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1. INTRODUCCION

Durante 1a uitima década se han incrementado Ios estu

dios destinados a escïarecer e] ro] de ias cadenas de oiigo

sacáridos de las glicoproteinas (GP) y 1a regulación de su

biosintesis (1).

E1 sistema nervioso centra] (SNC) de los mamfferos posee

dos tipos de GP, las O-glicosidicas y, mayoritariamente, las

N-giicosfdicas. Airededor de] 95% de ias GP de] SNC son de]

tipo N-Asp, lo que convierte a] tejido nervioso centra] en

un buen modelo experimentai para estudiar esa c1ase de GP a

diferencia de otros tejidos (2).

Los grupos mencionados de GP difieren en e] tipo de

unión azúcar-aminoácido, 1a c1ase de aminoácido, 1a secuen

cia de los azúcares y 1as vfas biosintéticas (3). En 1a

figura 1 se indican ias estructuras básicas de las GP men

cionadas.

La biosfntesis de GP está cataiizada por giicosii

transferasas, enzimas que tienen 1a propiedad de transferir

azúcares a partir de ios nucïeótidos respectivos (ej.:

UDP-Gïu) a ios aceptores apropiados (4).

La biosfntesis de 1as GP de tipo O-giicosfdicas parece

ser un proceso más senciilo que ias de tipo N-gïicosfdicas,



Figura l : principales características de las glicopro
teínas de tipo N y 0 glicosídicas.
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ya que tendria lugar para las primeras por 1a adición

directa y secuencia] de monosacaridos (a partir de los

respectivos nucieótidos) a los poiipéptidos nacientes (5).

La biosintesis de GP de tipo N-Asp es más compleja. La

primera etapa tiene iugar por transferencia a partir de]

nucïeótido respectivo de N-acetiigiucosamina a un prido

aceptor, e] doiicoi monofosfato (1,6):

ñ CH3 ïH3
H0-—-P-0-CH2-CH2-CH-CH2 GHz-CH=C-CH2- H

15-21
isoprenoJ0

Sobre este lfpido tienen lugar las sucesivas adiciones

de azúcares y e] proceso es común para 1a sintesis de todas

las GP de tipo N-Asp. Cada paso se encuentra cataiizado por

una transferasa especifica (7) como se indica en 1a figura

2.

A1 camino metabóiico indicado en ia figura 2 se 10

conoce como e] cicio de] doiicoi, a pesar de que no existe

evidencia directa de que e] Doi-P-P iiberado en e] paso 6

(Fig. 2) sea reutilizado en 1a etapa 1 dei mismo cicio (7).

La transferencia dei oiigosacárido a 1a proteína "en bloque"
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Figura 2: el camino metabólico del dolicol.
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(paso 6, Fig. 2) tiene lugar cotraduccionalmente en el

reticulo endoplasmico rugoso (RER, Fig. 3), (8).

Al completarse la proteina-oligosacarido:

GlU3-Man9-(NAcGluNH)2-Asp, la glicoprotefna prosigue al

reticulo endoplásmico liso y luego al complejo de Golgi,

donde tienen lugar el corte y adición de azúcares que

finalmente constituirfan los dos grupos de GP de tipo N-Asp,

las de alta manosa y las complejas (9). Las diferencias

biosintéticas y estructurales pueden apreciarse en la figura

4a. Finalmente, las glicoproteinas terminadas pueden perma

necer en regiones citoplasmaticas definidas, secretarse o

formar parte de la membrana celular (1). Esta última

situación se ilustra en la figura 4b.

En un intento para resumir los hallazgos referidos al

camino del dolicol puede decirse:

l. Las principales secciones de las estructuras oligoma

nosfdicas y lactosaminïdicas están altamente conser
vadas.

2. La N-glicosilación de una proteina es un fenómeno cotra

duccional o un evento precoz post-traduccional (7).

3. Con la N-glicosilación el oligosacarido c0mplejo que

configura el "core" está disponible para la protefna,

sea para cumplir una función inmediata o para ser modi

ficado rápidamente y resultar funcional.
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Figure 3: transferencia cotraduccional del oligosacárido
a la proteína.

M: manosa.G: glucosa É ACGN:N-acetil glucosamina.0: N¡NLd1acet l quito 1088.
RER: reticulo endoplásmico rugoso.



-7

Figura 4: corte y adición de azúcares luego de la transfe
rencia del oligosacárido a la proteína.
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Una de las grandes dificultades para estudiar ln 1112 la
biosfntesis de las GP en el SNCes marcar eficientemente con

precursores radioactivos apropiados a las GP (10). Por esta

razón, y principalmente con fines cualitativos, muchos

experimentadores debieron emplear el animal entero, con las

consiguientes dificultades en el mantenimiento de niveles

constantes de radioactividad, altas dosis requeridas y

transformación metabólica sistémica de los precursores admi

nistrados (11).

Tanto en general como para el SNC en particular, las

características cinéticas de la glicosilación de proteinas
han sido poco estudiadas hasta ahora. Para desarrollar estos

estudios en explantos de tejido incubados ln vitro, deben

establecerse condiciones más estrictas que las empleadas

usualmente para la marcación de GP destinadas al análisis

estructural. Estas condiciones se irán exponiendo en detalle

durante el desarrollo del tema, pero puede adelantarse que,

en el SNC, deben satisfacerse requerimientos esenciales para

la actividad biosintótica del tejido y el correcto intercam

bio de metabolitos. Simultáneamente, debe lograrse un estado

estacionario de marcación a partir de un precursor radioac

tivo con gran especificidad para las GP cuya cinética de

biosfntesis se quiere determinar, y con una eficiencia en la

marcación suficientemente alta como para permitir un gran
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número de mediciones sin emplear cantidades extremadamente

altas del precursor radioactivo (por ejemplo: 10 mCi por

determinación), para lo cual resulta necesario el empleo de

micrométodos de incubación. Finalmente, la integridad del

tejido desde el punto de vista de las relaciones anatómicas

entre células de la glia y neuronas, deberia estar

preservada. Estas condiciones han sido, hasta ahora, limi

tantes para el estudio de biosintesis de GP del SNC, y por

esta razón la mayor parte de los datos de los que se

dispone, especialmente para GP de tipo N-glicosïdicas, pro

vienen del análisis de productos frios acumulados (10).

Aqui se presenta un micrométodo de incubación de

particulas de corteza cerebral de rata que resuelve muchas

de las limitaciones encontradas anteriormente. Básicamente,

se ha logrado incorporar 3H a partir de Man-2 3H a proteinas

en presencia de concentraciones fisiológicas de glucosa.

Para lograrlo se emplearon pequeñas cantidades del precursor

radioactivo (5-10 uCi) junto con unas 700 veces más (en

masa) de glucosa no marcada.

Con la metodologia desarrollada puede obtenerse un

estado estacionario de marcación con niveles adecuados de

oferta del precursor radioactivo, provisión de energia, fun

cionalidad del tejido por lo menos por 3 horas, fuente de C

no limitante y muyalta reproducibilidad de resultados. Asi
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mismopudieron estabiecerse ios parámetros cuantitativos de

1a vía metabólica por 1a cua] pequeñas cantidades de manosa

de] medio pueden ingresar a GP aún en presencia de altas

concentraciones de giucosa y e] posibie rol de 1a hexo

quinasa I en la utiiización de glucosa y manosa.

Debe destacarse que a1 empiear 5610 e] precursor

radioactivo Man-2 3H y piruvato para supiir 1a demanda de

energía, subsiste afin 1a posibiiidad de ayuno de azúcares

(12, 13, 14). En e] caso de] SNCi_ situ, 1a situación es

mucho más compieja porque soiamente giucosa o manosa pueden

ser directamente utilizados como fuente de energía y de C

(15). En esta tesis pudo demostrarse 1a necesidad absoiuta

de niveies fisioiógicos de glucosa y de una apropiada re1a

ción proteina incubada/voiumen de medio, para 1a obtención

de cinéticas de incorporación lineaies de 3H a proteina a

partir de Man-2 3H.

La gran semejanza de 1as partículas obtenidas y ei

pequeño tamaño (dmin = 50 um) contribuyen a obtener datos

representativos de] tejido y a 1a gran reproducibiiidad de

resultados. Adicionaïmente, 1a influencia de] fenómeno de

difusión de nutrientes en cortes de SNC (16) se ha podido

superar en base a 1a reducción de] tamaño de] particuiado.

E1 rápido procedimiento de obtención de tejido nervioso

descripto en esta tesis, permitiría reducir a un mfnimosino
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eliminar los efectos deletereos de la falta de 02 y glucosa
(17).

Los resultados obtenidos permiten evaluar carac

teristicas básicas de la glicosilación de proteinas en el

SNC tales como: tipo y proporción de glicoprotefnas que se

biosintetizan, composición en algunos azúcares, influencia

del procesamiento y recambio sobre el producto acumulado.

Estos mismos parametros pueden observarse en función de la

edad y de alteraciones inducidas, por ejemplo, por ausencia

de nutrientes y antibióticos. La necesidad de satisfacer las

condiciones establecidas para la incubación de corteza

cerebral es analizada en relación con los procedimientos

corrientes para otros tejidos. Con la metodologia

desarrollada en esta tesis seria posible estimar la veloci
dad absoluta de biosintesis de GP.

