro" (sec

ción 2.1.1).

c) Estudiar 1a biosintesis de] xantano y 1a posibIe par

ticipación de los Iipidos intermediarios en este proceso. Es

ta segunda tarea se encaró estudiando 1a incorporación de ca

da uno de ios azúcares presentes en e] poïisacárido a produc

tos liposoïubles, emp1eandoios respectivos nucïeótidos como
dadores.

d) Estudiar 1a estructura de ios posibies lipido oïigo
sacáridos aislados.

e) Estudiar 1a formación de poïisacárido en reiación con

105 Iipido azúcares caracterizados.
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f) Estudiar e] dador de] grupo piruvato y 1a forma de
4

incorporación en e] po]ísacárido.

g) Estudiar e1 dador de] grupo acetiïo y como en e] caso

anterior 1a forma de incorporación a1 poïisacárido.
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3. MATERIALES Y METODOS
1

3.1. Cuitivo de Acetobacter xyiinum y preparación
de enzimas

3.1.1. Medio de cuitivo

E1 medio de cuitivo fue e] de Hestrin y coiaboradores

(26) que contiene:

(% p/v)

Giucosa 2,0

Peptona (Difco u OCEFA) 0,5

Extracto de ievadura (Difco
o Yeast Product Inc.) 0,5

Fosfato disódico anhidro 0,27

Acido cítrico con 1 mo]
de agua 0,115

3.1.2. Condiciones de crecimiento

Se utilizó 1a cepa de Acetobacter xyiinum NRRLB42 cu]

tivada en forma estática a 30°C durante 48 horas en frasco de

Roux de 1 1itro que contenían 200 m1 de medio. Las siembras

se hicieron con 20 m1 de iiquido infranadante de un cuitivo

de48 horas. En estas condiciones se forma e] medio de cultivo

una peiicuia que consiste principalmente en ceiuiosa y que
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contiene en su interior a la mayoria de las células, no obs

tante, el liquido infranadamte contiene también células y se

lo puede usar como iniciador.

El mismo medio adicionado de un 5% de agar se utilizó

para conservar a 4°C, cultivos de 48-72 horas. Se hicieron re

piques cada 2 ó 3 meses.

3.1.3. Obtención de células

Se siguió la técnica de Hestrin y colaboradores (26) li

geramente simplificada. Todas las operaciones se realizaron

a temperaturas no mayores de 4°C.

Con la ayuda de una varilla de vidrio se retiraron las

peliculas de los frascos de Roux y se lavaron en grupos de 4

con 200 ml de buffer 0,01 M fosfato-citrato pH 6 (buffer de

lavado). Se repitió el lavado y luego las 4 zoogleas se colo

caron en una licuadora común, se completó el volumen total a

500 ml con el buffer de lavado, y se homogeinizó durante un

minuto a velocidad máxima.

A continuación se filtró a través de tela para quitar la

celulosa, y el filtrado que contenía las células se centrífu

gó a 6.100 x g 15 minutos. El sobrenadante obtenido se usó

comofuente de polisacáridos (sección 3.11.1.). El precipita

do se resuspendió en el minimo de buffer de lavado y centrífu

gó a 12.000 x g 5 minutos. Esta operación de lavado se repitió
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otra vez. Las céluias se conservaron a -20°C o se procesaron
1

como se señala en "Preparación de enzimas".

3.1.4. Preparación de enzimas

Se utiiizaron varios preparados enzimáticos:

a) Céluias tratadas con EDTA(82). Las bacterias iavadas se

resuspendieron en buffer 0,01 M EDTA-Tris pH 8 en una propor

ción de 2,5 m1 de buffer por 1itro de medio de cuHfivo.y1uego

se congeiaron. Cuando fue necesario usarias (en aigunos casos

después de 1 año) se descongeiaron y voivieron a 1avar 4 veces

con 2 voiümenes de buffer EDTA-Tris pH 8. Luego se resuspendie

ron en un voiúmen de] mismo buffer y se voivieron a congeiar.

Este preparado enzimático conserva su actividad por varios me

SGS.

b) Particuiados obtenidos con e] desintegrador deNossa]. Nor

maimente se usó 1a siguiente proporción de sustancias:

0,5 gramos de céiuias húmedas

2,5 gramos de baliotini (5 micrones)

5,0 m1 de buffer 0.070 M Tris-HC] pH 8,2

La operación se realizó a -lO°C en un tiempo tota] de

4,5 minutos divididos en tres periodos iguaies de 1,5 minutOs,

con intervaios de 1 minuto. E1 materia] resuitante se centri

fugó a 480 x g durante 5 minutos para eiiminar los bailotini
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y células sin romper.

E1 sobrenadante de 480 x g se centrifugó J 30.000 x g

45 minutos obteniéndose un precipitado que se resuspendió en

0,6 m1 de buffer 0,070 M Tris-HC] pH 8,2. Este preparado man

tenido a -10°C conserva su actividad durante vaHos meses y nos

referiremos.a é] como enzima P30.

3.2. Mantenimiento y cu1tivo de Xanthomonas campestris
y preparación de enzimas

3.2.1. Medio de cultivo

E1 medio de cultivo fue eldesarnfiïado por Cadmus y coiabo

radores (124), y contiene:

(% p/v)

G1ucosa 1,0

Peptona (Difco) 0,5

Extracto de 1evadura (Difco) 0,3

Extracto de maita (Oxoid) 0,3

E1rMsmonmdioadicionado de un 2% de agar se utiiizó

para 1a observación de colonias en cajas de Petri.

3.2.2. Condiciones de mantenimiento

EI mantenimiento de Xanthomonas campestris NRRL8-1459

(ATCC13951) requiere especia] atención para asegurar una pro
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ducción uniforme con buenos rendimientos del exopolisacárido

xantano (125). En las condiciones corrientes de mantenimiento

de bacterias sobre agar inclinado se desarrollan, en el caso

de X. campestris varios tipos de colonias que poseen un tama

ño menor que la colonia original (124,125). Asi después de re

petidos pasajes la colonia original grande (G) desaparece y

en cambio se desarrollan otros dos tipos: uno de tamaño media

no (M) y otra de tamaño pequeño (P) (124). Estas colonias pre

sentan , además de la deremja en tamaño , distinto aspecto ,

coloración y producción de polisacárido: las colonias G , mu

coides, amarillas claras, producen polisacárido abundante y

normal; las colonias M, mucoides, de color amarillo oscu o,

producen polisacárido en menor cantidad; las colonias P, no

mucoides, de color amarillo oscuro, no producen polisacárido

(124). Estudios realizados sobre la composición del polisacá

rido producido por las colonias Mindican que la relación

molar de los azúcares que lo componen es similar al del pro

ducido por las colonias G, pero difieren en el contenido de

ácido pirüvico (aproximadamente un 45%menor para el polisa

cárido producido por las colonias M) (125).

Las bacterias que producen colonias tipo G fueron mante

nidas por liofilización, empleandoel siguiente procedimiento:

(todas las operaciones, tanto de obtención comolas siguientes,

se realizan en forma esteril). Las células, obtenidas comose
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describe en la siguiente sección, fueron lavadas con 3-4

volúmenes de leche descremada al 20% (verqpreparación más

abajo) y centrifugadas (10 min. a 9.000 x g a 4°C). El preci

pitado fue resuspendido en el menor volúmen posible de leche

descremada, transfiriéndose alícuotas de 0,1-0,2 ml a tubos

de 13 x 100 mmcon tapón de algodón. Finalmente el contenido

fue liofilizado, y los tubos cerrados a la llama se guardaron

en congelador a -70°C. Este método fue realizado de acuerdo

al Manual of Microbiological Methods (126) pag. 100-101 y al

Manual of Methods for General Bacteriology (127).

Preparación de leche descremada: a 40 g de leche descre

mada se agregaron 200 ml de agua bidestilada caliente, agitan

dose vigorosamente con agitador magnético; se filtra a través

de tela para quesos, se cargan tubos de ensayo con 5-6 ml y

se autoclava exactamente 13 min a 115°C (aprox. 11 lb). Debe

asegurarse amplio espacio para la circulación de calor alrede

dor de los tubos para una buena esterilización.

3.2.3. Condiciones de crecimiento y obtención de
células.

En este trabajo se utilizaron colonias tipo G, exclusiva

mente, las cuales fueron mantenidas por liofilización.

El esquemaempleado fue el siguiente: células liofiliza

das se transfirieron asepticamente a un erlenmeyer de 250 ml



de capacidad conteniendo 50 m1 de medio de cultivo. Luego

de 24-48 h de incubación a 26-28°C (con agitación circuiar,

200 rpm aprox.) se inocuïaron cajas de Petri, 1as que se incu

baron en estufa 48 h. A] cabo de ese tiempo se observaron co

lonias mucoides, grandes, coior amariilo suave, siendo frecuen

te 1a presencia de muy pocas coionias medianas (de 1 a 3 por

caja). Una de 1as coïonias grandes se transfirió asepticamen

te a un tubo de 15 x 150 mmconteniendo 7 m1 de medio. Esta

y las siguientes incubaciones se reaiizaron a 26-28°C, con

agitación circular (200 rpm) y durante 24 h. Ei cultivo compie

to fue utiiizado para inocuïar 50 m1 de medio contenido en un

erlenmeyer de 250 m1, que Iuego de 1a incubación correspondien

te fue utilizado para inocuiar 500 m1 de medio, contenidos en

un er1enmeyer de 2000 m1. Finaïmente, iuego de 1a incubación,

1as céïulas fueron centrifugadas (10 min a 9000 x g a 4°C) y

procesadas como se señaïa en "Condiciones de mantenimiento"

o en “Preparación de enzimas". E1 sobrenadante obtenido se

usó comofuente de] poiisacárido xantano (sección 3.11.2.).

3.2.4. Preparación de enzimas

Se empiearon células tratadas con EDTA(82) como prepa

rado enzimático. Las bacterias obtenidas como se describe en

1a sección anterior, fueron 1avadas dos veces con buffer

fosfato-citrato 10 mM,pH 6 y se resuspendieron en buffer
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EDTA-Tris 10 mMpH 8. Se midió concentración de proteinas

entre ¿0 y 40 mg/m]. Esta preparación se sometió a cicios de

conge]amiento-descongeiamiento empleando N2 liquido (7 veces
por io menos). Luego se lavaron con dos vo1ümenes de buffer

EDTA-Tris, resuspendiéndose finaimente en e] mismo buffer,

respetando e] voiümen Original. Este preparado mantenido a

-70°C conserva su actividad por más de 1 año.

3.3. Sistemas de incubación con enzimas de A. xyiinum

3.3.1. Incubación estandard-Método A

La mezcla de incubación estandard contenia 5 pmoies de

buffer Tris-HC] pH 8,2; 0,6 pmoles de MgC12; UDP-(14€)G1c

(AE: 268-288 Ci/moi) ó (14C)G1c-PP-ficaprenol [(14CNHc-PP-Fic]

(ver método C) y enzima. La cantidad de compuesto radioactivo

y de enzima, asi como ei tiempo y temperatura de incubación

se indicm1en cada caso. E1 voiümen tota] de 1a reacción fue

de 70 p].

Cuando se incubó en presencia de FMP, se evaporó e] so]

vente en que venia disueito bajo una corriente de N2, 1uego
se agregó Tritón X-100 (1a concentración se indica en cada

caso), buffer y se agitó vigorosamente en vortex para resuspen

derio bien. Recién entonces se completó 1a mezcla de incubación

y se agregó 1a enzima.
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Las reacciones se inactivaron con el agregado de 0,1 ml
de butanol, se agitó en vortex, se centrifugó y se separó la

fase superior orgánica. Esta extracción se repitió tres veces

y los extractos combinados se lavaron tres veces con 0,1 ml

de H20 cada vez. Finalmente se tomaron alicuotas de las frac
ciones butanólica y acuosa para determinar la radioactividad.

Rutinariamente el material soluble en butanol se cromato

grafió en papel en los solventes E e I. El solvente I permite

distinguir lipido fosfo azúcares, que migran cerca del frente,

de nucleótido-azücares, hexosas y sus ésteres fosfóricos de

movilidad menor, que podrian contaminar el extracto.

El solvente E, en cambio, distingue entre Gal-P-prenol,

Glc-PP-prenol y celobiosa-PP-prenol. Gal-P-prenol migra cerca

del frente del solvente (Rf=0,9)(82), Glc-PP-prenol y celobio

sa-PP-prenol se descomponenproduciendo los ésteres ciclicos

de los correspondientes azúcares, de movilidades caracteristi

cas: Rf=0,57 para el éster proveniente de Glc-PP-prenol y

Rf=0,43 para el éster proveniente de celobiosa-PP-prenol (82).

La incorporación de radioactividad a polisacárido se
determinó tratando el material insoluble en butanol 3 veces

con 50 pl de una solución agua-metanol 5:1. El precipitado se

descartó y el sobrenadante se cromatografió en solvente 0 pa

ra separar sustancias de alto peso molecular, que quedan en

el origen del cromatograma, del exceso de sustrato radioacti
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vo, de moviiidad mayor. La zona de] origen de cada uno de ios

cromatogramas se cortó para medir su radioactividad.

3.3.2. Incubación en dos etapas

3.3.2.1. MétodoB.- Se utiiizó este procedimiento

cuando se deseaba acumu1ar Gic-PP-prenoi en una primera etapa,

para utiiizario en una segunda etapa en distintas condï iones.

Se incubó en una primera etapa con UDP-(14€)Gic a 0°C durante

30 min. La reacción se detuvo con 1,25 pmoies de EDTAy 2 m1

de Tris-HC] 70 mM; se agitó en vortex, se centrifugó 10 min a

8.000 rpm, se descartó e] sobrenadante, y a] precipitado se

10 lavó dos veces más con 2 m1 de Tris-HC] 70 mMcada vez.

Estos lavados eiiminan e] nuc1eótido que no reaccionó y sus

productos de ruptura que son hidrosoiubIes. E1 precipitado 1a

vado se resuspendió en buffer Tris-HC] 70 mMpH 8,2 y MgC]2

manteniendo las concentraciones iniciales. La segunda incuba

ción se efectuó con Ios agregados y en ias condiciones de tem

peratura y tiempo que se indican en cada paso. La reacción se

inactivó y se procesó como en e] caso de] método A. Rutinaria

mente una alícuota de] precipitado 1avado pero no incubado por

segunda vez fue inactivado y procesado, con ei objeto de ana

iizar ios productos formados durante 1a primera incubación

("Controï"). La incorporación de radioactividad a materia]
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liposolubïe y a polisacárido se efectuó comose detalia en

e] método A.

3.3.3. Incubaciones utiiizando iipido-giucosa como
sustrato exógeno.

3.3.3.1. Método c.— La solución de (14C)Gic-PP-Fic

en butano] se 11evó a sequedad bajo una corriente de N2 para

eliminar e] solvente orgánico. Se agregó 1a cantidad de Tritón

X-IOOque se indica en cada caso, buffer Tris-HC], MgCIZ, etc,
se resuspendió repetidamente con vortex y finaimente se agre

gó 1a enzima. Las reacciones se detuvieron y anaiizaron como

se deta11a en e] caso de] método A;

3.4. Sistemas de incubación con enzimas de Xanthomonas
camgestris

3.4.1. Incubación estandard.

La mezcla de incubación estandard contenía 5 pmoies de

buffer Tris-HC] pH 8,2, 0,6 pmoies de MgC12, nucleótido-azü
car(es) y enzima. La cantidad de nucieótido-azücares y de en

zima, asi como temperatura y tiempo de incubación se indican

en cada caso. El voiümen tota] de la reacción fue de 70 p].
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aLas reacciones se inactivaron con el agregado de EDTA(me
í

todo D) o con el agregado de butanol (método E).

3.4.1.1. Método0.- La reacción se inactivó añadien

do 2,5 pmoles de EDTAen 0,5 ml de Tris-HCl 70 mMpH 8,2; se

agitó en vortex, se centrifugó 5 min a 6.000 x g, se transfi

rió el sobrenadante a otro tubo y al precipitado se lo lavó

dos veces más con 0,5 ml de Tris-HCl 70 mM; los lavados se

reunieron a la fase acuosa inicial, refiriéndonos a ellos co

mo "fracción de lavados". El precipitado se extrajo tres veces

con 0,13 ml de Cl3CH, CH3OH,H20 (1:2:O,3) (149). Este extrac
to, al cual nos referiremos como "extrmïo 1203“, contiene to

dos los lipido fosfo azúcares que se describen en este traba

jo. Rutinariamente el "extracto 1203“ se cromatografió en pa

pel en solventes E ó F. Es conveniente aclarar que una croma

tografía en dichos solventes es equivalente a un tratamiento

alcalino suave. Los lipido monofosfato azúcares no son ataca

dos y migran con el frente del solvente, pero los lipido-difos

fato-azücares se descomponendando el azúcar 1,2 fosfato cicli

co, siempre que el ;0H en la posición 2 del azúcar esté libre

y en cis respecto del grupo fosfato (144). Este método fue

adoptado por su sencillez y rapidez, siendo extensivamente

usado en el presente trabajo, pues permite identificar diferen

tes oligosacárido-difosfato-lipidos a través de las movilida
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des de sus derivados ciclicos. En estos solventes e] UDP-giu

cosa se descomponeen glucosa-1,2-fosfato ciclico,1siendo és

te un compuesto de referencia frecuentemente utilizado y que
abreviaremos GlcPc.

"La fracción de 1avados", que contiene e] exceso de nu

c1eótidos que no reaccionaron y sus productos de ruptura, se

utilizó para determinar 1a formación de polisacárido comose

describe a continuación. A1 materia] concentrado hasta seque

dad por iiofiiización o con corriente de N2 se ie agregó

225 pg de xantano no marcado como portador y 0,2 m1 de KC] a1

2% en H20. Luego de agitar en vortex se añadió 0,2 m1 de eta

no] absoluto, agitándose en vortex, E1 precipitado formado fue

separado por centrifugación a velocidad máxima en una centri

fuga "clinica", redisueito en 0,2 m1 de KC]2 2% en H20 y re
precipitado con 0,2 m1 de etanol absoluto. E1 procedimiento

fue repetido hasta que no hubo radioactividad detectabie en

e] sobrenadante (usuaimente 5-6 veces). E1 precipitado fue

redisueito en agua y una aiicuota fue contada para radioacti
vidad.

3.4.1.2. Método E.- A 1a incubación estandard se

ie añadió 0,1 m1 de butano], se agitó en vortex, centrifugó

y se separó 1a fase superior orgánica. Esta extracción se re

pitió dos veces más y ios extractos combinados se lavaron tres
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veces con 0,1 m1 de H20 cada vez. Se tomó una aïicuota de 1a

fracción butanóiica para determinar radioactividad.

Este método extrae muybien monosacárido-fosfato-iïpidos

y o]igosacárido-difosfato-iipidos con dos o tres hexosas, y

por su rapidez y senciilez fue adoptado para estudiar o prepa

rar g1ucosa- o ce]obiosa—PP-prenol. Los oiigosacárido-difosfa

to-1ipidos de cuatro o más hexosas (siendo ácido giucurónico

uno de ellos) se extraen parciaimente en 1a fase butanólica

y pasan a 1a fase acuosa con suficientes lavados, por 10 tan

to este método no es apiicabie en estos casos.

3.4.2. Incubaciones en dos etapas

3.4.2.1. Método F.- Se utiiizó este procedimiento

cuando se deseaba incubar con diversos nucieótido-azücares en
forma sucesiva y no conjunta. Se incubó en una primera etapa

con Ios sustratos correspondientes, se detuvo 1a reacción con

1,25 pmoïes de EDTAy se prosiguió con e] procedimiento de

iavado dei método D. E1 precipitado 1avado se resuspendió en

buffer Tris-HC] 70 mMpH 8,2 y MgC]2 manteniendo las concentra
ciones iniciales, se agregaron los nucleótido-azücares corres

pondientes y se incubó nuevamente en ias condiciones indicadas

en cada caso. Las reacciones se inactivaron y procesaron como

se indica en e] método D.
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3.5. Tratamientos degradativos

3.5.1. Hidróiisis ácida suave de 1ipido-azücares

La hidróïisis ácida suave de iipido-azücares se reaïizó
de dos maneras:

3.5.1.1. Compuestos cuya porción azúcar no contiene

ácidos urónicos.- Las muestras en "extracto 1203" se concen

traron bajo una corriente de N2 hasta casi sequedad. Luego se
agregó un voiümen de butano], un volúmen de metano], cuatro

voiümenes de HZOy ácido HC] hasta una concentración fina] de
0,01 N, calentandose a 100°C durante 10 min. Se enfrió, se

agregó butano] hasta observar dos fases de aproximadamente

igua] volúmen. Se agitó en vortex, se centrifugó y la fase

acuosa se transfirió a otro tubo. La fase Orgánica se 1avó

dos veces con agua y este lavado se unió a la fase acuosa.
Finaïmente se midió radioactividad en alícuotas de ambas fases.

Cuandose deseó analizar e] (los) producto(s) obtenido(s)

en 1a fase acuosa, ésta se Ilevó a seco bajo presión reducida,

se resuspendió dos veces, iievando a seco cada vez bajo presión

reducida (este procedimiento se realizó para eliminar e] áci

do HCI). Finaimente se resuspendió en agua y se procesó como '

se indica en cada caso.
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3.5.1.2¡ ¡Compuestos cuya porción azúcar contiene
ácidos urónicos.- Las muestras en “extracto 1203" se concen

traron hasta casi sequedad bajo una corriente de N2. Luego se

agregó 0,2 ml de agua y se eliminaron los restos de Cl3CH y

CH30Hbajo presión reducida. Se agregó ácido HCl hasta una
concentración final de 0,01 N, calentándose a 100°C durante

10 min. Se llevó a seco bajo presión reducida, se resuspendió

dos veces con 50 pl de agua llevando a seco cada vez bajo pre

sión reducida, para eliminar el ácido HCl. Finalmente se resus

pendió en agua, y se procesó como se indica en cada caso.

3.5.2. Hidrólisis ácida parcial o total de oligo ó
polisacáridos.

Las hidrólisis ácidas de oligo o polisacáridos se reali

zaron de dos maneras: (el grado de hidrólisis (parcial o total)

se logró variando el tiempo de calentamiento)

a) Las muestras llevadas a seco bajo una corriente de N2
o presión reducida se disolvieron en HCl 0,1 N, agregándose

una punta de espátula de resina Dowex 50 x 8 (128). Los tubos

se cerraron a la llama y se calentó a 100°C por el tiempo que

se indica en cada caso. Se enfrió, y luego de abrir el tubo,

se pasó el sobrenadante a otro.tubo. La resina se lavó dos

veces con 0,1 ml de agua y los lavados se unieron a la fase

acuosa inicial. El extracto acuoso combinado se llevó a seco



bajo presión reducida, se tomó dos veces con 50 pl de agua,

llevando a seco cada vez bajo presión reducida. Finalmente se

disolvió en agua y se procesó como se indica en cada caso.

b) Las muestras llevadas a seco bajo N2 o presión reduci
da se disolvieron en HCl 1N. Los tubos se cerraron a la llama

y se calentó a 100°C el tiempo que se indica en cada caso. Se

enfrió, y luego de abrir el tubo, el extracto acuoso se llevó

a seco bajo presión reducida, se tomó dos veces con 50 ul de

agua, llevando a seco cada vez bajo presión reducida. Finalmen

te se disolvió en agua y se procesó como se indica en cada ca

so.

Otras condiciones de hidrólisis ácida sobre distintos

compuestos se indican en cada caso.

3.5.3. Reduccióncatalitica

Se hizo en la forma descripta por Pont Lezica y colabora

dores (129) con ligeras modificaciones. El platino se preparó

a partir de una solución acuosa de hexacloroplatinato de amo

nio y exceso de NaBH4. El precipitado de Pt metálico se lavó
c0n agua y con butanol saturado en agua.

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

agitó para resuspenderlo y se burbujeó H2 por el tiempo indi
cado en cada caso, con intensidad suficiente para mantener el
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Pt en suspensión. Se centrifugó, quitó e] butano], y ei plati

no se 1avó sucesivamente con butano] y agua. Las fracciones

butanóiicas se combinaron y iavaron con agua y todas ias fases

acuosas se reunieron. Finaimente se contaron aiicuotas de am

bas fases.

3.5.4. Tratamiento con feno]

Este tratamiento se efectuó ta] comolo describen Garcia

y colaboradores (82). En genera] ias muestras se iievaron ca

si a seco, se ies agregó 0,160 m1 de fenol a1 50% y se trata

ron a 68-70°C durante ios tiempos indicados en cada caso. Se

enfriaron y centrifugaron para separar las fases acuosa y fe

nóiica. La fase fenóiica se 1avó 3 veces con 0,060 m1 de agua.

Estos 1avados acuosos se combinaron con 1a fase acuosa inicia]

y se lavaron 3 veces con éter etiiico para eiiminar el fenol.

La fase fenóiica se llevó a seco agregando éter etiiico

varias veces y evaporando con corriente de N2 cada vez. Se con
taron aiicuotas de ambas fases.

3.5.5. Deaciiación de oiigosacáridos
Las muestras iievadas a seco se disoivieron en 0,1 mi

de NaOH60 mMy se dejó 10 min a temperatura ambiente (130).

Se finalizó 1a reacción mediante e] agregado de una punta de
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espátula de resina Dowex50 x 8 (H+). Se agitó en vortex, se

transfirió e] sobrenadante a otro tubo, se 1avó Ia resina dos

veces con 50-100 p] de agua y se combinaron ios sobrenadantes,

que se concentraron bajo corriente de N2. Cuando se trataron
por este método (14C)aceti1-01igosacáridos, los sobrenadantes

desaiados se 11evaron a pH 10 con NH40Hantes de ser concentra
dos, a fín de fijar e] ácido (14C)acético como su sai de amo

nio.

3.5.6. Tratamiento alcalino de] 1ipido glucurón[g_

Se rea1izó sobre e] material según 1a técnica de Kennedy

para fosfoiïpidos (130), con Iigeras modificaciones. Se tomó

la muestra en butano] (0,250 mi) y se agregó 1 m1 de CI3CH,

0,5 m1 de CH30H y 0,010 m1 de NaOH 10 N. Se agitó cmivortex

y se dejó 5 min a temperatura ambiente. Se agregaron Iuego

0,5 m1 de agua, se agitó bien y se centrifugó. Se removió 1a

fase superior (acuosa), y se volvió a extraer 1a fase inferior

cOn 0,5 m1 de agua. Los extractos acuosos combinados, se pasa

ron por una columna de resina Dowex 50 x 8 previamente trata

da con piridina y lavada con agua. Se contó 1a radioactividad

en alicuotas de ias fases clorofórmica y acuosa: en 1a prime

ra queda el compuesto sin hidrolizar y en 1a segunda productos

de ruptura de] compuesto o los derivados deaciiados en e] ca

so de los fosfolipidos.
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3.5.7. Oxidación con periodato

Se realizó la oxidación con periodato en las condiciones

descriptas por Fales (151). La muestra se disolvió en 0,050

ml de agua, se le agregaron 0,050 ml de metaperiodato de sodio

0,2 My se dejó 48 h a 4°C; posteriormente se le agregaron 10

ul de etilenglicol y se dejó 1 h a temperatura ambiente. La

muestra se analizó como se indica en cada caso.

3.5.8. Degradación de Smith

La degradación de Smith se realizó según la tecnica 'á

Smith y colaboradores (131). La muestra se disolvió en 0,3 ml

de NaIO4 40 mMen buffer NaAcO 50 mM pH 5 (preparado en el mo

mento) y se dejó en oscuridad a 4°C durante 120 h. El exceso

de NaIO4 se destruyó con 10 pmoles de etilenglicol y luego de

4 h a temperatura ambiente se agregó 10 mg de NaBH4y se dejó

una noche. Se ajustó el pH a 1 con HCl 6 N, el tubo se tapó

con una bolita de vidrio y se calentó a 100°C durante 30 min.

Luego de enfriar la solución se desaló por filtración a través

de una columna (0,7 x 11 cm) de Amberlite M83 (forma acetato),

lavando con 2 ml de agua. El percolado se concentró bajo pre

sión reducida y los productos de degradación se analizaron por

Cromatografía.
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3.5.9. Reducción con borohidruro

3.5.9.1. Reducción con borohidruro de sodio.- La

reducción se efectuó en la forma descripta por Garcia y cola

boradores (82). La muestra a ser reducida se disolvió en

O,1-0,2 m1 de agua, se agregó 5-10 mg de NaBH4 y se dejó "na

noche a temperatura ambiente. La reacción se detuvo con el

agregado de resina Dowex50 x 8 (forma H+) para destruir ei

exceso de borohidruro y eliminar 10s cationes, y se dejó 30

min a temperatura ambiente. La soiución fue Iievada a seco

bajo presión reducida y e] ácido bórico eliminado con metano].

3.5.9.2. Reducción con borotrituro de sodio.- En

aigunos casos Ios monou oligosacáridos producidos por hidró

lisis de] polisacárido acetano fueron reducidos con borotritu
ro de sodio. En este caso 1a muestra 11evada a seco se disol

vió en 1 m1 de NH40H 1 N, se agregó 0,2 mg de (3H)NaBH4 (0,75mCi)

en NaOH10 mMy se dejó toda la noche a temperatura ambiente.

Luego se agregó 1-2 mg de NaBH4 y se dejó 2 h a fin de comple

tar 1a reducción, 1a reacción se detuvo y procesó como se de

ta11a en 1a sección anterior.

Este procedimiento de reducción convierte ios azúcares

neutros y ios ácidos urónicos en los a1ditoles y ácidos aidó
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nicos correspondientes respectivamente.
1

3.5.10. Reducción del grupo carboxilo en oliggsacáridos
que contienen ácido glucurónico

El grupo carboxilo del ácido glucurónico presente en oli

gosacáridos fue reducido al grupo alcohol por una modificación

del método de Taylor y Conrad (132). La muestra llevada a se

co se disolvió en 0,3 ml de metanol al 33%, se agregó 10 mg

de l-etil-3[3-dimetilaminopropil] carbodiimida (Sigma Chemical

Co) y el pH se ajustó a 4,7 con HCl 0,1 N, utiliv.ndo verde

de bromo cresol como indicador externo (pH 4,7 Color verde).

Se dejó 2 h a temperatura ambiente, controlando a intervalos

el valor del pH, agregando HCl si fuera necesario. Luego se

agregó 10 mg de NaBH4y se dejó toda la noche a temperatura

ambiente. La reacción se detuvo con el agregado de resina

Dowex50 x 8 (forma H+) para destruir el exceso de borohidru

ro. La solución fue llevada a seco bajo presión reducida y el

ácido bórico fue eliminado con metanol. El producto reducido

se desalificó por cromatografía en papel Whatman N°3 MMcosi

do a papel Nhatman N°1, dejándose desarrollar la misma duran

te 48 h. Luego de ubicado por radiocromatografia el compuesto

fue eluido y sometido a electroforesis en buffer G, donde de

be comportarse como neutro si la reducción fue completa.
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3.5.11. Acetolisis

La mezcla acetilante contenia 0,5 ml de ácido acético

glacial, 0,5 ml de anhidrido acético y 0,050 ml de ácido sul

fúrico concentrado (133).

La muestra llevada a seco se disolvió en 0,25 ml de mez

cla acetilante, se cerró el tubo a la llama y se dejó 2 h a

55°C. Luego se agregó 1 ml de piridina anhidra y se concentró

bajo corriente de N2 hasta 0,3 ml. Se repitió la operación
tres veces llevando en la última el material hasta casi seco

(quedó un residuo de caracteristica siruposa). Se dejó duran

te una noche en desecador, se le agregó 1 ml de agua y 1 ml

de cloroformo, se agitó bien y se extrajo la fase superior
acuosa.

El cloroformo se lavó con 1 ml de agua varias veces

(aproximadamente 7) hasta que los lavados fueron neutros. El

cloroformo lavado se llevó a seco. Se agregaron 0,2 ml de

CH30H y 60 pl de metóxido de sodio en metanol (25 mg de Na en

5 ml de metanol) y se dejó 10 min a 30°C. Se finalizó la reac

ción mediante el agregado de resina Dowex 50 x 8 hasta que se

observó neutralidad frente al colorante Azul de Bromotimol.

Se centrifugó, se transfirió el sobrenadante a otro tubo, se

lavó la resina dos veces con 50 ul de agua y se combinaron los
sobrenadantes. Este extracto combinado contenía los productos

de acetolisis, desacetilados.
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3.5.12. Permetiiación

Se realizó por e] método de Hakomori (134), según 10 f

describen Sandford y Conrad (135), con algunas modificaciones.

E1 método utiiiza metilsulfiniianión para generar e] alcóxido

de oligo ó polisacáridos antes de agregar e] agente metiiante,
ioduro de metiio.

Reactivos:

- Dimetilsulfóxido (DMSO)

E1 dimetilsulfóxido (Fiuka A.G.) se agitó en presenr

cia de H2Ca a 40°C durante 30 h y se destiió a aproximadamenr

te 20 mmHg (temperatura de ebullición 72°C). Se conserva en

desecador a1 vacio.

-Hidruro de sodio

Se utilizó HNaSigma sin aceite minera]. Se conserva en

desecador e] vacio.

Ioduro de metilo (Fiuka o en su defecto Sigma). Se conser

va en heiadera (4-8°C)

Preparación de] dimetilsulfiniianión (DMSA).

A 15 m1 de DMSO,contenidos en un tubo con salida 1atera1,

e inmerso en un baño de vaseiina a 65-68°C, se agregaron 750

mg de HNa, con agitación y en atmósfera de N2. Luego de 2 h

1a suspensión se centrifugó a temperatura ambiente. Se conser

va con una capa de vaseiina liquida a -20°C y su estabiïidad



-33

es de aproximadamente 1 mes.

3.5.12.1. Permetiiación de oligosacáridos.- La

muestra se 11evó a seco en un tubo cónico de 0,6 m1 de capaci

dad. Por cada mg de muestra se agregó 1 m1 de DMSO(nunca me

nos de 0,2 m1). Se sonicó (Sonifier modeio w 140) a] máximo

de potencia en tres periodos de 2 min con 1 min de intervalo

entre periodos. La soïución se transfirió a un tubo de ensayos,

conteniendo una barra magnética, se agregó 1 volumen de DMSA,

y se agitó en ambiente de N2. Luego de 2 h, si e] iigosacári

do era neutro, o de 6 h si era cargado negativamente, se agre

gó 1 voiumen de IMe y se continuó agitando durante 2 h más.