La regulación del ciclo del dolicol ha sido estudiada en

los ultimos años actuando sobre el a través de diversos com

puestos. Por lo general estos estudios se han efectuado
inhibiendo el camino del dolicol en forma directa e

indirecta. En el primer caso, practicamente la tunicamicina

ha sido la unica herramienta efectiva (18). Este antibiótico

derivado de una linea de Streptomyces lysosuperficus, tiene

la propiedad de inhibir la primera reacción del camino del

dolicol (Fig. 2, etapa 1).
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Esta inhibición se produce tanto l_ 3112 comoin litro
(19,20). La incorporación de aminoácidos a proteinas cuando

1a sintesis de oiigosacóridos se encuentra bloqueada por 1a

tunicamicina puede estar inaiterada o muy afectada, de

acuerdo con 1a dosis y con e] organismo estudiado (21), y en

aigunos casos se produce inhibición de] transporte de

nucieótido-azócar (22).
Una de las formas indirectas de modular e] camino de]

dolicoi se basa en frenar 1a sintesis de aceptor proteico,

por ejemplo con cicioheximida o actinomicina D (23) y estu

diar ios cambios en aigunos de los ifpido-oïigosacóridos de]

ciclo de] doiicoi. Las observaciones parecen señaiar una

gran dependencia entre 1a disponibiiidad de aceptor proteico

y uti1ización de Ios intermediarios, asf como una detención

en 1a reiniciación de] ciclo cuando no hay aceptor proteico

disponibie, aún en presencia de DMP(24).

Otras formas indirectas de interferir e] ciclo de] doli

coi consisten en 1a administración de metaboiitos como 1a

2-deoxiglucosa y 2-F-deoximanosa, cuya finaiidad es producir

los respectivos nuc]eótido—azócares y ifpido-oligosacóridos

que en algún momento no son bien reconocidos por las trans

ferasas específicas (25). Las grandes dosis necesarias para

conseguir estos efectos (semejantes en concentración a ias

de los nutrientes normaies), y 1a toxicidad de estos com
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puestos restan valor a su empleo.

Adicionaimente se han intentado: ayuno de azúcares (26)

e inciusión de desacopladores de 1a fosforiiación oxidativa

(27).

En ios estudios reaiizados para 1a presente tesis se ha

podido estabiecer e] efecto de 1a estreptomicina, sobre 1a

cinética de biosfntesis de GP de tipo asparragina en e] SNC

inmaduro. La estreptomicina es bien tolerada por ios

mamíferos en 1as condiciones habituaies, con excepción de

daños a1 nervio auditivo y optico (28). La estreptomicina

tiene un extenso uso en quimica humana, pero se desconoce e1

mecanismo de toxicidad para e] tejido nervioso, que parece

ser e] único afectado por 1a droga (29).

A diferencia de ios inhibidores de giicosilacidn

descriptos más arriba, se encontró que 1a estreptomicina

bloquea la transferencia de] oligosacárido a 1a proteína en

1a etapa fina] de] cicio de] doiicoi (Fig. 2, paso 6). Esto

tendrfa Iugar con escasa interferencia de 1a sintesis pro

teica en correspondencia con 1a particuiaridad de que 1a

estreptomicina no se une a polirribosomas de eucariotes

(30), razón por 1a que resuita poco tóxica para los mamf

feros.

Por otro iado, para ios estudios de composición de las

giicoprotefnas descriptas en esta tesis, se ha desarroiïado
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un método de detección de compuestos orgánicos en croma

togramas que combina inducción de f1uorescencia por caien

tamiento y visualización en e] uitravioieta (366 nm). Las

ventajas de este procedimiento, que se enumeran a con

tinuación, dieron 1ugar a un estudio más compieto de 1a

técnica uti1izada.

La mayoria de ios metodos empleados para detectar com

puestos sobre papel después de cromatografía o eiectrofore

sis implican tratar e] papel con diferentes soïuciones. En

estos casos, se iogra una coioración como resuitado de pro

piedades especificas de estas sustancias. Un aspecto impor

tante de ios métodos antes mencionados que no estaba

resuelto es e] de 1a recuperación cuantitativa de sustancias

radioactivas y 1a preservación de las propiedades qufmicas

después de 1a detección.

La combinación de detección tórmica-uitravioieta tiene

una sensibiiidad de] orden de nanomoies para e] caso de

muchas sustancias. Los altos grados de recuperación de com

puestos radioactivos y 1a preservación de las propiedades

químicas y cromatográficas de ios mismos después de 1a cro

matografía y de 1a detección térmica uitravioïeta son

resuitados importantes en reiación con e] análisis de una

gran cantidad de sustancias orgánicas (31).

En adición a 1a detección y recuperación de compuestos,
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ha podido obtenerse un patrón característico de temperaturas

de detección para distintos carbohidratos, asi comocoiores

f1uorescentes diferentes que acompañan pequeños cambios

estructuraies (32). En relación con esto último, se ha

logrado soiubiiizar Ios compuestos f1uorescentes derivados

de gïucosa y giucosamina, y se han obtenido espectros muy

definidos de emisión de fiuorescencia para estas sustancias

(33).

Finalmente, se discute ei mecanismo de produccion de

esta nueva famiiia de compuestos fiuorescentes, sus pro

piedades y aplicaciones.



2. MATERIALES l METODOS

2.1. Medios.

Para ios diversos procedimientos relacionados con ias

incubaciones se empleó medio minimo esencia] de Eagle

- MEM- (Cat. #410-1100 - Gibco Co.) supiementado con 2,2

g/1 de NaHC03(para lograr un pH de 7,4 en atmósfera de aire

con 5% 002 a 37°C), 5% de suero fetai bovino (Gibco Co.) y

gïutamina para una concentración fina] de 2 mM.

2.1.1. Mediode incubación.

En todos los casos e] medio empieado se expuso a1

menos por 2 horas antes dei uso a 37°C en un incubador de

C02. En aigunos casos se ie adicionaron o quitaron precurso

res y compuestos, lo que será indicado cuando corresponda.
2.1.2. Antibióticos.

En aigunos casos se empieó suifato de estreptomicina

(Lepetit S.A.) a diferentes concentraciones. La droga se

disolvió en agua en e] momento de uso y una aifcuota de

50-100 u] se agregó a 10 m1 de] medio de incubación para

iograr una concentración fina] de 50 6 100 ug/m]. Este medio

se empleó en todos los pasos relacionados con los experimen

tos en que se utiliza e] antibiótico.
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2.1.3. Preparación de medios de incubación radioactivos.
Puesto que 1a mayoria de los precursores radioactivos

son provistos en squción etandiica, 1a cantidad necesaria

de éstos fue evaporada en tubos cónicos, con aire a 37°C. A

continuación se agregó e] medio de incubación, se agitó

intensamente y se coiocó en e] incubador de C02 hasta e]

momento de] uso.

2.2. Incubador de g_2.

Se empieó un equipo Forma Sci., a 37°C con 5% de C02 en

aire humidificado para evitar 1a evaporación de ios ifquidos

de incubación.

2.3. Precursores radioactivos.

Se emplearon (2-3H)Man (24 Ci/mmoi); (U-14C)Giu (285

Ci/moi); (4,5-3H)Leu (4o Ci/mmoi); (U-14C)Lis (300 Ci/moï),

(6-3H)glucosamina (1o Ci/mmoi) y (u-14C)Man (214 Ci/moi) de

New Engïand Nuciear.

2.4. Compuestos radioactivos.

De nuestro laboratorio se utilizaron oligosacáridos:

(NAcGÏuNH)2MangG1u*1_2_3con giucosa-14c, obtenidos enzima’

ticamente in vitro (34).
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2.5. Medicionesde radioactividad.

2.5.1. Muestras acuosas.

Las muestras provenientes de] medio de incubación,

con excepción de ias que contienen Man-2 3H, diiuciones dei

producto radioactivo origina], eluciones, etc., se coïocaron

en un via] para centeiieo liquido, se agregó iuego 1 m1 de

agua, se agitó y finaimente se añadieron 9 m1 de ifquido

centeliador de Bray (35). En todos ios casos e] conteo de

radioactividad por centelieo liquido se efectuó en un

espectrómetro Beckman modeio 8100. Las conversiones cpm a

dpm se efectuaron con estándares apropiados (New Engiand

Nuclear).

2.5.2. Medición de manosa en 1 medio de incubación.

Cuando se incuba tejido nervioso con manosa, 1a medi

ción de 1a desaparición de manosa de] medio de incubación se

determinó por 1a desaparición de 1a radioactividad de Man-2

3H. A los tiempos que corresponde se retiró una aifcuota de]

medio y se procesó para medir radioactividad. En este caso

1a medición se efectuó adicionando a 1a aifcuota a medir 0,5

m] de HC] 2 N y secando bajo corriente de aire caiiente.

Luego se prosigue como se indicó para muestras acuosas. Este

procedimiento se efectuó asf para e1iminar e] 3H20 y

3HC03' generados por 1a metaboiización de 1a Man-2 3H. La
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disminución de radioactividad se re1acionó con 1a

desaparición de 1a manosa no marcada empieando 1a siguiente

fórmuia:

Manosa consumida = M - cuentas recuReradas x Mcuentas iniciales

siendo M 1a masa de manosa presente inicialmente en e]

medio.

2.5.3. Muestras insolubies.

La proteina inCubada 1avada se disoivió con NCS

(Amersham Co.) 0,2 mi a 60°C y agitación intermitente

durante 1 hora. E1 digerido se transfirió cuantitativamente

con ifquido centellador en base a toiueno-PPO (2,5

difeniioxazoi) a un via] de centeileo ifquido y se neutra

]izó e] alcaïi del solubilizador de tejidos (NCS) con 15 u]

de ácido acético glacia] (Merck). Las muestras se Ieyeron a

los 30 min y e] conteo se verificó iuego de 12 horas en 1a

oscuridad a 4°C.

La radioactividad de compuestos en papeies de croma

tografía se midió por centeileo Ifquido en toiueno-PPO.
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2.5.4. Radioactividad de ifpido-azócares intermediarios.
Ya sea en solución o en cromatogramas, los 1ipido

azúcares se llevaron a sequedad con corriente de N2 a 37°C

en un via] para centeileo iiquido, se agregó tolueno—PPO, y

se midió 1a radioactividad.

2.5.5. Detección de radioactividad en cromatogramas.

Luego de una cromatografía de productos marcados con

14€, ias tiras de pape] se anaiizaron para radioactividad

con un medidor-registrador de barrido Packard modeio 7200.

2.5.6. Detección de radioactividad en piacas de siiica gel.
Cuando se reaiizaron corridas cromatogróficas en

silica ge], 1as zonas que contienen radioactividad se

rasparon sobre laminado de aiuminio y se transfirieron a

viales de vidrio. Con muestras hidrosoiubles se agitó con 1

m1 de agua y 9 m1 de líquido de Bray. En los demas casos se

empleó 10 m1 de tolueno-PPO.

2.6. Mediciones enzimáticas.

2.6.1. Giucosa.

La giucosa de ios medios de incubación se determinó

coiocando aifcuotas de 5-20 ui de] medio de incubación homo

geneizado previamente con aire, en un tubo a1 que se agregó

un reactivo comercial en base a giucosa-oxidasa (Boehringer

Mannheim, GmbH). Como blanco se empieó medio de incubación
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libre de glucosa y de suero fetal bovino (FCS); y como

estándares, diluciones de un medio de incubación de con

centración original 1 g/l de glucosa, verificada con un

estándar acuoso de igual concentración. Los medios de incu

bación no generaron turbidez ni precipitados con el reactivo

empleado.

La discriminación de manosa a 1 g/l es total en las

condiciones ensayadas, ya que no se produjo color apreciable

con este azúcar.

2.6.2. Determinación de la enzima dolicol-P-P-Gq-oligosacó
rido: proteina oligosacaril transferasa.
Comofuente de enzima se utilizó la fracción microso

mal (100.000 x g) de corteza cerebral de rata de 5 dias,

como se describe en la literatura (36). El material sedimen

tado se diluyó a una concentración final de proteinas de 27

mg/ml en sacarosa 0,25 M, y asf se empleó en las incuba

ciones.

Como substrato se utilizó G3-oligosacárido-P-P-Dol

obtenido de incubaciones previas de UDP-Glu-14Ccon microso

mas de higado de rata (37). La radioactividad del substrato

corresponde al 50%de la recuperada en la fracción soluble a

cloroformo/metanol/agua (1:1:0,3), lo que se determinó luego

de hidrólisis y cromatografía empleandotécnicas estableci

das (9).
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Cada tubo de reacción contenía Ios siguientes

compuestos: 5 umoies de buffer Tris-maleato, pH 7,8; 5 umo

ies de mercaptoetano]; 0,5 umoies de MnClz; 0,3 a 1,2 mg de

Triton X-lOO; 1,5 mg de proteína microsoma], 3.000 cpm de

Substrato (G3-oiigosacárido-PP-Doi) y agua para un voiumen
fina] de 80 ui.

En ios casos en los que se empleó suifato de estrep

tomicina (Sm), e] antibiótico se agrego para una con

centración de 50 ug/mg de proteína incubada en e] mismo

voiumen fina]. Las incubaciones se efectuaron a 30°C y se

detuvieron por agregado de TCA a1 10%, que se caientó a 90°C

durante 15 minutos. La protefna se iavo como se indica en e]

Esquema I y se proceso para contar radioactividad. Un b1anco

fue reaiizado en cada caso y restado de ias demás deter

minaciones.

2.7. Soiventes Rara cromatografía, eiectroforesis ¿_ otros

Erocedimientos.

En ias diferentes cromatograffas, eiectroforesis y
otros procedimientos se emplearon ios siguientes sistemas de
solventes:

A: n-butanol-piridina-agua (6:4:3).
B: n-butanoi-piridina-agua (4:3:4).

C: isopropanoi-ácido acético-agua (27:4:9).
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D: 95% etan01-1 M acetato de amonio/buffer ácido (pH 3.8)

(7,5:3).
E: 5% acido fórmico.

F: piridina-n-butanoi-ácido acético-agua (105270121z84).

G: 1-propanoi-nitrometano-agua (5:2:4).

H: cloroformo-metanoi-agua (1:1:0,3).

2.8. Determinación de proteinas.

Las determinaciones de proteinas se efectuaron por e]

método de Lowry et a1. (38), empleando como estándar una

soiucidn de 1 mg/mi de albúmina bovina cristaiizada y iiofi

iizada (Sigma Chem. Co.).

2.9. Animaies.

Ratas Histar de ambos sexos con edades comprendidas

entre -3 y 30 dfas fueron obtenidas dei Instituto de Bio

1ogfa y Medicina Experimenta] (Buenos Aires).Los animaies

fueron criados c0n dietas comerciaïes y agua ad libitum, a

una temperatura promedio de 22°C y con un ciclo de 1uz entre

ias 8.00 y 18.00 horas.

A] comienzo de un experimento ios animaies fueron sacri

ficados dentro de 1as dos horas de haber sido retirados de]

criadero. En e] caso de embriones, 1a edad fue estimada de

acuerdo con criterios morfológicos previamente descriptos
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(39).

2.10. Obtención del encefaio.

Se practicó una decapitación rápida por medio de

tijera para ios animaïes de menor edad y de guiilotina para

los mayores.

E1 encéfaïo fue removido de] caivarium sin 1esionar e]

tejido, se retrajeron 1as meninges, se lavó con medio de

incubación, y e] cerebro se depositó sobre pape] de filtro

embebido en e] mismo medio. C0n práctica, e] materia] se

enCUentra listo para 1a disección de 1a corteza cerebraï en

unos 30 segundos.

2.10.1. Obtención de la corteza cerebral.
Una vez colocado e] encefaïo sobre pape] de fiïtro

se procedió a descartar 1a región hipotaïámica, tronco ence

falico, cerebelo, bulbos olfatorios y pedónculos oifatorios.
De esta manera se obtuvo 1a corteza cerebra] delimitada como

se menciona en 1a literatura (40,41).

2.10.2. Pregaración del tejido.
La corteza cerebra] embebida en medio de incubación

se cortó rápidamente en pequeños trozos (0,5-1 mm) con ayuda

de una hoja de afeitar. E1 tejido disgregado se transfirió

de inmediato a un tubo cónico de 10 m1 (Faicon Plastics

Inc.) que contenía ese volumen de] medio mencionado. Hasta
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e] fina] de esta etapa transcurrió airededor de 1 min desde

1a decapitación de] anima].

2.10.3. Obtencióndel particuiado de corteza cerebral.

E1 materia] obtenido en e] paso anterior fue

aspirado y expelido con rapidez empieando una pipeta Pasteur

de 1 mm di. E1 procedimiento se repitió unas 10 veces para

cortezas cerebraies de 15 dfas y hasta 20 veces para las de

mayor edad. Esto se efectuó asi debido a 1a disminución de

laxitud de] tejido a1 aumentar 1a edad.

E1 materia] particuiado se dejó sedimentar durante

30 segundos y el sobrenadante se descartó.

E1 materia] sedimentado se sembró de inmediato en

microcavidades para incubación, (Nunc, Dinamarca, 7 mm

di x 12 mmh). E1 tiempo transcurrido desde 1a decapitación

fue aproximadamente de 3 minutos.

En las preparaciones de partículas destinadas a una

medición exacta de 1a desaparición de azúcares, e] medio

utiiizado en todos los pasos de preparación fue de igual

composición que e] empleado en 1a incubación. En e] caso de

aïta cantidad de Man-2 3H (10 uCi/SO ui), a1 finalizar 1a

preparación de particuias ei materia] sedimentado se 1avó en

un pequeño volumen de] medio de incubación durante 30 segun

dos, se voivió a sedimentar a 1 x g y se siguió con e] pro

cedimiento habitua]. Estos recaudos minimizan ias
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diferencias entre e] espacio intersticia] de] tejido y e]

medio de incubación, evitando 1a di1ución de este ó1timo

cuando se incuban cantidades muy grandes de proteina (por

ejemplo: 600 ug/cavidad).

2.11. Siembra g incubación del particulado de corteza
cerebra].

A continuación de 1a obtención de] particuiado se pro

cedió a sembrar, con una pipeta Pasteur, unos 5 u] (150 ug

de proteina) de particuias en e] centro de una microcavidad,

precalentada a 37°C. Esto se iiustra en la figura 5. A con

tinuación se agregaron 50 u] de] medio de incubación que

corresponde y se resuspendieron ias partícuias con una suave

vibración de 1a piaca. Las partícuias, que pueden apreciarse

amplificadas en 1a figura 6, se distribuyen reguiarmente

sobre e] fondo de 1a cavidad, quedando cubiertas por e]

medio. Hasta ese momentotranscurrieron airededor de 3,5 min

desde 1a decapitación. A partir de] agregado de] medio se

cronometró e] tiempo de incubación.

La placa se coiocó de inmediato en e] incubador de

C02 y se retiró cada 15 min para agitación y/o a los tiempos

que corresponde para detener 1a incubación.
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Figura 5: procedimiento de siembra del particulado de
corteza cerebral de rata.

E1 material particulado pre
uiamente sedimentado a 1 x g,
sa resedímenta an la pipeta
de siembra para reducir el
volumen del medio de incuba'
ción (a) que embebe a las parw
tículas (b).12quierda: Vista
lateral de una microcavidad
a escala.

La fotografía muestra una
vista superior de una mi
crocavidad con el particu
lado sambrado en el centro
(x3).
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2.12. Detención de la incubación l remoción del medio.

a) Las incubaciones destinadas a obtener la proteina

se detuvieron por el agregado de 2 ml de solución salina de

fosfatos (PBS) a pH 7.4 enfriada a 0°C. Los tiempos cero de

incubación se obtuvieron de igual manera, pero a partir de

material incubado sin la marca y agregando luego el com

puesto radioactivo al PBS. El material se resuspendió, se

transfirió a un tubo apropiado y se centrifugó a 3500 rpm

por 30 segundos. El sobrenadante que contenía la mayor parte

del medio de incubación se descartó y el pellet se sonicó a

20 w con 1 ml de agua a 0°C en baño de hielo por 30 segundos

(Branson Sonic). Una alícuota.fue entonces obtenida para la

determinación de proteinas. Al resto del sonicado se le

agregó ácido tricloroacético (TCA) para lograr una con

centración final del 10%. Se añadieron 50 ul de portador

inactivado (10 mg P/ml) y se sonicó nuevamente. Los tubos se

calentaron a 90°C por 15 min en baño de agua para lograr la

hidrólisis de lfpidos intermediarios y acrecentar la coagu

lación. A continuación se procedió al lavado del material

como se indica en el esquema I. En el paso de sonicación con

agua se incluyó al principio fluoruro de fenilmetilsulfonilo

(PMFS, Sigma Chem. Co.) para una concentración final de 0,5

mM. Este compuesto fue excluido posteriormente debido a que
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Esguemal; Lavado de 1a proteína incubada.