La reacción se detuvo agregando 2 m1 de agua, se agitó con

vortex y 1a solución se extrajo 3 veces con 2 m1 de C13CH. Las
fases ciorofórmicas reunidas se lavaron 3-4 veces con 6 m1 de

agua cada vez, se transfirieron a un tubo de 13 x 100 mmy se

11evaron a sequedad en corriente de N2.
Hidróïisis de] materia] permetiiado.- E1 materia] metiiado se

suspendió con 1,5 m1 de HC] lN, agitándose con vortex durante

5 min. E1 tubo se cerró a 1a liama y se hidróiizó el materia]

durante 4 h a 100°C. Finalmente se eliminó a] HC1 lïevando a

sequedad con evaporador rotatorio y el residuo fina] se tomó

con agua y se cromatografió en piaca delgada.
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3.5.12.2. Permetiïación de goiisacáridos.- La per

metilación de poiisacáridos se realizó por el mismoprocedi

miento empleado para oïigosacáridos, con 1as saivedades que
se indican:

a) E1 polisacárido en DMSOse sonicó durante 1 h en baño
de agua hieïo.

b) La formación de] aicóxido con DMSAse reaiizó durante
18-24 h.

c) E1 agregado de IMe se reaiizó sumergiendo e] tubo que
contiene 1a muestra en baño de agua-hieïo.

d) Una vez detenida la reacción de metilación ei polisa
cárido se diaiizó exhaustivamente contra agua destiïa
da y Iuego se 1iofilizó.

Hidróiisis de poiisacáridos permetilados.- E1 poïisacárido

permetiïado se disoïvió en HCOOH90%, e] tubo se cerró a 1a

11ama y se ca1entó a 100°C durante 1 h. E1 ácido se eliminó

11evando a seco varias veces con evaporador rotatorio. E1 re

siduo fina] se tomó con 2 m1 de H2504 0,25M y se ca1entó a

100°C durante 16 h. E1 ácido se eiiminó pasando 1a solución

por una columna (7 x 0,5 cm) de resina Dowex (forma HC03—)

controïándose e] pH (5 ó 6). Se concentró en evaporador rota

torio y e] residuo se tomó en agua y se cromatografió en pla

ca deïgada.
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3.6. Métodosanalíticos

Los azúcares se dosaron en general con el método de fenol

-sulfürico (136), usando glucosa comopatrón.

La ramnosa se determinó por el método de Dische y colabo

radores (137) tal como lo describe Spiro (138), usando ramnosa

como patrón. Este método puede aplicarse sobre muestras de
polisacárido hidrolizado o no hidrolizado.

Los ácidos urónicos se determinaron por el método de

Blumenkrantz y Asboe-Hansen (139), usando glucuronolactcna co

mo patrón, y al igual que el método para determinar ramnosa

puede utilizarse tanto sobre el polisacárido hidroliZado o
no hidrolizado.

La glucosa se determinó por el método de glucosa oxidasa

(140) tal como lo describe Ugalde (141), usando glucosa como

patrón.

Las proteinas se determinaron por el método de Lowry (142),

usando albúmina de suero bovino como patrón.

3.7. Tratamientos enzimáticos

3.7.1. Fosfatasa alcalina

La muestra llevada a seco se resuspendió en buffer

Tris-HCl 50 mM,pH 8,2, se agregaron 0,21 unidades de fosfata

sa alcalina de E. coli (Sigma), en volúmen total de 0,1 ml,
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incubándose a 30°C durante 1 h. La reacción se detuvo con dos
4

voiümenes de etano] y Iuego de centrifugar se analizó e] sobre

nadante como se indica en cada caso.

3.7.2. OC-Manosidasa.

Se utiiizaron 2,4 unidades de (x-manosidasa de “Jack

bean" (Sigma tipo III). La incubación se reaiizó en buffer

citrato de sodio 50 mM,pH 4,5 (volumen tota] 50 pi) durante

8 h a 25°C. La reacción se detuvo con 1 volumen de etano] y

se desaló con resina Amberiite MB-3(forma acetato). E1 sobre

nadante se transfirió a otro tubo, se iavó 1a resina con 0,1

m1 de agua y ios extractos acuosos combinados se concentraron

a presión reducida.

En estas condici0nes e] p-nitrofeniï-p -manósido no se
hidrolizó, en cambioe] p-nitrofeniL-x-nmnósido se hidroïizó
en 30 min de incubación.

3.7.3. E-Giucuronidasa.

Se utiïizaron 60 unidades de P -g]ucuronidasa bovina
(Sigma, tipo I) en buffer 0,1 M de AcONa, pH 4,5 en un voiúmen

tota] de 0,1 m1. Se incubó a 37°C durante una noche. La reac
ción se detuvo con dos volúmenes de etanol, se centrifugó y

se anaïizó el sobrenadante como se indica en cada caso.
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3.7.4. Pirofosfatasa inorgánica

La muestra llevada a seco se resuspendió en buffer

Tris-HCl 50 mM, pH 8,2, MgCl2 2 mMy se agregaron 0,64 unida

des de pirofosfatasa inorgánica en un volúmen total de 0,1 ml.

Se incubó a 37°C durante 2 h y se detuvo la reacción con dos

volúmenes de etanol. Luego de centrifugar se analizó el sobre

nadante como se indica en cada caso.

flota: a) Cuando se utilizaron comosustratos de las enzi

mas los p-nitrofenil-glicósidos, se midió la acción de las

mismas por el desarrollo de color amarillo en la mezcla de

reacción. El agregado de C03Na2% intensifica dicha coloración.
b) Cuando los tiempos de incubación excedieron las

2 h, las mismas se realizaron en atmósfera de tolueno.

3.8. Cromatografias

3.8.1. Cromatografía en columna de DEAE-celulosa

3.8.1.1. DEAE-Celulosapara soluciones lípofilicas

Se utilizaron columnas de 1,2 x 60 cm, que fueron desarrolla

das según el método de Dankert y colaboradores (60). Primero

se lavó con metanol 99%para eluir los compuestos neutros y

luego con un gradiente lineal de 0 a 2 M de AcONH4en metanol
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99%. Las fracciones coïectadas fueron de 3 m1.
1

3.8.1.2. DEAE-Celuiosapara soïuciones acuosas.

La DEAEtratada con ácido, a1ca1i y 1avada, se resuspendió

directamente con ácido acético 1 My se fi1tró y 1avó para

quitar e] exceso de ácido.

Se uti1izó una coïumna de 1,2 x 60 cm sin refrigeración.

Se eluyó con un gradiente linea] (400 m1) de 0 a 0,4 M de

Ac0NH4en agua y se coïectaron fracciones de 3 m1.

3.8.2. Cromatografía en coïumna de ge1es.

Se utiïizó Bio Ge] A-Sm, 100-200 mesh, en una coiumna de

54 x 1,2 cm, equiïibrada con Tris-HC] 50 mMpH 7,0.

Los voïümenes de exclusión tota] y de incïusión tota] se

determinaron por ios voiümenes de e1ución de] dextrano azu]

(4 mg) y de CoC]2 (200 Pmoïes) respectivamente.

E1 fiujo de 1a columna se reguió en 0,25 m1/min y se co

lectaron fracciones de 2 m1. Los voiümenes de e1ución de 1os

poïisacáridos no radioactivos se determinaron por e1 método

de fenoi-sulfürico (sección 3.6.) sobre alicuotas de 0,5 m1

de cada tubo. Donde corresponde se midió radioactividad en

aIicuotas (0,2 a 1,0 m1 según el caso) de cada fracción.
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3.8.3. Cromatografía y eiectroforesis engpapei
4

Se utiiizó papel WhatmanN°1, y se emplearon los siguien
tes soiventes:

D: Etanol 96% - amoniaco (99/1) (v/v). (143)

E: Etano] 96% - amoniaco (8/2) (v/v). (82)

F: Etano] 96% - amoniaco (7/3) (v/v). (144)

G: Acetato de piridina 1,2 M, pH 6,5. (82)

H: Butanoi-piridina-agua (6/4/3) (v/v). (145)

I: Isopropanoi-ácido acético-agua (27/4/9) (v/v). (146)

J: Butanoi-piridina-agua (4/3/4) (v/v). (147)

K: Etanoi-acetato de amonio 1M(15/6) (v/v). (144)

L; Borato de potasio 50 mM, pH 9,2. (148)

M: Moiibdato de sodio 0,1 M-ácido suifürico csp pH 5.

(161)

N; Carbonato-bicarbonato de sodio 0,25 M, pH 9,2. (150)

0: Etanol-ácido acético-acetato de amonio 1M(75/26/4)

(v/v). (144)

P: Tris-HC1 0,1M, pH 7,8. (151)

Q: Borato de sodio 30 mM, pH 9,8. (148)

Para ios soiventes D, E y F se usó 1a técnica ascendente.

Con e] soivente I se utiiizó frecuentemente comoestandard

un hidroiizado parcia] de glucógeno (maitooiigosacáridos).
Las e1ectroforesis se efectuaron ta] comoio señalan
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Garcia y colaboradores (82). Normalmente se efectuaron a vol

taje constante y se aplicaron 1000 volts (20 volts/cm) duran

te 180 min. Con el solvente G, se aplicaron en algunas ocasio

nes 2000 volts (40 volts/cm) durante 90 min, observándose las

mismas separaciones respecto de das condiciones originales,

para los componentes analizados en este trabajo, con el consi

guiente ahorro de tiempo. Con este mismo solvente se utiliza

ron AMPy UMPcomo estandard.

Para la ubicación de los azúcares reductores se utilizó

el nitrato de plata alcalino (152). La ubicación de los nucleó

tidos AMPy UMPse determinó por su absorbancia a la luz ultra

violeta. La ubicación de los ácidos acético y pirüvico, emplea

dos comc estandard en las cromatografias con solvente D, se

realizó vaporizando una solución de azul de bromofenol (143).

Los compuestos con grupos fosfato fueron ubicados con el reac

tivo de molibdato (153).

3.8.4. Cromatografía en placa delgada

Se utilizaron placas de silica gel 60 de 0,25 mmde espe

sor (Merck). Se emplearon los siguientes solventes:

R: Benceno-acetona-amoniaco-agua

(50/200/1,35/1). (154)

S: Benceno-acetona-amoniaco-agua

(50/200/1,5/3). (154)
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Para 1a ubicación de los azúcares metiiados se vaporizó

1a piaca con H2504 a1 5% en etanol comercial y se calentó en
estufa a 140°C durante 5 min.

3.9. Medida de 1a radioactividad

La radioactividad en eiectroforogramas y cromatogramas

en pape] o piaca deigada se detectó con un radiocromatógrafo

Packard modelo 7201. Cuando se empleó e] soivente D, e] papel

fue previamente vaporizado con una soiución 0,2M de fosfato

monoácido de potasio (143).

Los compuestos radioactivos en soiución se midieron con

1a soiución de Bray (155) o con una mezcia que contenía 4 gra

mos de Omnifluor (New Engiand Nuclear) en 1 iitro de toiueno

en contadores de centeiieo Packard Tri-Carb modelos 2002 y

2003.

La mezcia de Omnifluor en toiueno se uti1izó para medir

(14C) en trozos de papel provenientes de cromatografias o

electroforesis. Luego de contado cada papel se 1avó tres veces

con tolueno para quitar e] exceso de materia] de centeiieo y

tresveces con éter etiiico para eliminar ei toiueno y poder
asi eiuir ias sustancias medidas.



3.10. Obtención de compuestos radioactivos

(14C)Glc-PP-Fic fue preparado a partir de FÑPy UDP

-(14C)G1c, siguiendo 1a técnica descripta por Romero (117)

empleando enzima P30 (sección 3.1.4.). E1 FMPfue preparado

por S.Raffo siguiendo 1a técnica de Cramer (156), a partir de

ficaprenoï (obtenido por 1a técnica de Stone y coiaboradores

(157)), ta] cua] lo describe Romero (117, pags.49 a 53).

(14€)Ce10biosa-PP-pren01 fue preparado a partir de

UDP-(14€)Gic, siguiendo 1a técnica de Garcia y coiaboradores

(82).

(14C)-{3-manosi1-1,3-ce10biosa-PP-preno] fue preparado
a partir de UDP-G]cy GDP-(I4C)Man, siguiendo 1a técnica des

cripta por Couso y coiaboradores (75). Para simpiificar 1a no

mencïatura nos referiremos a este compuesto como AX3-PP-pren01,

a su derivado fosfato ciciico como AX3Pcy a 1a porción azúcar

como AX3.

(14C)-fl-g]ucuroni1-1,6- fi-manosiï-l,3-ceiobiosa-PP-pre
no] y (14C-GICUA)-p—g1ucosi1-l,ó—aglucosiï-l,4-fl-giucuroni1
-1,6-fl-manosi1-1,3-ce10biosa-PP-prenoi fueron preparados a
partir de UDP-G]c, GDP-Many UDP-(14€)GicUA siguiendo 1a téc

nica de Couso y colaboradores (94). Comoen e] caso anterior,

para simpiificar 1a nomenciatura nos referiremos a elios como

AX4-PP-pren01y AX6-PP-pren01, a sus derivados fosfato cfciicos

como AX4Pc y AX6Pc y a 1a porción azúcar como AX4 y AX6, res

pectivamente.
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En todos los casos se obtuvieron Ios ésteres fosfórico

cichospor cromatografía de] respectivo iipido-azücar en e]

solvente alcaïino F y posterior elución, mientras que ios oli

gosacáridos iibres se obtuvieron por hidróiisis ácida suave

de] respectivo iipido-azücar (sección 3.5.1.).

3.10.1. Preparación de nucleótido-azücares

Los nucieótido-azücares fueron preparados por Susana

Raffo y Marta Eirin.

UDP-(14€)Glc fue preparado a partir de glucosa uniforme

mente marcada (AmershamSearle, 200-300 Ci/moi de actividad)

siguiendo 1a técnica descripta por Thomas(158) con diversas

adaptaciones.

(P 32P)UDP-G]c fue preparado a partir de (32P)04H3
(AmershamSearïe, sin portador) ta] cua] 1o describe Couso

(118).

UDP-(14€)G1cUAy GDP-(I4C)Man fueron preparados a partir

de UDP-(14C)G1c y de (14C)manosa (New England Nuclear, 200-300

Ci/mol) respectivamente, tai cua] Io describe Couso (118).

3.10.2. Otros compuestos fadioactivos

(1-14C)Aceti1-CoA (AE: 55,9 Ci/mol) y ácido fosfoenoi

—(1-14C)pirúvico (AE: 12,4 Ci/moi) (como sa] de ciclohexiiamo
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nio) fueron obtenidos de New England Nuclear y de Amersham

Searle respectivamente.

3.11. Obtención de polisacáridos

3.11.1. Obtención de acetano

El acetano se aisló y purificó a partir del sobrenadante

de la obtención de células de Acetobacter xylinum (sección

3.1.3.). El polisacárido se obtuvo por dos métodos:

Método A: se utilizó la técnica descripta por Conrad

(159), tal cual la describe Romero (117, pag.55) para aislmMen

to de polisacáridos. El material fue posteriormente purifica

do por cromatografía en columna DEAE-celulosa (117, pag.120).

El rendimiento obtenido por este método fue generalmente bajo

(10 al 20%del material introducido en la columna).

Método B: se siguió la técnica descripta por Sloneker y

Jeanes (123) para el aislamiento del xantano.

A partir del sobrenadante libre de células se obtuvo una

fracción cruda de polisacáridos por una serie de precipitacio

nes por alcohol al 66% en presencia de KCl al 1% (ambas son

concentraciones finales). El precipitado final fue disuelto

en agua, dializado contra agua destilada y liofilizado.

La fracción cruda de polisacáridos fue purificada siguien

do el método de Holzwarth (160) para la purificación del xan
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tano. E1 materia] liofilizado se disoïvió en agua (0,3 9/1)

y se agitó toda 1a nocme. Luego se agregó NaCi (0,34 M) y

EDTA(2,5 mM), y se agitó con agitador magnético a baja veio

cidad durante 10 min. Se 11evó e] pH a 7, se agregó etano]

(300 mI/i de agua) y se centrifugó 1a soiución a 45.000 rpm

durante 90 min. E1 precipitado fue descartado y a1 sobrenadan

te se le agregó etano] (440 mi/l de agua). E1 poiisacárido

precipita comoun ge] y fue aisiado por centrifugacióu a

12.000 rpm durante 30 min. E1 precipitado se disolvió en agua

y se agregó EDTAy NaC] (25 mMy 0,43 M remmctivamente). E1

poiisacárido se reprecipitó con etano] (1 m1/1 de agua) y pos

terior centrifugación (12.000 rpm durante 30 min). Este mate

ria] se disoivió en agua, se dializó contra agua definfizada y
se liofiiizó.

Por este procedimiento se obtuvieron rendimientos que

variaron entre e] 50 y 60%respecto de 1a fracción cruda.

3.11.2. Obtención de xantano

E1 xantano se aisló y purificó a partir de] sobrenadante

1ibre de células de Xanthomonascampestris (sección 3.2.3.).

Para eïio se siguió 1a técnica descripta en e] método B para

1a obtención de acetano.

La fracción cruda de polisacárido se utiiizó comoporta

dor en 105 ensayos realizados para determinar 1a formación de
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4. RESULTADOS OBTENIDOS CON EL SISTEMA

DE ACETOBACTER XYLINUM

4.1. Glucano, propiedades y sintesis

4.1.1. Antecedentes

Se mencionó en la sección 2.1. que utilizando un prepara

do enzimático de Acetobacter xylinum y UDP-(14C)glucosa como

nucleótido dador se formaba, además de celulosa y material li

posoluble, un producto soluble en agua que fue caracterizado

como un homopolisacárido de glucosa o glucano.

R. Garcia, trabajando en nuestro laboratorio, encontró

que el producto poseía entre otras las siguientes prop edades:

- No migraba luego de prolongada cromatografía en papel

con solvente 0 y se comportaba comaneutro en electroforesis

en papel con buffer G y en cromatografias en columnas de DEAE

-celulosa o Dowex 1 ó 50X.

- No era dializable y eluia en el volumen de exclusión

en Cromatografía en columna de Bio-Gel P-200 y Sephadex G-75.

En columnas de Bio-Gel A 1,S-m parte se excluia y parte se in

cluia.

- Era lábil a la hidrólisis ácido suave (pH 2, 10 min,
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100°C) liberando productos, de menor peso molecular que el

compuesto de partida, que no fueron caracterizados.

- Era resistente a la acción de <x ó p —amilasa, pulula

nasa (sola o combinada con G-amilasa), exo o endo-(5-1,3-glu

canhidrolasa, p -glucosidasa y pronasa.
—Sometido a hidrólisis ácida total rendía (14C)glucosa

comoúnico monosacárido radioactivo. Por hidrólisis ácida par

cial se obtenía una serie de oligosacáridos, uno de los cuales

se caracterizó comoal disacárido soforosa ( P-glucosa-1,2-glu
cosa).

La formación del polímero "in vitro" poseía las siguien

tes propiedades:

- Tenía un requerimiento absoluto de iones Mg, siendo la

concentración óptima de 6-8 mM.

- La incorporación de glucosa al glucano era dependiente

de la temperatura. A 0°C estaba muy disminuida y era máxima

a 30°C.

- La incorporación de (14C)glucosa a partir de UDP-(14€)

glucosa al glucano era lineal hasta aproximadamente 2 h de

incubación.
32- No se observó incorporación de P al glucano cuando

UDP-(14C)glucosa fue reemplazado por (F 32P)-UDP-glucosa.
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4.1.1.1. Sintesis de] giucano
1

Uno de los componentes de] materia] 1iposoiub1e menciona

do más arriba fue identificado comogiucosa difosfato preno]

(82). Se pianteó 1a duda entonces si este compuesto era un in

termediario en e] camino biosintético de] giucano.

Comoya se discutió se sabia que a bajas temperaturas se

acumuiaba giucosa difosfato preno], mientras que 1a formación

de] giucano estaba muy disminuida. Se efectuaron entonces in

cubaciones en dos etapas. Es conveniente aciarar que ésta es

una valiosa técnica que ha sido empieada-en nuestro 1aborato

rio con éxito, ayudándonos a estudiar 1a biosintesis de dife

rentes ïipidos intermediarios (75,94,118). En una primera eta

pa se incubó e] preparado enzimático en presencia de UDP

-(14C)giucosa a 0°C, con e] fin de acumular giucosa difosfato

prenol. Luego de e1iminar e] exceso de nucieótido por 1avado,

se efectuó una segunda incubación a 30°C. Los resultados, que

se resumen en 1a Fig.20, muestran que e] aumento de 1a tempe

ratura de incubación condujo a una rápida disminución de 1a

cantidad de gïucosa-PP-prenoi, acompañado por un aumento pro

porciona] en 1a cantidad de] giucano radioactivo.
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Figura 20: Metaboiización de giucosa difosfato prenoi
Se efectuó una incubación estandard en un voiumen tota] de
0,65 mi, conteniendo UDP-(14€)G1c (5310 pmoies) y 2,5 mg de
enzima, según e] método B. Luego de la primera incubación ias
células iavadas y resuspendidas fueron incubadas a 30°C (2a
incubación). Se procesaron aiicuotas de 0,1 m1 en ios tiempos
indicados. Tomadode (116).

Estos resuitados fueron interpretados comouna indicación

que giucosa-PP-preno] acumuiado en ia 1a. incubación era e]

dador de 1a giucosa para 1a sintesis de] giucano, ya que 1a

2a. incubación se realizó en ausencia de nucieótido-azúcares.

R. Garcia estudió además la reversibilidad de Ia reacción

de formación de g]ucosa-PP—prenoi, empleando el mismo esquema
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utiïizado en e] estudio de ia sintesis de] giucano. Se acumu

16 (14C)giucosa-PP-pren01 en la primera incubación. E1 agrega

do de UMPen 1a segunda incubación, reaiizada como 1a primera

a 0°C, determinó una rápida disminución de giucosa-PP-preno],

con un aumento simiiar en 1a cantidad de UDP-(14€)giucosa. Por

lo tanto se confirmó 1a reversibiiidad de la formación de giu

cosa-PP-preno] de acuerdo a 1a siguiente ecuación:

UDP-Gic + P-prenoi ;:: Gic-PP-prenoi + UMP

R. Garcia y P. Romero estudiaron además e] efecto de]

agregado de FMPexógeno, en presencia de Tritón X-100, sobre

1a sintesis de glucosa-PP-prenol y de giucano. Encontraron que

a 30°C, temperatura de máxima formación de] poiimero, e] deter

gente poseia un fuerte efecto inhibitorio; en cambio a 15°C

obsemmron un incremento en 1a cantidad de] poiimero formado.

En esas condiciones, en presencia de Tritón X-100 y FMPobtu

vieron un aumento en 1a cantidad de giucosa-PP-prenol, con un

aumento mayor en 1a cantidad de glucano (tabla 4).
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Tab1a 4: Incorporación de (14C)hexosa a G1c-PP-pren01
1x a Eoiimero

Qondiciones de (14C)hexosa incorporada
ÏnCUbacïon Gic-PP-prenoi Poiimero

(pmoies/mg prot.)

Sin adiciones 187 335

+ Tritón x-100 '209 781

+ Tritón x-1oo + FMP 335 1414

Se efectuó una incubación estandard durante 60 min a 15°C, con

1,29 nmoïes de UDP-(14€)Gic, enzima P30 (200 pg de prot.) y
donde se indica 0,09% de Tritón X-IOO y 3,6 nmoies de FMP. Las
reacciones se procesaron por e] método A. Übmado de 117, pag.
117)

Se demostró además que e] FMPes sustrato y no un activa

dor de 1a reacción de síntesis de giucosa-PP-prenoi, emplean

32P y UDP_(14do ficapreno] monofosfato marcado con C)g]ucosa

en 1a mezcïa de incubación. Por columna de DEAE-ceïuïosa se

aisió (14C)G1c-P-(32P)P-ficaprenol.

Por otra parte 1a bacitracina, que es un inhibidor de 1a

pirofosfatasa que regenera e] P-preno] a partir de PP-preno]

(164), no inhibió ni 1a formación de gïucosa-PP-prenoï ni 1a

de] giucano (R. Garcia, resultados no pubiicados).
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Finalmente es importante señalar que mutantes de

A. leinum que no forman celulosa (NCIB 87Á6 y 8747) no sinte

tizan ni glucosa-PP-prenol ni glucano.

Estos resultados apoyaban la idea original sobre la par

ticipación del lipido difosfato azúcar en la biosintesis del

polímero.

4.1.2. Resultados obtenidos

En vista de los datos presentados en la sección anterior,

se decidió completar el estudio de la biosintesis del glucano.

El primer objetivo fijado fue tratar de obtener formación del

polímero a partir de glucosa-PP-ficaprenol agregado en forma

exógena. Se preparó entonces (14C)glucosa-PP-lípido como se

indica en la seccción 3.10., el cual fue incubado en presencia

de Tritón X-100 a 15°C. Se efectuó además un segundo ensayo

en presencia de UDP-glucosa no radioactivo, pues un punto que

no habia quedado aclarado en ese entonces, era establecer el

dador de la glucosa no reductora de celobiosa-PP-prenol (otro

de los componentes del material liposoluble obtenido al incu

14C)glucosa (sección 2.1 )).bar en presencia de UDP-(

Los datos obtenidos (tabla 5) muestran que hubo incorpo

ración de radioactividad en el extracto acuoso, y que se encuen

tra algo incrementada cuando la incubación se efectuó en Pre
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sencia de UDP-giucosa.

Tab1a 5: Incorporación de (14€)giucosa a partir de
(14C)G1c-PP-pren01 a materia] hidrosoïubïe

Condiciones de (14€)Glc presente en materia]
incubación Ïiposoïubie hidrosolubie

(cpm)

Sin adiciones 33.000 6.200

+ UDP-Gïc 30.000 9.700

(14€)G1c-PP-Fic (39.000 cpm) obtenido como se indica en 1a
sección 3.10., se resuspendió en presencia de Tritón X-IOO
(0,09%) en una mezcia de incubación estandard, con 80 pg de
enzima P30. Donde se indica se agregó UDP-Glc (142 pM). Luego
de incubar durante 2 h a 15°C se procesó por e] método C.

E1 anáiisis de] extracto butanólico obtenido en ausencia

de UDP-gïucosa determinó que estaba compuesto por (14C)giuco

sa-PP-iipido y que en e] caso de la incubación en presencia

de UDP-glucosa se formaba una pequeña cantidad de celobiosa

difosfato 1ipido. Posteriormente se confirmó que UDP-giucosa

era e] dador de 1a giucosa no reductora de 1a celobiosa, es
decir:

UDP-Gic + G1c-PP-preno] ——+ Ceïobiosa-PP-prenol + UDP
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Unestudio compieto de esta reacción puede encontrarse

zen 1a tesis de R. 0. Couso (118) o en otra publicación de es

te laboratorio (75).

Por otra parte ei extracto acuoso (obtenido en 1a incuba

ción cuyos datos se resumen en 1a tabia 5) fue anaiizado por

cromatografía en pape] con soïvente 0 (Fig.21), donde e] giu

cano no migra, como fue mencionado anteriormente. En ambos

casos se encontró radioactividad en e] origen, un pico princi

pa] de RG1C: 0,9 (correspondiente a GicPc) y un pico menor de

RG1C:0,8 (correspondiente a G1c-1-P). Pero 5010 cuando se
agregó UDP-giucosa no radioactivo en 1a incubación se encontró

(14UDP- C)g]ucosa (Fig.21 B). Estos resuitados pueden ser inter

<—=n
300 RG'C‘°'9

Radiooctividad

0 10 20 30

Distancia (cm)

Figura 21: Obtención de (14C)glucano a partir de (14€)Gic-PP
-1ipido. Los extractos acuosos obtenidos como se indica en 1a
tabïa 5 se cromatografiaron en solvente 0. Sin adiciones (A),
+ UDP-Gic (B).
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pretados si se admite 1a presencia de UMPen e] preparado en

zimático, que formaría con e] (14C)glucosa-PP-prenol agregado,

UDP-(14€)glucosa. Este por hidrólisis enzimática (una pirofos

fatasa) o hidróïisis química produciría giucosa-l-P. La presen

cia de UDP-gïucosa no radioactivo protegería por diiución iso

tópica a1 UDP-(14€)gïucosa formado, y por elio se observó su

presencia.

Según esta interpretación, 1a presencia de UMPinvaïidó

e] objetivo origina] de] experimento pues e] UDP-(14€)glucosa

formado podía actuar como sustrato para 1a formación de] giu

cano.

En vista de estos resuitados se consideró necesario estudiar e] efec

to de1 UMPen 1a reacción de formación de] gïucano, ya fuera

a partir de UDP-gïucosa o de g]ucosa—PP-1ípido.

4.1.2.1. Efecto de] UMPen 1a formación de] giucano
a partir de glucosa difosfato 1ípido

Se pensó que si e] iípido azúcar era un precursor de] po

Iímero, su formación debería inhibirse en presencia de UMP,

puesto que con e] (14C)glucosa-PP-1ípido (agregado como sustra

14C)g]ucosa. Por e] contrario una estimuiato) formaría UDP-(

ción en 1a síntesis del'giucano por e] nucïeótido monofosfato

indicaría que e] 1ípido azúcar no participaría en La biosínte

sis de] mismo, efectuándose esta directamente a partir de
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UDP-gïucosa. Se hizo entonces un ensayo con (14C)gïucosa—PP

-1ipido agregado en forma exógena en ausencia y en presencia

de UMPó de UMP+ UDP-glucosa no radioactivo. Los resultados

obtenidos muestran que 1a radioactividad incorporada en e] ex

tracto acuoso (tabla 6) es discretamente mayor en presencia,

que en ausencia de UMP,pero es significativamente mayor, con

respecto a ambos casos, en presencia de UMPy UDP-gïucosa.

Tabla 6: Efecto de] UMPsobre 1a incorporación de radioactivi
dad en extracto acuoso a partir de (14€)Glc-PP-1ipido

Condiciones de Radioactividad presente en materia]:
‘”C“baC1°" liposoiubie hidrosoiubïe

cpm

Sin adiciones 20.200 7.300

+ UMP 17.500 9.600

+ UMP+ UDP-GIC 13.300 13.000

(14C)G1c-PP-Fic (27.00 cpm) se incubaron en las mismas condi
ciones descriptas en 1a tabla 5. Donde se indica se agregó
UMP (142 pM) y/o UDP-G1c (142 pM).
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Los componentes de cada uno de 105 extractos acuosos fue

ron anaiizados por cromatografía en papel: (Fig.22). En ausen

cia de UMP(cuadro A) se observó poca radioactividad en e] ori

gen, es decir en e] giucano. Por e] contrario, en presencia

de UMPse observó que la formación de] giucano era considera

bïemente mayor (cuadro B), notándose además un pico de menor

radioactividad que comigra con UDP-glucosa como era de esperar.

En e] ü1timo caso (UMP+ UDP-Gïucosa) e] giucano radioactivo

formado es solo algo mayor que en e] caso de] incubado direc

to, pero se observa un fuerte aumento de 1a radioactividad que

comigra con UDP-giucosa (cuadro C). En todos Ios casos se ob

servó además un producto radioactivo de RGIC: 0,9 (presumibie
mente GïcPc). E1 anáiisis de 1a fracción Iiposoiub1e mostró

que estaba constituida por g]ucosa-PP-1ipido en los tres casos.

E1 aumento en 1a formación de] giucano debido a 1a presen

cia de UMPparecería indicar que e] UDP-gïucosa era un precur

sor directo de] mismo.
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Figura 22: Análisis de] extracto aCuoso. Extractos acuosos
obtenidos como se indica en 1a tabla 6 se cromatografiaron en
solvente 0 (A: sin adiciones; B: + UMP; C: + UMP+ UDP-Glc)

En vista de los resultados obtenidos se repitió 1a forma

ción de] poiïmero en incubaciones reaiizadas en dos etapas,

efectuándose en estas condiciones una Curva con cantidades

crecientes de UMP. En una primera etapa se incubó a O°C para

formar e] lipido-azücar y en 1a segunda etapa, reaïizada a
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30°C, se agregaron distintas cantidades de] nucieótido. De es

ta manera se observó un incremento en 1a formación de] giLca

no a medida que aumentaba 1a cantidad de UMP(Fig.23). Este

resuïtado era concordante con los ya encontrados, indicando

que e] poiimero se sintetizaria directamente a partir de

UDP-glucosa.

60 /°
40
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Cptnx“iz
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I 1 1, 1
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nmoles UMP

Figura 23: Efecto de] UMPsobre 1a formación de] glucanggagpartir de
(14C)Gic-PP-prenol. Se efectuó una incubación estandard en un voiumen fi

na] de 0,35 m1, conteniendo 3700 pmoles de UDP-(14C)G1c y 2 mg de enzima,

según e] método B. Luego de 1a primera incubación, las células 1avadas y
resuspendidas se dividieron en cinco aiicuotas iguaies. A cuatro de e11as
se le agregaron ias cantidades de UMPque se indican, se incubaron a 30°C
durante 30 min y se detenninó 1a cantidad de radioactividad incorporada a
p01isacárido. A estos vaïores se 1es restó 1a cantidad incorporada en e]
centro] (5a alícuota).
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4.1.2.2. Efecto de] UMPen 1a formación de giucosa
difosfato lipjdo y de] giucano a partir
de UDP-gïucosa

Para tratar de comprender mejor e] sistema se estudió e]

efecto que poseía e] UMPen 1a reacción de formación de] giu

cano y de giucosa-PP-prenoi, en incubaciones realizadas en

presencia de UDP-(14€)giucosa comosustrato (Fig.24).

o-oGlucono A-AGlc-PP-prenol

lncorporauo'nde(14€)Glc
(comovadelconnoU

U" o
I

/o
0-.5’.‘ A. 1 .4-L

o 100 zoo 300 ¿oo soo
n moles de UMP

Figura 24: Efecto de] UMPsobre 1a formación dgggiucosa-PP
¿prenoi y de] glucano. Se efectuaron incubaciones estandard

(14C)Gic, ias cantidades de
UMPque se indican y 0,225 mg de enzima. Las incubaciones, rea
en presencia de 940 pmoies de UDP

iizadas a 30°C durante 30 min, se procesaron por el método A.
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E1 nucïeótido monofosfato inhibió 1a formación de ambos

compuestos, pero en diferente grado. Asi 50 nmoies de UMPen

1a incubación inhibieron totaïmente Ia finmacíón de] Iipido-azú

car, en cambio soio hubo un poco más de] 10% de disminución

en e] glucano. Aumentando 10 veces 1a cantidad de] nucieótido

(500 nmoïes) se observó una disminución de] orden de] 60% en

1a formación de po1ïmero. La presencia de UDP (50 nmoles) en

1a incubación inhibió 1a formación de giucosa-PP-prenol en un

65% y de] polímero en un 81%. La inhibición en la formación

de] gïucano podría deberse a una inhibición competitiva de 1a

enzima por e] UDP. Un resuitado simiïar ha sido descripto en

1a sintesis de] giucógeno (162).