Materia] TCA(10%) caïiente (90°C-15 min)

insoïubïe

3.500 rpm g DD sobrenadante" *Se descartan
15 min

pelïet

Sonicado con TCA 5%, 2 m1

3.500 rpm sobrenadante*
15 min g DD

pe11et

Sonicado con agua, 1 m1
y 1uego con 1 m1 de TCA 10%

3.500 rpm sobrenadante*
15 min s ÜD

pellet

Sonicado c0n etanol-éter (2:1), 2 m1

3.500 rpm sobrenadante*
15 min g DD

pe11et

Sonicado c0n metano], 2 m1
2 veces

3.500 rpm sobrenadantes*
15 min g GD

peHet n secado con aire a 37°C

(proteína incubada 1avada)



-30

no se observaron variaciones en 1a actividad especifica de

3H incorporado a proteinas a partir de Man-2 3H, con o sin

e] inhibidor de proteasas para cortezas cerebraïes de 5 y 30
dias.

b) En e] caso de 1a obtención de ifpidos inter

mediarios, e] freno de 1a incubación se efectuó trans

firiendo e] materia] desde 1a cavidad con 1 m1 de metano] a

0°C, a un tubo conteniendo 1,5 m] de cioroformo en baño de

hielo y sonicando por 30 segundos a 30 w. Se agregaron 50 u]

de portador inactivado (Sección 2.14.) y se sonicó nueva

mente. La mezcla se compïetó con MgC12 4 mM para 1ograr una

partición de Foich (42). Luego de sonicar y centrifugar se

separó 1a interfase proteica, que contiene pridos

oiigosacaridos, se 1avó como se indica en e] esquema II y se

extrajeron con e] sistema de solventes H.

2.13. "Chase" de incubaciones.

Luego de un pulso de marcación de 1 hora con Man-2 3H

1a caja de microcavidades se retiró de] incubador y se pro

cedió a 1avar e] materia] incubado dentro de 1a cavidad con

un volumen fina] de 3 m1 de medio de incubación, en presen

cia o ausencia de 1 mMde Man. A1 finalizar e] óltimo 1avado

se agregaron 50 ul/cav. de] mismo medio y se repuso 1a caja

de inmediato en e] inCubador de C02.
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Esguema_l: Lavadode lípidos-oligosacáridos intermediarios.

Interfase proteica de Foïch

sonicado con metano], 2 m1

3.500 rpm * [> sobrenadanteir15 min

pe11et

c10roformo-metano] (2:1) 2 m1
3 veces

3.500 rpm * D sobrenadantes" prido-oligosaca‘ridos15 min secos

pe11et 1'k

sonicado con metano], 2 m1 secado con N2

a 37°C *

3. 500 rpm * D sobrenadante* sobrenadantes15 min

pe11et Á'l

Sonicado C0“ agua, 2 m1 sonicado con 1 m1
3 veces C13CH/CH30H/H20

(1:1:0,3), 4 veces

3.500 rpm ¿ D sobrenadantes*15 m1n

peHet hu'medo» 11"p1'dos- j
oïigosacáridos
1avados

*Los sobrenadantes se descartan.
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Especial cuidado se destinó a mantener 1a caja y e]

medio de incubación a 37°C durante e] 1avado de] medio

radioactivo. Esto se Iogró con una 11ama, en una campana de

atmósfera controlada y f1ujo 1aminar (Baker Co. Inc.). Asi

mismo con la finaiidad de reducir ei tiempo de operaciones

fuera de] incubador de C02 se sembraron no mas de 12 cavida

des por vez. E1 tiempo tota] de operaciones fue de 5 min.

Como un contro] de 1a eficiencia de] iavado, se tomaron

aifcuotas de cavidades que contenían medio de incubación a1

finalizar e] procedimiento de "chase". Pudo observarse que

1a radioactividad remanente fue menor de] 1%de 1a origina].

2.14. Materia] portador (carrier).

Se preparó sonicando corteza cerebral de rata de 5

dias en agua, se inactivo a 100°C por 5 min, ,se sonicó

nuevamente (20 W) y una aifcuota se empleó para determinar

proteinas. La concentración usuai es de 10 mg/m] de proteina

y se empïearon alrededor de 50 u] por tubo.

2.15. Caracterización de productos.

2.15.1. Labiiidad d_e35 unido a proteina ¿L proteólisis.
La proteina 1avada y seca proveniente de 1a incuba

cio‘n con Man-2 3H se incubo' c0n 500 ui de buffer Tris-HC] pH

7.8; 0.1 M, 6 mM CaC12 y 0,2 mg de proteasa tipo VIII de
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Sigma Chem Co. La digestión se efectuó a 37°C en atmósfera

de toiueno durante 3 dfas, con 2 agregados diarios de

aiicuotas de enzima y un agregado a ios dos dfas de 0.5 m1

de buffer. A1 fina] de] tercer dia se procedió a 1a separa

ción de productos siguiendo e] esquema III.

Una aifcuota de 1a proteina 1avada inicia] se contó

para radioactividad (100%). Los vaiores sumados de radio

actividad Ióbii y resistente a proteasa restados de] valor

inicia] se consideraron comorecuperación.

En pruebas paraieias, Man-2 3H en soiución de TCA a1

20% se sometió a varias extracciones con éter saturado en

agua. Toda 1a radioactividad permaneció en 1a fase acuosa

inferior después de eiiminado e] TCA (pH neutro de] azul de

timoi).

La proteasa tipo VIII de Sigma se ensayó en iguaïes

condiciones a ias descriptas más arriba para verificar 1a

actividad hidroiftica sobre Ios oligosacóridos:

(NAcGluNH)2Man9G1u*3 y (NAcGiuNH)2Man*g. Luego de 1a prueba

y cromatografía en e] sistema de soiventes G, los productos

se recuperaron sin cambios de moviiidad.
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Esguemalll: Separación de productos de proteóiisis.

PROTEOLIZADOh Ah'cuota para radioactividad
inicia]

+ TCA Cf =
Vf = 2 m1

Sonicado

3500 rpm
15 min

J “Sobrenadante _> "P001"

PeHet f *
+ TCA 10% 1 m1 Extracción

sonicado con eter saturado
en agua

3500 rpm 2 ml/vez
15min Sobrenadante hasta reacción

neutra de 1a
Pellet fase inferior

(Azui de timoï)
+ 2 m1 de etanoï-eter (2:1) v.

sonicado Fase acuosa + 10 m1
1iduido de BrayI' i

3500 rpm * *15 min EK>Sobrenadante Conteo de
radioactividad

+ 2 m1 de metano] (Fracción iábii
sonicado a 1a proteasa)

3500 rpm I *
15 min l EE>Sobrenadante

PeHet + NCS 0.2 m1 . + Toiueno PPOsecado con aire 60°C, 1 h Ac. acético 15 u1i
* Conteo de radioSe descartan actividad (frac

ción resistente
a proteasa)
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2.15.2. Composición de azúcares d los oligosacóridos mar

MCE 353gartir¿em 3n
La fase acuosa del proteolizado lavado con éter

(libre de TCA) obtenido como se indica en el esquema III se

redujo a un volumen de 0,2 ml con aire a 60°C y se procedió

a acidificar con HCl para una concentración final de 1,5 N

en 0,5 ml de volumen final en una ampolla de vidrio que

finalmente se selló. Se calentó en baño de agua a 100°C

durante 4 horas, con lo cual se consigue la hidrólisis de

los oligosacóridos. Igual procedimiento se siguió a partir

del material insoluble en TCA caliente proveniente de

partículas de corteza cerebral de rata de 5 días incubadas

con 100 uCi de Man-2 3H en presencia de glucosa (1 g/l)

durante 2 horas.

Al final del tratamiento ácido, la ampolla se enfrió

y el ácido clorhídrico se eliminó empleando alguno de los

procedimientos siguientes: A) pasando el contenido a través

de una columna de 0,5 cm di x 10 cm h que contenía Dowex

AGX-l en la forma acetato (43), B) por evaporación del HCl a

56°C con aire hasta reacción neutra y posterior vacío

durante 1 hora. En ambos casos, el material seco quedó

disponible para la cromatografía en papel.
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2.15.3. Cromatografía de productos de proteóiisis ácido
labiles.
E1 materia] obtenido como se indica arriba se redi

soïvió en alícuotas de 0,2 m1 de agua y, en aigunos casos,

se agregaron 1 umo] de manosa y 1 umo] de fucosa. La nueva

soiución se sembró sobre papel Nhatman N°1. Asimismo, en

otros carriïes se sembraron manosa y fucosa juntas y separa

das en cantidad de 1 umo] para cada azúcar. La tira de pape]

se cromatografió durante 27 horas en e] sistema de solventes

A. Luego de] secado, ei cromatograma se reveló por e] método

termico-UV y posteriormente se marcaron ias bandas bajo luz

UV, se cortó la tira proveniente de 1a muestra hidrolizada

en secciones de 1 cm, que se midieron para radioactividad

empieando toiueno-PPO.

2.15.4. Tratamiento con áicaii suave.

Para estimar 1a cantidad de glicoprotefnas marcadas

con 3H a partir de Man-2 3H con uniones O-giicosfdicas de

azúcares unidos a hidroxiaminoócidos como serina o treonina,

se procedió a efectuar una B-eiiminación. Puesto que se

requiere que 10s grupos amino y carboxiio de] hidroxiami

noácido estén sustituidos (9) se sometió a1 tratamiento 1a

proteina entera lavada y seca según e] esquema IV. E1 mismo

esquema se repitió, pero disoiviendo 1a proteina en NaOH, 1

N durante 2 hs a 25°C.