Los datos hasta aqui presentados parecerïan indicar que

e] giucano se sintetizaria utilizando UDP-giucosacomo dador

de gïucosas, pero no puede descartarse totaimente que glucosa

-PP-pren01 participe en aïguna proporción. E1 nucïeótido-azü

car participa además en 1a foramción de gïucosa difosfato pre

no] y junto con éste en 1a formación de ceïobiosa-difosfato

preno], entre otras varias reacciones (ver Fig.18). La sinte

sis de] primero de ios 1ipidorazücares nombrados se rea1iza

mediante una reacción reversib1e, hecho que hizo dificu1toso

e] emp1eo del mismo como sustrato para e] estudio de otras

reacciones.
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4.2. Análisis estructura] del acetano

4.2.1. Generalidades

El heptasacárido difosfato prenol descripto en la sección

2.1.1. y Fig.18 tiene todas las propiedades de un lípido inter

mediario. De hecho y como se explica en la mencionada sección

se logró su obtención gracias al conocimiento de los azúcares

que componen el acetano (94,118).

La pregunta surgió inmediatamente: ¿Es el acetano el des

tino final del heptasacárido-PP-prenol?. Una manera posible

de responder era estudiar la estructura del polisacárido y c0m

pararla c0n la ya conocida del heptasacárido. Esta tarea se

realizó en dos etapas fundamentales: Por una parte era necesa

rio comprobar si la relación de los azúcares constituyentes

del acetano era la misma que la del heptasacárido y determinar

si en la estructura del polisacárido estaban involucrados al

gunos fragmentos (por ejemplo disacáridos) que formaban parte

del heptasacárido.

Por otra Parte el estudio de la estructura del polímero

por medio de la permetilación nos permitirá conocer si el po

lisacárido es.lineal o ramificado, además de confirmar lo ac

tuado anteriormente. Esta segunda etapa, ya en su fase final

es realizada en el laboratorioimr R.0. Couso.
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4.2.2. Composición

La composición del polisacárido se logró por análisis de

los azúcares liberados por hidrólisis ácida total del mismo.

Debido a la presencia de ácido glucurónico la hidrólisis del

polisacárido se logró luego de varios ensayos. Comose descri

be en la sección 3.5.2. se encontraron dos métodos para llevar

a cabo este propósito. Uno de ellos emplea HCl 0,1N en presen

cia de resina Dowexforma protónica, hidrolizándose durante

48 h a 100°C. En el otro método se utiliza HCl 1N y la hidró

lisis se realiza durante 22-24 h a 100°C. Los productos del

tratamiento ácido por cualquiera de los dos métodos fueron

analizados por cromatografía y electroforesis en papel en di

ferentes solventes, observándose la presencia de glucosa

(cromatografía en solventes H e I, electroforesis en buffer

L), ramnosa (cromatografía en solvente I, electroforesis en

buffer G v M). En la Fig.25 se muestra a modo de ejemplo los

productos obtenidos y cromatografiados en solvente I.
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Figura 25: Composición de ios azúcares de] acetano. Se efectuó una hidró
1isis ácida tota] (sección 3.5.2.b) sobre 10 mgde polisacárido durante
22 h. Luego de eiiminar e] HC], los productos se cromatografiaron en soi
vente I.

4.2.3. Determinación de 1a reiación g1ucosa-manosa—ramno—
sa-ácido gïucurónico.

La cuantificación de glucosa se reaiizó por e] método de

glucosa oxidasa y por io tanto debe ser necesariamente reali

zada sobre e] poiisacárido hidro1izado. En cambio ios métodos

para 1a determinación de ramnosa y de ácido giucurónico pueden

ser apiicados sobre polisacáridos hidroïizados o no.

Por 10 tanto se efectuó una determinación de g1ucosa, ram

nosa y ácido giucurónico sobre muestras de poiisacárido hidro

1izado y una determinación de ramnosa y ácido glucurónico so
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bre muestras de p0115acárído sin hidrolizar. Los resultados

(tabïa 7) muestran que en e] polisacárido hidrolizado 1a rela

ción glucosa-ramnosa-ácido glucurónico es aproximadamente

4:1 l. La relación ramnosa-ácido gïucurónico, obtenida a par

tir de] po1isacárido no hidro1izado, dió aproximadamente 1:1

Tabla 7: Cuantificación de glucosa, ramnosa x ácido glucurónico en
el acetano

Cantidad de Relación
Polisacárido Glc (a) Ram(b) GlcUA(c) asbzc bzc

(nmoles)

Hidrolizado+ 243o 616 600 4,05:1,o3:1,oo

Nohidrolizg
¿0* .— 350 37o .—— o,95:1,oo

E1 polisacárido fue aislado y purificado comose describe en la sec
ción 3.12.1. (método A). Uha porción de 0,9 mgfue sometida a hidró
lisis ácida total durante 48 h (sección 3.5.2.a) y el residuo lleva
do a seco fue disuelto en 3,00 m1 (+). Otra porción de 0,6 mgde po
lisacárido se disolvió en 1,00 m1(*). Sobre alícuotas apropiadas se
determinó glucosa, ramnosa y ácidos urónicos (sección 3.6.). Todos
los datos son el promedio de 4 determinaciones y están expresados
por cantidad total de polisacárido.
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La reiación giucosa-manosa se determinó analizando ios

productos Iiberados por hidróiisis ácida tota] por cromatogra

fía gaseosa obteniéndose una reiación de 4,1 a 1 respectivamen
te.(1)

En resumen puede concluirse que en e] acetano 1a reiac1ón

g]ucosa-manosa-ramnosa-ácido giucurónico es de 4:1:1 1. Este

resuitado era ei esperado y coincidió con e] obtenido para e]

heptasacárido preparado "in vitro” (94,118).

4.2.4. Productos obtenidos por métodos degradativos

Ei acetano se sometió a una serie de tratamientos degra

dativos cuyas condiciones se obtuvieron a partir de nuestros

conocimientos previos sobre 1a labiiidad de ias distintas unio

nes presentes en e] heptasacárido AX7(94,118). Comose muestra

(l) E polisacárido (5 mg) fue sometido a hidrólisis ácida total
durante 2 h (sección 3.5.2.b). Los productos liberados por este tra
tamiento fueron reducidos con NaBH (sección 3.5.9.1.) y luego acetï
lados con anhídrido acético (163). La tezcla de alditol acetatos oo:
tenida fue analizada por cromatografía gaseosa (cortesía del Dr Gross
del Dto. de Qca. Orgánica de la FCEJN). Se utilizó un cromatógrafo
Hewlett-Packard 5830 A con detecto: de ionización de llama, equipado
con una columna de vidrio de 180 cm de longitud y 2 nm de diámetro.
La fase fija consistía de ECFSSMal 3%sobre cromosob Q. La corrida
se desarrolló en forza isotérmica a 180°C, empleándose H comogas
portador. En estas condiciones se obtuvo un tiempo de reïanción de
20,93 para 1a ¡anosa y de 29,89 para la glucosa.

l
2
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en la Fig.26 a partir de dicho heptasacárido se puede obtener
por hidrólisis ácida parcial dos disacáridos neutros, celo

biosa y genciobiosa y un disacárido cargado, glucuronil-manosa.

En cambio si el acetano es sometido a una acetolisis. puede ob

tenerse, entre otros productos, un disacárido cargado diferen

te al anterior: glucosil-glucurónico

g lucosil-glucuronico
r——-J‘——N

G}o

@°’CHZ G CH20H
0 o-cuz cooug CH40H o

° O-CHz o 0

° aof f t
I.aado

ramnosa glucosa glucosa glucuro'nico manosa glucosa glucosa;—V—I \ 4 \ r__dV47
gendomosa gumuroml-rnanosa celomosa

Figura 26: Principales productos obtenidos por métodos degradativos a
partir del heptasacárido AX7.Las flechas negras indican las uniones libi
les a la hidrólisis ácida. Las flechas blancas indican las uniones laoiles
a la acetolisis.
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Se intentó entonces aplicar al acetano estos métodos de

gradativos en similares condiciones y observar si los fragmen

tos producidos (principalmente los disacáridos) eran los mis

mos que se obtenían a partir del AX7.

4.2.4.1. Aislamiento y caracterización de B -glucu
ronil-manosa.

Cuando el hexasacárido AX6 (Fig.26), obtenido con marca
en el ácido glucurónico o en la manosa, fue sometido a hidtú

lisis ácida parcial se obtuvo entre otros productos, un disa

carido, que fue caracterizado como fi —glucuronil—1,6-manosa
(94,1 8). El acetano fue sometido a idéntico procedimiento y

los productos de hidrólisis ácida parcial fueron electrofore

tizados en buffer G. Se observaron además de los compuestos

neutros, 4 compuestos cargados (Fig.27 A), uno de los cuales

migró comoel disacárido (14C)glucuronil-manosa estandlp

(R 0,9, Fig.27 B). Los otros tres compuestos cargados noUMP=

fueron posteriormente analizados. El presunto B -glucuronil
-manosa fue identificado como tal a juzgar por el comportamien

to cromatográfico en solvente I, tanto del compuesto tal cual,

como de su producto de reducción con (3H)NaBH4, y por la libe
ración de manosa y ácido glucurónico luego de ser tratado con

P -glucuronidasa (datos no mostrados).
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Figura 27: Compuestoscargados obtenidos por hídróïisís ácida parcial de]
acetano. Se efectuó una hidróïísís ácida parcia] durante 1 h sobre 10 mg
de poïísacárido (sección 3.5.2.b). Los productos fueron electroforetizados
en buffer G (A). (14C)G1ucuron11-manosafue eïectroforetizado en 1as mís
mas condiciones (B). Este compuesto se obtuvo por hidró1isis ácida parcia]

como en A, a partir de (14C-G1CUA)-AX6y se aisïó por cromatografía en so]
vente I (94).

Nota: Comoe] materia] anaïízado en A era no radioactivo, se

cortó 1a tira donde se realizó 1a e1ectroforesis (o 1a cromatografía)
1ongitudína1mente y se Ïocaïizó 1a posición de 105 diferentes componentes
reveïando sólo una de e11as. Los compuestos de interés fueron eïuidos de
1a tira no tratada, contínuándose su anáïíaia.
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4.2.4.2. Aislamiento y caracterización de
genciobiosa.

La fracción neutra del material obtenido por una hidróli

sis ácida parcial (similar a la descripta en la sección ante

rior, Fig.27) fue cromatografiada en solvente I. Comose mues

tra en la Fig.28, el tratamiento produjo glucosa, manosa, ram

nosa y otros tres componentes, dos de ellos en pequeña canti

dad. El compuesto que migró como la genciobiosa estandard mos

tró ser tal a juzgar por su movilidad electroforética en buffer

L, y por la movilidad electroforética en buffer My comporta

miento cromatográfico en solvente I de su producto de reduc

ción (con NaBH4ó con (3H)NaBH4) (Datos no mostrados). Los

otros dos compuestos de menor movilidad que la genciobiosa no

fueron analizados.

4.2.4.3. Aislamiento 1 caracterización de
celobiosa

En los trabajos realizados para la obtención de genciobio

sa mostrados en la sección anterior, pudo notarse la ausencia

de celobiosa entre los productos neutros de la hidrólisis áci

da parcial. La obtención de este disacárido se logró gracias

a un aumento significativo de la cantidad de polisacárido hi

drolizado (100 mg, aproximadamente unas 15 veces el necesario

para la obtención de genciobiosa). La hidrólisis ácida parcial
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Figura 28: Compuestosneutros obtenidos por hidróiisis ácida parcial de]
acetano. Se efectuó una hidróiisis ácida parcia] a 7 mg de acetano duran
te 30 min (sección 3.5.2.b). Los productos fueron eiectroforetizados en
papel en buffer G y ios compuestos neutros eiuidos y cromatografiados en
soivente I, reveiándose aproximadamenteuna cuarta parte de 1a tira.

y ia separación de ios productos neutros de cargados fue rea

1izada como se detaiia a] pie de 1a Fig.28. Los componentes

neutros, junto con (14€)ceiobiosa (sección 3.10.) comoestan

dard interno, fueron cromatografiados en papel en solvente I.

Reaiizado e] cromatograma, se eiuyó 1a zona de] papei corres

pondiente a 1a ceiobiosa radioactiva y 10s productos, reduci

dos con NaBH4fueron sometidos a eiectroforesis en buffer M,
detectándose 1a presencia de ceiobiitoi, que comigró con e]

(14C)ceiobiitoi (Datos no mostrados)
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4.2.4.4. Aislamiento y caracterización de
glucosil-glucurónico

El análisis de la estructura del hexasacárido AX6
(Fig.26) mostró que el ácido glucurónico está unido al C-6

de una manosa y que está sustituido en su C-4 por una molécu

la de glucosa (94). Debido a la labilidad de la unión 1-6 a

la acetolisis, se pudo obtener por este tratamiento el disacá

rido glucosil-glucurónico (Fig.29 B). El mismo procedimiento

fue aplicado al polisacárido, y comoen los casos anteriores

se separaron los compuestos neutros de cargados por electrofo

resis en buffer G (Fig.29 A). Se obtuvieron dos compuestos car

gados. El compuesto de mayor movilidad mostró_serbasicamente

ácido glucurmfico y el restante fue caracterizado comoglucosil

-glucurónico por su comportamiento cromatográfico en solvente

I, por la migración en mfifer M del compuesto tal cual y de su

producto de reducción y por la liberación de ácido glucuróni

co y glucosa, luego de hidrólisis ácida (Datos no mostrados)

En resumense ha determinadoen el acetano la relación entre

los azúcares glucosa, manosa, ramnosa y ácido glucurónico,

siendo ésta similar a la del heptasacárido AX7.
Ademásse han aislado y caracterizado cuatro disacáridos,

dos neutros: celobiosa y genciobiosa, y dos cargados: glucuro

nil-manosa y glucosil-glucurónico. Estos resultados están en
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Figura 29: Compuestos cargados obtenidos por aceto1isis de] acetano. Se
efectuó una acetoiisis (sección 3.5.11.) sobre 7 mg de poiisacárido. Los
productos fueron eïectroforetizados en buffer G (A). Giucosil-(14C)glucu—
rónico fue e1ectroforetizado comoen A (B). Este compuesto se obtuvo por

acetoiisis como en A a partir de (14C-G1cUA)AX6y fue ais1ado por cromato
grafía en soïvente I (118).

totalconunoamja con los obtenidos a partir de] heptasacárido

AX7.

La estructura de] acetano no pudo ser compietamente resueï

ta por estos métodos por io cua] se recurrió a 1a permetiiación

como se mencionó a1 principio de este capituio. Si bien resta

aún compietar estos estudios, resuitados previos obtenidos por

R.O. Couso confirmaron 1a presencia de 2,6-di-Me-gïucosa (in

dicando 1a presencia de una cadena ïaterai) y de 2,3,4-tri-Me
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-ramnosa (indicando que 1a ramnosa es e] azúcar termina] de
t

dicha cadena) entre otros productos.

E1 conjunto de estos resultados permite asignar a1 aceta

no la estructura que se muestra en 1a Fig.30.
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Éigura 30: Estructura propuesta para elgpolisacárido acetano
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5. RESULTADOS OBTENIDOS CON EL SISTEMA

DE XANTHOMONAS CAMPESTRIS

5.1. Evidencias

Comoya se mencionó en la sección 2.1.2. Xanthomonas

campestris libera al medio de cultivo el exopolisacárido xan

tano, cuya estructura (Fig.31) es muysimilar a la del aceta

no, descripta en páginas anteriores. Ambospueden considerar

se celulosas modificadas pues consisten en un esqueleto de glu

cosas unidas en posición F3-1,4 con cadenas laterales de tres
o cinco azúcares, glucosa por medio.

Esta tercera parte del trabajo consistió en investigar

si a partir de los nucleótido-azücares dadores más probables,

UDP-glucosa, GDP-manosay UDP-glucurónico, se podia obtener

formación de xantano "in vitro" y si en este proceso partici

paban prenil-fosfo-azúcares.

Uno de los primeros problemas encarados fue determinar

si las células de Xanthomonas campestris tratadas con EDTA,

producian el exopolisacárido radioactivo al ser inCUbadas en

presencia de los respectivos nucleótido-azücares mencionados.

El exopolisacárido radioactivo se midió por coprecipitación
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Figura 31: Unidad repetitiva propuesta para e] xantano (120,121)

con xantano no radioactivo, como se describe en 1a sección

3.4.1.1.. Las incubaciones se realizaron a tres temperaturas

diferentes (12, 20 y 30°C) en presencia de los tres nucleóti

do-azücares, con uno de eilos radioactivo. Los resultados

(tab1a 8) fueron muy a1entadores y sugirieron que efectivamen

te se podia sintetizar polisacárido "in vitro" ya que los tres

azúcares se incorporaron a1 polímero. Si bien a 30°C 1a canti

dad de (14€)glucosa, (14€)manosa ó ácido (14C)glucurónico

incorporada al poiisacárido fue baja, a 12 y 20°C fue 5 y 10

veces superior respectivamente.
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Tabia 8: Sintesis de exopoiisacárido radioactivo “in vitro"
a distintas temperaturas

Nucieótidos presentes (14C)Hexosa incorporada
en 1a incubación a1 poiisacárido (pmoïes)

12°C 20°C 30°C

UDP-(14€)Gic, GDP-Man, UDP-GicUA 7 18 0,5

UDP-Gic, GDP-(I4C)Man, UDP-GicUA 17 29 3

UDP-Gic, GDP-Man, UDP-(14€)G1cUA 12 29 3

Se reaiizaron incubaciones estandard con 1,1 mg de proteina a las tempera

turas indicadas, durante 30 min. Donde se indica se agregó 17,1 pMde

UDP-(14€)Gic, 23,6 pM de GDP-(I4C)Man, 21,4 pM de UDP-(14€)GlcUA ó 285 pM

de UDP-Glc, 28,5 de GDP-Man, 28,5 uM de UDP-GlcUA. En cada caso se midió

la incorporación de radioactividad a1 polisacárido según se describe en
1a sección 3.4.1.1..

5.1.1. Caracterización de] producto obtenido

5.1.1.1. Fiitración en columna de geies

Para tener una idea de] tamaño de] producto formado se

recurrió a 1a fiitración por geïes. Por cromatografía en

Bio-Ge] A-5mse obtuvieron ios perfiies mostrados en ias Figs.

32, 33 y 34. E1 poiisacárido sintetizado “in vitro", marcado
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Figiira 32: Filtración en tamiz moiecuiar de] producto degpolimerización
Polisacárido (14C)Glc (8.000 cpm) obtenido com en ia tabla 8 linea 1 a
20°C, fue filtrado a través de Bio-Gel A-Sm(sección 3.8.2.). Cada fracción
se dividió en dos alícuotas iguales para medir azúcares totaies por
fenol-sulfúrico (sección 3 6.) (a) y radioactividad (o).

tanto con glucosa, con manosa ó con ácido giucurónico cocroma

tografió con e] acetano natura], correspondiendo un PMde

4 miliones aproximadamente.
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Figura 33: Filtración en tamiz molecular de] producto de ooiimerización.
Polisacárido (14C)Man (4000 cpm) obtenido como en 1a tabia 8 Iinea 2, a

20°C, fue fiitrado a través de Bio-Ge] A-Sm(sección 3.8.2.). Sobre ali
cuotas de cada fracción se midió azúcares totales (a ) y radioactividad
( o) como se indica en 1a Fig.32.

Enlos trescnsos se observaron compuestos de menor tamaño,

especiaimente en el de] ácido (14C)glucurónico (Fig.34), posi

blemente polisacáridos menores e intermediarios de] producto
fina].
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Figura 34: Filtración en tamiz molecular de] producto de polimerización.
Poiisacárido (14€)GicUA (6.000 cpm) obtenido como en 1a tabia 8 iinea 3,
a 20°C, fue fiitrado a través de Bio-Ge] A-Sm(sección 3.8.2.). Sobre aii
cuotas de cada fracción se midió azúcares totales (a ) y radioactividad
( o) como se indica en 1a Fig.32.

5.1.L2. Permetiiación de polisacárido marcado en

(14€)91ucosa

Otra confirmación importante de que e] producto radioac

tivo obtenido, que coprecipitaba y cocromatografiaba con e]

poiisacárido nativo, correspondía a xantano era estudiar ia

presencia de giucosas disustituidas, correspondientes a 1a ra
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mificación en el carbono 3 y a la cadena principal en el car

bono 4. El método de elección fue la permetilación. Con este

método la glucosa en estudio debe rendir un dimetil derivado

(2,6-di-Me-Glc). La otra glucosa debe rendir un trimetil deri

vado (2,3,6-tri-Me-Glc). El resultado de la permetilación del

polisacárido obtenido "in vitro" con marca en glucosa (Fig.35)

mostró que los dos compuestos esperados fueron los únicos ob

servados y en cantidad practicamente equimolar.

Estos resultados permitieron concluir que efectivamente

se estaba sintetizando xantano "in vitro",y pasar a estudiar

en detalle este proceso.

5.1.2. Evidencia sobre la participación de lioidos
intermediarios en la sintesis de xantano.

El próximo punto fue aclarar si el xantano se sintetiza

ba sobre una cadena central de celulosa, a la cual se le agre

gaban ramas laterales o si en cambio se sintetizaba por la

polimerización de n unidades de pentasacárido, es decir por la

polimerización de sus unidades repetitivas. Por supuesto el

problema planteado no se puede resolver con una incubación,

pero como se muestra en la tabla 9, la formación de polisacá

rido requiere la presencia de los tres nucleótidos, no detec

tándose la formación de celulosa en presencia de UDP-glucosa.
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Figura 35: Permetiiación de] producto obtenido “in vitro“. Polisacárido
(14€)G1c (15.000 cpm) obtenido como en 1a tabia 8 1inea 1, a 20°C, fue

sometido a permetiiación (sección 3.5.12.2.). Luegode 1a hidróiisis áci
da los productos fueron cromatografiados en placa delgada con solvente R.

Las fiechas indican 1a posición de ios estandard 1: 2,3,4,6-te
tra-Me-Gic; 2: 2,3,6-tri-Me-Gic; 3: 2,4,6-tri-Me-G1c; 4: 2,3,4-tri-Me
Gic; 5"; 2,4-di-Me-Glc; 6: 2,6-di-Me-Glc; 7; 4,6-di-Me-Gic.

ESUBreafitadossugirieron que e] polisacárido se sintetizaria

por 1a segunda alternativa, es decir por 1a poiimerización de

sus unidades repetitivas
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Tabia 9: Efecto de GDP-Many/o UDP-GicUAen 1a incorporación
14

(de C)G1c a polisacárido.

Cantidad de (14€)Gic incorporada
Agregados en poiisacárido

(pmoles)

Ninguno 0,8

GDP-Man 8,0

UDP-GÏCUA 0,8

GDP-Man + UDP-GÏCUA 41,5

Se realizaron incubaciones estandard con 0,4 mg de proteina, 15,7 pMde

UDP-(14€)Gic y donde se indica 71 pM de GDP-Many/o 35,7 pM de UDP-GicUA.

Se incubó 1 h a 20°C y se determinó 1a formación de poiisacárido como se
indica en 1a sección 3.4.1.1.

Porlo tanto mwcasi evidente que debia existir un

"carrier" que activara las unidades repetitivas. Este es jus

tamente uno de los roles asignados a los Iipidos intermediarios.

En los próximos capitulos se detallarán ios re5u1tados ob

tenidos a1 incubar las preparaciones enzimáticas en presencia

de UDP-giucosa, GDP-manosay/o UDP-glucurónico. Estos resuita

dos condujeron a 1a confirmación de 1a hipótesis planteada.
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5.2. Incorporación de glucosa a material liposoluble

La unidad repetitiva del xantano contiene glucosa, mano

sa y ácido glucurónico en relación 2:2 1 (Fig.31) (120,121).

Si la síntesis del polímero se realizara a través de la parti

cipación de lipido-azücares, como surge de los datos previos

mencionados en la sección precedente, pensamos que las unida

des repetitivas "fisiológicas" posibles, podian ser dos

(Fig.36). La diferencia entre ellas estriba en la posición de

la cadena lateral: en una de ellas está unida a la glucosa no

reductora, en cambio en la otra lo está sobre la glucosa reduc
tora.

1 l. 1 1 l. 1
@-Glc-—>(5-Glc——> (3-Glc—->(3-Glc ——>

3A 3

1 1

o<-Man 0<-Man
2“ 2

1 1

G-GlcUA (3-GlcUA
l.“ L

1 1

(S-Man (il-Man

Figura 36: Posibles unidades repetitivas “fisiológicas” del xantano
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E1 mismo producto fina] resuita de 1a poiimerización de

cuaiquiera de ias dos unidades repetitivas.

Comoen ambas unidades e] extremo reductor, a] cua] esta

ría unido e] lípido, es una molécula de giucosa, se comenzó

estos estudios incubando e] preparado enzimático de X. campes

tïls en presencia de UDP-glucosaradioactivo.

Comoprimer intento se efectuaron incubaciones a diferen

tes temperaturas, pues en e] 1aboratorio se sabia que trabajan

do "in vitro", e] incubar a temperaturas menores a 1a óptima

para e] crecimiento bacteriano, tenia por efecto acumuiar ii

pidos intermediarios (sección 4.1.1.1., 75, 118). Comose

muestra en la tabia 10 1a incorporación de radioactividad en

Tabla 10: Incorporación de giucosa a materia] iiposolubïe

Temperatura de (14C)G1c incorporada en
Exp incubación (°C) extracto 1203 (pmoïes)

1 0 12

2 12 55

3 20 50

4 30 25

Las condiciones de incubación fueron estandard. Se utiiizaron en cada

incubación UDP-(14€)Gic (17 uM) y enzima (1,1 mg). Se incubó durante 30

min a las temperaturas indicadas, y iuego se procedió según e] método D.
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extracto 1203 fue máxima a 12 y 20°C, disminuyendo en un

50 y 75% a 30 y 0°C respectivamente.

Por otra parte, a 12°C ia incorporación de (14C)giucosa

a materia] iiposoiubie en función dei tiempo de incubación

mostró ser aproximadamente iineai hasta ios 30 min de incuba

ción (Fig.37)

20

0o"3'o"e3i3"90
Tiempo de incubación (mini

Figura 37: Incorporación de (14C)Gic a materia] iiposoiubie en función
dei tiempo. Las condiciones de incubación fueron simiiares a ias descrip
tas en ia tabia 10, saivo que se realizaron a 12°C y durante ios tiempos
indicados. Se procesó por ei método D y se midió ia radioactividad incor
porada en extracto 1203.
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5.2.1. Anáïisis de] materia] 1iposoïub1e marcado con

(14€)91ucosa.

E1 anáïisis del extracto 1203 se rea1izó por cromatogra

fía en coïumna de DEAE-ce1uïosa y por cromatografía en papel

en soïventes E e I.

¡72,0

15" o tf)",

l 15
o 1' E

m
910- o
. E

o J o
E 1p g
O.

° ° ,x‘” sI
5'- .I I/I/ .9

11 _, " “0/5 1°:

íiíï 29 r 1 1/1! ¡El l [m]_Jo
< 1o 20 30 LO so 60 7o ao 90 17o

Fracción

Figura 38: Cromatografía en DEAE-celulosa de] materia] liposoïubïe marca
do con glucosa. E1 materia] Iiposoluble se preparó mediante una incuba
ción estandard incrementada cuatro veces (voï. tota] 280 pï) con 17 pMde

14
UDP-(

e] método E. Se cromatografíaron en columna de DEAE-ceïulosa (sección

C)G1c y 4,4 mg de prot. Se incubó 30 min a 12°C y se procesó según

3.8.1.1.) 20.000 cpmde] extracto butanóïico. Se contó radioactívidad en
aïïcuotas de 0,75 m1 de cada fracción.
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La cromatografía en columna de DEAE-celulosa en CH30H

99% con un gradiente de AcONH4en CH30H 99% ha sido utilizada

para separar azücares-P-lipidos de azücares-PP-lipidos y estos

últimos entre si, dependiendo del tamaño del oligosacárido (82).

Del análisis del perfil cromatográfico surge que no hay

ningún compuesto neutro y que existen dos compuestos cargados

en distinta proporción: un pico principal (compuesto I) que

se eluyó con AcONH40,4 M y un pico menor (compuesto II) que

lo hizo con 0,25 Mde la sal (Fig.38). Estas posiciones de

elución corresponden a un lipido difosfato azúcar y a un lípi

do monofosfato azúcar respectivamente (82).

Además el extracto 1203 se analizó, como se menciOnó

más arriba, por cromatografía en solventes I y E (Fig.39 A y

B respectivamente).

La movilidad en solvente I (Rf: 0,87) confirma la natura

leza lipïdica del material analizado y descarta la posibilidad
de artificios, comopor ejemplo azúcares libres arrastrados

a la fase orgánica.

El perfil cromatográfico en el solvente E denota la pre

sencia de un pico principal, que posee la misma movilidad que

el estandard de celobiosa fosfato cíclico (C2Pc). La labilidad
al medio alcalino sugirió la presencia de una unión difosfato

entre el lïpido y el azúcar, hecho que es concordante con la

posición en la columna de DEAE-celulosa (0,4 M de ACONH4).
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Figura 39: Cromatografía en papei de] materia] 1iposolub1e marcado con

giucosa. Se preparó el extracto 1203 en las condiciones de 1a Fig.37
(tiempo de incubación 30 min) y se cromatografió en soivente I (A) y en

soivente E (B). C2Pc se obtuvo como se indica en 1a sección 3.10.

En 1a cromatografía desarroliada con soivente E se obser

va además de] pico principa] un pico menor, cuya moviiidad

coincide con la de los lípido monofosfato azúcares (82). Se

pensó que este compuesto podía ser e] que se eluyó con AcONH4

0,25 M en 1a columna de DEAE-celulosa (compuesto II, Fig 38).
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Esto se confirmó reuniendo las fracciones 48 a 53 de la

columna y sometiéndolas a cromatografía en papel en solvente

E. Se observó un único pico que migró cerca del frente (datos

no mostrados). Este compuesto no fue posteriormente analizado.

5.2.2. Estudio estructural del compuesto I

La relación de incorporación de radioactividad entre los

compuestos I y II dependía del preparado enzimático utilizado.

En algunos casos sólo se obtuvo compuesto I y aprovechando es

te hecho se lo estudió obteniéndolo a partir de una preparación

enzimática de este tipo sin posterior purificación.

5.2.2.1. Hidrólisis ácida suave: Caracterización
de celobiosa

El compuesto I resultó ser sensible a la hidrólisis

ácida suave, liberando un producto soluble en agua, que fue

caracterizado comocelobiosa, a juzgar por su movilidad en

cromatografía en papel con solvente I (Fig.40 A) y por su mo

vilidad electroforética en buffer Q (Fig.40 B). Reducido con

NaBH y sometido a electroforesis en buffer M, mostró poseer4

la mismamovilidad electroforética del celobiitol (agregado

comoestandard interno) (Fig.40 C).
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Figura 40: Anáiisis del producto de hidróiisis ácida suave del compuesto I.
E1 extracto 1203 (preparado como se indica en 1a Fig. 37, tiempo de incu
bación 30 min) se sometió a hidróiisis ácida suave (sección 3.5.1.) y los
productos se cromatografiaron en solvente I (A). Se eiuyó de A e] pico

que cromatografió comoC2 y e] eluido se dividió en dos aiicuotas: una se
eiectroforetizó en buffer Q (B) y 1a restante se electroforetizó en buffer

M (C) 1uego de ser reducida con NaBH4(sección 3.5.9.1.).
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5.2.2.2. Confirmación de 1a unión difosfato entre
la porción lipïdica y 1a ceïobiosa

Cuando e] extracto 1203 se analizó por cromatografía en

solvente E se obtuvo un compuesto con 1a misma moviïidad que

e] éster fosfórico cíclico de 1a celobiosa (Fig.39 B). E1 com

A
C Pc

300 —® á G)
RUMP=OS

r- .I
U ;
.13 0r-“:M _ _ _ '
.2 L L L L l
‘6 BC
o G)'6 300 —®
U .E
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Figura 41: Anáiisis de] producto de degradación a1ca1ina. Se preparó
extracto 1203 en las condiciones de 1a Fig. 37 (tiempo de incubación 30

min) y se cromtografió en soivente E. E1 pico que cromatografió como C2Pc
se eluyó y se dividió en dos aiicuotas. Una se e1ectroforetizó ta] cua]

en buffer'G (A). La otra se hidrolizó con HC] 0,1N durante 10 min a 100°C,
se trató con fosfatasa aicalina (sección 3.7.1.) y electroforetizó en
buffer G (B). C2Pc se obtuvo como se indica en 1a sección 3.10.
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puesto fue caracterizado por su moviïidad eiectroforética en

buffer G (RUMP:0,9) y por su sensibiiidad a 1a fosfatasa a1
caiina 1uego de hidróiisis ácida (Fig.41 A y B respectivamen

te). E1 tratamiento ácido abre e] éster fosfórico ciciico, pro

duciéndose e] oiigosacárido-Z-fosfato. La fosfatasa alcaiina

puede entonces actuar para dar el oligosacárido Iibre, que fue

caracterizado comoceiobiosa, empleando los mismos criterios

utiiizados con ei producto de la hidróiisis ácida suave (sec

ción 5.2.2.1.). La formación de ésteres fosfóricos ciclicos
en estas condiciones es caracteristica de 1a unión difosfato

(82) quedando asi reforzada su presencia en este derivado.

5.2.2.3. Tratamiento con feno] 50%

E1 tratamiento con feno] permite obtener alguna informa

ción respecto de la estructura de ios prenil-fosfo-azúcares.

Mientras que ios compuestos que poseen un preno] m-saturado

(del tipo de los dolicoies) son resistentes a] tratamiento,

los M-insaturados se rompen entre e] prenoi y e] fosfato ad

yacente, liberando azúcar-fosfato o azúcar-difosfato según co

rresponda (82). Además 1a vida media de ios compuestos sujetos

a] tratamiento permite obtener información acerca de] tipo de

unión. Mientras los monofosfatos poseen una vida media de apro

ximadamente una hora (75,82), los difosfatos poseen una vida

media de alrededor de 5 minutos (75).
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El comportamiento del compuesto I (Fig.42) resultó ser,

comose esperaba, el de un lipido difosfato azúcar, con un li

pido del tipo de los prenoles x -insatUrados o alílicos.
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Figura 42: Tratamiento con fenol 50%. El compuesto I (8.800 cpm) obtenido
de una incubación estandard con UDP-(14€)Glc (libre de compuesto II) se
trató con fenol 50%(sección 3.5.4.) durante los tiempos indicados. Se mi
dió radioactividad en la fase acuosa (0-0) y en la fase fenólica (o-o).

Se unfiimú mmel producto hidrosoluble de dicho tratamien

to era un azúcar difosfato por su movilidad en electroforesis

y por su sensibilidad a la fosfatasa alcalina y a la hidróli
sis ácida.

Una parte del producto hidrosoluble obtenido se sometió
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a electroforesis en buffer N, donde migró más que ceiobiosa

-2-fosfato y que e] éster fosfórico cíclico de 1a ceiobiosa,

descartando que se tratara de aiguno de estos dos compuestos

(Fig.43).

C2Pc C22‘P
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Ü
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Figura 43: Eiectroforesis en buffer N del producto hidrosoiubie obtenido
por tratamiento con fenol de] compuesto I.

E1 resUJde 1a fase acuosa se dividió en dos aiicuotas. A

una de ellas se 1a trató con fofihtasa aicalina y a 1a otra se

1a hidrolizó en medio ácido SHC] 0,1N, 10 min, 100°C). E1 pro
ducto de ambos tratamientos se sometió a electroforesis en

buffer N, comportándose ambos comoproductos neutros. Eluidos
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y cromatografiados en solvente I sus movilidades coincidieron

con celobiosa estandard (datos no mostrados). Estos resultados

confirmaron que unido al prenol en el compuesto I habia celo

biosa-l-difosfato.

5.2.2.4. Reduccióncatalitica

La labilidad del compuesto I al tratamiento con fenol su

girió la presencia de un prenol del tipo alilico (OC-insatura

do). Con el objeto de obtener información adicional acerca de

la naturaleza del prenol, el compuesto I fue sometido a reduc

ción catalitica con hidrógeno. En este método los compuestos

se rompen de manera similar al tratamiento con fenol, es decir

los q;-saturados son resistentes y los m -insaturados clivan

entre el prenol y el fosfato adyacente (75,129).

Los resultados indican que el compuesto I fue degradado

en un 90%en 15 min de tratamiento a temperatura ambiente, va

lor similar al encontrado para glucosa difosfato prenol de

Acetobacter xylinum (75). En forma similar al tratamiento con

fenol se pudo demostrar la presencia de celobiosa-l-difosfato

como producto de ruptura. Este resultado concuerda con el ob

tenido por el tratamiento alcalino y sugiere que la porción

lipiddca del compuesto I seria un prenolct-insaturado.

En resumen en este capitulo ha quedado establecido la
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identidad de un probable esïabón en 1a sintesis de] xantano,

ceïobiosa difosfato preno]. Es de hacer notar que en ios expe

rimentos reaiizados no ha sido detectada 1a presencia de giu

cosa difosfato preno]. Este compuesto es un precursor ob1iga—

do en 1a sintesis de ceiobiosa difosfato preno], comoquedó

claramente demostrado utiiizando e] sistema de A. xxiinum (75).

Pero no se hicieron mayores intentos para demostrar su presen

cia. A O°Cya se formaba celobiosa-PP-preno] a diferencia de]

Sistema de A. xziinum (sección 4.1.1.1.).
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5.3. Incorporación de manosa
a materia] liposolubie

En e] capituio anterior se mostró que preparados enzimá

ticos de X. campestris son capaces de sintetizar ceiobiosa di

fosfato preno]. Teniendo en cuenta 1a estructura de 1a unidad

repetitiva del xantano (Fig.31, sección 5.1.) e] siguiente pa

so era determinar si esos preparados eran capaces de sinteti

zar manosiiceiobiosa difosfato preno]. Por Io tanto, emplean

do un sistema de incubación estandard, se utilizó GDP-manosa

radioactivo comodador sustrato dador, en presencia de concen

traciones crecientes de UDP-glucosa no radioactivo. Se obtuvo

una clara activación de la marca incorporada en materia] soiu

bie en 1203, iiegándose a una meseta con una concentración de

aproximadamente 200 pMde UDP-giucosa (Fig.44).

5.3.1. Análisis de] material liposoiubie marcado con

(14C)manosa

E1 anáiisis de] materia] iipoaflubkemarcado con (14C)mano

sa se realizó empleando comocontrol B-manosa-1,3-(X-ceiobio

sa difosfato prenoi (AX3-PP-prenol), obtenido de A. xxlinum
(sección 3.10. y Fig.18). Este iipido trisacárido, asi como

sus derivados. e! trisacárido iibre AX3,y e] respectivo éster

fosfórico ciciico AX3Pc, tuvieron indudable valor como compues
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Figura 44: Incorporación de (14€)manosa en función de 1a concentración de
UDP-Glc. Se efectuaron incubaciones estandard a 12°C durante 30 min, em

pïeando 0,4 mg de prot., 17,1 pMde GDP-(14C)Man (AE: 216 Ci/mol) y ias

cantidades de UDP-Glc que se indican. Se procesó por e] método D y se mi
dió radioactividad en aiïcuotas de] extracto 1203.

tos de referencia.

E1 extracto 1203, obtenido en incubaciones con enzima de

X. campestris y en presencia de GDP-(l4C)manosa y UDP-glucosa,

fue analizado por cromatografía en pape] en soivente I (Fig.

45). En este sistema se observó 1a presencia de un pico prin

cipa] que migró cerca de] frente (Rf 0,8). Esta moviïidad, si

miiar a 1a de] AX3-PP-prenol (118) confirma 1a naturaleza li
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Figura 45: Análisis del extracto 1203 marcado en manosa. Extracto 1203

obtenido en las mismas condiciones de la Fig. 44, con 285 pMde UDP-Glc,

se cromatografió en solvente I. AX3-PP-prenol estandard fue obtenido como
se indica en la sección 3.10.

pidhn delcompuesto analizado.

Se observó además, un segundo pico en cantidad menor que

no migró. Esta posición descartó que este compuesto fuera de

carácter lipïdico.
Para estudiar la naturaleza de los compuestos solubles

en solvente 1203, se los sometió a hidrólisis ácida suave y

alcalina suave. Por el primero de los tratamientos mencionados

toda la radioactividad se convirtió en hidrosoluble, la cual

se analizó por cromatografía en papel en solvente I. Comose
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muestra en la Fig.46 A, se obtuvo un producto principal que

posee el mismocomportamiento cromatográfico que el trisacári

do AX3(es decir manosilcelobiosa). Por el segundo tratamien
to (cromatografia en solvente F) se obtuvo también principal

mente un compuesto, con la misma movilidad del éster ciclico

del AX3 (Fig.46 B)
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Figura 46: Cromatografía en papel de los productos de hidrólisis ácida

XLalcalina suave.Se preparó extracto 1203 en las mismas condiciones de la
Fig. 45 y se tomaron dos alicuotas“ Una de ellas se sometió a hidrólisis
ácida suave y los productos hidrosolubles se cromatografiaron en solvente
I (A). La restante alícuota se cromatografió directamente en solvente F

(B). AX3y AX3PCse obtuvieron como se indica en la sección 3.10.
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Estos resultados confirmaron la naturaleza lipidica del

principal compuesto soluble en solvente 1203 e indican además

que se trataría de un trisacárido difosfato lipido.

Comoera de esperar ambos tratamientos produjeron además

otros compuestos (Fig.46 A y B). Dos de ellos, que se despla

zaron aproximadamente 4 cm en ambas cromatografias correspon

den a derivados de un pentasacárido difosfato lipido, el cual

será objeto de un detallado análisis en la próxima sección

Se produjeron además otros dos compuestos, uno que no se des

plazó en crOmatografia en solvente I y el otro que lo hizo con

el frente en la cromatografía en solvente F. Estos productos

están relacionados c0n el compuesto que no migró en la croma

tografía en solvente I del extracto 1203 en la Fig.45, y serán
estudiados en la sección 5.9..

3.3.2. Estudio de la unión entre el trisacárido y la
porción lipidica

El principal producto obtenido por tratamiento alcalino

suave (cromatografía en solvente F, Fig.46 B) del extracto

1203 fue eluido y caracterizado comotrisacárido fosfato cicli

co por su movilidad electroforética en buffer G (idéntica al

AXPc, Fig.47 A) y por su insensibilidad a la fosfatasa alca
3

lina (Fig.47 B) a menos que fuera sometido previamente a una

hidrólisis ácida (HCl 0,1N, 10 min, 100°C) (Fig.47 C y D).



El compuesto neutro así obtenido tuvo el mismo comportamiento

cromatográfico en solvente I que el trisacárido obtenido por

hidrólisis ácida suave (Fig.47 E).

El compuesto neutro que aparece en la Fig.47 C se carac

terizó comotrisacárido libre. Su presencia es debida a que

el medio basico que produce el éster fosfórico cíclico, puede

en parte provocar la apertura del ciclo, y dar algo de oligo
sacárido-Z-P, el cual es sustrato de_la fosfatasa alcalina.

5.3.3. Obtención de trisacárido difosfato lipido marca
do con (14C)alucosa

Si la suposición era correcta, es decir el trisacárido

era manosilcelobiosa, se deberia poder obtener un compuesto

con las mismas propiedades pero con marca en glucosa. Con es

te fin, el preparado enzimático se incubó con UDP-(.4C)gluco

sa y GDP-manosa.El análisis de la radioactividad incorporada

en extracto 1203 muestra la presencia de un compuesto con las

mismas propiedades que el (14C-Man)trisacárido difosfato lipi

do, a juzgar por los resultados obtenidos por cromatografía

en solvente I del producto hidrosoluble de la hidrólisis áci

da suave (Fig.48 A), por cromatografía en solvente E del ex

tracto sin tratar (Fig.48 B) y por electroforesis del éster
fosfato ciclico derivado del tratamiento alcalino suave

(Fig.48 C).
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Figura 47: Caracterización del éster ciclico del trisacárido. Extracto
1203 obtenido a partir de GBP-(14€)Many UDP-Glc en las c0ndiciones de la
Fig. 45 se Cromatografió en solvente F. El único producto obtenido se elu
yó de dicha cromatografía, se dividió en cuatro alicuotas y se electrofo
retizó en buffer G luego de los siguientes tratamientos:

A. Sin tratar
B. Hidrólisis ácida (pH 1, 10 min, 100°C)
C. Fosfatasa alcalina (sección 3.7.1.)
D. Hidrólisis ácida (comoen B) + fosfatasa alcalina.
El producto neutro de D fue eluido y cromatografiado en papel
con solvente I (E).
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Estos resultados confirman que el trisacárido está forma

por glucosa y manosa. Decidimos entonces estudiar la sintesii

del trisacárido difosfato lipido utilizando celobiosa difosfa

to prenol como precursor.
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Figura 48: Análisis del producto obtenido con UDP-(14€)Glc y GDP-Man.Se
efectuó una'incubación estandard a 12°C durante 30 min, empleando 0,4 mg
de prot., 17 uM de UDP-(14€)Glc (AE: 196 Ci/mol) y 36 ¡JMde GBP-Man. Se
procesó por el método D y una alícuota del extracto 1203 se sometió a hi
drólisis ácida suave. El producto de la misma se cromatografió en papel
en solvente I (A). El resto del extracto 1203 se cromatografió en solven
te E (B). El producto de (B) se eluyó y se electroforetizó en buffer G (C).
AX3y AX3Pcse obtuvieron como se indica en la sección 3.13.
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5.3.4. Celobiosa difosfato prenol comoprecursor de
trisacárido difosfato prenol

Para estudiar si celobiosa difosfato prenol era precursor

de trisacárido difosfato lipido se efectuó una incubación en

dos etapas. En una primera incubación se sintetizó (14C)celo

biosa difosfato prenol y, luego de eliminar el exceso de

UDP-(14€)glucosa, se estudió la formación de productos en pre

sencia y en ausencia de GDP-manosa. Puede apreciarse en la

Fig.49 que (14€)celobiosa difosfato prenol acumulado en la

primera incubación (cuadro A), permaneció inalterado al rein

cubarlo sin ningún agregado (cuadro B), pero se transformó to

14C)celobiosa difosfato prenol al reincutalmente en manosil-(

barlo en presencia de GDP-manosa (cuadro C). Confirmando asi

que el celobiosa difosfato prenol era capaz de aceptar una

molécula de manosa, para formar manosilcelobiosa difosfato

prenol.

5.3.5. Estructura del trisacárido

5.3.5.1. Estudio de la unión manosa-celobiosa

En la estructura propuesta para el xantano (Fig.31, sec

ción 5.1.) la manosa interna está unida a carbono 3 de una glu

cosa. Se debia pues determinar si en el trisacárido obtenido
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Figura 49: Formaciónde trisacárído-PP-preno] aggartir de celobiosa-PP
-preno]. Se rea1izó una incubación en dos etapas según e] método F, en un

volúmen fina] de 0,21 m1 y en presencia de 17 pM de UDP-(14€)G1c (AE: 196

Ci/mol) y 3,3 mg de enzima. Luego de] lavado con buffer 1a resusoensíón
se dividió en tres alícuotas iguales. Una no se reíncubó (A). Otra se rein
cubó sin adiciones (B) y a la tercera se 1e agregó GDP-Man(36 pM) y se
reincubó junto con B (C). Ambasincubaciones se realizaron a 12°C durante

30 min. Los extractos 1203 se cromatografiaron en solvente E. CZPc y AX3PC
se obtuvieron como se indica en 1a sección 3.10.
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"in vitro“, 1a manosa estaba unida también a] carbono 3 de una

glucosa y además en cua] de ias giucosas de 1a ceiobiosa se

estabiecia 1a unión. Es decir se debia determinar si e] trisa

cárido unido ai iipido era linea] o ramificado. La importancia

de este dato estructura] radica en que su conocimiento daria

un primer indicio sobre cua] de ias dos unidades repetitivas

fisiológicas posibles (Fig.36, sección 5.2.) era la correcta.

Para iograr nuestro propósito se recurrió a] tratamiento

con periodato que ya se habia probado con éxito en ei estudio

de 1a estructura de] AX3(75). E1 procedimiento, resumido en
1a Fig.50, inVOIUCrasometer a tratamiento con periodato a1

trisacárido-1,2-fosfato ciciico marcadoen ambasgiucosas.

La giucosa reductora de] trisacárido se encuentra prote

gida dei ataque por periodato por 1a presencia de] fosfato ci

ciico y por estar e] carbono 4 invoiucrado en ia unión con 1a

otra glucosa. La giucosa no reductora se encontraría protegi
da de ia oxidación únicamente si 1a manosa se encuentra unida

a eiia en posición 1—+3(alternativa A), como ocurre en ei po

lisacárido. Por io tanto si la manosa está unida en posición

1-93 a ia glucosa no reductora de 1a ceiobiosa, formando un

trisacárido lineal, e] tratamiento con periodato sobre mano
14si1-( C)ceiobiosa-1,2-fosfato ciciico deberia dejar ia celo

biosa intacta. Por posterior hidróiisis con ácido y fosfatasa

aicaiina se deberia obtener (14€)ceiobiosa. En cualquier otro
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Figura 50: Esquema del procedimiento empleado para determinar 1a unión
manosa-celobiosa. Se señaian Ios productos que se deberian obtener en
función de 1as distintas alternativas.

caso, incluyendo una unión 1-»3 a 1a gïucosa reductora como

se propuso para 1a unidad repetitiva (120), e] tratamiento

compïeto deberia rendir (14€)giucosa, además de 105 productos

de oxidación que correspondan (aiternativa B). En ambos casos

la manosa se oxidaria, aunque los productos no se detectarian

debido a que e] azúcar no estaba marcado.

En 1a Fig.51 se observa e] perfil eïectroforético de]
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(14C-Glc)trisacárido fosfato cíclico utinado, sin tratar

(cuadro A) y después (cuadro B) del tratamiento con periodato,

comportándose este último como un solo compuesto, cargado y

de movilidad similar al trisacárido fosfato cíclico inicial.

Ambosmateriales se eluyeron y se trataron en medio ácido

(pH 1, 10 min, 100°C) condiciones que hidrolizan los productos

de oxidación de la manosa y abren el ciclo del fosfato pero

no rompen uniones glicosidicas; incubándose finalmente con fos

fatasa alcalina. Los productos se analizaron por cromatografía

en solvente I. Con el material sin tratar se observó, comoera

de esperar, el trisacárido libre (cuadro C). En cambio en el

material tratado con periodato solo se observó celobiosa (cua

dro D).

Dos conclusiones importantes se pueden inferir de este
resultado:

1°. El trisacárido es lineal, es decir la manosaestá

unida a la glucosa no reductora de la celobiosa, y

2°. La manosa está unida en posición 1-93 a dicha glucosa.

5.3.5.2. Configuración anomérica de la manosa en
manosil-celobiosa.

Con el objeto de determinar la configuración anomérica
. A . ,14de la manosa, el trisacarido marcado con l C)manosa fue some
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Figura 51: Unión de 1a manosa a 1a glucosa en e] manosiiceiobiosa difosfa
to preno]. ManosiI-(ÏïC)celobiosa-1,2-P-cic1ico obtenido comose indica
en 1a Fig. 48 cuadro C se dividió en dos alícuotas. Una de las mismas se
electroforetizó ta] cua] en buffer G (A). La otra se eïectroforetizó en
e] mismo buffer 1uego de] tratamiento c0n IO' (sección 3.5.7) (B). Después
de eluidos ios compuestos radioactivos de A y B se hidrolizaron con HC]
0,1N durante 10 min a 100°C, se incubaron con fosfatasa aïcaiina (sección
3.7.1.) y se cromatografiaron en papel en solvente I (cuadros C y D respec
tivamente).
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tido a la acción de una cx-manosidasa, libre de fl-manosidasa.
Bajo las condiciones descriptas en materiales y métodos prac

ticamente todo el (14

(14

C)manosil-celobiosa fue convertido en

C)manosa en 8 h de incubación (Fig.52); en cambio el p-ni

trofenil-manósido no fue hidrolizado en las mismas condiciones.
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(14Figura 52: Tratamiento con cx-manosidasa de C)manosil-celobiosa. (14€)
manosil-celobiosa se obtuvo por hidrólisis ácida suave y cromatografía en
solvente I como se detalla en la Fig. 46 cuadro A. Aproximadamente 2500

.cpmdel trisacárido se trataron con «x-manosidasa (sección 3.7.2.) y los
productos se cromatografiaron en solvente I (A). Otras 2500 cpm se trata
ron de idéntica manera salvo que la enzima se agregó luego de inactivar
la incubación (B).
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En resumen en este capítulo ha quedado demostrado que

preparados enzimáticos de Xanthomonas campestris son capaces

de incorporar manosasobre ceïobiosa difosfato preno], utiïi

zando GDP-manosa como dador. Se demostró también que la mano

sa está unida a1 carbono 3 de 1a gïucosa no reductora de 1a

ceïobíosa, y que su configuración es 1x. La ecuación de sínte

sis de] trisacárido puede entonces representarse así:

celobíosa-PP-prenoï + GDP-Man-—9

—-> OC-manosí1-1,3-ce10b105a-PP-preno] + [GDP]

Una reacción simiïar se demostró en 1a formación de

fi-manosi1-1,3—celobiosa dífosfato preno] empleando el siste
ma de A. xxlinum (75,118).
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U1 4:. Obtención de 1a unidad repetitiva

asociada a un lípido difosfato

5.4.1. Generalidades

Comoya se mencionó 1a estructura de] xantano está com

puesta por giucosa, manosa y ácido glucurónico (ver Fig.31,

sección 5.1.). En los capituios precedentes se ha descripto

los iipido-azücares encontrados en incubaciones en presencia

de UDP-glucosa y de UDP-glucosa y GDP-manosa. Por lo tanto y

con ia finaiidad de obtener "in vitro” 1a unidad reaetitiva

asociada a un lipido difosfato se incubó e] preparado enzimá

tico utilizado en ios casos anteriores, en presencia de los

tres nucieótidos simultaneamente, con uno de elios radioacti

vo (tabla 11). En ios tres casos se observó incorporación de

radioactividad en extracto 1203, e] Cual fue analizado como

se detalïa más abajo.



Tabla 11: Incorporación de (14C)hexosa a material liposoluble
en presencia de UDP-Glc, GDP-Man y UDP-GlcUA.

Nucleótido-azücares Incorporación de radioacti
presentes en la incubación vidad en extracto 1203

(pmoles)

UDP-(14C)Glc, GDP-Man, UDP-GlcUA 57

UDP-Glc, GDP-(14C)Man, UDP-GlcUA 114

UDP-Glc, GDP-Man, UDP-(14€)GlcUA 52

Se efectuaron incubaciones estandard con 0,4 mg de prot. y donde se indi

ca 15,7 pM de UDP-(14€)Glc (AE: 196 Ci/mol), 15,7 pM de GDP-(14C)Man

(AE: 216 Ci/mol), 21 uM de UDP-(14C)GlcUA (AE: 268 Ci/mol), 285 FM de

UDP-Glc, 142 pM de GDP-Man ó 285 pM de UDP-GlcUA. Se incubó durante 30 min

a 20°C y se procedió según el método D.

5.4.2. Análisis del material liposoluble obtenido

5.4.2.1. Hidrólisis ácida y alcalina suave

El resultado del análisis del material extraído en solven

te 1203 resultó ser idéntico para los tres casos presentados

en la tabla 11. Con el objeto de no repetir resultados se da

rán aquellos obtenidos en el caso de la incubación realizada

con UDP-glucurónico radioactivo. Dicho material se analizó por
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diversos criterios:

Sometido a electroforesis en buffer G no se movió de su

lugar de siembra (Fig.53 A), una propiedad caracteristica de

los lipido-azücares, descartando contaminaciones con azúcares
libres o sus ésteres fosfóricos.

Por hidrólisis ácida suave y posterior electroforesis en

buffer G (Fig.53 B) migró, a diferencia del compuesto original

con una movilidad de R 0,6:UMP'

Por cromatografía en solvente alcalino se obtuvo un solo

compuesto de Rf: 0,25 (Fig.53 C), que eluido y sometido a elec

troforesis (Fig.53 D) migró a diferencia del compuesto origi

nal y del producto de hidrólisis ácida suave con un RUMP:1,0
1,1. Esta labilidad al medio alcalino sugirió la presencia de

una unión difosfato entre el lipido y el azúcar.

Estos resultados son compatibles con un compuesto donde

un prenol está unido a la cadena de azúcares mediante un puen

te difosfato. Por razones de simplicidad en adelante al compues

to total se lo denominará pentasacárido-PP-lipido (PS-PP-lipi

do), al oligosacárido libre pentasacárido (PS) y al derivado

fosfato cíclico pentasacárido fosfato ciclico (PSPc).
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Figura 53: Propiedades de] materia] solubie en solvente 1203. La radioac
tividad incorporada en extracto 1203 obtenido en las condiciones de Ia ta

'11

bla 11 (con UDP-(L"'C)GlcUA)se analizó por los siguientes criterios:

: Eiectroforesis en buffer G

: Electroforesis en buffer G de] producto de hidróh’sis ácida suave
: Cromatografía en soivente F
: Electroforesis en buffer G del compuesto eïuido de C.DOCE)
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5.4.2.2. Cromatografía en columna de DEAE-celulosa

El extracto 1203 obtenido c0n marca en ácido (14C)glucu

rónico fue cromatografiado en una columna de DEAE-celulosa

equilibrada con CH30H99%, utilizando como eluyente un gradien

te de AcONH4.Del análisis del prefil cromatográfico, mostra
do en la Fig.54, surge que no hay ningún compuesto neutro y

que existen, además, tres compuestos cargados diferentes que

se eluyen con AcONH40,6-O,7 M (compuesto III), con 0,9-1,0 M

(compuesto IV) y con 1,0-1,1 M (compuesto V). Estos resultados

no concordaban con el análisis del material extraido en solven

te 1203 mostrado en la Fig.53, que indicaba la presencia de

un solo compuesto. Es posible que el compuesto [II haya pasa

do desapercibido debido a su pequeña cantidad, pero no pudo

ocurrir lo mismo con uno de los otros dos compuestos. Con el

objeto de simplificar esta exposición diremos que el compues

to III era "lipido glucurónico", y los estudios realizados so
bre el mismo se darán en la sección 5.9.. A su vez el compues

to V resultó ser piruvil-pentasacárido-PP-lipido, cuyo análi

sis y propiedades se comentarán en la sección 5.8.1.. La pre

sencia de este compuesto fue justificada debido a que se uti

lizó un preparado enzimático distinto al utilizado en la sec

ción anterior y que posteriormente comprobamos contenía un da

dor endógeno de grupos piruvato (sección 5.8.1.3., Fig.74).

Nos ocuparemos por ahora del análisis del compuesto IV
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Figura S4: Cromatografía en columna de DEAE-celulosa. Se preparó extracto
1203 como se describe en la tabla 11 (con UDP-(14€)GlcUA). Aproximadamen

te 28.900 cpm de dicho extracto se cromatografiaron en una columna de
DEAE-celulosa (sección 3.8.1.1.). Alïcuotas de 0,25 ml de cada fracción
se contaron para radioactividad.

que reveló poseía las siguientes propiedades: el producto de

hidrólisis ácida suave migró en electroforesis en buffer G c0mo

un único compuesto de R 0,6; por Cromatografía en solvenUMP‘

te F se obtuvo también un único compuesto de Rf: 0,25, que
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eluido y sometido a electroforesis en buffer G migró con un

RUMP:1 (Datos no mostrados). Es decir que el material anali
zado en la sección anterior y el compuesto IV son la misma en

tidad, o expresado de otra manera pentasacárido-PP-lipido se

eluye en columna de DEAE-celulosa con acetato de amonio 0,9-1,0

En lo que sigue se trabajó con el preparado enzimático que solo

formaba compuesto IV.

5.4.3. Obtención de pentasacárido difosfato prenol a par
tir de celobiosa difosfato prenol.

En la sección 5.2. fue descripto que al incubar células

(14de X.campestris a 12°C en presencia de UDP- C)glucosa se for

ma (14C)celobiosa difosfato prenol. Este hecho fue aprovecha

do para acumular este compuesto y utilizarlo como sustrato,

luego de haber eliminado el exceso de nucleótido. La finalidad

de este experimento era la posibilidad de obtener pentasacári

do-PP-lipido a partir de Celobiosa-PP-prenol, empleando nueva

mente la técnica de incubar en dos etapas. La segunda incuba

ción se realizó también a 12°C, pues esta temperatura no afec

ta la sintesis de pentasacárido-PP-lipido, comose mostrará

en la tabla 13, sección 5.4.4.1.

Los resultados mostraron (tabla 12) que la cantidad de
a .1'C)glucosa incorporada a extracto 1203 durante la primera(

incubación (alícuota A) permaneció constante cuando la segun
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da incubación se efectuó sin agregados (alícuota B), o cuando

durante 1a misma seagregó UDP-glucurónico (aïicuota D). En cam

bio, cuando en 1a incubación se agregó GDP-manosa(aiicuota C)

o GDP-manosay UDP-giucurónico (alícuota E) se observó una dis

minución del orden de] 30-40%.

Tabia 12: Biosintesis de pentasacárido-PP-iipido

Agregados en 1a (14C)Gic incorporado
Aiicuota reincubación en extracto 1203

(pmoies)

A No reincubado 36

B Nada 34

C GDP-Man 22

D UDP-GicUA 36

E UDP-GlcUA + GDP-Man 26

Se reaiizó una incubación estandard en un volúmen Fina] de 0,35 m1, en

presencia de UDP-(14€)Gic (AE: 196 Ci/mol) y de 1,8 mg de prot., a 12°C

durante 30 min. Se procesó por e] método F y ias céiuias iavadas se divi
dieron en 5 aiicuotas. Donde se indica se agregó UDP-GicUA(285 uM) y/o

GDP-Man(285 pM). Se reincubó a 12°C durante 30 min. Una aiicuota (A) no
se reincubó.
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Si en lugar de realizar la segunda incubación a 12°C se

efectúa a 20°C, las disminuciones en la incorporación de radio

actividad en el caso de las alícuotas C y E se incrementan. Es

te hecho, tanto cuando se reincuba a 12°C como a 20°C, se debe

en el caso de la alícuota E a que el producto formado en presen

cia de GDP-manosay UDP-glucurónico es convertido en polisacá

rido, comose mostrará en la sección 5.7.2.2., tablas 18 y 19.

En el caso de la alícuota C, la-causa de la disminución no es

tan clara, pero se justificó en primera instancia debido a la

presencia de UDP-glucurónico en el preparado enzimática (ver

loanálisis del extracto 1203 correspondiente en Fig.55 C)

cual determinaría que en algún grado se forme el mismo compues

to que en el caso de la alícuota E, con la consiguiente polime
rización.

rn l análisis por cromatografía en papel en solvente F

(Fig.55) reveló que el extracto 1203 estaba compuesto por celo

biosa difosfato prenol en las alícuotas A (cuadro A), B (cua

ro B) y D (cuadro D). En el caso de la alícuota E, el celobio

sa difosfato Drenol acumulado en la primera etapa fue transfor

mado completamente en presencia de GDP-manosa y UDP-glucuróni

co en pentasacárido-9P-prenol (cuadro E). Finalmente en el ca

so de la alícuota C, el extracto estaba compuesto por una mez

cla de trisacárido y pentasacárido-PP-prenol (cuadro C), cuya

formación puede ser iusti icada si se acepta la presencia de

un dadOr endógeno de ácido glucurónico.
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Figura 55: Obtención de pentasacárido-PP-preno] a partir de (14€)ceïobiosa
:BE:2:É291. Los extractos 1203 obtenidos c0mo se indica en la tabïa 12 se
Cromatografíaron en solvente F. La letra de cada cuadro se corresponde con
aquelïa de cada alícuota de 1a tabïa 12. C2Pc y AX3Pcfueron obtenidos co
mo se indica en 1a sección 3.10., PSPc, marcado en ácido glucuróníco, se
obtuvo como se indica en 1a Fíg. 53 C.



—174—

A partir de estos datos se puede concluir entonces que

celobiosa difosfato preno] es un precursor de pentasacárido

-PP-1ïpido. Ademáscuando el lípido disacárido fue incubado en

presencia de GDP-manosaformó manosilceiobiosa difosfato lípi

do (Fig.55, cuadro C) como era de esperar, pero cuando además

de GDP-manosase agregó UDP-giucurónico todo e] ceiobiosa difos

fato preno] se transformó en pentasacárido-PP-iipido (Fig.55 E),

lo que indicaria que e] iipido'trisacárido también es un precur

sor en 1a formación de pentasacárido-PP-lipido, comoera de es

perar. Esta suposición fue posteriormente confirmada.

5.4.4. Condiciones de obtención

Con e] objeto de disponer de cantidades grandes de

pentasacárido-PP-iipido para poder estudiarlo se reaiizaron in

cubaciones variando e] tiempo y 1a temperatura de las mismas,

como así también las concentraciones de sustrato, de enzima y

de magnesio.

5.4.4.1. Efecto de 1a temperatura de incubación

E1 efecto de la temperatura de incubación sobre 1a sinte

sis de pentasacárido-PP-iipido puede observarse en 1a tabla 13.

Teniendo en cuenta 1a dependencia de 1a formación de] polisacá

rido con la temperatura (ya menciOnados en la sección 5.1. ta
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bla 8, y que se repiten en la tabia 13 para mejor comprensión)

se encuentra que 20°C es 1a temperatura óptima de incubación

para sintetizar tanto pentasacárido-PP-lipido comopoïisacári

do, pero mientras que 1a sintesis de] primero no se modifica

a 12°C, si lo hace 1a de] polisacárido.

Tabla 13: Efecto de 1a temperatura de incubación sobre 1a
sintesis de pentasacárido difosfato iipido y poiisacárido

Temperatura de Incorporación de (14C)GlcUA en:
incubación extracto 1203 poiisacárido*

(°C) (pmoies)

12 16 12

20 16 29

30 10 3

Se efectuaron incubaciones estandard con 0,2 mg de prot. a las temperaturas

indicadas, durante 30 min, en presencia de 285 pMde UDP-Gic, 28,5 uM de

GDP-Many 21,4 pM de UDP-(14€)GicUA (AE: 268 Ci/moi). Las incubaciones fue
ron procesadas según e] método D.
* Datos tomados de tabïa 8.

5.4.4.2. Curva de tiempo

Se efectuó una curva de tiempo a 12°C, como se indica en

1a Fig.56. Se observa que pentasacárido-PP-iipido alcanza un
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Figura 56: Formación de pentasacárido-PP-iipido en función dei tiempo de
incubación. Cada punto de la figura corresponde a una incubación estandard
empleando 1,1 mg de prot. y reaiizada a 12°C durante los tiempos indicados,

en presencia de 285 pM de GDP-Man, 285 pM de UDP-G]cUA y 17,1 pM de

UDP-(14

Los extractos 1203 fueron cromatografiados en soivente F. E1 área correspon
C)G]c (AE: 196 Ci/mol). Se procesaron ias mismas según e] método D.

diente a PSPc (Rf 0,25) fue cortada, contada y el vaior encontrado fue asig
nado a PS-PP-lipido. E1 polisacárido se midió como se indica en la sección
3.4.1.1..

máximo a los 20-30 min de incubación, y que iuego decae. En

contraposición 1a formación de polisacárido, que no es óptima

a 12°C, aumenta continuamente en todo e] rango de tiempo estu
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diado, sugiriendo una relación precursor-producto.