Esguemalx: Tratamiento con áïcaii suave de la proteina marcada con 3H

a partir de Man-2 3H.

Proteína“alícuota para radioactividad inicia]
lavada y
seca ( 200 ug) Medición de
+ NaOH0.05 N radioactividad

1 m1 en 1a fase Medición de
sonicado acuosa (Bray) radioactividad

(Fracción 15bi1 (Fracción no
25°C, 24 hs a] áïcaii) iábii a1 áïca

4" ‘1lr ii débil)
TCACf = 10% Extraccio'n tVf = 2 m1 con éter

I de] TCA toiueno-PPO
l Q ácido ace'tico

3500 . “pooi” ïghïirpm

15 min * "sobrenadarg NCS0.2 m1
1 h a 60°C

peiiet
+ secado con

TCA 5% . aire
sonicado. : t

: I peliet
3500rpm ' t
15 min * fl sobrenadante

3500 rpm
peilet sobrenadantes 15 min

descartados
eng-éter (2:1) 6:7 CZ?
2 m1sonicado un I» peHet

metano] 2 m1
3500 rpm sonicado
15 min

La radioactividad inicia] (100%) menos 1a suma de 1a radioactividad de

ias fracciones labil y no iábii a1 ¿icaii es 1a recuperación.
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2.15.5. Obtención de oligosacóridos a partir de lípido
oligosacáridos intermediarios.

Para el estudio de los lipido-oligosacóridos inter

mediarios, la marcación se efectuó con Glu-14C, en cantidad

de 50 ug/cavidad empleando originalmente medio de incubación

sin glucosa. Se obtuvo la interfase proteica lavada como se

indica en el Esquema II, que se extrajo cuatro veces con 1

ml del sistema de solventes H, sonicando (20 W) y centrifu

gando a 3500 rpm por 5 min cada vez. Los sobrenadantes se

juntaron y secaron con N2 a 37°C. El sistema de solventes

empleado (H) permite la extracción de los lípidos inter

mediarios siguientes (44):

Dol-PP(NAcGluNH)2MangGlu1_3 y

Dol-PP-(NAcGluNH)2Man5-9

Los lípidos secados se acidificaron con 0,5 ml de

HCl 0,015 N y se calentó en un baño de agua a 100°C durante

15 min con la finalidad de producir la hidrólisis de la

unión pirofosfato-azúcar (47). Comoindicador de la acidez

del medio se empleó azul de timol durante el calentamiento

(25 ug/tubo). Una vez finalizada la hidrólisis se procedió a

efectuar una partición de Folch (42), con la finalidad de

separar las moléculas lipfdicas. La fase clorofórmica se

lavó con 1 ml por vez de fase superior teórica (4 mM

MgCl2-metanol-cloroformo; 16:16:1) hasta total eliminación
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de] coiorante y una vez adiciona]. Las fases acuosas se jun

taron y secaron bajo corriente de aire en baño de agua a

60°C y e] materia] se retomó con aiícuotas de 0,2 m1 de

metanoi-agua (1:1) que se sembraron en papei Nhatman N°1.

2.15.6. Cromatografía de oiigosacaridos.

En e] mismo papel indicado más arriba pero en un ca

rri] separado se sembraron airededor de 2.000 cpm de están

dares de:

(NAcGiuNH)2MangGiu2* y

(NAcGiuNH)2Man961U3*

marcados con 14€ (*) y se cromatografió durante 5,5 días en

e] sistema de soiventes G.

A1 finaiizar 1a corrida cromatográfica, 1a tira que

contenía los estándares se cortó y se detectó 1a radioac

tividad por barrido. La tira que contenía ios oiigosacáridos

provenientes de 1a inCubacion se corto en secciones de 1 cm

y se midió 1a radioactividad por centeiieo líquido. Los

resultados se graficaron y ios Rf se compararon con e]

registro de radioactividad de 10s estandares.

2.16. Cromatografía sobre síiica ge] en piaca deigada (TLC).

Se empiearon placas de sílica ge] 60 (20 x 20 d 5 x 20

cm, 0,25 mm de espesor) de Merck (Darmstad, G.F.R.). Las

piacas se lavaron durante una noche con metanoizagua (1:1).
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2.17. Medicionesde temperatura superficial.

La plancha empleada para el revelado térmico de pape

les se reguló a la temperatura deseada con ayuda de un sen

sor de contacto Fluke modelo 80T 152, acoplado a un

multfmetro Fluke modelo 8020 A.

2.18. Calentamiento de placas para revelado térmico.

Para un preciso calentamiento de las placas se empleó

el compartimento de columnas de un cromatógrafo de gases

Packard modelo 804 controlado por un regulador Packard

modelo 873. Con este equipo la temperatura deseada se obtuvo

en alrededor de 30 segundos en todos los casos. Usualmente,

la temperatura inicial de cada paso fue 10°C menor que la

deseada.

2.19. Observaciónde papeles l placas al ultravioleta.
La observación visual al UV de placas y papeles se

efectuó en todos los casos en el rango de longitudes de onda

largas (366 nm).
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2.20. Mediciones de fluorescencia.

Se utiïizó un espectrofïuorómetro SLM modeio 4800

acopiado a una computadora Hew1ett-Packard modeio 9825. Los

espectros de emisión se obtuvieron a temperatura ambiente.

La excitación de 1a fluorescencia fue efectuada a 320 nm

para giucosamina y a 336 nm para glucosa. Estas iongitudes

de onda fueron seieccionadas para obtener 1a máxima emisión

de f1uorescencia de cada componente.

La resoiución en ios monocromadores fue fijada en 4 nm

en todas las mediciones.

Un b1anco se determinó a] fina] de cada experimento y

se substrajo de] espectro de emisión. Todos ios espectros

fueron corregidos para 1a respuesta de] instrumento usando

una serie de factores suministrados por e] fabricante.
La intensidad de 1a 1uz de excitación fue con

tinuamente monitoreada con un tubo fotomuitipïicador.
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3. RESULTADOS

3.1. Caracteristicas de] particuïado de corteza cerebrai.
Con e] objeto de evaiuar e] tamaño y 1a reguiaridad de

las particulas de corteza cerebra] obtenidas como se indica

en 1a sección 2.10.3., se procedió de 1a siguiente manera.

Materia] particulado correspondiente a 100 ug de proteina se

resuspendió en 50 u] de medio de incubación dentro de micro

cavidades. Se procedió entonces a fotografiar varias cavida

des y una reticula marcada cada 50 um (American Optica]

Co.). Una vez revelados, ios negativos fotográficos se

proyectaron con una ampiiadora sobre papel milimetrado y se

marcaron ios contornos. Asimismo se marcaron las dimensiones

de 1a reticuia. Luego se procedió a efectuar 1as mediciones

que se indican mas abajo para un tota] de 100 particuias.

Comose puede observar en 1a fotografia de 1a figura 6,

las particulas son irreguiares. Para indicar con un criterio

funciona] ias dimensiones de particulas irreguïares se
determinaron:

a) Distancia mfnima desde e] medio de incubación a 1a

zona mas desfavorabie de 1a partícula con respecto

a1 intercambio de metaboiitos. Para caïcuiar este

vaior se procedió a trazar 1a lfnea correspondiente

a1 plano de simetría norma] a1 área visuaiizada de



-43

Fi ura 6: la microfotografía muestra el aspecto
de partïculas provenientes de corteza cerebral
de rata de 5 días, resuspendidas en el medio de
incubación. Varios preparados Fueron examinados
para el cálculo de las dimensiones. La barra in
dica 100ij.



1a particuia en sentido iongitudinai y a con

tinuación se trazó 1a norma] desde un punto de] eje

hasta e] borde más aiejado de 1a partícula. Se tuvo

la precaución de que 1a magnitud de 1a norma] no

fuera mayor que 1a longitud desde 1a intersección de

1a norma] a1 origen más próximo de] eje. A continua

ción se ejempiifica e] procedimiento de medición de

dmin para una particuia de 1a figura 6.

<—eje

dmín.

E1 vaior de dmin es independiente de] espesor cuando e]

espesor es mayor o igua] que 2 dmin.

E1 vaior obtenido fue:

dmfn = 50 i 12 um (media I desviación estándar).

b) Superficie aparente. Es una medida que permite eva

Iuar 1a reproducibiiidad de 1as áreas expuestas a1

medio por uno de sus lados.

S aparente = 0,015 i 86 10'4 mm2(media i desviación

estándar). De ios vaïores indicados en (a) y (b) y

de 1as respectivas desviaciones estándar puede

conciuirse que 1as particuias obtenidas son semejan
tes.
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Debe destacarse que igual aspecto presentaron los par

ticulados obtenidos de cortezas cerebrales entre -3 y 30

dfas de edad, cuando se procedió como se indica para la

obtención de los mismos.

La principal consecuencia de esta estandarización del

particulado es que los experimentos realizados con ellas

resultan altamente reproducibles. No se han observado

variaciones en ningón resultado experimental cuando las

particulas se obtienen de menor tamaño, por ejemplo:

empleando una pipeta Pasteur de menos de 1 mm di. Esto

sugiere que las partículas descriptas resultan adecuadas

desde el punto de vista de su geometria para el intercambio

de metabolitos y nutrientes con el medio de incubación. Se

debe destacar que el empleo de partículas más pequeñas difi

cultó la sedimentación a 1 x g, necesaria para la siembra

inmediata del material y para la rápida sedimentación en la

cavidad, requerida durante los procedimientos de "chase".