5.4.4.3. Concentración de sustratos

En 1a sección 5.3. se mostró que 1a incorporación de mano

sa en e] trisacárido difosfato iipido alcanza una meseta en

presencia de 285 uMde UDP-glucosa, valor que fue tomado como

óptimo para 1a sintesis de peñtasacárido-PP-iipido. Se estudió

entonces e] efecto de 1a concentración de UDP-glucurónico sobre

1a sintesis de PS-PP-Iipido, en presencia de una cantidad con

siderada razonablemente eievada de GDP-manosa (285 pM). Los da

tos obtenidos, que se muestran en 1a tabla 14, indican que en

e] rango de concentraciones estudiado no existe una diferencia

significativa en 1a sintesis de] iipido intermediario.
Un resultado simiiar a1 descripto se encontró a1 estudiar

1a dependencia de la formación de PS-PP-iipido con 1a concentra

ción de GDP-manosa. En incubaciones realizadas en presencia de

285 pM de UDP-glucosa, 21,4 ¡JMde UDP-(14€)giucurónico y

GDP-manosa entre 14,2 y 570 pM no se observaron variaciones de

importancia en la formación de] iipido intermediario.
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Tabïa 14: Efecto de la concentración de UDP-GlcUAsobre 1a
sintesis de PS-PP-lipido.

UDP-GicUAen 1a Incorporación de (14C)GICUA
incubación en PS-PP-1ípido

(PM) (pmoïes)

14,2 36

35,5 40

71 41

142 44

14Se obtuvo PS-PP-iipido marcado en ( C)GlcUAen condiciones estandard, uti

lizando 0,44 mg de prot. Se incubó a 12°C durante 30 min, en presencia de

285 FM de UDP-Gic, 285 uM de GDP-Man y 14,2 uM de UDP-(14€)GICUA no radio

activo para compïetar ias cantidades que se indican en cada caso. Las incu
baciones se procesaron por e] método D y ios extractos 1203 fueron cromato
grafiados en papel en soivente F. E1 área correspondiente a PSPc (Rf 0,25)
fue cortada y contada. E1 valor encontrado fue asignado a PS-PP-Iipido.

5.4.4.4. Concentración de enzimas

Utilizando las concentraciones de sustratos encontradas

se hizo una curva de formación de pentasacárido-PP-iipido en

función de 1a concentración de proteinas presentes en 1a incu

bación (Fig.57). Se encontró una reiación linea] entre el pro

ducto formado y 1a concentración de proteinas utiiizada hasta

500-600 pg aproximadamente. Para valores de proteinas mayores
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de los señalados 1a formación de] compuesto deja de ser linea].

Una probable interpretación de estos resuitados es que para di

chas concentraciones de enzimas y aceptores endógenos comienzan

a ser iimitantes los sustratos agregados.

K.

(“Ci-GICUAncorpomdoenexlmclo1203lpmol)

S8 lI \

Proteína (mg!

Figura 57: Curva de concentración de enzimas. Cada punto de 1a figura co
rresponde a una incubación estandard realizada a 12°C durante 30 min con

Ia cantidad de proteina que se indica y en presencia de 285 FMde UDP-Gic,

142 uM de GDP-Many 17,1 FM de UDP-(14C)GÏCUA (AE: 268 Ci/moi). Las incuba
ciones se procesaron por el método D.

5.4.4.5. Dependencia de ia concentración de Mg++

En ia Fig.58 se observa que 1a sintesis de pentasacárido

-PP-iípido depende de ia presencia de Mg++en ei medio de incu
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bación. En ausencia de] catión no hay formación de] iipido oli

gosacárido, mientras que con una concentración de 6 mMse lie

ga a una meseta, que no se modifica hasta 12 mM(máximo vaïor

estudiado). Asimismose midió 1a formación de polisacárido,

observándose una velocidad máximade sintesis con una concentra

ción de 6 mMde] catión.
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Figura 58: Efecto de] Mg++en 1a formación de PS-PP-ijgido y poiisacárido.
Se realizaron incubaciones estandard a 12°C con ias concentraciones de
Mg + que se indican y en presencia de 17,1 yM de UDP-(14€)G1c, 214 pM de
GDP-Many 21,4 pM de UDP-GicUA. Luego de 30 min se procesaron por el méto
do D y alicuotas de] extracto 1203 se contaron para radioactividad. La
incorporación de radioactividad a] polisacárido se efectuó comose indica
en la sección 3.4.1.1..
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5.4.5. Tamañodel oligosacárido

Una cuestión importante a determinar era el número de ma

nosas que componíanel oligosacárido obtenido por hidrólisis

ácida suave. Para este fin se recurrió también a dos oligosa

cáridos producidos por A. xylinum, fundamentalmente por la si

militud estructura] de esos compuestos con la unidad repetiti

va del xantano. Los oligosacáridos de referencia son el tetra

sacárido AX4y hexasacárido AX6(sección 2.1.1. y Fig.26). Lue
go de electroforesis en papel en buffer G el oligosacárido PS

proveniente de X. campestris migró ligeramente menos (RUMP:0,6)

que el tetrasacárido AX4(R 0,7), pero más que el hexasacáUMP‘

rido AX6(R 0,5) (Fig.59 A, B y C respectivamente). SimilarUMP'

mente sometido a cromatografía en papel con solvente I o con

solvente 0 el oligosacárido PS se desplazó menos que el AX4,

pero más que el AX6 (Fig.59 D, E y F en solvente I y G, H e I

en solvente O).

Estos resultados indican que el oligosacárido PS se compor

ta tanto por su migración electroforética comopor su movilidad

cromatográfica como un pentasacárido, que posee una carga nega

tiva debido a la presencia de ácido glucurónico en su estructu
ra.
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Figura 59: Cromatografía en oapel del pentasacáridof El oligosacárido PS
se obtuvo como se indica en la Fíg. 53 B y se sometió a eleCtroforesis en
buffer G (A), ó a cromatografía en solvente l (D) ó en solvente 0 (G). Se
muestran los radiocromatogramas correspondientes a AX4y AX5en los tres
sistemas (B y C en buffer G, E y F en solvente I y H e I en solvente O).
AX4y AX6se obtuvieron como se indica en la sección 3.10..
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S.4.6. Estructura de] pentasacárido

5.4.6.1. Generaiidades

E1 estudio de 1a estructura de 1a unidad repetitiva dei

xantano fue realizada, comose mencionó anteriormente, por e]

grupo de Lindberg (120) y confirmada por e] grupo de Meitcn

y colaboradores (121). C0ne] objeto de comparar 1a estruci:r

del pentasacárido PS asociado a] lipido con la unidad repei-ti

va propuesta para e] polisacárido se efectuaron los estudia:

siguientes.
Nuestro objetivo estaba ya iogrado en parte con los datos

obtenidos en e] estudio de] proceso de 1a biosintesis de] pen

tasacárido-PP—1ïpido, descriptos en ios capituios precedentes

y e] resto se obtuvo sometiendo a] pentasacárido a métodos de

gradativos. Asi 1a presencia de 1a estructura de 1a celobiosa

y de (x-manosi1-1,3-ce10biosa en e] pentasacárido se dió por

aceptada desde e] momentoen que pudo obtenerse e] pentasacári

do a partir de celobiosa-PP-preno] y Ct-manosii-l,3-ce10biosa

—PP-prenol (secciones 5.4.3. y 5.7.2 2. (Tabia 19) respectiva

mente). Lo que se va a demostrar en ias secciones siguientes

es que en e] pentasacárido e] ácido glucurónico está unido al

carbono 2 de un residuo manosa y que a su vez dicho ácido tie

ne su carbono 4 sustituido por otro residuo manosa.
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5.4.6.2. Aislamiento y caracterización de
glucuronil-manosa.

Por los estudios llevados a cabo en el laboratorio, utili

zando la bacteria A. leinum, sabiamos que el disacárido

fl -glucuronil-1,6-manosa se puede obtener por hidrólisis ácida

parcial de los oligosacáridos AX4ó AX6, pues la unión aldobiu
rónica es resistente a la hidrólisis ácida. Dichooligosacári

do posee una movilidad electroforética de RUMP:0,9 en buffer
G (sección 4.2.4.1.). Aprovechandoestos conocimientos se tra

tó de aislar el disacárido glucuronilémanosa por hidrólisis á

cida parcial y posterior electroforesis, a partir del pentasa
cárido marcado en la manosa ó de pentasacárido marcado en el

ácido glucurónico. En el primer caso (Fig.60 A) se obtuvo un

gran producto neutro, que cromatografió como manosa en solven

te H y dos productos cargados (1 y 2). A su vez en el segundo

caso (Figpo B) también se obtuvo un compuesto neutro y tres com

puestos cargados (1', 2' y 3'). El compuesto neutro tuvo el mis

mo commmwamientocromatográfico en solvente I que la lactona

del ácido glucurónico; los compuestos 1, 1' y 2' no fueron ana

lizados en detalle. Los productos 2 y 3' que muestran la mismu

movilidad por esta técnica (RUMP:0,9), poseen también el mis
mo comportamiento cromatográfico en solvente I (Fig.6O C y D

respectivamente). Sometidos a la acción de una fi-qfiucuronida
sa el compuesto 2 fue degragado totalmente a (14€)manosa mien
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Figura 60: Obtención y caracterización de glucuronil-manosa. Se preparó
PS-PP-lipido marcado en (14C)Man ó en (14C)GlcUA como se describe en la
tabla 11 (sección 5.4.1.) lineas 2 y 3 respectivamente. Los pentasacáridos
correspondientes, aislados por hidrólisis ácida suave y posterior electro
foresis en buffer G, se sometieron a hidrólisis ácida parcial (sección
3.5.2. b) durante 1 h y los productos se electroforetizaron en buffer G
(A y B). Los picos de RUMp:0,9 (2 y 3') se eluyeron y cromatografiaron
con solvente I (C y D) ó se trataron con 5 -glucuronidasa (sección 3.7.3.)
y sus productos se cromatografiaron con solvente I (E y F).
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tras que e] compuesto 3' fue degradado totalmente a ácido

(14€)glucurónico (Fig.60 E y F respectivamente). Estos datos

¡son consistentes con que e] compuesto 2 es P-—g]ucuroni1
(14C)manosa y el compuesto 3' es (14 C) fi-giucuronil-manosa,
demostrando asi que en e] pentasacárido 1a manosa está susti

tuida por un residuo de ácido giucurónico.

5.4.6.3. Permetiiación del pentasacárido marcado
en (14C)manosa

Habiéndose determinado que en e] pentasacárido existe una

manosa sustituida por un residuo de ácido giucurónico restaba

confirmar que e] carbOno de la manosa involucrado en dicha

unión era el 2, como fue propuesto para ei xantano (120,121).

E1 procedimiento elegido para lograr este propósito fue 1a per

metiiación. Empleandoesta técnica sobre el pentasacárido obte

nido con marca en manosa deberiamos obtener 3,4,6-tri-Me-mano

sa. Además deberia formarse tetra-Me-manosa 10 que nos permiti

ria confirmar que en e] pentasacárido obtenido "in vitro" e]
azúcar del extremo no reductor es una manosa.

Los resultados obtenidos (Fig.61) mostraron que se formaron

los dos derivados esperados: el 3,4,6-tri-Me-manosa y e] 2,3,

4,6-tetra-Me-manosa en relación prácticamente equimolar, confir

mando de esta manera que en e] pentasacárido 1a manosa posee
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un sustituyente en e] carbono 2 y que e] azúcar del extremo no

reductor es una manosa.
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Figura 61: Cromatografía en piaca deigada de los productos de (14C-Man)
Eentasacárido. Se preparo'PS marcado en (THC)Mancomo se describe en Ta
tabia 11 iinea 2. E1 pentasacárido, aislado por hidróiisis ácida suave y
posterior electroforesis en buffer G, se sometió a permetiiación (sección
3.5.12.). E1 producto obtenido se hidroiizó comose deSCribe en 1a sección
3.5.12.2. y los productos se crOmatografiaron en placa delgada con solven
te S.

Las flechas indican 1a posición de los estandard:
l: 2,3,4,5-tetra-Me-Man; 2: 2,3,4-tri-Me-Man; 3: 3,4,6-tri-Me-Man.
2,3,6- y 2,4,6-tri-Me-Wan se desplazan en este sistema cromatográfi

co entre ios derivados 1 y 2 (154).

Los estandard 2 y 3 fueron cedidos gentiimente por D. Mendeizon y G.
Lederkremer respectivamente .
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5.4.6.4. E1 ácido giucurónico de] pentasacárido
está sustituido en posición 4

En 1a estructura propuesta para el xantano e] ácido glucu

rónico está sustituido por un residuo manosa en e] carbono 4.

Si esto fuera váïido para e] pentasacárido obtenido "in vitro",

preparando PS marcado en ácido glucurónido y reduciendo su gru

po carboxiio a un alcoho] deberia 1iberarse (14C)eritritoi 1ue

go de una degradación de Smith.

Con ese objeto se aisió el pentasacárido (Fig. 62 A) y se

lo redujo por el método de Tayior y Conrad (sección 3.5.10.)

(Fig.62 B). E1 compuesto neutro asi obtenido fue sometido a una

degradación de Smith, identificándose (14€)eritrit01 comoúni

co producto (Fig.62 C). Estos resultados indican que también

en e] pentasacárido unido a1 Iipido e] ácido glucurónico está

sustituido en e] carbono 4, comoocurre en e] polisacárido.

5.4.6.5. Permetilación del pentasacárido marcado
en (14€)91ucosa.

Cuando se analizó 1a estructura de] trisacárido cx-mano

sii-celobiosa se encontró que era lineal (sección 5.3.5.). Es
te dato estructura] era importante pues nos permitía descartar

una de las dos unidades repetitivas fisiológicas posibles pian

teadas para el xantano (Fig.36, sección 5.2.).



-189

10

N
IQ 0

x

8 30
32
.2

E
.9 0 l l I

E3 Glc Entntol GUcerol t:m 10% _ _ _

0r
L 1 l l

O 10 20 30

Distancia (cm)

Figura 62: Reducción de] gruoo -CO0Hdel pentasacárido y posterior degrada
14

ción de Smith. Se preparó ( C-G]cUA)PSpor hidrólisis ácida suave de un
extracto 1203 obtenido comoen ia tabia 11, linea 3 (sección 5.4.1.). E1
producto de 1a hidróiisis se eiectroforetizó en buffer G (A) y e] PS

(RUMP:

Los productos se electroforetizaron en e] mismobuffer (cuadro B), y el
0,6) fue reducido por e] método de Taylor y Conrad (sección 3.5.l0.).

compuesto neutro se sometió a una degradación de Smith (sección 3.5.8.),
cromatografiándose sus productos en solvente H.
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Con 1a finalidad de confirmar que 1a unidad repetitiva

linea] y no 1a ramificada, era 1a correcta, se reaïizó 1a per

metilación de] pentasacárido marcado en glucosa. Con esta téc

nica 1a unidad repetitiva linea] deberia rendir dos trimeti]de—

rivados: 2,3,6- y 2,4,6-tri-Me-(14C)glucosa. En cambio 1a uni

dad repetitiva ramificada rendiria un tetra y un dimeti] deri

vado: 2,3,4,6- y 2,6-di-Me-(14 C)g]ucosa.

La permeti1ación de] pentasacárido marcado en gïucosa

(Fig.63) mostró que solo se formaron 105 dos trimetilderivados

correspondientes a 1a unidad repetitiva Iineal. Estos resulta

dos, reunidos con los obtenidos sobre e] trisacárido nos permi

ten concïuir sin 1ugar a dudas que 1a unidad repetitiva fisio

lógica del xantano es 1a iineal.

En resumen en este capitulo se demostró que preparados en

zimáticos de X. campestris forman en presencia de UDP-glucosa,

GDP-manosay UDP-glucurónico pentasacárido difosfato prenol.

Se demostró también que celobiosa difosfato prenol es un pre

cursor de dicho compuesto. Se confirmó además que la estructu

ra de] pentasacárido es 1a misma que 1a propuesta para 1a uni

dad repetitiva de] xantano (120,121), encontrándose que 1a uni

dad repetitiva fisiológica es la 1inea1.
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Figura 63: Cromatografía en placa delgada de los productos de permetilación
14C-Glc)pentasacárido. Se preparó PS marcado en (14C)Glc como se descride (

El pentasacárido, aislado porbe en la tabla 11 linea 1 (sección 5.4.1.).

hidrólisis ácida suave y posterior electroforesis en buffer G (RUMP:0,6),
se sometió a permetilación (sección 3.5.12.1.). Luegode la hidrólisis áci
da, los productos se cromatografiaron en placa delgada con solvente R.

Las flechas indican la posición de los estandard:

1: 2,3,4,6-tetra-Me-Glc; 2: 2,3,6-tri-Me-Glc; 3: 2,3,4-tri-Me
—Glc; 4: 2,6-di-Me-Glc.

2,4,6-tri-Me-Glc se desplaza en este sistema cromatográfico en

tre los estandard 2 y 3; en cambio 3,4,6-tri-Me-Glc lo hace entre los deri

vados 3 y 4 (154)
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5.5. Transferencia de giucosa-l-fosfato
a1 fosfato preno] endógeno

En 1a sección 5.2. se ha visto que e] primer azúcar incor

porado a un lípido endógeno es 1a giucosa, formando celobiosa

difosfato preno]. Sin embargo no pudo detectarse en ios experi

mentos realizados, 1a presencia de glucosa difosfato preno].

Este compuesto debe ser un intermediario obligado en 1a biosin

tesis de celobiosa-PP-prenol, comoquedó ciaramente demostrado

en el sistema de A. xxlinum (75,118).

Comola formación de glucosa-PP-prenol involucra la trans

ferencia de g]ucosa—1—fosfato a un preno] fosforilado endógeno,

se decidió emplear entonces (fl-32P)UDP-giucosa comonucleóti
do dador.

Por otra parte en 1a sección 5.4.2. se describieron resul

tados que indican que e] pentasacárido está unido a1 preno] por

un puente pirofosfato. Se Iïegó a esta conciusión por análisis

de ios productos de hidróiisis ácida suave e hidróiisis aicali

na suave de] pentasacárido difosfato lípido. Además1a presen

cia de] grupo pirofosfato fue estabiecida por ios mismos méto

dos en los precursores de] mencionado compuesto (secciones

5.2.2.2. y 5.3.2.).
Entonces con e] objeto de aclarar 1a biosintesis de ceio

biosa difosfato prenoi y confirmar e] tipo de unión entre los

distintos oligosacáridos y 1a porción iipidica se efectuaron
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ensayos en condiciones estandard en presencia de (fi-—32P)UDP
-glucosa solo, o junto con GDP-manosa, o junto con GDP-manosa

y UDP-glucurónico. Los extractos 1203 correspondientes a las

tres incubaciones fueron analizados sometiendo a electrofore

sis los productos de degradación alcalina.

Conel objeto de simplificar la exposición, a los deri

vados ciclicos obtenidos por este método, se los denominará

con el nombre del lipido-azücar respectivo. Los resultados

indicaron que en presencia de ( P-32P)UDP-glucosa como ú T.n
nucleótido se formó principalmente celobiosa-(32P)difosfa?;

lipido (Fig.64 A), confirmando que la primer reacción es la

transferencia de glucosa-l-P a un aceptor endógeno, probable»
32mente un prenol fosfato, para formar glucosa- P-P-prenol.

Este compuesto, a su vez acepta una molécula de glucosa a par

32P-P-prenol, que fuetir de UDP-glucosa para formar celobiosa

el compuesto detectado.

Por otra parte cuando en la mezcla de incubación se agre

gó GDP-manosa, se formó además manosilcelobiosa (32P)difosfa

to lipido (Fig.64 B). Finalmente al agregarse GDP-manosay

UDP-glucurónico el principal producto formado fue pentasacári

do (32 P) difosfato lipido (Fig.63 C).

Estos'resultados confirmaron los obtenidos en las seccio
nes precedentes y la transferencia “in vitro“ de las distintas

hexosas a celobiosa-PP-prenol para formar pentasacárido-PP-pre
nol.
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c2 Pc PSPc

A AX3PcE l IF

Radioactividad(cpm¡(10-2)

Distancia (cm)

Figura 64: Obtención de oligosacáridos (JzP) difosfato lipido. Se efectua
r0n electroforesis en buffer G de los productos de degradación alcalina
(cromatografía en solvente E) de extractos 1203, obtenidos en incubaciones
estandard (30 min a 12°C con l mg de prot.) con los siguientes agregados:

A: 15,9 FMde (fl-32P)UDP-Glc (AE: 2,78 Ci/mmol),

B: como en A, más 35,7 pM de GDP-Man, y

C: como en B, más 35,7 pM de UDP-GlcUA.

Las incubaciones se procesaron por el método D. C2Pc y AX3Pcmarca
dos en glucosa se obtuvieron como se indica en la sección 3.10.; PSPc mar
cado en ácido glucurónico se obtuvo como se indica en la Fig. 53 C.
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Los ésteres fosfóricos ciclicos de celobiosa, manosiice

10biosa y pentasacáridos marcados con 32P, fueron sometidos
a tratamiento ácido y posterior hidróïisis con fosfatasa a1ca

lina. Los productos obtenidos fueron electroforetizados en bu

ffer G y en los tres casos se observó que e] tratamiento pro

dujo 1a Iiberación de 32P como se esperaba. Comoejemplo en

(321a Fig.65 se muestra e] resultado obtenido con ceïobiosa P)
fosfato cic1ico.

597 UME fi:2930'
UE _
.8;
É 0' 1 . .

o 1o 20 3o ¿o

Distancia (cm)

32P a partir de celobiosa (32P) fosfato ciclico.Figura 65: Obtención de
2

(32(3 P)

0,1 N a 100°C, durante 10 min y, luego de eiiminar e] ácido con fosfatasa
alcaiina. E1 producto obtenido fue e1ectroforetizado en buffer G.

Pc, obtenido como se describe en 1a Fig. 64 A, fue tratado con HC]

Unainuebanús directa de 1a presencia de] grupo difosfato

se obtuvo aisïándoïo en forma de pirofosfato inorgánico. Para
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ello se sometió a hidrólisis ácida suave a los tres oligosacá
ridos difosfato lipido marcados en 32P. En la Fig.66 se mues

tra el resultado obtenido con pentasacárido (32P)difosfato li

pido, siendo idéntico para los dos restantes. Comopuede ver

se se obtuvieron cantidades casi equivalentes de fosfato y pi

rofosfato inorgánico (Fig.66 A). La identidad del grupo piro

fosfato aislado de esta manera se confirmó tratándolo con pi

rofosfatasa inorgánica (Fig.66 B), enzima que es altamente es

pecifica para ese sustrato y que lo transformó totalmente en

fósforo inorgánico. Comola actividad de esta enzima es depen

diente del catión Mg++se efectuó un control en ausencia de

dicho metal. En este caso como era de esperar no hubo degrada

ción (Fig.66 C).

Estos resultados confirman la presencia de un grupo piro

fosfato como nexo entre la porción azúcar y el lipido de los

diferentes compuestos hasta aqui descriptos.



-197

_b O

O

LA.)

O

(A)

Radiooctividod(cpmx1o'2)

l lJ
O 10 20 30 40

Distancia (cm)

Figura 66: Aislamiento de] grupo pirofosfato a partir de pentasacárido
(32P)difosfato iipido. PS-32PP—1ïpidoobtenido en una incubación estandard

como se describe en la 1eyenda de 1a Fig. 64 (caso C) fue sometido a hidró
lisis ácida suave, y ios productos se electroforetizaron en buffer G (A).
Ei pico que presentó Ia mismamoviiidad que el pirofosfato estandard fue
eiuido y dividido en dos aiicuotas iguales. Ambasfueron incubadas con
pirofosfatasa inorgánica (sección 3.7.4.), en presencia (B) o en ausencia
(C) de 2mM Mg++
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5.6. Sintesis de glucuronil-manosiiceiobiosa
difosfato prenoi

5.6.1. Incorporación de ácido (14C)giucurónico a manoííl
ceïobiosa difosfato preno]

En las secciones precedentes se ha descripto 1a sintesis

y se han estudiado ias estructuras de celobiosa, de manosilce

iobiosa y de pentasacárido asociados a un lípido. En este ca

pituio se detalian 105 experimentos realizados con e] fin de

aisiar y estudiar e] compuesto que sirve de nexo entre e] tri

sacárido, manosiicelobiosa difosfato preno] y e] pentasacári

do difosfato preno], es decir el tetrasacárido glucuronil-ma

nosiicelobiosa difosfato prenol. Este compuesto a su vez debe

ria ser capaz de aceptar otra manosa para compietar 1a unidad

repetitiva. Precisamente debido a este hecho es que a1 incubar

e] preparado enzimático en presencia de los tres nucleótidos,

UDP-glucosa, GDP-manosay UDP-giucurónico, se obtiene e] pen

tasacárido difosfato preno], como se mencionó en 1a sección

5.4.. Con e] fin de obviar este inconveniente, recurrimos a

la técnica de incubar en dos etapas, que ya empleamos en e]

estudio de 1a sintesis de manosilcelobiosa difosfato preno]

y en 1a sintesis de pentasacárido difosfato preno] (secciones

5.3.4. y 5.4.3. respectivamente).
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En una primera etapa se incubó en presencia de UDP-gluco

sa y de GDP-manosa, con e] fin de acumuïar manosiiceïobiosa

difosfato prenol, de acuerdo a lo descripto en 1a sección 5.3..

Este compuesto deberia servir como aceptor de ácido giucuróni

co en una segunda incubación efectuada en presencia de UDP-giu

curónico radioactivo. Tambiénse hizo micontroi, consistente

en realizar la primera incubación en ausencia de nucïeótido

—azücares. Los resultados obtenidos (tabla 15) indicararon

ciaramente que solo se Iogró incorporación de ácido giucuróni

co cuando se permitió preformar trisacárido aceptor en 1a pri

mera incubación.

Tab1a 15: Incorporación de ácido glucurónico radioactivo en
extracto 1203 en incubaciones reaiizadas en dos etapas

. , ‘ J, .Agregados en aa (‘ C)GicUA incorporado en
1° incubación extracto 1203

(pmoles)

WEG: 3

UDP-Glc + GDP-Man 42

Se realizaron incubaciones en dos etapas procesadas según e] método F, en
1 wor

4aresencia je p,i ng ie prot. Amcas incubacfenes se reaïizaron a Zu ¿uran
ce 30 min. La primera se efecnuó tanto en ausencia de nucleótico-azúcares

como en presencia de 285 pM de UDP-Glc y de 214 pM de SDP-Man. La segunda
. . ... . i .- , ,laH‘ncu:ec un se Fea 1:3 ea iïCOS casos en aresen21a :e _;.1 3M :e JD - c,

¡1:07}. En aiicuocas ¿e ¿mass e<zrac1ss '2‘3 se midió ca
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_5¡6.2. Análisis del material lippsoluble obtenido en
f incubaciones en dos etapas con marca en ácido

glucurónico.

En este estudio nuevamente se utilizó como referencia a

un compuesto de estructura c0nocida producido por A. xvlinum,

en este caso fi -glucuronil-1,6-¡3-manosil-1,3-celobiosa-PP-pre

nol (94) u oligosacárido AX4-PP-prenol, y sus derivados: el

éster fosfórico cíclico, AX4Pcy el oligosacárido libre AX4.
El material liposoluble obtenido en la tabla 15 linea 2

se analizó por los mismos criterios ya empleados con los otros

lipido-azúcares estudiados.

Por hidrólisis ácida suave y posterior electroforesis en

buffer G, la radioactividad migró como único compuesto de

R 0,7 (Fig.67 A).UMP:

Por cromatografía en solvente alcalino se obtuvo un solo

compuesto de Rf: 0,33 (Fig.67 B), que eluido y sometido a elec

troforesis migró, a diferencia del producto de hidrólisis áci

UIJa, con un RUWD:í,;-L,1
l n

(Fíq.57 C). Pero cuando el producto

de la degradación alcalina fue tratado con ácido (HCl 0,1N,

100°C, 10 min) y fosfatasa alcalina se obtuvo un compuesto con

¿a misma movilidad que el aroducto de hidrólisis ácida

(RUMP:0,7, dato no mostrado).
Estos resu=tados fueron similares a los encontrados Cuan

30 el AK‘-?D-prenoï Fue sometido a Eos mismas tratamienzss
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(Fig.66 A,B y C). Es decir que estariamos en presencia de un

tetrasacárido difosfato iipido comoesperábamos.

X4 uÍ\ A í'ï300- ‘

0- AFP UÏP ¿TaUA
L l l l

'U B AXLPC F

g 300 — 4 J,
E Rf=0,33

E

g 01 i l . 1

n: 300 _
RUMP 1-15

0- _ _ _
AMP UMP GlcUAl L 4

0 10 20 30 ¿Ü

Dlstoncm (cm)

Cioura 67: Anáiisis de] materia] iiposoiubie marcado en ácido lucuróni- __ú_mn ,_ v- u,_ o, ____, 4.k_,____s3_4““_,_,
co. El materiai se obtuvo como se indica en la tabla 15 linea 2. Uha aii
Eíota del extracto 1203 se sometió a hidrólisis ácida suave (sección
3.5.1.2.) y los productos se electroforetizaron en buffer G (A). El resto
jei extracto se cromatografió en papel en soivente F (B). Se eiuyó el
único aico radíoactivo de a y se sometió a eiec:roforesís en paoei en bu
ffer 3 gC).

AX”y ÁX4PCse ootuvieron como se indica en ia sección 3.10..
'7 “r
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Con e] objeto de poseer un dato adiciona] sobre el tama

ño, e] oligosacárido, obtenido por hidrólisis ácida fue croma

tografiado en papel en soïventes I y 0 (Fig. 68 A y B respec

tivamente). En ambos sistemas se comportó como e] tetrasacári

do AX4.

PS AX4 AX3 A

300

'Ü
8 o
:E l 1 L 1 1,

"ó’ PS AX4

g 300- 4 G B
.6
Ü _
o:

0- l l l l
0 10 20 30 40

Distancia (cm)

Figura 68: Cromatografía en papel del oiigosacárido marcado en ácido Iu

curónico. E1 oligosacárido se obtuvo como se indica en 1a Fig. 67 A y se
cromatografió en papel en soiventes I (A) y O (B).

AX3y AX4se obtuvieron como se indica en 1a sección 3.10. y
PS se obtuvo como se indica en 1a Fig. 53 B.
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Estos resultados, junto con los mostrados en la Fig.67, confir

maron que el compuesto estudiado era un tetrasacárido difosfa

to lipido. Este se pudo obtener gracias a la incubación en Pos

etapas. La diferencia fundamental respecto de incubar los tues

nucleótidos directamente residió en el lavado entre las dos

incubaciones, que eliminó el exceso de nucleótidos de la pri

mera. La ausencia de GDP-manosaen la segunda incubación impi

dió que el compuesto formado fuera utilizado en la sintesis

del pentasacárido difosfato lipido.

5.6.3. Obtención del tetrasacárido difosfato lipido mar
cado con glucosa o con manosa

Comouna evidencia más de que estábamos frente al glucu

ronil-manosilcelobiosa difosfato lipido se lo intentó sinteti

zar en presentia de UDP-(14C)glucosa o en presencia de

GDP-(I4C)manosa, siguiendo un esquema de incubación en dos eta

pas similar al desarrollado para obtener el mismo compuesto

con marca en ácido glUCUrónico.

Para obtener el compuesto con marca en glucosa se efectuó

(14C)glucosa y GDP-manosa no

(14

una primera incubación con UDP

radhñctivo, con el objeto de obtener manosil- C)celobiosa

difosfato prenol. Para el caso de obtenerlo con marca en mano

sa, la primera incubación se realizó en presencia de UDP-glu

cosa no radkmctiwa y de GDP-(I4C)manosa, para obtener en este
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caso (14C)manosi1-ce10biosa difosfato preno]. En ambos casos

luego de 1avar, se reincubó en presencia de UDP-giucurónico

no radioactivo (tabla 16).

Tabia 16: Sintesis de tetrasacárido-PP-preno] marcado en gin
C053 0 en manosa.

Nucieótidos agregados .(14C)Gic ó (14C)Manincorporados
en en ésteres fosfóricos CÏCÏÏ;OS en:

1a incubación 2a incubación Manosii- GiucuroniI-manosii
ceiobiosa ceiobiosa

(pmoies)

UDP-(14C)G1c + GDP-Man Ninguno sa o

UDP-(14€)Gic + GDP-Man UDP-GicUA 43 31

UDP-G1c — GDP-(I4C)Man Ninguno 11o o

UDP-Gic — GDP-(I4C)Man UDP-GicUA 55 50

Se realizaron incubaciones en dos etapas, según el método F, en presencia
de 0,4 mg de prot.. Ambasincubaciones se realizaron a 20°C durante 30 min.

En la primera incubación de] experimento A se empiearon 15,7 pMde UDP-(1 C)G1c (AE: 196 Ci/mol) y 214 M de GDP-Man; en e] experimento B se em
piearon 285 pM de UDP-Gic y 17,1 pM de GDP-(I4C)Man (AE: 216 Ci/moi). En
ios dos experimentos se agregaron, cuando se indica en 1a segunda etapa,
35,7 pMde UDP-GicUA.E1 extracto 1203 de todos ios casos se anaiizó por
cromatografía en papel en solvente F. Luego de radiocromatografiadas, las
tiras cromatográficas se cortaron y se midió radioactividad en las áreas
correspondientes a ios ésteres fosfórico-ciclicos de trisacárido y de te
trasacárido.
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Nuevamentese observó formación de] tetrasacárido sola

mente cuando se reaïizó 1a segunda incubación en presencia de

UDP-glucurónico. Por 1a naturaleza de 1a marca en estos dos

casos se pudo ver, además, que en 1as condiciones de] en: yo

aproximadamente 1a mitad de] trisacárido formado en 1a prime

ra etapa se convirtió en tetrasacárido en 1a segunda etapa.