3.2. Medición de actividad enzimática gue aítóa ¿gbgg glu

cosa gn gl medio durante la incubación.
Con el objeto de determinar la posible existencia de

enzimas liberadas al medio de incubación, alfcuotas de medio

provenientes de cavidades incubadas durante 1 hora con

aproximadamente 150 ug de proteína por cavidad fueron
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ensayadas como sigue. Algunas de las fracciones se proce

saron de inmediato para medir glucosa. Otras se coiocaron en

baño de agua a 37°C durante 2 horas y luego se midió 1a giu

cosa. Los vaiores obtenidos en ios dos casos coinciden en un

98%.

Los resultados indican que no se iiberan a1 medio enzi

mas capaces de transformar giucosa, a1 menos en 1 hora de

incubación con ei tejido, y a esto puede contribuir e] pro

cedimiento de preparación de las partículas que permite

descartar posibies restos ceiuiares en un voiumen 50 veces

mayor a1 de] materia] que se empiea en 1a incubación.

3.3. Evaporación del medio de incubación.

Si bien se incuba por un período de tiempo reiativa

mente corto y en atmósfera saturada en agua, e] pequeño

voiumen de] medio incubado (50 ui/cav.) podría concentrarse

por evaporación. Para estudiar esta posibiiidad, alícuotas

de] medio de incubación conteniendo 25.000 cpm de Giu-14C(U)

se incubaron durante 3 horas, en ias condiciones habituaies,

pero sin tejido.
En una aifcuota de 20 u] de cada cavidad se midió ia

radioactividad de 14C y los vaiores se compararon con los

provenientes de igua] volumen de medio no incubado. Los

resultados difieren en I 2,5% para 10 muestras ensayadas.
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3.4. Concentración de glucosa en el medio durante la incuba

La evaluación de la oferta de glucosa a los particu

lados de corteza cerebral tiene importancia desde varios

puntos de vista:

a) Asegurar durante el período de incubación niveles

constantes de glucosa a concentraciones semejantes a

las fisiológicas (1 g/l) y siempre Superiores al

umbral 1 situ (0,5 g/l).

b
V

Verificar si la desaparición del azúcar es lineal

durante la incubación. De ser asf, podría constituir

un índice de la preservación de actividad biosinté

tica del tejido.

c) Determinar si la desaparición de glucosa es propor

cional a la cantidad de particulado sembrado y esta

blecer si varia con la edad.

Para determinar las caracteristicas mencionadas, can

tidades variables de particulado de cortezas cerebrales de 5

y 30 dfas correspondientes a un rango de protefna entre 50 y

500 ug se incubaron individualmente en microcavidades,

durante tiempos de hasta tres horas. Para cada valor de pro

tefna incubada y para cada tiempo se empleó una microcavidad

que contenía 50 ul de medio de incubación. Se retiraron 5-20
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ul de medio a los tiempos que correspondfan y se determinó

la glucosa de inmediato. También se determinó la cantidad de

proteina incubada. Las mediciones de glucosa del medio no

incubado se consideraron como el 100%.

Los resultados de las mediciones efectuadas en corteza

cerebral de 5 dias pueden observarse en la figura 7, y en la

figura 8, los obtenidos para corteza cerebral de 30 dfas.

Estos datos demuestran que la desaparición de glucosa es

proporcional a la cantidad de proteina incubada tanto para

cortezas de 5 como de 30 dias.

Para establecer el grado de linealidad en el tiempo y

las relaciones de desaparición entre las dos edades, se

calcularon las pendientes a las curvas de las figuras 7 y 8,

y se graficaron en función del tiempo. Comose puede obser

var en la figura 9, existe una relación lineal de la desa

parición de glucosa (ug Glu/ug proteina) y a los 30 días de

edad los valores exceden en un 87% al de la corteza cerebral

de 5 dias.

Los datos obtenidos permiten establecer que cuando se

desee incubar cantidades de particulado de corteza cerebral

correspondientes a 50-150 ug de proteina, la disminución de

glucosa del medio de inCUbación será del 10-20% (según la

edad y la cantidad sembrada) durante las 3 horas de incuba

ción. De esta manera, los niveles minimos de oferta de glu
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40' 1,5 ‘80

30' 3 2': '60

20- -40

10- -20

O l T l l í)

Figura 7: glucosa remanente en el medio de incubación
en función de la cantidad de proteína incubada por ca
vidad y del tiempo de incubación. Cortaza cerebral de
rata de S dias de edad. Los números al lado de cada
recta indican el tiempo de incubación en horas.
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/U9 [3lu/cav. z

O I I ñ l O

o 200 400 ¡qu/cav.
Figura Bzglucosa remanente en el medio de incubación
en Función de la cantidad de proteina incubada por
cavidad y del tiempo de incubación. Cortaza cerebral
de rata de 30 dias de edad. Los números al lado de
cada recta indican el tiempo de incubación en horas.
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—1

nq/qu
120

100

80

ESO

40

20

O o 1 É'éh
Figura 9: desaparición especifica de glucosa (ordenada)
del medio de incubación en Función del tiempo. Las cur
vas se construyen en base a las pendientes calculadas
para las rectas de las figuras 7 y 8. Corteza cerebral
de 5 (O) y 30 (O) días. Incremento porcentual de la da
saparición de Glu 30/5d = 87%.
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cosa superan e] umbral fisiológico (32,5 ug/cavidad).

3.5. Concentración de manosa en e] medio durante 1a incuba

Para estudiar ias caracteristicas de] sistema que per

mite la incorporación de 3H a proteinas a partir de manosa,

cuando en el medio de incubación 1a reiación de masa

giucosa/manosa-Z 3H es de 667, se reaiizaron Ios siguientes

experimentos. En primer iugar se trató de estabiecer 1a

velocidad de desaparición de 1a manosa de] medio de incuba

ción, cuando este azócar es el ónico nutriente a igual con

centración que 1a gïucosa. Para estos experimentos se

empïearon 50 ug de manosa/cavidad. E1 carbohidrato uti1i¿adn

es de una baja radioactividad (AE 3H = 0,02 uCi/ug) para

permitir e] dosaje de 1a masa de manosa a través de 1a

diSminución de radioactividad, como se indica en Materiaies

y Métodos. Se puede observar en 1a figura 10 (corteza

cerebra] de 5 dias) que las características de 1a desapari

ción de manosa son semejantes a las observadas para gïucosa

(Figs. 7 y 9).

La desaparición neta de manosa se obtiene de 1a figura

10 b. Estos datos coinciden con 10 observado previamente

para e] anima] entero en cuanto a 1a intercambiabiiidad de

Ios azócares considerados (15).
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/u[í.10 Man-23H/cav. 2

ltïlríugMan/ugp-1

6.. 50- b _60
40“

4- -40
20

2— —20
Ï

Ü 1 2 3 he.

O l I I _ I ' Ü

Ü 100 200 300

¡ug p/cav.

Figura 10: desaparición de la radioactividad de Man-23H
del medio de incubación en Función de la cantidad de
proteina incubada por cavidad (a). Las determinaciones
se efectuaron en ausencia de glucosa y con una cantidad
equivalente de manosa (Sü‘pg/cav.) de AE=0,02,uCi¿ug.
Los datos corresponden a corteza cerebral de rata de 5
dias de edad incubadas durante 1 hora (.),2 horas (O)
y 3 horas (As. En la Figure (b,inserto) se indica la
desaparición especifica de manosa en Función del tiem
po de incubación.



3.6. Utiiización de manosa-2 35 en presencia de gïucosa.
Por otro 1ado se quisieron estabiecer las carac

terísticas de 1a desaparición de manosa, en presencia de

glucosa, en 1as condiciones de incubación destinadas a medir

incorporación de 3H a proteina a partir de Man-2 3H. Por 10

tanto estos experimentos se reaïizaron con 10 uCi/cav. de

Man-2 3H (AE = 133 uCi/ug) en presencia de 50 ug/cav. de

giucosa, lo cua] corresponde a una reiación de masa

giucosa/manosa = 667.

En este caso se midió también la desaparición de ra

dioactividad de] medio de incubación como se indicó más

arriba, pero para cortezas cerebraïes de 5 y 30 dfas. La

lineaiidad de los resuitados obtenidos (Fig. 11) es com

parabie a 10 anteriormente descripto para glucosa y manosa

(Figs. 9 y 10).

De 1a Fig. 11 b se puede obtener 1a desaparición neta

de manosa (en uCi Man ugp'lh'l). Si se asume que 1a manosa-2

3H es utiiizada como si fuera giucosa, entonces 1a desapari

ción de gïucosa calcuiada de 1a manera siguiente debe coin

cidir con 1a rea].

ug Glu desaparecidos (calculados indirectamente) =

50 ug Glu x uCi Man desaparecida
10 uCi Man
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Fi ura 11: desaparición de la radioactividad de Man-23H
de? medio de incubación en Función de la cantidad de pro
teina incubada por cavidad. Las determinaciones se efec
tuaron en presencia de glucosa (Bolpg/cav.) y con menosa
radioactiva de AE=133¡uCi¿ug.Corteza cerebral de rata de
5 (O) y 30 (O) días de edad. Las incubaciones se efectua
ron por períodos de 1 hora (a,curvas l y 3 y por 2 horas
(a, curvas 2 y 4). En la figura (b,inserto se indican
las desapariciones especificas de manosa en función del
tiempo de incubación.
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Cuando se trasladan a la Fig. 12 los resultados obteni

dos (ug mgp"1h'1) de glucosa (directo), glucosa (indirecto)

y manosa puede observarse que hay una gran similitud en los

tres casos.

De esta manera queda establecido que los dos azúcares

desaparecen del medio indistintamente, ya sea cuando están

por separado y juntos en las condiciones descriptas.

3.7. Oferta de manosa-2 3h _n presencia g_ una concentración

mui bala de glucosa.
Para establecer la influencia de la ausencia de con

centraciones fisiológicas de glucosa (1 g/l) sobre el nivel

de oferta de Man-2 3H (10 uCi/cav.) en el medio durante 3 hs

de inCubación se realizó el siguente experimento. Cavidades

conteniendo medio de incubación (0,05 g/l de glucosa), con

10 uCi/cav. de Man-2 3H y 150 i 15 ug de proteina de par

ticulado de corteza cerebral de 5 dfas, se incubaron a

diferentes tiempos hasta 3 horas. A cada tiempo una alícuota

de cada una de 3 cavidades fue ensayada para medir radioac

tividad (3H de Man-2 3H) como se indica en Materiales y

Métodos, y el material sembrado en esas cavidades se proceso

para medir proteinas. Se seleccionaron los valores de pro

teinas entre 135 y 165 ug/cav. y los datos de radioactividad

correspondientes se graficaron en función del tiempo de
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Figura 12: desapariciones especificas de: (a) glucosa,
cuando en el medio de incubación hay una cantidad de
SÜ/ug/cav. Los datos se obtienen por medición directa
de glucosa.
b) glucosa,cuando en el medio de incubación hay igual
cantidad de glucosa que en (a) y IÜ/uCi/cav. de Man-2
3H. La glucosa se mide indirectamente asumiendo incor
poración indistinta de manosay glucosa.
c) manosa, cuando en el medio de incubación hay una
cantidad de SÜ/ug/cav. La medición se efectua por la
desaparición de la radioactividad de Nan-23Hdel me
dio de incubación (l/uCi/cav.). La glucosa se excluye
del medio para estos ensayos.
d) glucosa, cuando en el medio de incubación hay 25/ug
de glucosa/cav. y 25/ug de manosa/cav.
e) manosa, en las condiciones establecidas en (d). La
suma (d)+ (e) indica el consumototal de azucares.
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incubación. La radioactividad del medio sin incubar

corresponde a 10 uCi. Comopuede observarse en la figura 13,

un importante decaimiento de la oferta de Man-2 3H tiene

lugar en los primeros 45 minutos de incubación. En la misma

figura se observan los resultados obtenidos de un experi

mento similar cuando en el medio se incluye glucosa en nive

les fisiológicos (50 ug/cav.) además de la manosa-2 3H. En

este último caso, solo desaparece un 10%del valor inicial

del precursor radioactivo. Merece destacarse que el

decaimiento de Man-2 3H del medio de incubación solamente se

observó cuando las muestras destinadas a la medición de

radioactividad fueron acidificadas y secadas.

3.8. Desaparición de azúcares con oferta de concentraciones

iguales de glucosa L manosa.

Con la finalidad de explorar la selectividad de la

desaparición de manosa y glucosa cuando la relación de los

carbohidratos en el medio es 1:1, se diseñó el experimento

que sigue. Partiendo de corteza cerebral de 5 dfas se incubó

por un máximo de 3 hs empleando medio de incubación que con

tenfa 50% de cada azúcar. Es decir, 25 ug/cav. de glucosa +

25 ug/cav. de manosa en lugar de 50 ug de glucosa. A dife

rentes tiempos se midieron en el medio de incubación los

consumos de glucosa y manosa como se indica en Materiales y
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Fi ura 13: desaparición de redioectivided del medio de
Ïncubacion cuando contiene 10/MCi/cav. de Man-23Hen pra
eencie de una concentración fisiológica de glucoee.de 1

g/l E0; y con una concentración inicial de glucosa de 0,05g/l O . Las determinaciones se realizan seleccionando las
cavidades que contienen 150i 15/09 de proteína.
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Métodos. En estos casos se trabajó con 150 I 15 ug

P/cavidad. Los valores se obtuvieron de dos cavidades por

separado para cada tiempo. Los resultados obtenidos se

expresan como desaparición (ug azúcar mg p'1 h'l) y se

representan en la figura 12, en la que se puede observar que

cuando la concentración de manosa es igual a la de glucosa

en el medio de incubación, la relación de utilización de

Man/Glu = 2.

Los resultados obtenidos para todas las condiciones

descriptas (Fig. 12), están en relación con lo encontrado in

vitro, para la hexoquinasa purificada de cerebro de rata

(46,47,48,49).

3.9. Optimización d_ l_ incorporación de tritio a la Eig

mg partir d_eM 3533 funciónggji cantidadd_e
proteina incubada.

Con el fin de lograr condiciones lineales de incor

poración de 3H a proteina a partir de Man-2 3H, cantidades

crecientes de particulado de corteza cerebral de 5 y 30 dfas

correspondientes a 50-600 ug de proteína se incubaron con

medio que contenía 1 g/l de glucosa (50 ug/cavidad) y 10

uCi/cavidad de Man-2 3H. A las 3 horas de incubación, el

particulado fue procesado para la medición de radioactividad

como se indicó en Materiales y Métodos.
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F1 ura 14: radiosctividad incorporada a proteína a par
tÏr de flan-23H en Función de la cantidad de proteína 1n
cubade por cavidad. Man-23H- 10/0C1/cav. en presencia
do concentración Fisiológica de glucosa (1 9/1). Tiempo
de incubación: 3 horas. Corteza cerebral de rata de 5 ( )
y 30 (O) días de edad.
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En 1a figura 14 puede observarse e] resuitado de este

experimento. Las incorporaciones de radioactividad son

iineaies para un maximo de 150-180 ug de proteina incubada

por cavidad, tanto en corteza cerebra] de 5 y 30 dfas.

Cuando se incuban 250 ug ó mas de proteina, e] prin

cipa] fenómeno observado es una acidificación de] medio de

incubación que vira de] rojo páïido a] amariilo (rojo de

fenoi). Por lo tanto se establece un valor de proteina/cavi

dad menor o cercano a 180 ug para todos los experimentos

reaiizados en estas condiciones.

3.10. Incorporación de tritio a proteina a partir de Leu-4,5
3H;

Con e] fin de estabiecer ias características de 1a

incorporación de leucina a proteinas en 1as condiciones de

incubación previamente estabïecidas, se reaïizaron Ios

siguientes experimentos. Particuiados de corteza cerebrai de

ratas de 5, 15 y 30 dfas (50-150 ug/cavidad) se incubarOn a

distintos tiempos hasta 3 horas con 5 uCi de Leu-4,5 3H/

cavidad. Para cada tiempo de incubación se empiearon 3 cavi

dades. La proteína se procesó para medir radioactividad como

se indica en Materiaies y Métodos. Los resuitados pueden

observarse en 1a figura 15a. Existe una incorporación Iineai

de leucina a proteina tanto para corteza cerebra] de 5, 15 y
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F1 ura 15: (a) incorporación de leucina-4,53H a la pro
taïna en Función del tiempo de incubación. Corteza cere
bral de rata de s (o),15 (A) y 30 (o) días de edad. (b,
inserto): desaparición del precursor radioactivo del me
dio de incubación.
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30 dias. Esta lineaiidad puede reiacionarse con 1a sobrevida

de] tejido, ya que 1a veiocidad de incorporación de] aminoá

cido no se modifica durante ias 3 horas de incubación.

Como un contro] de 1a oferta de radioactividad de

Leu-4,5 3H durante 1a incubación, se reaiizaron ios si

guientes experimentos. Aifcuotas de] medio de incubación de

cada cavidad correspondiente a corteza cerebral de 5 y 30

dfas empïeada para determinar 1a incorporación de Leu-4,5 3H

a proteina se ensayaron para medir radioactividad. Se se1ec

cionaron ias cavidades que contenían 150 i 15 ug de proteina

y se graficó 1a ieucina remanente en e] medio en función de]

tiempo de incubación. Puede observarse en 1a figura 15b

(inserto) que 1a desaparición de leucina de] medio de incu

bación disminuye muy poco 1uego de 3 horas de incubación, y

por lo tanto 10s datos de incorporación de Leu-3H a proteina

fueron obtenidos en condiciones de oferta casi constante de]

precursor.

3.11.1. Aumentod la incorporación de tritio en proteinas

como función de la oferta de Man-2 35 en presencia

Con e] objeto de estudiar 1a infiuencia sobre 1a

actividad especifica de 3H incorporado a proteinas (dpm mg

P'l) a partir de cantidades variabies de Man-2 3H en e]
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medio de incubación, se realizaron ios siguientes experimen
tos.

Particuiados de corteza cerebra] de 5 y 30 dfas se

incubaron con medios conteniendo entre 1 y 200 uCi/cavidad

de Man-2 3H (AE = 133 Ci/g) y 50 ug/cavidad de giucosa por

un periodo de 2 horas. E1 resto de] procedimiento para 1a

medición de 3H-protefna se siguió c0mo se indica en Mate

riaies y Métodos.

Como se puede observar en 1a Fig. 16a, ios incremen

tos de actividad especifica (3H/mgP) son directamente pro

porcionaies a 1a cantidad de manosa-3H agregada a1 medio

hasta 10 uCi. Desde ese vaior en adeiante, 1a Iineaïidad se

pierde. E] fenómeno tiene lugar para corteza cerebra] de 5 y

30 dias.

3.11.2. Variación de 1a incorporación de tritio en proteinas
como función de 1a oferta de Man-2 3H de diferente

actividad especifica en ausencia de glucosa.
Para estudiar la dilución que introduce 1a presencia

de giucosa en 1a actividad especifica de Ios precursores

marcados con Man-2 3H, se utilizó un medio de incubación que

contiene 50 ug de Man-2 3H/cav de diferentes actividades

específicas (0,2-16 Ci/g), en lugar de 50 ug de giucosa/cav.

Se utilizaron particuiados de corteza cerebra] de

rata de 5 dfas y e] procedimiento de incubación y medición
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Figura 16a: incorporación de 3H a glicoproteinae en
funcion de 1a cantidad de precursor Man-23H (AE=133
Ci/g), a regadO' al medio de incubación que contiene
glucosa 1 9/1). Tiempo do incubación 2 horaa. Corte
za cerebral de rata de 5 (O) y 30 (O) días de edad.



-57

se realizó como se indica en la Sección 3.11.1.