5.6.4. E1 tetrasacárido difosfato prenoï comoprecursor
de] pentasacárido difosfato preno]

Se mencionó a1 comienzo de este capituio que e1 tetrasa

cárido difosfato preno] deberia ser capaz de aceptar un resi

duo de manosa para formar e] pentasacárido difosfato prenol.

Con este objeto se reaiizó una incubación en dos etapas. En

la primera de e11as se formó manosilcelobiosa difosfato preno]

no marcado y en la segunda se incubó con UDP-(14C)glucurónico

en presencia y en ausencia de GDP-manosa. Los compuestos for

mados de esta manera fueron analizados a través de los produc

tos liberados por hidróiisis ácida suave y posterior cromato

grafía (Fig.69)
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Figura 69: Síntesis de pentasacárído-PP-preno] a partir de L;4C-GÏCUA)
tetrasacárido-PP-preno]. Se realizaron incubaciones en dos etapas, proce
sadas según e] método F, en presencia de 0,3 mg de prot.. Ambas inCUbacio—

nes se realizaron a 12°C durante 30 min. En 1a 1a incubación se agregó

285 pM de UDP-G]c y 214 uM de GDP-Man. En 1a 2a se agregó 17,1 pM de UDP

—(14C)G1cUA(AE: 268 Ci/mol) (A); y, además 214 pM de GDP-Man (B). Se efec

tuó una hidróïisis ácida suave de] materia] incorporado en extracto 1203,
y 10s productos se cromatografiaron en papel en solvente I.

En 1a segunda inCubacíón en ausencia de (SDP-maruasa el UDP-(14C)

glucuróníco cedió su resto azúcar a] manosíïceïobíosa difosfa
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to preno] formado en Ia primera incubación, obteniéndose (por

1a técnica empleada) (14C)giucuroni1-manosiIceiobiosa, como

era de esperarse (Fig.69 A). Cuando además de] nucieótido ra

dioactivo se agregó GDP-manosase obtuvo (14C-GicUA)pentasacá

rido (Fig.69 B). Es decir que e] tetrasacárido difosfato pre

noi fue capaz de aceptar un residuo manosa para formar el pen

tasacárido difosfato prenoi, que era lo que queriamos demostrar.

Además si e] GDP-manosa agregado en 1a segunda incubación

se reempiazaba por UDP-glucosa, e] pentasacárido no se forma

ba, quedando tetrasacárido comoproducto finai. Este resulta

do, junto con e] hecho de que e] residuo de ácido giucurénico

del pentasacárido tiene un sustituyente en su carbono 4

(sección 5.4.6.4.), indican que en e] pentasacárido el ácido

glucurónico está sustituido por un residuo manosa.

Un hecho importante a señalar es 1a disminución en 1a can

tidad de] pentasacárido recuperado con respecto a1 tetrasacá

rido formado (ver escalas Fig.69). Se debe, comose detaïlará

en el capitulo siguiente, a que el pentasacárido difosfato

preno] es precursor de] polisacárido. Por este motivo ia segun

da incubación debió realizarse a 12°C, pues a esta temperatu

ra 1a reacción polimerización es menor (tabla 8, sección 5.1.).

Estos resultados nos permiten condhir que 1a incorpora

ción de ácido giucurónico a] trisacárido iipido ocurre según

1a siguiente reacción:
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UDP-GÏCUA+ (x-manosí1-1,3-ce10biosa-PP-prenoï ——>

fi-glucuroni1-1,2-OC-manosH-l,3-ce10biosa-PP-preno] + UDP
A su vez e] tetrasacárido es capaz de aceptar un residuo

manosa a par-tir de GDP-manosapara formar la unidad repetiti

va dífosfato preno]:

B-glucuronil-I,2-(X-manosi1-1,3-ce10bíosa-PP-preno] + GDP-Man——>

manosiI-1,4-fi-g]ucuroni]-1,2—OC-manosil-l,3-ce10biosa-PP-preno]
+ GDP.



-209

5.7. Biosintesis del xantano "in vitro"

5.7.1. Generalidades

Los resultados mencionados en los capitulos anteriores

revelaron que la formación del pentasacárido difosfato prenol
era evidente solo cuando los tres nucleótido-azücares estaban

presentes (sección 5.4.). Igualmente, esta era la condición

necesaria para obtener sintesis de xantano, tal comose seña

ló en la sección 5.1.. Estos resultados eran consistentes con

la hipótesis de que el lipido pentasacárido era un precursor

del polisacárido.

En este capitulo se describirán los experimentos realiza

dos para confirmar o desechar esta hipotesis.

5.7.2. Pentasacárido difosfato lipido comoprecursor del
polisacárido.

Para confirmar la participación del pentasacárido difos

fato prenol en la sintesis del xantano se efectuaron incubacio
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nes en dos etapas. En la primera se incubó el preparado enzi

mático en presencia de UDP-glucosa, GDP-manosay UDP-glucuró

nico (éste último radioactivo) para formar y acumular el lipi

do-azücar. Luego de lavar las células con buffer, se las divi

dió en dos alicuotas iguales (tabla 17). La primera no fue

reincubada (alícuota A) para analizar el (los) componente(s)

formado(s) en esta etapa. La restante (alícuota B) fue reincu

bada a 20°C sin ningún agregado para permitir que ocurra la

polimerización, si la habia. Los resultados indicaron que el

libido-azúcar acumulado en la primera incubación disminuyó en

la segunda, al tiempo que se observó incorporación de radioac

tividad en xantano.

Este resultado señala claramente la participación del

pentasacárido difosfato prenol en la sintesis del xantano. No

obstante debe aclararse que en la tabla 17, la suma de las

cantidades de ácido (14€)glucurónico incorporados en el poli

sacárido y en PS-PP-prenol (alícuota B) no alcanzan a cubrir

las cantidades incorporadas al lipido-azúcar en el control sin

reincubar (alícuota A). La diferencia se encontró en los sobre

nadantes obtenidos después de precipitar y lavar el xantano

y no fueron posteriormente analizados. Nuestra idea, que tra

taremos de confirmar en futuros trabajos, es que dicha radioac

tividad se halla en compuestos de peso molecular intermedio

entre el producto final y el pentasacárido difosfato prenol.
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Tabia 17: Sintesis de xantano en dos etapas
,.

Alicuotas Condiciones de (14C)GlcUAincorporado en:
ensayo PS-PP-iipido poiisacárido

(pmoies)

A No reincubado 52 7

B Reincubado 19 17

Se reaiizó una incubación en dos etapas procesada por e] méto
do F, en un voiümen fina] de 140 y] y en presencia de 0,8 mg de prot. y

de UDP-Gic (285 FM), GDP-Man (214 pM) y UDP-(14C)G1cUA (17,1 pM, AE: 268

Ci/mol). Luego de] 1avado con buffer 1a resuspensión se dividió en dos ali
cuotas iguales. Una no se reincubó (A) y 1a otra se reincubó sin adiciones
(B). Ambasincubaciones se reaiizaron a 20°C durante 30 min. Los extractos

1203 se analizaron por cromatografía en solvente F. Las tiras cromatogra
ficas se radiocromatografiaron y ias áreas correspondientes a1 PSPcse
cortaron y contaron para radioactividad, 1a cuai se adjudicó a PS-PP-iipi
do. E1 polisacárido se midió comose indica en 1a sección 3.4.1.1..

5.7.2.2. Requerimientos de 1a poiimerización

Cone] objeto de confirmar ios resuitados anteriores

se efectuó e] siguiente experimento en dos etapas (tabia 18).

La primera incubación se realizó en presencia de UDP-glucosa

radioactiva para formar (14C)ce10biosa difosfato preno]. Lue

go de los 1avados correspondientes se reaiizó una segunda in

cubación con diferentes agregados. Comoera de esperar, única
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mente en presencia de GDP-manosay UDP-giucurónico hubo apre

ciabie formación de poiisacárido (aiicuota 5), no observándo

se cantidades significativas de] mismocuando se efectuaron

reincubaciones sin agregados (aiicuota 2) ó cuando se agregó

UDP-giucurónico (alícuota 3), ó GDP-manosa(aiicuota 4), asi

como en e] contro] que no fue reincubado (aiicuota 1).

Tabia 18: Poiimerización del pentasacárido difosfato preno] (I)

(14C)Gic incorporada en: Estructura de] oiigo
Agregados en extracto poiisacárido sacárido unido a1

Aiicuota 1a reincuba- 1203 iipido difosfato
ción (pmoies)

1 No reincubado 41 0,2 ceiobiosa

2 Sin agregados 39 0,6 ceiobiosa

3 UDP-GicUA 37 0,6 ceiobiosa

4 GDP-Man 15,7 3,8 manosiiceiobiosa

5 UDP-GlcUA +
+ GDP-Man 9,7 12,0 pentasacárido

Se reaiizó una incubación en un voiümen fina] de 0,35 m1, en presencia de

2 rng de prot. y de 15,7 ¡JMde UDP-(14C)Glc (AE: 196 Ci/moi), a 12°C y du
rante 30 min. La reacción se detuvo y procesó como se indica en e] método

F, y ias céiuias iavadas y resuspendidas se dividieron en cinco aiicuotas.

En.donde se indica se agregó UDP-GicUA (285 FM) o GDP-Man (285 pM) o ambos,
y se reincubó a 20°C durante 30 min. La aiicuota 1 no se reincubó.
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El polisacárido obtenido en presencia de los tres nucleó

tidos, alícuota 5, fue filtrado por una columna de Bio-Gel

A-Sm.El perfil cromatográfico obtenido (Fig.70) resultó ser

similar al mostrado en las Figs.32, 33 y 34, indicando que el

producto formado a partir del pentasacárido difosfato prenol

es similar, por este criterio, al obtenido a partir directamen
te de los nucleótido-azücares.
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Figura 70: Filtración en tamiz del producto de polimerización en dos eta4, _. -. _‘_
pag. Polisacariao (1 c)Glc obtenido comoen la taola 18, alicuota 3 Fue
filtrado a través de Bio-Gel A-Sm(sección 3.8.2.).
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Los datos presentados en la tabla 18 confirman nuevamen

te que se requiere la formación de pentasacárido difosfato

prenol para que ocurra la sintesis del polisacárido. Asi el

celobiosa difosfato prenol, acumulado en la primera etapa per

manece practicamente inalterado durante la segunda incubación,

indicando que no hubo sintesis de celulosa (alicuotas 1 y 2).

Este resultado descarta una posible alternativa para la sinte

sis del xantano que comenzaría con la formación de una cadena

central de celulosa, con posterior agregado de los azúcares

que componen.la rama lateral.

Sin embargo cuando en la segunda incubación se agregó

GDP-manosa(alícuota 4) se observó una importante disminución

de la glucosa radioactiva incorporada en extracto 1203. El aná

lisis de este extracto indicó que estaba compuesto fundamental

mente por manosilcelobiosa difosfato prenol (como se señala

en la tabla) pero que además habia una pequeña cantidad de pen

tasacárido difosfato prenol, probablemente debida a la exis

tencia de un dador endógeno de ácido glucurónico. La presencia

del lipido pentasacárido explicaría el aumento en la sintesis
del xantano observado en este caso.

Para descartar o confirmar la posibilidad de que el mano

silcelobiosa difosfato prenol pudiera polimerizar, se efectuó

nuevamente un experimento en dos etapas. En la primera incuba

lción se formó ei lipido trisacárido y, efectuando a segunda
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incubación a 20°C para favorecer la polimerización en el caso

de que fuera posible. Ademásen la segunda etapa se investiga

ron varias alternativas: Se agregó UDP-glucurónico, lo que nos

permitió estudiar si el tetrasacárido formado podia ser poli

merizado y finalmente se agregó UDP-glucurónico y GDP-manosa

para permitir la formación de pentasacárido difosfato prenol

y controlar la reacción de polimerización. Resumiendola fina

lidad de este experimento fue estudiar si el trisacárido o el

tetrasacárido asociados al lipido podian funcionar comosustra

tos para la reacción de polimerización, o si por el contrario,

el pentasacárido difosfato prenol era el único sustrato de di
cha reacción.

Teniendo en cuenta eatas premisas se incubaron células

tratadas con EDTAen presencia de UDP-glucosa y de GBP-(14€)

manosa a 12°C. Luego de lavarlas con buffer se las dividió en

cuatro alicuotas iguales (tabla 19). La primera (alícuota 1)

no fue reincubada, para permitir analizar el (los) componen;

te(s) formado(s) en esta etapa. Las otras alicuotas fueron re

incubadas a 20°C en las siguientes condiciones: la segunda

(alícuota 2) tal cual y las restantes en presencia de

UDP-glucurónico para permitir la formación del lipido tetrasa

cárido (alícuota 3) o de UDP-gluCUrónico y de GDP-manosa

(alícuota 4) para permitir la formación de la unidad repetiti

va. En todos los casos se investigó la formación de polisacá
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rido y se anaiizaron ios distintos extractos 1203 para deter

minar su composición.

Los resultados indican que en 1a primera etapa se formó

comose esperaba, únicamente manosiiceiobiosa difosfato prenol

(aiícuota 1) y que tanto este compuesto (aiicuota 2) comoel

giucuroni1-manosi1celobiosa difosfato preno] (aiicuota 3) for

mados durante 1a segunda incubación no pueden ser poiimeriza

dos. Finaïmente comoen los casos anteriores, cuando se permi

tió 1a formación de pentasacárido difosfato preno] hubo poii

merización (aiicuota 4).

Tabia 19: Poiimerización de] pentasacárido difosfato preno] (II)

(14C)Gic incorporada en: Estructura de] oiigo
Agregados en extracto poiisacárido sacárido unido a1 li

Aiicuota 1a reincuba- 1203 pido difosfato
ción (pmoies)

1 No reincubado 59 2 manosiicelobiosa

2 Sin agregados 51 3 manosiïceiobiosa

3 UDP-GicUA 45 2 giucuronii-manosiice
10biosa

4 UDP-GÏCUA +
+ GDP-Man 22 32 pentasacárido

Se realizó una incubación estandard en un voiümen fina] de 0,28 ml en pre
sencia de 1,6 mg de prot., 15,8 pM de GBP-(14€)Man (AE: 216 Ci/moï) y 285
pMde UDP-Gic, a 12°C y durante 30 min. La reacción se detuvo y procesó
por e] método F y ias céiuias lavadas y resuspendidas se dividieron en cua
tro aiicuotas. En donde se indica se agregó UDP-GicUA(285 pM) ó GDP-Man
(285 pM) ó ambos y se reincubó a 20°C durante 30 min. Una aiicuota (n°1)
no se reincubó.
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Los resuïtados presentados en este capítulo nos permitie
ron concïuír que 1a síntesis de] xantano se rea1iza por 1a po

limerización de 1as unidades repetitivas a partir de] pentasa

cárido difosfato pren01 y que ninguno de 105 precursores de]

pentasacárido puede ser polímerizado directamente.
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5.8. Incorporación de restos no glicosidicos

Comose mencionó en 1a introducción,,sección 1.3.1., en

los heteropoïisacáridos muchas veces están presentes, además

de los diferentes monosacáridos, uno o varios grupos aci1os.

Los más comunes son e1 acetato, como grupo O-acetiïo y e] pi

ruvato en 1a forma de acetaïes unido en 1as posiciones 3 y 4

ó 4 y 6 de un azúcar neutro, ó más raramente a un ácido uróni

co (16). En e] caso particular de] xantano, objeto de nuestro

estudio, se ha encontrado un grupo acetiio, unido en e] carbo

no 6 de 1a manosa interna, y además un grupo piruvato unido

a ios carbonos 4 y 6 de 1a manosa externa o termina] (Fig.71).

L ' 1 L 1

—L>(3-Glc1—-L>(3-Glc1——>(5-Glc——>(5-Glc—>
3 3

1 1

cL-Mon-B-OAC o<-Mon-6-0Ac
2 2

1 l

g-omUA o-GKUA

LÏ Lïl 1

Q-Mon G-Mon

L// 6
\C//'\\

CH3 COZH

Figura 71: Presencia de grupos acetato y piruvato en 1a unidad repetitiva
de] xantano (120).
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La presencia de estos grupos en el polisacárido nos per

mitió estudiar principalmente dos cuestiones. La primera de

ellas era establecer que compuestos actuaban comodadores de

dichos grupos. La segunda cuestión era determinar si estos gru

pos eran cedidos a los residuos glicosidicos en la etapa de

lipido intermediarios, o si lo eran cuando el polisacárido es

taba ya formado, o de ambas maneras.

En este capitulo, se describirán los resultados encontra

dos sobre los dadores y el nivel en que se produce la incorpo

ración de los grupos piruvato y acetato.

5.8.1. Incorporación de piruvato a material liposoluble

Comose mencionó en los párrafos anteriores, una de las

cuestiones a aclarar era determinar el compuesto que actuaba

comodador del piruvato. Evidentemente este grupo deberia en
contrarse en un "estado activado" y por esta razón se utilizó

ácido fosfoenolpirúvico (PEP), que por otra parte se encuentra

tanto en células eucarióticas comoprocarióticas.

La segunda cuestión a determinar era si el piruvato se

incorporaba a nivel de lipido intermediario o al polisacárido

ya rformado. Se efectuaron entonces una serie de incubaciones

(14en presencia de ácido C)fosfoenolpirüvico (14C-PEP) con to

das las combinaciones posibles de los tres nucleótido-azúcares
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dadores (tabla 20). Los resultados indicaron que hubo incorpo

ración de radioactividad en material liposoluble y que ésta

aumentó si en la incubación estaban presentes simultáneamente

UDP-glucosa, GDP-manosay UDP-glucurónico (tabla 20, n°8). Es

tos resultados indicaron que el piruvato se incorporaba a ni

vel de prenil-fosfo-azúcar. Las incorporaciones observadas en

presencia de menos de tres dadores se deberian probablemente

a la presencia de pentasacárido-PP-prenol endógeno.

5.8.1.1. Análisis del producto obtenido

El producto extraido en solvente 1203 fue analizado por

varios criterios (Fig.72).
Sometido a eMCtnaforesis en buffer G quedó en el lugar

de siembra como sucede con los lípidos azúcares (Fig.72 A).

Pero si previamente es sometido a una hidrólisis ácida suave,

se observa un pico con una movilidad RUMP:1,0, la cual es ma

yor que la correspondiente al pentasacárido, PS(RUMP:0,6)
(Fig.72 B). Esta diferencia de movilidad fue atribuida a la

presencia de un grupo piruvato unido al pentasacárido. Es de

hacer notar que en estas condiciones de hidrólisis, (HCl 0,01N,

10 min, 100°C) no se observó liberación de ácido pirüvico.

Cuando el extracto 1203 fue cromatografiado en solvente

F se obtuvo un único pico de radioactividad de movilidad simi
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Tabïa 20: Incorporación de (14C)piruvato en extracto 1203.
Efecto de 1os nucïeótido-azücares.

Agregados (14C)piruvato incorporado en

No extracto 1203 (pmoïes)

UDP-Gïc GDP-Man UDP-GïcUA

1 - - - 21

2 + - - 28

3 — + - 24

4 - - + 22

5 + + — 24

6- + - + 21

7 -. + + 21

8 + + + 67

La mezcïa de inCUbación estandard contenía 0,16 mg de proteínas, 570 pM

de (14C)PEP y donde se indica 285 pM de UDP-Gïc, 142 pM de GDP-Man ó 35,7

pMde UDP-GlcUA.Las incubaciones se realizaron a 20°C durante 30 mín y
se procesaron por e] método D. Se contó radioactividad en aïïcuotas de ca
da extracto 1203.

lar (Rf 0,25) a 1a de] PSPc (Fig.72 C). Sin embargo e1ectrofo

resis de este pico en buffer G muestra un ünico pico, cuya mo

viïidad (R 1,4) nuevamente es mayor que 1a observada paraUMP:

PSPc (R 1,0) (Fíg.72 D). Se SupuSO entonces que e] compuesUMP:
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to de RUMP:1,4 era e] derivado fosfórico cíclico de] pentasa
sacárido piruvi1ado (Pir-PSPc). Esta suposición fue confirma

da tratando a1 compuesto con ácido y luego con fosfatasa alcav

Iina: se obtuvo piruvii-pentasacárido libre pues a] ser some

tido a e1ectroforesis en buffer G se observó un perfi] radio
cromatográfico idéntico a1 obtenido en 1a Fig.72 B, con un ü

nico compuesto radioactivo de movilidad RUMP:1,0. Comoen e]
caso de 1a hidróïisis ácida suave, tampoco se detectó Iibera

ción de ácido pirüvico.

5 8.1.2. Condiciones de incorporación de piruvato

5.8.1.2.1. Temperatura de incubación

Se estudió e] efecto de 1a temperatura de incubación en

1a incorporación de (14C)piruvato a material iiposoïuble

(tabia 21) encontrándose que a 20°C se incorporaba aproximada

mente 4 veces más que a O°C ó 129G.
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Figura 72: Caracterización del materia] incorporado en extracto 1203. E1
materia] marcado en ácido (14C)pirüvico obtenido como se indica en 1a Tabia

20 n°8, se sometió directamente (A), o luego de una hidróiisis ácida suave
(B) a e1ectroforesis en papel con buffer G.
Otra muestra de] extracto 1203 se cromatografió en papel con soivente F (C)
y e] único pico observado (Rf: 0,25) se eIUyó y electroforetizó en buffer
G (D).

PS y PSPCmarcados.en ácido glucurónico se obtuvieron como se indica en 1a

Fig. 53 B y D.
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Tabia 21: Efecto de la temperatura sobre la incorporación de
piruvato proveniente de (14C)PEPa materia] liposoiubie.

(14C)Piruvato incorporado a
T (°C) extracto 1203

(pmoles)

0 15

12 12

20 55

Se realizaron incubaciones estandard con 0,2 mg de prot., durante 30 min

a las temperaturas indicadas, en presencia de 285 pMde UDP-Gic, 35,7 uM

GDP-Man, 35,7 pM UDPaGlcUAy 570 uM (14C)PEP. Las reacciones se inactiva

ron y se procesaron por e] método D.

5.8.1.2.2. E1 PEP como sustrato

Para confirmar que ei PEPy no e] piruvato era el sustra

to dador, se efectuaron incubaciones en presencia de exceso

de PEP, o de piruvato, ambos no radioactivos. En este üitimo

caso, 1a incorporación de (14C)piruvato en extracto 1203 a par

tir de (14C)PEP fue afectada en menor grado (25%) que en e]

primer caso, donde 1a incorporación disminuyó en aproximadamen

te un 75% (Tabia 22)
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Tabla 22: Efecto de PEP y piruvato no radioactivos sobre la
incorporaciónïde (14C)piruvato a partir de (14C)PEPen extrac
to 1203.

14= . .Exp Agregado ( C)P1ruvato incorporado
a extracto 1203 (cpm)

1 Nada 1210

2 PEP 300

3 Pir 900

Se obtuvo extracto 1203 en las mismas condiciones que lasindi
cadas en la tabla 21 (a 20°C), pero añadiendo en el Exp 2 PEP (4,3 mM), y

en el Exp 3 Pir (4,3 mM), ambos no radioactivos.

5.8.1.3. Obtencióndelpiruvil-pentasacárido difos
fato prenol marcado con glucosa, con mano
sa ó con ácido glucurónico.

(14C)piruvato se habia incorporadoPara comprobar que el

sobre el pentasacárido difosfato prenol era necesario encontrar

el nuevo compuesto marcado en cualquiera de los azúcares que

lo constituyen, esto es, glucosa, manosa ó ácido glucurónico.

Se efectuaron entonces incubaciones estandard en presen

cia de los tres nucleótido-azücares, con uno de ellos radioac

tivo, en presencia y ausencia de fosfoenolpiruvato no radioac

tivo. El material incorporado al extracto 1203 se analizó por
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tratamiento aicaïino suave y posterior electroforesis de los
productos obtenidos. En 1a Fig.73 se muestran Ios resuïtados

obtenidos empieando GDP-(I4C)manosacomo nucleótido radioacti

vo, siendo compietamente similares ios obtenidos con ios otros

dos nucieótidos radioactivos.

En el caso de incubar en ausencia de PEP e] análisis mos

tró 1a existencia de un dador endógeno de grupos piruvato, ya

que se formó una pequeña cantidad de un compuesto cuya moviIi

dad electroforética (R 1,4, Fig.73 A) coincidió con 1a obUMP‘

tenida para e] piruviï-pentasacárido fosfato ciciico marcado

en e] grupo piruvato. De todos modos a1 añadir PEP a 1a incu

bación 1a cantidad de este compuesto aumentó considerabiemen

te (Fig.73 B).

Es importante aclarar que 1a cantidad tota] de radioacti

vidad incorporada en soivente 1203 no varió por e] agregado

de PEP. Esto es e] aumento de-piruviI-pentasacárido difosfato

prenoi se efectuó a expensas de] pentasacárido difosfato pre
no].
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Figura 73: Obtención de piruvil-pentasacárido difosfato lipido marcado en
manosa. Se efectuaron dos incubaciones estandard en ausencia (A) y en pre

sencia (B) de 714 FMde PEP no radioactivo, conteniendo además en ambos

casos 0,4 mg de prot., 285 uM de UDP-Glc, 17,1 uM de GDP(14C)Man (AE: 216 Ci/

mol) y 285 uMde UDP-GlcUA.Las incubaciones se realizaron a 20°C durante
30 min y se procesaron por el método D. Los extractos 1203 se cromatogra
fiaron con solvente F. En ambos casos se obtuvo un solo pico de Rf: 0,25

(no mostrado) que se eluyó y sometió a electroforesis en papel con buffer
G.

La mesemfia del dador endógeno de grupos piruvato pudo ser

eliminada si se efectuaba una incubación previa con GDP-mano

sa no radioactivo. En la Fig.74 se muestran los resultados ob
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tenidos al realizar una incubación directa ficuadro A) y los
obtenidos al realizar la misma incubación pero después de in

cubar el preparado enzimático en presencia de GDP-manosa

(cuadro B). El compuesto piruvilado podia obtenerse nuevamen

te si en la segunda incubación se agregaba PEP (cuadro C).

Cabe aclarar que no todas las preparaciones enzimáticas estu

diadas contenían dadores endógenos de piruvato, lo que justi

fica que sus productos no fueran observados en los estudios

precedentes.

5.8.1.4. Cromatografía en columna de DEAE-celulosa

Cuandoel pentasacárido difosfato lipido se cromatografió

en columna de DEAE-celulosa para lipidos (sección 5.4.2.1.)

fue eluido con AcONH40,9-1,0 M. Entonces si el piruvil- pen
tasacárido difdsfato prenol era cromatografiado en el mismo

sistema deberia eluir a una concentración mayor de AcONH4,de
bido a la carga extra proporcionada por el grupo piruvato. De

hecho un pico con estas caracteristicas se habia obtenido al

cromatografiar el pentasacárido difosfato prenol (pico V
Fig.54).

Se efectuó entonces una incubación estandard en presencia

de los tres nucleótidos (uno de ellos radioactivo) y de alta

concentración de PEP con la finalidad de obtener el mayor por
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Figura 74: Eïiminación de dadores endógenos de] grupo piruvato. Se efectuó
una incubación estandard en ias mismas condiciones de 1a Fig. 73 A (A).
Se efectuaron además incubaciones en condiciones estandard en presencia

de 0,4 mg de prot. y de 214 uM de GDP-Manno radioactivo. Las incubaciones

se reaïizaron a 20°C durante 30 min y las cé1u1as se lavaron dos veces con
1 m1 de buffer Tris-HC] 70 mMy se reinCubaron con los tres nucleótidos

en 1as condiciones que se detallan en'1a Fig. 73 en ausencia (B) y en pre

sencia (C) de 714 pM PEP no radioactivo.
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centaje del compuesto piruvilado. El producto liposoluble ob

tenido se cromatografió en columna de DEAE-celulosa equilibra

da con CH30H99%. Del análisis del perfil cromatográfico obte
nido (Fig.75) surge que hay dos c0mpuestos cargados, uno menor

(aproximadamente un 15%de la radioactividad analizada) que

se eluyó con AcON40,95 M y un segundo compuesto predominante

que se eluyó con AcONH4 1,1 M.

Los resultados obtenidos concordaron con nuestras expec

tativas pues el pico menor se eluyó a la misma concentración

que el pentasacárido difosfato prenol, mientras que el pico

principal se eluyó a una concentración mayor, consistente con

la presencia de una carga negativa extra proporcionada por el

grupo piruvato. Estos resultados se confirmaron analizando

cada compuesto por hidrólisis ácida suave y posterior electro

foresis de los productos obtenidos en buffer G; por este méto

do se obtuvo pentasacárido libre (RUMP:0,6) a partir del com

puesto que se eluyó con AcONH40,95 My piruvil-pentasacárido

(RUMP: 1,1) a partir del Compuesto que se eluyó con AcONH4

1,1 M (Datos no mostrados).
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Figura 75: Cromatografía en coïumna de DEAE-ce1u105a. Se efectuó una incu

bación estandard en presencia de 0,5 mg de proteína, 285 pMde UDP-Glc,

142 uM de GDP-Man, 14,3 mMde PEP y 21,4 pM de UDP-(14€)G1cUA. La incuba

ción se realizó a 20°C durante 30 mín y se procesó por e] método D. Una

alícuota de 0,7 m1 de extracto 1203 (79.000 cpm) se cromatografió en colum
na de DEAE-celulosa (sección 3.8.1.1.). La flecha indica e] comienzo de]

gradiente. Se contó radíoactividad en alícuotas de 0,75 m1de cada fracción.
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5.8.1.5. Posición de] grupo piruvato

A1estudiar la estructura de] xantano varios autores

(120,121) establecieron que e] grupo piruvato estaba unido a

los carbonos 4 y 6 de 1a manosa externa. Decidimos entonces

confirmar que e] grupo acetá1ico estaba unido en 1a misma po

sición en e] caso de1 piruvi1—pentasacárido-PP-preno]. Para

eilo se procedió a efectuar una degradación de Smith sobre es

Pir-pentasacárido, marcado en ambas manosas. Si el ácido

pirüvico estaba unido a 1a manosa termina] por los carbonos

4 y 6 deberiamos obtener (14C)eritritoï (carbonos 3, 4, 5 y 6)

y además (14C)-giicero1 (carbonos 4, 5 y 6 de 1a manosa inter

na) en una proporción equimoiar (Fig.76).

Si e1 piruvato no estaba unido arfinguna de las manosas

obtendriamos únicamente (14C)glicero]. En e] supuesto que e]

piruvato estuviese unido a 1a manosa interna, ésta no seria

afectada por 1a degradación pues tendria todos sus hidroxiïos

protegidos. Los resultados de] tratamiento (Fig.77, cuadro B)

muestran c1aramente dos picos: uno con 1a moviiidad de1 eritri

toi y e] segundo con 1a moviïidad de] incero], en una re1ación
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Figura 76: Degradación de Smith de] piruvil-pentasacárido marcado en mano
gg. Las dos manosas radioactivas se indican por sus fórmuïas de Haw0rth.

aproximada de 1 a 1. Su obtención a partir de piruvil-pentasa
, . 1 . _ .car1do marcado en ( 4C)manosa conf1rmo que e] p1ruvato estaba

unido a 1a manosa termina] y que los carbonos invoïucrados son

e14ye16.
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Idéntico tratamiento reaiizado sobre e] pentasacárido
sin piruviiar produjo soiamente giiceroi (Fig.77, cuadro A)
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Figura 77: Degradación de Smith sobre PS y Pir-PS marcados en manosa.
Se efectuaron incubaciones en condiciones estandard en ausencia y presen
cia de 1,4 mMde PEP como se indica en 1a Fig. 73. Los extractos 1203 ob
tenidos se sometieron a hidróiisis ácida suave, aislándose pentasacárido

y piruvii-pentasacárido por electroforesis en papel con buffer G (RUMP:0,6
y 1,0 respectivamente). Amboscompuestos fueron sometidos a una degradación
de Smith (sección 3.5.8.). Los productos del pentasacárido (A) y de] piru
vi1-pentasaCárido (B) se cromatografiaron con solvente I.
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5.8.1.6. Incorporación de] grupo piruvato a1
poïisacárido

En 1os párrafos anteriores se ha descripto 1a formación

"in vitro" de] piruvi1-pentasacárido-PP-pren01. La poïimeriza

ción de este compuesto junto con e] pentasacárido-PP-prenol

determinaria 1a incorporación de] grupo piruvato a] poiisacá
rido.

Para tratar de aciarar si e] grupo piruvato podia incor

porarse directamente a] poiisacárido se depiruviiizó por hidró

lisis ácida, y e] producto se incubó con e] preparado enzimá

tico en presencia de PEP (Tabla 23). Los resuitados obtenidos

indican que en estas condiciones no hubo incorporación de pi

ruvato, como asi tampoco cuando se reempiazó e] poiisacárido

iibre de pirüvico, por e] polisacárido nativo.

Por otra parte y como era de esperar por lo visto en 1a

tabïa 20, soïo en presencia de ios tres nucieótido-azúcares

e] PEPcedió e] resto piruvato en cantidades significativas

tanto a1 pentasacárido-PP-lipido comoa1 poiisacárido.
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Tabla 23:

. 14 . , . ,Ac1do ( C)piruv1co en.

Agregados Pir-PS poiisacárido
(pmoles)

Sin agregados 1 3

UDP-Gic, GDP-Man y
UDP-GicUA 21 17

xantano 0 1

xantano iibre
de piruvato 0 O

Se efectuaron incubaciones estandard en presencia de 640 pg de proteina
y de GDP-Manno radioactivo para eliminar aceptores endógenos, como se in
dica en 1a Fig. 74. Las céiuïas iavadas se reincubaron en condiciones es
tandard en presencia de 570 pM de (14C)PEP y, donde se indica, con 285 uM
de UDP-Gic, 214 uM de GDP-Man, 35,7 uM de UDP-GicUA, 75 ug de xantano o
75 ug de xantano libre de piruvato. Este último fue obtenido por hidróii
sis ácida de] xantano (HCi 0,1N, 100°C, 30 min). Las incubaciones se rea
]izaron a 20°C durante 30 min y se procesaron por e] método D. Lo. ¿xtrac
tos 1203 se cromatografiaron con soivente F y se determinó 1a cantidad de
PirPS-PP-iipido (Pir-PS) cortando y contando para radioactividad ias áreas
correspondientes a] derivado fosfato cíclico (Rf: 0,25).

3.8.1.7. Efecto de 1a concentración de PEP

Los estudios reaiizados sobre Ia estructura de] xantano

demostraron que no todas ias unidades repetitivas contenían

un grupo acetai-piruvato, aceptándose actuaimente que aproxi

madamente un tercio (121), o 1a mitad (120) de los residuos
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manosa terminal están sustituidos por ese grupo.
Conel objeto de averiguar si trabajando "in vitro" se

podia obtener un pentasacárido difosfato prenol totalmente pi
ruvilado se efectuaron incubaciones estandard en condiciones

de formar lipido-pentasacárido y con cantidades crecientes de

14C)glucurónico se deterPEP. Incubando en presencia de UDP-(

minó la incorporación de radioactividad a extracto 1203

polisacárido, analizándose a su vez la fase orgánica para

estudiar el grado de piruVilización del lipido-pentasacgrido

(Fig.78).

Los resultados encontrados muestran que a altas concentra

ciones de PEP (10 mMó más) puede obtenerse “in vitro" una

completa piruvilización del pentasacárido difosfato prenol.

Sin embargo pueden extraerse otras conclusiones igualmen

te importantes. En primera instancia los efectos encontrados

pueden dividirse según dos rangos en concentraciones de PEP:

a) de O a 3 mMPEP. En este rango no se detectaron varia

ciones significativas en la incorporación de ácido (14C)-glu

curónico ni a polisacárido ni a extracto 1203. El análisis de

este último demostró que un aumento en la concentración de PEP

durante la incubación se tradujo en un aumento de piruvil-pen

tasacárido-PP-prenol a expensas de pentasacárido-PP-prenol.

La polimerización de ambos compuestos conduciria a la formación

de polisacáridos con distinto contenido de grupos piruvato.
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Extracto 1203
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Figura 78: Formación de intermediarios lipidicos y de polisacárido eL ¿35
ción de la concentración de PEP. Se realizaron incubaciones en condiciones
estandard en presencia de 1 mg de prot., 285 pM UDP-Glc, 214 pM GDP-Man,
21,4 M de UDP-(14€)GlcUAy las cantidades de PEP que se indican. Las in
cubaciones se realizaron a 20°C durante 30 min y se procesaron por el mé
todo D. Se c0ntó radioactividad en alicuotas de cada extracto 1203 y se
calculó el total de incorporación. Para estimar las cantidades de PS-PP
-lipido y Pir-PS-PP-lipido formado, el resto de los extractos 1203 se so
metieron a hidrólisis alcalina Suave (cromatografía con solvente F) y los
ésteres fosfóricos ciclicos correspondientes se electroforetizaron en bu
ffer G. Luegode radiocromatografiadas las tiras, se midió radioactividad
en las áreas de RUMp:1,0 y RUMp:134 que se consideraron como incorporación de (1 C)GlcUAen PS y Pir-PS-PP-lipido respectivamente.
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De hecho se ha encontrado que xantano obtenido de un único cu]

tivo estaria compuesto por moïécuïas de poiisacárido con dis

tinto contenido en pirüvico (165).

b) Más de 3 mMde PEP. A partir de esta concentración co

mienza a notarse una progresiva disminución en 1a incorporació

de ácido (14C)gïucurónico, tanto a extracto 1203 como a poii

sacárido. Con una concentración de PEP 14 mM, se forma tan so

lo un 10%de] poiisacárido, respecto de] valor contro] (0 mM

PEPagregado). Es decir, que aparentemente e] piruvil-pentasa

cárido-PP-preno] no podia ser poiimerizado si en 1a reacción

no participa además pentasacárido-PP-preno].

Esto estaria de acuerdo con e] hecho de no encontrar po

]isacárido con todas sus unidades repetitivas sustituidas por

un grupo piruvato (120).

5.8.1.8. Polimerización del piruvii-pentasacárido
difosfato preno]

Para estudiar 1a poiimerización de] piruvii-pentasacári

do-PP-preno] recurrimos nuevamente a 1a incubación en dos eta

pas (Tabia 24). La primera incubación se realizó en presencia

de ios tres nucieótidos y una concentración de PEP ta] que se
formara solamente el compuesto piruviiado. Se utiiizó un nu

cleótido radioactivo (UDP-GicUAen este caso) pues nos permi
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tiria estimar la posible formación de pentasacárido-PP-prenol.

Luego de eliminar el exceso de nucleótidos y PEP las cé

lulas lavadas se resuspendieron y dividieron en tres alicuotas.

Una de ellas (A) no se reincubó para permitir analizar

los compuestos formados en la primera incubación. Otra (B) se

reincubó sin agregados para estudiar la incorporación de áci

do (14C)glucurónico a la fracción polisacárido y la última

alícuota (C) se reincubó en presencia de los tres nucleótidos

(ninguno de ellos radioactivos) para permitir formar durante

esta incubación pentasacárido-PP-prenol y observar el efecto

que tenia sobre la incorporación del ácido (14C)glucurónico

a la fracción polisacárido.

El extracto 1203 de la alicuota A se analizó por cromato

grafía con el solvente alcalino F y electroforesis en buffer

G. De esta manera se estableció que dicho extracto estaba cons

tituido en más de un 95%por piruvil-pentasacárido-PP-prenol

y el resto por pentasacárido-PP-prenol, resultado que estaba

dentro de lo previsto.

Los resultados que se muestran en la tabla 24 indican que

el piruvil-pentasacárido-PP-prenol no fue polimerizado (alícuo

ta 8), pero cuando se permitió la formación de pentasacárido

-PP-prenol hubo polimerización (alicuota C), confirmando asi

la suposición planteada: piruvil-pentasacárido-PP-prenol¿nn

puede ser polimerizado a menos que esté presente pentasacáyi—
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Tabla 24: Polímerización de] piruui1-pentasacárido-PP-preno]

(14C)GicUA incorporado en

Alicuota Agregados en 1a Extracto 1203 Poiisacárido
incubación (pmoles)

A No reincubado 60 1

B Sin agregados 35 3

C UDP-Gic, GDP-Man, 13 22
y UDP-GlcUA

Se realizó una incubación en condiciones estandard en z¿.u‘1ümen fina] de

0,21 m1, en presencia-de 3 mg de prot., 285 uMde UDP-"-' 214 uMde GDP

-Man, 2] pM de UDP-(14C)GÏCUA (AE: 268 Ci/moi) y 5,7 FH PEP. La incuba

ción se realizó a 20°C durante 30 min. Se detuvo y p;; esó según e] méto

do F y e] precipitado 1avado y resuspendido se dividió en tres alícuotas.
La alícuota A no se reincubó. Las aiicuotas B y C, con e] agregado de UDP

-G]c (285 pM), GDP-Man (214 pM) y UDP-GïcUA (35,7 uM), se reincubaron a
20°C durante 30 min. Luego de procesadas se midió radioactividad en extrac
to 1203 ' en poiisacárido de cada muestra.

do-PP-preno].

En resumen se ha demostrado 1a participación de PEP como

dador de] grupo piruvato, actuando como aceptor de dicho gru

po pentasacárido-PP-preno], para formar piruvii-pentasacárido

—PPpreno]. En este compuesto se demostró que e] grupo piruva

to está unido en posición 4-6 de 1a manosa termina], similar



-242

_ mente a 10 propuesto para e] polisacárido nativo (120). Se en
contró también que piruvi1-pentasacárido-PP-pren01 puede ser

polimerizado soio en presencia de pentasacárido-PP-preno].

Finalmente se mostró que ni e] xantano nativo ni e] xan

tano depiruvilado químicamente actúan como aceptores de] gru

po piruvato, es decir que 1a incorporación de] grupo piruvato

a] poiisacárido se reaiiza a través de] iipido intermediario.

5.8.2. Incorporación de] grupo acetiio a materia] liposo
1ub1e y a polisacárido

5.8.2.1. Generaiidades

Ya se destacó a1 principio de este capitulo que 1a unidad

repetitiva de] xantano estaba acetiiada en posición 6 de 1a

manosa interna (Fig.71).

A semejanza de] caso con piruvato, debíamos averiguar

cua] era e] dador del grupo acetilo y si este grupo se incor

poraba en 1a etapa de iipidos intermediarios, comoocurre con

e] piruvato, o si por e] contrario se incorporaba cuando e]

polisacárido estaba formado.

En cuanto a1 primer probiema, el dador de] grupo acetiio,

ya se mencionó en 1a introducción que preparaciones particu!;—

das de Salmoneiia anatum eran capaces de transferir grupos a

cetiios a partir de acetii-CoA (109,110). La enzima respon +
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bie de esta reacción catalizaba 1a acetiiación de oligosacári
dos cuya secuencia de azúcares era similar a 1a de] poiisacá

rido-O. La actividad de] sistema era muy baja y por 10 tanto

se debieron efectuar incubaciones muy proiongadas. Teniendo

en cuenta este antecedente se decidió entonces investigar si

ei acetii-CoA podia actuar como dador en nuestro sistema.

Se efectuaron entonces, incubaciones estandard en presen

cia de (14C)aceti1-C0A y de diferentes combinaciones de nucieó

tido-azúcares, determinándose 1a incorporación de radioactivi

dad en soivente 1203 y en 1a fracción polisacárido. Los resul

tados (Tabia 25) mostraron que cuando se permitió 1a formación

de mancsiiceiobiosa-PP-prenoi (Exp n°3) hubo incorporación só

io en a fase orgánica; en cambio cuando se permitió 1a forma

ción de pentasacárido-PP-prenoi hubo incorporación tanto en

1a fase orgánica como en e] poiisacárido (Exp n°4).

Crbe notar que 1a incorporación en extracto 1203 en este

úïtimo :aso es sensibïemente menor que en e] caso anterior.

Esta disminución en extracto 1203 se ve compensada con 1a in

corporación en poiisacárido, de tai manera que 1a incorporación
tota] e: simiiar en ambos casos
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Tabia 25: Incorporación de (14C)acetato a partir de (14C)Ac
-CoA. Efecto de nucleótido-azücares

Cantidad de (14C)acetato
Exp N° Agregados incorporado en:

UDP-G1c GDP-Man UDP-GlcUA extracto 1203 polisacárido
(pmoles)

1 - - - 2 1

2 + - - 1 1

3 - + — 2 1

4 + + - 62 2

5 + + + 33 34

Se efectuaron incubaciones estandard en presencia de 0,7 mg de proteina,

(14C)Ac-C0A 120 uM y donde se indica 285 FM de UDP-Gic, 214 pM de GDP-Man

ó 22 pM de UDP-GlcUA. Luego de 30 min de incubación a 20°C las reacciones

se inactivaron y procesaron segün e] método D.

5.8.2.2. Manosilcelobiosa difosfato preno] como
aceptor de] grupgfacetiio

Teniendo en cuenta que, por 1a estructura propuesta

(Fig.71), e] acetilo ocupaba la posición 6 de 1a manosa inter

na, es decir la de] trisacárido, los resuitados de 1a sección
anteriorse consideraron razonabies:

La incorporación de acetato radioactivo en incubaciones
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en presencia de UDP-giucosa y GDP-manosa sugería que e] mano

siiceiobiosa-PP-prenoi podía actuar comoaceptor dei grupo

acetiio. Cone] objeto de estudiar esta posibiiidad se efectua

ron incubaciones con UDP-glucosa y GDP-(I4C)manosa en ausencia

y presencia de acetii-CoA. La radioactividad incorporada en

extracto 1203, que fue simiiar en ambos casos, se analizó por

cromatografia de 105 productos de hidróiisis ácida suave (Fig.

79 A y B respectivamente).

E1 mismo procedimiento se efectuó sobre e] materia] lipo

soiuble obtenido en presencia de UDP-glucosa, GDP-manosay

(14C)aceti1-C0A (Fig 79 C) a fin de poder compararios.

En e] primer caso (incubación en presencia de UDP-G1cy

GDP—(14 C)Man)e] procedimiento utiiizado rindió como era de

esperar (14C)manosi1ce10biosa (Fig.79 A). Pero cuando a 1a

mezcla de incubación se le agregó Acetil-CoA se observó una

disminución en 1a incorporación de (14C)manosa a1 trisacárido,

y 1a aparición de un nuevo compuesto (RGÏC: 0,7, Fig.79 B),
supuestamente acetii-manosiicelobiosa. Un producto de simiiar

comportamiento cromatográfico se obtuvo a partir de 1a incuba

ción efectuada en presencia de UDP-Gic, GDP-Many (14C)aceti1

-CoA (Fig.79 C).

En principio podemos concluir entonces que e] Acetii-CoA

puede donar su resto acetiio a1 manosi1celobiosa-PP-prenoi,

para formar ei derivado acetiiado (RG1C: 0,7) compuesto que
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Eígura 79: Obtención de trisacárido aceti1ado. Cromatografía en papel con
solvente I de los productos de hidróïisis ácida suave de] materia] incor
porado en extracto 1203. Dicho materia] se obtuvo de incubacíones estandard

reaïízadas durante 30 mín a ÉO°Cen presencia de 0,7 mg de prot. y de
A: UDP-Gïc (285 pM) y GDP—(1 C)Man (17 pM, AE: 216 Ci/mol)
B: como en A, más Ac-CoA (710 uM)
C: UDP-G]c (285 uM), GDP-Man (214 uM) y (14C)Ac-C0A (120 uM).
Las incubaciones se procesaron por e] método D. Los hidrolízados se croma
tografíaron durante 90 h.
AX3se obtuvo como se indica en 1a sección 3.10..
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pudo obtenerse con marca tanto en manosa (Fig.79 B) como en

acetato (Fig.79 C).

5.8.2.3. Caracterización del resto acetato en el
trisacárido acetilado

Si el compuesto obtenido en presencia de UDP-glucosa,

GDP-manosay Acetil-CoA era acetil-manosilcelobiosa, el resto
acetato deberia ser liberado en medio alcalino. Entonces se

aisló por hidrólisis ácida suave y cromatografía en solvente I

(como se describe en la Fig.79); elcompuesto de RG1C:0,7 con
marca en acetaUJo con marca en manosa; se sometió a ambos a

hidrólisis alcalina suave y los productos obtenidos se identi
ficaron por cromatografía en papel (Fig.80). De esta manera

pudo detectarse por cromatografia en solvente D la presencia

de (14C)acetato (cuadro A) a partir del compuesto de RG1C:0,7
obtenido con marca en acetato. Idéntico tratamiento aplicado

sobre el compuesto obtenido con marca en manosa produjo

(14C)manosilcelobiosa (cuadro B) a juzgar por la movilidad

observada en Cromatografía en solvente l.
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Figura 80: Tratamiento a1ca1ino suave sobre e] trisacárído acetïïádo mar

cado en (14C)acetat0 o en (14€)manosa. Se e1uyó e] compuesto de RG1C: 0,7
marcado en (14€)Ac de una cromatografía simiïar a 1a Fig.79 y se cromato
grafió en papel con solvente D, antes (---) y después ('-) de ser trata
do con NaOH60 mM,durante 10 min a temperatura ambiente (sección 3.5.5.)

(A).

De manera simiïar, el compuesto de RGIC: 0,7 marcado en
tografió en papel con solvente I antes (---) y deSpués (-—) del tratamien

(14C)Man se croma

to alcaïino (B).

AX3se obtuvo como se indica en 1a sección 3.10..
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Con estos resultados se confirmó que e] compuesto de

RGÏC:0,7 estudiado era acetiI-manosilcelobiosa.

5.8.2.4. E1 acetato está en 1a manosa de] trisacá
rido acetiiado

E1 problema a cua] de los tres azúcares de] trisacárido

estaba unido a1 acetato, fue estudiado de manera indirecta.

(14Sabiamos que e] C)manosi1ceiobiosa iiberaba (14C)manosa

cuando se lo trataba con m-manosidasa (sección 5 3.5.2. yrgfi
Fig.81 A). En cambio ei aceti1-(14C)manosi1ceiobiosa-fdeïresis

tente ante e] mismo tratamiento enzimático (Fig.81 B).

A AX3 Glc Han
—B O

I

(cpmx10'2)

o II

ÉI
3 l l

Ü‘ClMon O _I| l a
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Figura 81: Tratamiento con Orqnanosidasa sobre e] acetii-(14C)manosi1ce10
biosa. (14C)Manosi1ceiobiosa se obtuvo por hidróiisis ácida suave y croma
tografía en solvente I, como se detaiia en 1a Fig. 79 A. Aproximadamente
6.000 cpm de] mismo se trataron con Cr-manosidasa (sección 3.7.2.) y los
productos se cromatografiaron con solvente I (A).
Aceti1-(14C)manosi1ceiobiosa (6.000 cpm) se obtuvo como se indica en 1a
Fig.79 C y trató de idéntica manera (B).
AX3se obtuvo como se indica en 1a sección 3.10..
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Este resultado es consistente con 1a presencia de un grupo

acetiio en e] residuo manosa de] trisacárido, como prevee 1a

estructura propuesta (Fig.71).

5.8.2.5. E1 aceti1—CoAcomo sustrato

Para confirmar que e] acetil-CoA y no e] acetato era e

sustrato dador, se efectuaron incubaciones en condiciones OS»:

tandard en presencia de exceso de acetil-CoA, o de acetato,

ambos no radioactivos. En este úitimo caso la incorporación

de (14C)acetato a partir de (14C)aceti1-C0A fue afectada en

menor grado (20%) que en e] primer caso, donde 1a incorporación

disminuyó en aproximadamente un 86% (Tabïa 26).

5.8.2.6. Confirmación de que e] pentasacárido
difosfato preno] está acetiïado

Comose mostró en 1a tabla 25, hubo también buena incor

poración de radioactividad a materia] 1iposoiub1e cuando se

efectuaron incubaciones en presencia de UDP-giucosa, GDP-mano

sa, UDP-glucurónico y (14C)acetii-C0A (Exp n° 5). E1 análisis

de este materia] se reaiizó por electroforesis en pape] con

buffer G. Ei commküto sin tratar no se movió de] lugar de
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Tabla 26; Efecto de Ac-CoAy acetato no radioactivos sobre la
incorporación de (14C)acetil-C0A en extracto 1203.

(14C)acetato incorporado en
Exp Agregados extracto 1203 (cpm)

1 Nada 6400

2 Ac—CoA 880

3 Acetato 5100.

Se efectuaron incubaciones estandard en presencia de 0,7 mgde proteina,

285 pM de UDP-Glc, 214 uM de GDP-Man y 120 uM de (14C)Ac-C0A. En el exp.

n° 2 se añadió además un exceso de Ac-CoA (1,4n1M) y en el exp n° 3 se

añadió un exceso de AcOMg(1,4 mM), ambos no radioactivos. Luego de 30 min

de incubación a 20°C las reacciones se inactivaron y procesaron según el
método D.

siembra, comoera de esperar de un prenil-fosfo-azücar (Fig.

82 A). Pero el producto de hidrólisis ácida suave migró como

el pentasacárido libre (RUMP:0,6, Fig.82 B), un resultado
razonable, pues el grupo acetilo no prevee ninguna carga extra.
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Figura 82: Anáiisis de] materia] incorporado en extracto 1203. Se obtuvo
extracto 1203 como se indica en 1a Tabla 25 (Exp n° a).
La radioactividad incorporada se anaiizó directamente por e1ectroforesis
en buffer G (A) o por electroforesis en e] mismobuffer, de los productos
de hidróiisis ácida suave (B).

(14Paraconfirmar que este compuesto era e] C)aceti]—pen

tasacárido se hidrolizó en presencia de NaOH60 mM(sección

3.5.5.) y e] producto se sometió a cromatografía en pa, É con

soivente D; anáiogamente a lo mostrado en e] caso de] trisacá

(14rido acetiiado se obtuvo C)acetato (Dato no mostrado).
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E1 conjunto de estos resuitados indica que tanto e]

manosiiceiobiosa-PP-prenoi comoe] pentasacárido-PP-preno]

pueden acetiiarse "in vitro". Pero estabiecer cua] es e] mejor

sustrato de esta reacción y 1a secuencia de ias transferencias

de azúcares y/o acetiio exigirá un estudio más detaiiado de

este proceso.

5.8.2.7. Incorporación de] grupo acetiio a1
poiisacárido

Anáiogamente a 10 visto en e] caso de] grupo acetai-piru

vato se estudió si el grupo acetiio se incorporaba a1 poiisa

cárido a través de] aceti1pentasacárido-PP-preno] descripto,

o si por e] contrario 10 hacia directamente a partir de]

acetii-CoA (Tabla 27). Para eiio se tomó polisacárido nativo

(Exp n° 3) y deacetiiado (Exp n°4) y se ios incubó en presen

cia de (14C)aceti1-C0A. Comocontro] se incubó también en au

sencia (Exp n° 1) y en presencia de tres nucleótido-azúcares

(Exp n° 2).

Los resultados indican que e] grupo acetiio no parece

incorporarse directamente a] polisacárido (Exp n° 3 y 4) y que

únicamente se incorpora a] xantano cuando se permite 1a fo ma
ción dei pentasacárido-PP-prenoi (Exp n° 2).
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Tabia 27: Incorporación de (14C)acetato a1 poiisacárido

14C-acetilo en

Exp Agregado extracto 1203 poiisacárido
(pmoies)

1 Nada 6 3

2 UDP-Glc, GDP-Man, UDP-GicUA 55 23

3 Xantano 4 4

4 Xantano deacetiiado 4 3

Se efectuaron incubaciones estandard en presencia de 0,7 mg de proteína
(14C)Ac-C0A (120 uM) y donde se indica 285 uM de UDP-61c, 214 pM de GDP
—Man,22 uM de UDP-GicUA, 75 ug de xantano ó 75 ug de xantano deacetila
do. ESte üitimo se obtuvo tratando a1 xantano (3-5 mg/mi) con HOK25 mM,
KC] 0,1 M durante 2 h a 20°C en atmósfera de N2 (166). E1 xantano libre
de acetato se precipitó con etanol, se llevó a sequedad bajo presión redu
cida y finalmente se resuspendió en agua.
Las incubaciones se procesaron por e] método D.

Enresumenen este capitulo se ha demostrado 1a participa

ción de acetil-CoA como dador de] grupo acetiio. Dos iipidos

intermediarios pueden actuar comoaceptores: manosiiceiobiosa

—difosfato-preno] y pentasacárido-difosfato-prenol.
Por otra parte Ia acetiiación dei producto fina], e] xan

tano, solo ocurre a través de sus intermediarios: ni el xanta

no nativo, ni e] xantano deacetilado químicamente, actúan co

mo aceptores.
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5.9. Otros compuestos obtenidos con e]
sistema de X. campestris

5.9.1. Incubaciones con GDP-(14C)manosa

Se comentó en 1a sección 5.3. que a1 incubar e] prepara

do enzin tico de X. campestris con GDP-(I4C)manosa se obtenían

dos proc ctos radioactivos, uno de los cuaies fue caracteriza

do comomanosiiceiobiosa-PP-prenoi. Procesando ias incubacio

nes por l método D, ambos compuestos se extraian con soiven

te 12031 pero mientras el arriba nombrado se descompuso cuan

do fue i ¡matografiado con soivente aicalino F, para dar e]

éster fOsfórico cicïico correspondiente, ei otro de los compues

tos aparivtemente permaneció inalterado, pues se despiazó con

e] frentr de] soïvente (ver Fig.46 B). Comotanto los iipido

monofosfu o azúcares como muchos giicéridos migran en esa po

dición (8/), se supuso que podria se manosa monofosfato Iipi

do. Con e} objeto de poder estudiario fue e1uido con so1vente

1203 y analizado por diversos criterios.

Migro nuevamente con el frente a] ser recromatografiado

con solvente F. En cambio no se movió de] lugar de siembra

cuando se 10 cromatografió con soivente I. La faita de moviii

dad en este üitimo soivente descartó que e] compuesto fuese
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manosa monofosfato lípido, pues éste migra con un Rf de 0,9

en dicho sistema (118). Además hizo sospechar gue este compues

to y aquel que no migraba en cromatografía en solvente I (ver

Fig.46 A) eran la misma entidad.

El compuesto resultó ser estable ante una hidrólisis áci

da suave, pues luego del tratamiento no mostró variación en

las movilidades en solventes F (Rf: 0,9) e I (Rf: 0). Además

cromatografiado con solvente H, antes o después del tratamien

to, tampoco se movió del origen (Rf: O).

Sometido a una hidrólisis ácida más enérgica (HCl IN,

30 min, 100°C) se descompuso, pero no liberó manosa radioacti

va como se esperaba, sino otro monosacárido que, a juzgar por

la movilidad cromatográfica con solventes H e I, fue identifi

(14cado como C)ramnosa. No se estudiaron otros aspectos de la

estructura del compuestooriginal.

a.9.2. Formación de GDP-D-ramnosa

La presencia de ramnosa radioactiva indicaba que la pre

14C)—o—maparación enzimática utilizada podia convertir GDP-(

nosa en GDP-(I4C)—D-ramnosa, conversión que Fue descripta por

primera vez en bacnerias gram negativas no clasificadas (167)

y luego según Hickman y Ashwell, precisamente en X nthomonas

¿_¿9e35ris, aundue no se dieron detalles experimentales (168).



-257

El GDP-(14C)-D—ramnosaformado cederia, entonces, su residuo

azücar a un aceptor endógeno para formar el producto soluble

en solvente 1203 que se menciona más arriba.

Los estudios siguientes se efectuaron en colaboración con
Susana Raffo. Para confirmar la conversión de un nucleótido

en otro se efectuó una incubación en presencia de GBP-(14€)

-D-manosa a 30°C. Luego de 30 min el sobrenadante de la misma

se analizó por cromatografía en solvente 0. Se encontró que

casi toda la radioactividad migró con una movilidad diferente

de GDP-D-manosa (Fig.83 A). El compuesto obtenido mostró ser

resistente al tratamiento alcalino suave (Fig.83 B), pero ser
lábil a hidrólisis ácida suave, liberando ramnosa radioactiva

(Fig.83 C). Estos datos indican que efectivamente el prepara

do enzimático pudo convertir GDP-D-manosa en GDP-D-ramnosa.

Es de destacar que este compuesto se obtuvo con muy buen ren

dimiento (> 90%) en incubaciones realizadas a 30°C, pero prác

ticamente no se formó cuando la temperatura de incubación dis

minuyó a 20°C.

La formación de GDP-D-ramnosapor preparados enzimáticos

de X. campestris se deba probablemente a la participación del

nucleótido-azücar en la sintesis del lipopolisacárido, del cual

la ramnosa es el principal componente (58%) (168).
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Figura 83: Análisis del producto hidrosoluble obtenido a partir de
GBP-(14€)Man. Se efectuó una incubación con 0,3 mg de prot. en presencia
de 17,1 uM de GBP-(14€)Man (AE: 216 Ci/mol) a 30°C. Luego de 30 min se
detuvo la reacción por el agregado de 2 volúmenes de etanol y el sobrena
dante se cromatografió en solvente 0 durante 26 h (A). El producto de A
fue eluïdo y una alícuota se cromatografió en solvente E con estandard de
GDP-Man, UDP-Glc y TDP-Ram(B). Otra alícuota de A fue sometida a hidróli
sis ácida suave y los productos cromatografiados en solvente I (C).
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5.9.3. Incubaciones con UDP-(14€)glucurónico

Se comentó en la sección 5.4.2.2. (Fig.54) que al anali

zar los productos obtenidos en incubaciones realizadas en pre

sencia de UDP-(14€)glucurónico se encontraron tres productos

radioactivos, dos de los cuales fueron caracterizados comopen

tasacárido difosfato prenol (compuesto IV) y piruvil-pentasa

cárido difosfato prenol (compuesto V). Para la formación de

los dos compuestos arriba nombrados era necesaria la presencia

de UDP-glucosa y GDP-manosa en la mezcla de incubación, pero

para obtener el restante compuesto, que se denominó “lípido

-glucurónico” no ocurría lo mismo. Esta caracteristica permi

tió obtenerlo comoúnico compuesto facilitando asi su estudio.

Por otra parte también preparados enzimáticos de Acetobac

ter xvlinum incubados con UDP-(14€)glucurónico forman un com

puesto igualmente denominado lipido-glucurónico (118). Las

propiedades de dicho compuesto fueron:

a. Labilidad en medio ácido suave, liberando ácido glucu

rónico. Esta propiedad, comparable a la de los prenil-fosfo

-azücares, llamó la atención dado que los glucurónidos descrip
tos en la literatura son resistentes a la hidrólisis ácida sua

ve (169).

b. Labilidad al tratamiento alcalino suave (0,06N Nabd,

5 min, temperatura ambiente), liberando ácido glucurónico. Es
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te comportamientoes diferente al de los lipido-fosfo-azúcares

que son estables en estas condiciones.

c. Estabilidad frente al tratamiento con fenol (fenol 50%,

65°C, 2 h). Este comportamiento también es diferente al de los

prenil-fosfo-azúcar (donde el prenol es alilico), pues estos

se rompenliberando el aiucar fosforilado.

d. Posición el columna de DEAE-celulosa; Por cromatogra

fia en columna de DEAE-celulosa en metanol 99% el compuesto

eluyó con una concentración de AcONH4de 0,25 M, comparable

a la concentración con que eluye glucosa-PP-prenol.

e. Condiciones de obtención: El compuesto no se pudo ob

tener con marca en 32? incubando en presencia de (fi -32P)UDP
-glucurónico, ni tampoco se pudo incrementar su sintesis su

plementando las incubaciones con FMP.Por otra parte la sinte

sis de lipido-glucurónico se inhibió por el agregado de UDPy

no de UMP.

Estos resultados indicaban que el UDP-glucurónico cederia

la porción azáucar a un aceptor del tipo P-lipido para formar

glucurónico-P-lipido. En conclusión las propiedades de este

compuesto resultaron por un lado diferentes a la de los glucu

rónidos comunes, y tampoco coincidieron con la de los lipido

-azúcares descriptos. En cuanto a la aglicona no se efectuaron
estudios más detallados sobre su naturaleza.

Con estos antecedentes decidimos comparar el compuesto
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obtenido con e] sistema de X. campestris con aque] obtenido

con A. xxlinum.

9.9.3.1. Propiedades de] lípidoïgiucurónico

5.9.3.1.1. Anáïisis cromatográfico

E1 iípido-giucurónico fue anaiizado por cromatografía

en papel en solvente F (Fig.84), obteniéndose un solo pico de

radioactividad con un Rf: 0,6-0,7 (cuadro A), algo menor a]

Rf de] compuesto formado por A. xvlinum (Rf: 0,7, cuadro B).

Por cromatografía en columna de DEAE-celulosa (ver figu

ra 54, sección 5.4.2.2.) eïuyó con una concentración de ACONH4
de aproximadamente 0,7 M (pico III). Se confirmó que se trata

ba de iipido-giucurónico pues dicha fracción fue analizada por

cromatografía en papel en solvente F, observándose un perfi]

radiocromatográfico simiiar ai mostrado en 1a Fig.84 A. Este

valor (0,7 M) es significativamente mayor que el encontrado

para e] compuesto obtenido de A. xxiínum (0,25 M). Este valor

aumentado no pudo deberse a 1a presencia de un grupo pirofos

fato entre 1a agiicona y e] ácido glucurónico, porque 1a cro

matografía en soivente F no mostró evidencias de la existencia

de tai grupo, ni tampoco se iogró obtener el compuesto con mar



-262

32 . . . .ca en P en 1ncubac1ones realïzadas en presenc1a de

(p -32P)UDP-glucurónico. La causa se encuentra, posibïemente,
en 1a estrucutra de 1a agïicona.
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Figura 84: gggmptografïa en paoel del lípido-glucuróníco. Se efectuó una
incubación estandard con 1 mg de prot. en presencia de 21,4 uMde UDP
-(14C)G1CUA (AE: ¿68 Ci/mol) durante 30 mín a 12°C. La reacción se detuvo
y orocesó según el método E y e] extracto butanóïico lavado se cromatogra
Éíó en Jane} con solvente F (A). Lípido-glucuróníco de A¿_¿ïiiggg, obtení
do según (118) se cromatografíó en e] mismo solvente (BÏÏ
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5.9.3.1.2. ¡Tratamientos degradativos

a. Hidrólisis ácida suave: Por hidrólisis ácida suave

(HCl 0,01N, 10 min, 100°C) y ulterior partición butanol/agua

(sección 3.5.1.1.) se recuperó más del 95%de la radioactivi

dad en la fase acuosa. No se estudió la estructura del produc

to liberado.

b. Hidrólisis alcalina: Ante una hidrólisis alcalina sua

ve (sección 3.5.6.) capaz de saponificar fosfolipidos, se re

cuperó el 100%de la radioactividad en la fase acuosa. En es

te caso tampoco se aclaró la estructura del compuesto libera

do.

Las propiedades hasta aqui estudiadas coinciden con las

obtenidas para el compuesto formado por A. xvlinum, siendo la

diferencia más notable la concentración de AcONH4necesaria
para eluirlos de una columna de DEAE-celulosa. El hecho de que

ambos compuestos sean lábiles tanto a la hidrólisis ácida co

moa la alcalina abre la posibilidad de estar ante intermedia

rios distintos a los conocidos hasta el momentoy por lo tan

to parece interesante estudiar en el futuro la función de es

tos compuestos asi como la naturaleza de la aglicona.
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6. DISCUSION Y CONCLUSIONES

6.1. De ios resultados encontrados con e] sistema de
A. xxlinum

En 1a Fig.85 se resumen ias reacciones en las que inter

vienen Iipido azúcares estudiadas en nuestro laboratorio con

e] sistema de Acetobacter xyiinum.

mcUA-HpMo
L, U GlcUA-Q-ïj-Man-Glc-Glc-PP- Prenoll l

I y¿UDP-Glam). “DP'G‘C
Mun- -1,3-G|c-Glc-PP-Prenol 5 UDP

GDP
3 Glc-ot -1,l.-GlcUA-Mon-Glc-Glc-PP-Prenol

GBP-M0" UDP-Glc

Glc-g -1,L-Glc-PP-Prenol DP
UDP

2 Glc -@-1,6-Glc-GlcUA-Man-Glc-Glc -PP.P¡-eno[
UDP'G‘C TDP-Rhcm

7
Glc-PP-Prenol TDP

Rham-1,6Glc-Glc-GlcRA-Man-Gloclc-PP-P¡-eno|

UDP-Glc p e”, x“) pollsacándo

Í: PP-PrenolP-Prenol AOP

GDP'MG" 10 UDP-Gal AT
GOP UDP 9 P

Gal- (S-P-Prenol Prenol
Mon-(S-P-Prenol

Figura 85: Esquemapronuesto para la sintesis de] heptasacárido difosfato
prenoi y reacciones relacionadas (75,82,83,94,118).
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Trabajos;previos sugerian que e] producto de 1a reacción

1, glucosa-PP-prenoï, estaria invoiucrado en 1a sintesis de

un giucano hidrosoiubie (116), que es sintetizado en grandes

cantidades cuando e] preparado enzimático de A. xziinum se in

cuba en presencia de UDP-glucosa. Este homopoïisacárido contie

ne uniones p-1,2.
En 1a primera parte de] trabajo se ha estudiado entonces

1a posibie relación entre g1ucosa-PP—prenoiy 1a sintesis de]

glucano.

Se pensó que si se lograba obtener e] poiisacárido emplean

do comosustrato exógeno (14C)glucosa-PP-prenol se tendria una

confirmación inequivoca de 1a relación precursor-producto.

Sin embargo aunque se pudo demostrar 1a formación de giu

cano a partir de (14€)glucosa-PP-pren01 (Fig.21 A), 1a reiación

precursor-producto no quedó ciaramente establecida, debido a

1a reversibiiidad de 1a reacción de formación de glucosa-PP

-preno]. En efecto, cuando se repitió e] mismo experimento pe

ro en presencia de UDP-glucosa no radioactivo, se encontró que

además de (14€)giucano se formaba durante 1a incubación

UDP-(14€)glucosa (Fig.21 B).

Estos resuitados se interpretaron admitiendo 1a presencia
de UMPen 1a mezcia de reacción. E1 nucleósido.monofesfato for

(14 14C)g|ucomaria con e] C)giucosa-PP-prenol agregado, UDP-(

sa. La posibie presencia de UMPen el preparado enzimático in
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validaba el objetivo del experimento.

' Se decidió entonces estudiar el efecto del UMPen la reac

ción de formación del glucano.

Se pudo observar asi, que empleando (14C)glucosa-PP-pre—

nol como sustrato exógeno, el agregado de UMPen la mezcla de

incubación estimulaba la formación de glucano (Fig.22 B), y

que ésteestfimflo,dependia de la cantidad de nucleósido monofos

fato agregado (Fig.23). Los resultados obtenidos indicaban que

el lipido azúcar no seria el único participante en la reacción
de sintesis del polisacárido.

Por otra parte en incubaciones realizadas en presencia

de UDP-(14C)glucosa, 50 nmoles de UMPinhibieron totalmente

la formación de glucosa-PP-prenol, y en cambio solo inhibieron

un poco más del 10% la formación de glucano (Fig.24). Por otra

parte en presencia de UDPla formación de glucano se inhibió

en un 81% y la de prenol-PP-glucosa en un 65%. Estos resulta

dos, junto con los arriba mencionados sugieren al nucleótido

-azücar como precursor directo del polímero. Sin embargo no

descartan totalmente la participación del lipido azúcar. Una

posibilidad es que el prenol-P-glucosa agregue solo residuos

glucosa terminales, o formando parte de una rama lateral. Es

decir que el lípido azúcar no contribuiria a la formación de

la cadena principal, sino que cederia su resto glucosa a una

preexistente. Unglucano extracelular de estas caracteristicas
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ha sido aisiado a partir de] medio de cuitivo de A. xxiinum

(170). La estructüra propuesta consiste de una cadena princi

pa] de ceiulosa con una rama 1atera1 de una sola glucosa. So

io una de cada tres giucosas de 1a cadena principa] está rami

ficada y 1a unión es de] tipo F -1,2.
En un esquema de] tipo comentado más arriba, es decir que

e] prenoi-P-giucosa ceda su cesto azúcar a una cadena preexis

(14C)giucosa a giucano en incubacio

(14

tente, 1a incorporación de

nes reaiizadas en presencia de C)giucosa-PP-prenoi (como

sustrato exógeno) deberia verse incrementada si en 1a mezcla

de incubación se agregase UDP-giucosa. Sin embargo ios resui

tados encontrados mostraron que no hubo variación en la incor

poración de radioactividad a glucano en ausencia, o en presen

cia de UDP-glucosa (Fig.21 A y B respectivamente).

En e] estado actual de ios conocimientos no se puede des

cartar totaimente 1a participación de glucosa difosfato preno]

en alguna proporción en la reacción de formación de] giucano.

Es claro sin embargo, que ei preniifosfoazúcar no es e] único

sustrato y además que e] UDP-glucosa es un precursor directo

en 1a mencionada reacción.

La segunda parte de] trabajo realizado con e] sistema de

A. xxlinum trata sobre e] poiisacárido, de] cua] los prenoi

-fosfo-azücares descriptos en ia Fig.85 serian precursores.

Comose mencionó en las secciones 2.1.4. y 4.2.1. se pu
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do obtener "in vitro" el heptasacárido-PP-prenol (producto de

la reacción 7 Fig.85) gracias al conocimiento de los azúcares

que componenel polisacárido acetano (94,118).

Entonces se decidió emprender el estudio de la estructu

ra del acetano y compararla con la ya conocida del heptasacá

rido con el objeto de decidir si era el destino final del hep

tasacárido-PP-prenol.
La estructura del acetano fue estudiada en colaboración

con R.0. Couso y someramente consistió en:

i. Determinación de los azúcares componentes. Se realizó some

tiendo al polisacárido a hidrólisis ácida total. El análisis

de los productos obtenidos estableció que el acetano está cons

tituido por glucosa, manosa, ramnosa y ácido glucurónico (Fig.

25), confirmando los resultados obtenidos por P. Romero (117).

ii. Determinación de la relación de los azúcares componentes.

La relación de los azúcares componentes se obtuvo empleando

métodos colorimétricos clásicos y cromatografía gaseosa.

De esta forma pudo estimarse que la relación glucosa: ma

nosa: ramnosa: ácido glucurónico en el polisacárido es de

4:1:1:1 (sección 4.2.3.). Esta relación es idéntica a la del

heptasacárido AX7.
iii. Caracterización de los productos de hidrólisis ácida par

cial y acetolisis del acetano. Se trató de aislar fragmentos

del polisacárido (fundamentalmente disacáridos) empleando mé
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todos degradativos. Los productos se identificaron por croma

tografía y eïectroforesis en pape], comparandolos con compues

tos de estructüra conocida, o con compuestos obtenidos emplean

do 1os mismos métodos degradativos sobre e] AX7. De esta for

ma pudo estabiecerse 1a presencia en e] acetano de P -g]ucuro

ni1manosa (Fig.27), P-glucosi1-1,6-giucosa (genciobiosa, Fig.

28), p-giucosi1-1,4-giucosa (ceiobiosa, sección 4.2.4.3.) y
giucosiï-giucurónico (Fig.29).

iv. Permetiiación de] acetano. Comoya se mencionó resta aún

compietar ios estudios.

Los resuitados obtenidos permiten asignar tentativamente

a] acetano 1a estructura propuesta en 1a Fig.86.

Si bien hasta e] presente no se ha iogrado, con e] siste

ma de A. xyiinum, sintetizar e] acetano "in vitro“ a partir

de los nucleótido-azücares, no cabe dudas comparando ias estruc

turas de la porción glicosidica de] heptasacárido-PP-preno]

y 1a unidad repetitiva propuesta para e] exopolisacárido ace

tano que e] iipido-oiigosacárido es un intermediario en e]

camino biosintético de] poiimero.
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Figura 86: Estructura propuesta para e] poïísacárido acetano.

6.2. De los resuïtados encontrados con e] sistema de
X. campestris.

Los estudios relacionados con 1a biosíntesis de] xantano

empleando e] sistema de Xanthomonas campestris, podrían resu

mirse en e] cuadro de 1a Fíg.87.



-271

Todos 195 compuestos formados, saïvo e] producto fina],

es decir e] xantano (reacción 8), son solubies en soiventes

orgánicos.

Las diferentes reacciones, con excepción de 1a 8, se es

tudiaron determinando 1a incorporación de] azúcar radioactivo

correspondiente a materia] soluble en_solventes orgánicos. La

reacción 8, en cambio se estudió determinando 1a incorporación

de radioactividad a materia] coprecipitabie con xantano nati

V0.

Formación de lípidos intermediarios.

Salvo en 1a reacción 1, en que se transfiere g]ucosa-1—P,

en los casos de ias reacciones 2 a 5 el nucieótido precursor

soio cede su resto hexosa.

Se encontró que todos los intermediarios de] xantano ais

1ados (productos de ias reacciones 2 a 7) fueron 15bi1es a hi

drólisis ácida suave (pH 2, 10 min, 100°C) (Figs.40, 46, 67,

53, 72 y 79-82).

En e] caso de ios productos de ias reacciones 2, 3 y 5

se estabieció 1a presencia de un grupo difosfato entre 1a por

ción azúcar y 1a 1ipídica, aislándoio en forma de pirofosfato

inorgánico a partir de‘1os respectivos compuestos marcados en

32p (sección 5.5., Fig.66).
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Figura 87: Resultados obtenidos con e1 sistema de Xanthomonascampestris
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La presencia de 1a unión difosfato se confirmó además en

e] caso de los productos de 1as reacciones 2 a 6 mediante 1a

caracterización de] producto de ruptura a1ca1ina comoei corres

pondiente éster fosfórico cicïico (Figs.41, 47, 67, 53 y 72).

La naturaieza de 1a porción Iipidica de 10s intermediarios

aisiados se estudió en e] caso de] producto de 1a reacción 2,

ceiobiosa-PP-prenoi. Este compuesto mostró ser labii tanto a1

tratamiento con fenol, como a Ta reducción catalitica con H2
(Figs.42, 43 y sección 5.2.2.4. respectivamente), los cuaies

son dos criterios usuales para distinguir derivados poliprenó
iicos a -insaturados (aiiiicos) de tx-saturados (dolicoies)

(129). Además como se demostró que ceiobiosa-PP-prenoi es pre

cursor de los productos de ias reacciones 3, 4 y 5 (Fig.49,

tabla 16 y Fig.55 respectivamente) se consideró que 1a porción

iipidica era comúna todos ios intermediarios aislados. Una

identificación más precisa de esta porción iipidica se iogra

rá únicamente cuando se disponga de cantidades mucho mayores

que ias manejadas hasta el momento y se pueda obtener un espec

tro de masas.

Si bien de acuerdo a1 esquema de biosintesis propuesto

1a primera reacción consiste en 1a transferencia de giucosa

-1—Pa1 prenoi-P aceptor (reacción 1), incubaciones realizadas
en presencia de UDP-giucosa soiamente condujeron a 1a formación

de celobiosa difosfato preno]. Este compuesto se caracterizó
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en base a 105 siguientes criterios: 5
-E] producto hidrosoiubie obtenido por hidróïisis ácida

suave de] materia] extraido en soivente 1203 se caracterizó

comoceiobiosa ( p—giucosa-1,4-giucosa) (Fig.40). Por otra par
te y comoya se mencionó un 1ipido-azücar simiiar habia sido

descripto en nuestro iaboratorio, y sus propiedades (82) y bio

sintesis (75) eran conocidas.

En Ios experimentos reaiizados no se detectó 1a presencia

de giucosa difosfato preno], posiblemente debido a que 1a reac

ción es muy rápida y aunque no se hicieron muchos esfuerzos

para aislarïo, no se descarta 1a posibiiidad de obtenerlo va

riando ias condiciones de incubación (pH, tiempos de reacción,

etc.). De todas maneras 1a transferencia de giucosa-l-P a par

tir de UDP-glucosa a un prenoI-P aceptor endógeno quedó confir

32P-P4pren01a partir de incubacionesmada a1 aisiar ceiobiosa

reaiizadas en presencia de (P -32P)UDP-giucosa (Fig.64).
La reacción siguiente es 1a formación de ul-manosi1-1,3

-ce10biosa-PP—prenol, a partir de celobiosa-PP-prenol y GDP

-manosa (reacción 3). Varias evidencias confirmaron Ia estruc

tura propuesta para 1a porción azúcar de] compuesto. Su compor

tamiento cromatográfico es idéntico a] obtenido para e] trisa

cárido manosilceiobiosa de A. nyinum (Figs.46 A y 47 E). La

obtención de ceiobiosa a partir de ios productos de oxidación

con periodato del éster fosfórico ciciico de] trisacárido
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(Fig.51) indicó que la manosa está unida al carbono 3 de la
glucosa no reductora de la celobiosa, es decir, que el trisa

cárido es lineal. Este resultado estructura] fue el primer in

dicio que nos permitía descartar a la unidad repetitiva rami

ficada (Fig.36) comofisiológica. La configuración anomérica

de la manosa se estableció por tratamiento del trisacárido con

Ct-manosidasa libre de F -manosidasa (Fig.52).
La relación entre el trisacárido y celobiosa-PP-prenol

se estableció mediante incubaciones en dos etapas: Celobiosa

-PP-prenol formado “in situ" (sección 5.3.4.) en una primera

incubación produjo manosilcelobiosa-PP-prenol al ser reincuba

do con GDP-manosa (Fig.49). Comoen el caso anterior un lipi

do-azücar similar habia sido descripto en nuestro laboratorio,

y sus propiedades eran conocidas (75).

La subsiguiente transferencia de ácido glucurónico a par

tir de UDP-glucurónico a manosilcelobiosa-PP-prenol conduce

a la formación de glucuronil-manosilcelobiosa-PP-prenol (reac

ción 4) (sección 5.6.). Este compuesto se pudo obtener única

mente por medio de incubaciones realizadas en dos etapas, pues

como se explicó en la sección 5.4. al incubar en presencia de

UDP-glucurónico, GDP-manosa y UDP-glucurónico se formaba pen

tasacárido difosfato prenol.

HÍdTÓÏlSlS ¿Clda Suave del material obtenido en dos eta

pas liberó un producto hidrosoluble cuyas propiedades (movili
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dad electroforética (Fig.67 A) y comportamiento cromatográfi

co (Fig.68)) correspondieron a un tetrasacárido cargado nega
tivamente.

Además el compuesto se pudo obtener marcado en glucosa,

en manosa ó en ácido glucurónico según el nucleótido-azücar

radioactivo utilizado (Tablas 15 y 16), siempre que en la pri

mera incubación se permitiera la formación de manosil-celobio

sa difosfato prenol y la segunda se realizara en presencia de

UDP-glucurónico solamente.

La reacción 5 consiste en la transferencia de manosa, a

partir de GDP-manosa, al carbono 4 del ácido glucurónico del

lipido tetrasacárido para formar la unidadarepetitiva (sección

5.4.). La identidad del compuesto formado se estableció median

te varios criterios. Se lo pudo obtener marcado en cualquiera

de las hexosas que lo componen (Tabla 11).

Cromatografiado en columna de DEAE-celulosa se eluyó a

una concentración AcONH40,95M(Fig.54). Esta concentración es
alta considerando que los prenil-fosfo-azücares neutros se elu

yen con AcONH40,3-O,4 M, pero justificable por el tamaño y
por la presencia de una carga negativa provista por el grupo

carboxilo del ácido glucurónico. El AX6-PP-prenol (obtenido
de A¿_¿ïlinum) cromatografiado en este mismo sistema se eluye

recién con AcONH41,25 M (94,118).
Hidrolizado en condiciones ácidas suaves, el producto hi
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drosoluble obtenido se comportó como un pentasacárido cargado
negativamente, a juzgar por su movilidad electroforética (Fig.

53) y por su comportamiento cromatográfico (Fig.59).

La similitud de este pentasacárido con la unidad repeti

tiva propuesta por Jansson y colaboradores (120) se confirmó
de varias maneras.

Por ejemplo, el aislamiento del disacárido fl-glucuronil
-manosa, marcado en cualquiera de los dos azúcares, a partir

de los productos de hidrólisis ácida parcial del pentasacári

do, indicó que una manosa interna estaba substituida por un

residuo de ácido glucurónico (sección 5.4.6.2.). Se estableció

que el carbono de la manosa involucrado en dicha unión era el

2 por estudios de permetilación del pentasacárido marcado en

(14C)manosa. Se obtuvo 3, 4, 6-tri-Me-(14C)manosa y 2, 3, 4,

6-tetra-Me-(14C)manosa (Fig.61) indicando la presencia de una

manosa substituida en posición 2 y de una manosa terminal co

mo era de esperar. La unión de esta manosa al C-4 del ácido

glucurónico se estableció de manera indirecta. El grupo carbo

xilo del ácido glucurónico presente en el pentasacárido marca

do en dicho ácido fue reducido a un grupo alcohol formando un

(14pentasacárido neutro marcado en C)glucosa y este compuesto

fue sometido a una degradación de Smith (Fig.62 A y B). Se ob
14tuvo únicamente C¡eritritol indicando que el C-4 del ácido

glucurónico original estaba substituido. Finalmente se estable
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ció que 1a unidad repetitiva fisiológica era 1a Iineai y no

1a ramificada (Fig.36),confirmando 10 visto con e] trisacári

do. Se 11egó a esta conc1usión pues 105 productos obtenidos

por permetiiación de] pentasacárido marcado en (14C)gïucosa

fueron dos trimeti] derivados (2,3,6- y 2,4,6-tri-Me-gïucosa,

Fig.63) y no un dimeti] y un tetrameti] derivados (2,6-di- y

2,3,4,6-tetra-Me-g]ucosa) comose hubiese encontrado si 1a u

nidad repetitiva anaïizada hubiera sido ramificada. No se es

tudió 1a configuración anomérica de 1a manosa termina].

La reiación precursor-producto entre el 1ipido pentasacá

rido y los iipidos intermediarios anteriormente descriptos se
estabieció mediante incubaciones en dos etapas. Asi (14C)ce10

biosa difosfato prenoï, formado en una primera incubación fue

transformado en una segunda incubación reaiizada en presencia

de GDP-manosay UDP-glucurónico en (14C-Gic)pentasacárido di

fosfato preno] (Tabla 12 y Fig.55). Similarmente (14C)manosii

-ce10biosa difosfato preno] fue capaz de aceptar un residuo

de ácido glucurónico y otro de manosa, a1 ser reincubado en

presencia de UDP-glucurónico y GDP-manosa, para formar e] ii

pido pentasacárido (Tabia 19, sección 5.7.2.2.). Finaimente

e] tetrasacárido (14€)glucuroni1-manosilceiobiosa difosfato

preno], en presencia de GDP-manosa, también aceptó un residuo

manosa, para formar, como era de esperar, el iipido pentasacá‘

rido (Fig.69, sección 5.6.4.).
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Formación de] xantano “in vitro"

En primer iugar se estudió 1a formación de xantano "in

vitro" ut iizando UDP-giucosa, GDP-manosay UDP-giucurónico

(Tabla 8}. La identidad de] producto, que se pudo obtener mar

cado en cualquiera de ios tres azúcares, se estabieció por cro

matografía en coiumna de tamizaje moiecuiar, .cocromatografian

do en 10s tres casos con xantano nativo (Figs.32, 33 y 34),

y por aisiamiento de 2,6-di-Me-giucosa a partir de ios produc

tos de permetiiación de] polisacárido marcado en giucosa (Fig.

35).

Este üitimo resuitado es importante pues confirma, en e]

producto obtenido "in vitro”, 1a existencia de una giucosa di

sustituida o ramificada, comose habia propuesto para ei xan

tano natura] (120) (121). Debe destacarse que esta glucosa ra

mificada está ausente en 1a unidad repetitiva asociada a1 ii

pido (Fig.63) y por lo tanto 1a ramificación es consecuencia

directa dei proceso de poiimerización.

Se encontró también que para que ocurriera 1a poiimeriza

ción era necesaria 1a presencia de los tres nucleótido-azüca

res (Tabla 9), descartando, en un principio, la formación ini

ciai de una cadena de celulosa y e] posterior agregado de ra

mas 1atera1es.

E1 hecho de poder obtener poiisacárido "in vitro" a par

tir de ios nucieótido-azúcares fue un buen resultado, ya que
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frecuentemente células tratadas con EDTApierden 1a capacidad
de producir exop01isacáridos (81, 94, 95).

La participación de pentasacárido-PP-preno] en 1a sinte
sis de] xantano se estabieció mediante una incubación en dos

etapas. En la primera parte se incubó en presencia de ios tres

nuc1eótido-azücares (uno de eiios radioactivo) necesarios pa

ra formar pentasacárfido-PP-preno]. Luego de lavar para eiimiL

nar e] exceso de sustrato y e] posibie poiisacárido formado

se reincubó sin ningún agregado. Los resuitados (Tabia 17)

mostraron que e] lípido-azücar formado en 1a primer incubación

disminuyó en la segunda, a] tiempo que se observó incorporación

de radioactividad en xantano. Esta radioactividad solo pudo

provenir de] iipido intermediario y no fue producto de 1a pri

mera incubación, pues un control que no fue reincubado mostró

ausencia de radioactividad en 1a fracción polisacárido.

Se determinó también que soio pentasacárido-PP-preno] era

utilizado comosustrato para 1a formación de xantano "in vitro",

es decir que ninguno de ios restantes iipido-azúcares puede

ser poïimerizado directamente. Se 11egó a esta conclusión efec

tuando incubaciones en dos etapas. En un caso se acumuló

(14C)ceiobiosa-PP-prenol en 1a primera etapa y se comprobó que

no se formaba polisacárido a menos que durante 1a segunda in

cubación se agregara GDP-manosay UDP-glucurónico simuïtanea

mente (Tabia 18). El polisacárido asi obtenido fue caracteri
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zado comotal, filtrándolo por una columna de Bio-Gel (Fig.70).

También se comprobó que ni manosilcelobiosa- ni glucuro

nil-manosilcelobiosa difosfato prenol polimerizaban directamen

te y solo lo hacian al ser reincubados en presencia de los nu

cleótido-azücares necesarios para completar pentasacárido-PP

-prenol (Tabla 19).

Se concluyó entonces que la formación de xantano "in

vitro" era producto de lo polimerización de las unidades repe

titivas unidas al prenol, comose indica en la Fig.87, reacción

8.

Este es el primer sistema descripto en el que un exopoli

sacárido libremente excretado al medio se logra sintetizar

"in vitro" y en el que , comoera de esperar, participan pre

nil-fosfo-azúcares, Esto permitirá estudiar en el futuro el

mecmfismode polimerización con más detalle.

Es interesante destacar, sin embargo, que la rama lateral

que contiene manosa-ácido glucurónico-manosa, surge como con

secuencia del mecanismo de polimerización. Esto lo hace más

parecido al esquema de biosintesis del polisacárido-O de Sal

monella typhimurium (Fig.15) que al de Salmonella minneapolis,

donde las ramas laterales de glucosa son agregadas a partir

de un prenol-P-glucosa (Fig.16).
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Incorporación de (14€)piruvato

E1 siguiente paso estudiado en e] esquema propuesto fue

1a transferencia de piruvato a Ios carbonos 4 y 6 de] residuo

manosatermina] de] pentasacárido difosfato preno] (reacción 6);

Comodador de grupos piruvato se utiiizó ácido (14C)fos-

foenoipirüvico [(14C)PEP] pues pareció e] compuesto más indi

cado. En realidad Sutherland ya habia sugerido esta posibili

dad, pero sin iograr demostrario (16).

Se encontró buena estimuiación de 1a incorporación de ra

dioactividad a materia] 1iposoiub1e solamente cuando 1a incu

bación se realizó en presencia de ios tres nucieótido-azücares

simuhtaneamente (Tabla 20). Estudiando e] efecto de 1a tempe

ratura de incubación se encontró que a 20°C se incorporaba 4

veces más (14C)piruvato que a 0°C ó a 12°C (Tabia 21).

Se confirmó que el PEP y no e] piruvato era e] dador efec

tuando incubaciones con (14C)PEP en ausencia y en presencia

de exceso de PEP no radioactivo. En este üitimo caso se encon

tró importante disminución por dilución isotópica de 1a marca

incorporada en extracto 1203. En cambio cuando se incubó con

piruvato no radioactivo la disminución observada fue mucho me

nor (Tabia 22).

Varias evidencias permitieron caracterizar a1 lipido pen
tasacárido piruviiado.

En primer iugar se pudo obtener un compuesto con idénti



-283

cas propiedades, pero con marca en giucosa, en manosa, ó en

ácido giucurónico. Esto se iogró efectuando incubaciones en

presencia de los tres nucleótido dadores (con uno de ellos ra

dioactivo) y PEPno marcado (sección 5.8.1.3.).

Además cromatografiado en coiumna de DEAE-ceiuiosa se e

1uyó recién a una concentración de AcONH41,1 M (Fig.75). Es
ta concentración es justificabie por 1a presencia de una car

ga negativa extra provista por e] carboxiio de] grupo piruva

to, considerando que pentasacárido-PP-preno] se eiuyó a una

concentración de 0,95 Mde dicha sa].

Finalmente 1a posición de] grupo piruvato se determinó

sometiendo a una degradación de Smith a1 piruvi1—pentasacári

do marcado en ambas manosas (sección 5.8.1.5.). Por dicho tra

tamiento se obtuvo (14C)eritritoi y (14€)giicerol en proporción

prácticamente equimoiar (Fig.77) indicando que e] piruvato es

taba unido en posición 4, 6 a 1a manosa externa (ver explica

ción en Fig.76), simiiarmente a lo propuesto para e] xantano

nativo (120).

Aciarado que ei PEP era e] compuesto que actuaba como da

dor y que e] pentasacárido-PP-prenoi era el aceptor se estudió

1a forma de incorporación de grupos piruvato a] poiisacárido.

Para ello se incubó xantano nativo, asi como xantano libre de

(14piruvato, en presencia de C)PEP. En estas condiciones no

se detectó incorporación de radioactividad en ninguno de los
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dos casos. En cambio cuando se incubó en presencia de los
tres nucleótido-azücares se observó, comera de esperar, for

mación de piruvil—pentasacárido-PP-prenol y además incorpora

ción de radioactividad en polisacárido, indicando que el lipi

do-azücar piruvilado era un intermediario en la sintesis del

polímero (Tabla 23).

Comoen el xantano nativo no todas las manosas terminales

están piruviladas (120,121) se estudió la posibilidad de obte

ner "in vitro“ pentasacárido-PP-prenol totalmente piruvilado

y de observar si este compuesto podia ser o no polimerizado.

Para ello se efectuó una serie de incubaciones, en condiciones

de formar lipido pentasacárido, con cantidades crecientes de

PEP (Fig.78). Utilizando UDP-(14€)glucurónico, pudo comprobar

se que la presencia de PEP entre 0 y 3 mMdurante la incubación

se tradujo en un aumento de piruvil—pentasacárido-PP-prenol

a expensas de pentasacárido-PP-prenol, no detectánduse diferen

cias en la incorporación de radioactividad a poliSJCárido. Pro

bablemente con el aumento de PEP se forma polisacárido de ma

yor contenido en piruvato. Sutherland comunicó que xantano

aislado de un único cultivo estaria compuesto de moléculas con

distinto contenido en grupos piruvato (165).

En cambio cuando se aumentó la concentración de PEP a más

de 3 mMse observó una progresiva disminución en la incorpora

ción de radioactividad tanto a extracto 1203 comoa polisacá
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rido2 Por ejemplo en presencia de PEP 14 mMse observó una ,

caida de] 40%en 1a radioactividad incorporada a extracto 1203

(que resuitó estar formadoúnicamente por piruvii-pentasacári

do-PP-prenol) y de un 90%en poiisacárido, indicando que pro

babhmmntepiruvi1-pentasacárido-PP-pren01 no puede ser poïime

rizado si no se encuentra en presencia de pentasacárido-PP-pre

n01 (Fig.78).

Esta suposición se vió confirmada efectuando una incuba

ción en dos etapas, como se muestra en 1a Tabia 24. En 1a pri

mera parte se incubó en condiciones de obtener piruvi]-penta—

sacárido-PP-prenoi como único compuesto. Y en 1a segunda eta

pa 1a mezcla se dividió en dos: una mitad se reincubó sin nin

gún agregado y 1a otra mitad en presencia de UpP-giucosa,

GDP-manosay UDP-giucurónico, no radioactivos, para permitir

la formación de pentasacárido-PP-prenol sin piruviiar. Solo
en este último caso se observó transferencia de radioactividad

de] extracto 1203 a poiisacárido. Esta exigencia concuerda con

1a estructura propuesta por el grupo de Lindberg (120) donde

las manosas terminaïes están piruviiadas aiternadamente. Esto

eievaria e] tamaño de 1a “unidad repetitiva" a 10 azúcares.

Debe aciararse sin embargo, que no es imprescindibie 1a presen

cia de] piruvi]—pentasacárido-PP-prenoi en 1a reacción de po

iimerización pues ésta puede ocurrir en ausencia de] iipido
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piruviiado. De todas maneras quedó ciaro que e] grupo piruva

to se incorporaba a1 pentasacárido a partir de PEP, como se

muestra en 1a reacción 6 de 1a Fig.87 y que este compuesto era

un intermediario en 1a sintesis de] xantano como se ha preten

dido representar en 1a reacción 8 de 1a misma figura.

Incorporación de (14C)acetato

E1 compuesto utiiizadotmmo dador de grupos acetato fue

acetii-coenzima A (acetii-CoA) pues existia e] antecedente,

como ya se comentó en 1a Introducción, que preparaciones par

ticuiadas de Saimoneiia anatum eran capaces de transferir gru

pos acetiio a partir de ese compuesto a oiigosacáridos acepto

res (109,110).

En nuestro sistema se encontró buena incorporación de ra

dioactividad en "extracto 1203" a partir de (14C)aceti1-C0A

solamente cuando se permitió formar manosilceiobiosa-PP-preno]

o pentasacárido-PP-preno] (Tabla 25) y soiamente en este úiti

mo caso se encontró, además, incorporación de radioactividad

a polisacárido.

Se confirmó que e] acetiI-CoA, y no ei acetato, era e]

dador ya que un exceso de acetato no radioactivo no afectó

'significativamente la incorporación de acetato a partir-de

(14C)aceti1-C0A, en tanto que un exceso de acetii-CoA no mar

cado disminuyó notablemente 1a radioactividad incorporada
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(Tabla 26).

La identidad de] acetii-manosilceiobiosa difosfato prenoi

se estabieció por diversos criterios.

En primer iugar porque este compuesto, que se obtenía mar

cado en (14C)acetato a partir de (14C)aceti1-C0A y de UDP-giu

cosa y de GDP-manosa(ambos no radioactivos), se iogró obtener

también con marca en manosa reaiizando incubaciones en presen

cia de GBP-(14C)manosa y UDP-giucosa y acetii-CoA no marca

dos (Fig.79).

Además, e] compuesto obtenido con marca en acetato iibe

. (14ro C)acetato cuando se io trató con un medio alcalino sua

ve (NaOH 60 mM, 10 min) (Fig.80 A). E1 mismo compuesto, pero

obtenido con marca en manosa, rindió (14C)manosi1-ceiobiosa

ante ei mismo tratamiento (Fig.80 B).

Finaimente, en condiciones en que (14C)manosi1-ceiobiosa

fue atacada por tx-manosidasa liberando manosa radioactiva,

14C)manosi1-ceiobiosaresultó resistente (Fig.81).aceti1—(

Este resuitado se tomó como una evidencia indirecta de

1a presencia del grupo acetiio en e] residuo manosa dei trisa
cárido.

No se estudió a que carbono de ia manosa se incorpora ei

acetato, pero ia estructura propuesta por e] grupo de Lindberg
(120) ie asigna 1a posición 6.

Comose mencionó más arriba, también se encontró incorpo
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ración de radioactividad en extracto 1203 a partir de
(14C)aceti1—CoAcuando se permitió formar,además de manosiice

10biosa,pentasacárido difosfato preno]. Se comprobóque e] ace

tato estaba unido a1 pentasacárido efectuando una electrofore

sis con e] producto obtenido por hidróiisis ácida suave del

iipido-azücar. Se observó un único pico de radioactividad cu

ya moviiidad electroforética fue idéntica aria descripta para

ei pentasacárido iibre (RUMP:0,6) (Fig.82). Ademássimilarmen
te a 10 visto con e] trisacárido acetiiado, e] (14C)aceti1-pen

tasacárido iiberó (14C)acetato cuando fue tratado en medio

aicaiino suave (NaOH60 mM, 10 min, temperatura ambiente).

Tampocoen este caso se estudió 1a posición de aceti]acíón..

En conciusión, empieando acetil-CoA se iogró incorporación

de acetato tanto a manosiiceiobiosa comoa pentasacárido difos

fato prenoi. Este hecho, deja abierto el interrogante de Cuai

es e] aceptor "fisioiógico". Por este motivo 1a reacción de

transferencia de acetato en ia Fig.87 se ha representado con

ia iiave que abarca los tres oligosacáridos.

La incorporación de grupos acetato a1 poiisacárido se

aclaró, como en el caso de] piruvato, incubando (14C)Ac-C0A

en ausencia y en presencia de UDP-giucosa, GDP-manosa y UD"

-g]ucurónico, asi comoen presencia de xantano nativo y xanta

no iibre de piruvato. Comoen el caso de] piruvato, solo cuan

do hubo formación de acetii-pentasacárido se observó incorpo



-289

ración de radioactividad a polisacárido, indicando que e]

iipido-azücar acetiiado era nn intermediario en 1a sintesis

de] xantano (Tabia 27), como trató de representarse en 1a

reacción 8 de 1a Fig.87.

A diferencia de] caso de] piruvato, 1a poïimerización

de] aceti1-pentasacárido-PP-preno] no fue estudiada en deta11e.

Finalmente debe aciararse que hasta e] momento no se ha

iogrado incorporación conjunta de piruvato y de acetato en un

lípido intermediario: aparentemente 1a entrada de un sustitu

yente exciuye a] otro. Estos resuitados sumados a 1a inhibición

de 1a poiimerización causada por exceso de PEP (Fig.78) pare

cen indicar que compiejos mecanismos de reguiación intervienen

en 1a formación de] poiimero compieto.

Es 1a primera vez que aparecen efectos de este tipo y

hacen faita estudios más detalïados para aciararios.

A {r
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