Los resultados pueden observarse en la Fig. 16b. La

cantidad de radioactividad incorporada a GP es directamente

proporcional a la actividad especifica del precursor en el

medio de incubación. Esta proporcionalidad puede explicarse

porque la masa total de manosa ofertada es igual en todos

los casos, y por lo tanto, la incorporación de 3H es solo

función de la actividad especifica. En la misma figura

(16b), se incluyen los valores de incorporación de 3H en GP

obtenidos en presencia de glucosa como se describe en la

Sección 3.11.1. y la intersección con la curva de incor

poración obtenida sin glucosa permite determinar la dilución

que experimenta la Man-2 3H (133 Ci/g) en los intermediarios

involucrados en la biosfntesis de GP, cuando se emplea glu

cosa a niveles fisiológicos en el medio. Por ejemplo, para

10 uCi/cav. en presencia de glucosa, el valor de incor

poración intersecta al obtenido con Man-2 3H sin glucosa

(flecha Fig. 16b), correspondiéndole una AE en los inter

mediarios de 11,5 Ci/g (abcisa, Fig. 16b), mientras que para

100 uCi/cav. (+ glucosa) debiera corresponderle 115 Ci/g de

AE y una incorporación 10 veces mayor de 3H en GP. Sin

embargo, en el último caso se obtiene 2,5 veces menos de

incorporación (Fig. 16a), lo que correspondería a una AE en

precursores de 50 Ci/g en lugar de 115 Ci/g. Por lo tanto,
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Fi ure 16b: incorporación de 3H e glicoproteinee en función
de le actividad especifica del precursor Man-23H(ebcieo),
cuando ee el único azucar presente en el medio de incubación
en una concentración de lg/l. Tiempo de incubación - 2 hores.
Corteza cerebral de reto de 5 dies. Los valores punteedos se
obtienen comose indicó en lo Fig. lóe y entre paréntesis se
indice el nivel de redioectivided de referencia. La flecha in
dico lo intersección pero le cual corresponde en ebcisa el ve
lor 11,5 Ci/q. Para detalles ver texto.
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comparadas las actividades especificas de los precursores

con la máxima de Man-2 3H (133 Ci/g), la dilución de esta

última es de 11,5 veces para 10 uCi/cav. (+ glucosa) y de

2,6 veces para 100 uCi/cav. (+ glucosa). Igual sentido en

las relaciones descriptas se obtiene para los valores inter

medios (10 a 100 uCi/cav. + Glu) pero con magnitudes corre

lativas, mientras que por debajo de 10 uCi/cav. (+ Glu) las

relaciones son totalmente lineales.

3.11.3. Incorporación de manosa-14ga glicoproteinas en Egg

sencia de glucosa.

La Man-2 3H podria tener una dilución adicional a la

calculada en la Sección 3.11.2., que pudiera estar rela

cionada con la posición del 3H en el C-2 de la manosa. Esta

última caracteristica podria producir dilución si el

equilibrio a nivel de la enzima fosfomanosa isomerasa

(E-Man-6-P: E-Fru-6-P) fuera muy significativo. Para estu

diar esta posibilidad se incubó por un período de 2 horas

particulado de corteza cerebral de rata de 5 dfas en presen

cia de glucosa (1 g/l) y con igual masa de Man-14€ (AE =

1,19 Ci/g) que la correspondiente a 10 uCi de Man-2 3H y se

determinó la incorporación de 14€ en glicoprotefnas. El pro

medio de los resultados obtenidos de dos experimentos (667 y

725 de m9 P"1/2 h) cada uno realizado con 8 cavidades,

permite calcular una masa de azúcares en la glicoproteïna
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correspondiente a 1,7 ng mg P'1 h‘l, valor que se compara

con e] obtenido en iguales condiciones de incubación, pero

en presencia de Man-2 3H (1,75-2,9 ng mg P'1 h'l, Seccion

3.16.). En ambos casos, ios caicuios se reaiizaron previa

corrección de ias actividades específicas de ios precursores

y asumiendo una diiución de 11,5 como se indica en 1a Sec

ción 3.11.2. Este experimento sugiere que no existe una

diiución inherente a 1a posición de 1a marca cuando se uti

iiza Man-2 3H.

De incubaciones reaiizadas con Man-14C como se

indicó más arriba, pudo obtenerse de 1a cromatografía de]

producto TCAcaiiente insoiubie solamente manosa (Fig. 16c),

lo que sugiere que e] precursor se comporta de manera seme

jante a 1a Man-2 3H en presencia de giucosa (1 g/1).

3.12. Cinética de incorporación g_ tritio a proteina a

partir de Man-235 EE función de la oferta de azúcares

en 1 medio de incubación.

Con 1a finalidad de estabiecer e] efecto de ias dife

rentes reïaciones de azúcares presentes en ei medio de incu

bación sobre 1a incorporación de 3H a proteina a partir de

Man-2 3H, se realizaron los siguientes experimentos. Se

incubaron en diferentes condiciones particulados de corteza

cerebral de 5 dias a distintos tiempos hasta 3 horas. En
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Fi ura 16o: radiocromatograma del hidrolizado acido de 1a
Fraccïon Ineoluble an TCAcaliente, que ee obtiene de par
ticulado de corteza cerebral de rata de 5 dIae incubada du
rante 2 horas con Han-I‘C (76 ng/cav.,AE-1,19 Ci/g) en pra
eencia de glucosa (SO/ug/cav.). La cromatografía se realizó
durante 27 horaa empleando al sistema de eolvantea A. Lae
barras indican la posición de estándares externos. E1 pico
que ea observa en el origen corresponda a compuestos no hi
drolizadoe a ineolublea en agua, que Fueron transferidos al
papal durante 1a siembra.
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todos los casos se trabajó en las condiciones establecidas

más arriba para lograr linealidad (150 i 15 ug P/cav., 10

uCi Man-2 3H/cav. y 50 ul medio/cav.). A los tiempos

correspondientes se tomaron alïcuotas para medir Man-2 3H,

las incubaciones se detuvieron y el material se procesó como

se indica en Materiales y Métodos para medición de radioac

tividad en proteina y la cantidad de proteina incubada. Se

emplearon 2 cavidades por punto experimental.

Los resultados pueden observarse en las figuras 13 y

17. En la Fig. 17 se muestra que cuando el medio de incuba

ción contiene glucosa en cantidad fisiológica (1 g/l), la

incorporación de 3H a proteina procede linealmente. Asi

mismo, en la Fig. 13 se verifica que la oferta de Man-2 3H

durante las 3 horas de incubación decrece muy poco.

Por otro lado, la figura 17 también muestra que no

existe incorporación de 3H a proteina, Cuando la manosa (1

g/l) sustituye a la glucosa. En este caso también se veri

fica que la manosa disminuye en el medio al igual que la

glucosa (sección 3.5.). Finalmente se puede ver en la misma

Fig. 17 el efecto de una concentración muy baja de glucosa

en el medio de incubación (0,05 g/l en lugar de 1 g/l). A

los 45 minutos la incorporación es algo mayor que en la pre

sencia de glucosa, pero a partir de 1 hora de incubación

existe una detención de la incorporación, y también las pen
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Figura 17: cinética de incorporación de 3H a proteina a
partir de Man-23H(lO/uCi/cav. en todos los casos) en
Función del tiempo de incubación. Corteza cerebral de 5
días. Medio de incubación con glucosa en concentración
fisiológica de 1 g/l (0). Madio de incubación con mano
aa ( 1 g/l) y sin glucosa (Á) y medio de incubación con
baja concentración de glucosa (0,05 g/l), (O).
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dientes difieren de 1a de] contro]. Estos datos se

corresponden con e] notabie decaimiento de 1a oferta de

Man-2 3H en e] medio de incubación, como se puede observar

en 1a Fig. 13.

Por 10 descripto, queda establecida 1a necesidad abso

iuta de la presencia de giucosa a concentración fisioiógica

en e] medio de incubación para que 1a cinética de incor

poración de 3H a proteina a partir de Man-2 3H proceda

iineaimente en ias condiciones descriptas en esta tesis.

3.13. Experimentos d_ "puiso" gg marcación l "chase" a

partir d_ Man-2 35.

Con 1a finalidad de investigar si 1a cantidad de marca

unida a proteina está sujeta a cambios independientes de 1a

incorporación durante 1a incubación, se procedió como sigue.

Se reaiizó una incubación de particuiado de corteza cerebral

en ias condiciones descriptas más arriba para Iograr una

cinética de incorporación linea]. Luego de un pulso de 1

hora con Man-2 3H, se procedió a efectuar una remoción de 1a

marca como se indica en Materiaies y Métodos, y 1a inCuba

ción se completó a distintos tiempos hasta 3 horas

("chase"). Para cada punto experimenta] se empiearon 2 cavi

dades. Asimismo se verificó 1a desaparición de giucosa

durante todo e] periodo de 1a incubación. Estos resultados
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son del orden de 18 y 33 ug Glu mg p'1 h'1 para corteza

cerebral de 5 y 30 dfas respectivamente y se corresponden

con los descriptos anteriormente (Fig. 9), lo que indica que

el tejido continúa incorporando glucosa a la misma velocidad

después del "chase".

Los resultados para certeza cerebral de 5 y 30 días de

edad pueden observarse en la figura 18 e indican que la can

tidad de radioactividad en la GP no se modifica durante el

periodo de "chase".

3.14. Caracterización de productos.
Con el objeto de establecer la naturaleza de los pro

ductos formados a partir de Man-2 3H en condiciones de

incorporación lineales, se procedió a efectuar los siguien

tes análisis: labilidad a proteasa y al álcali e iden

tificación cromatográfica de carbohidratos tritiados, como

se indica en Materiales y Métodos. Los materiales incubados

fueron: particulado de corteza cerebral de 5 dfas (150 ug

P/cav., 5 cav. con 10 uCi de Man-2 3H/cav. y 1 cav. con 100

uCi de Man-2 3H) y de 30 di'as (150 ug P/cav., 12 cav.). Se

emplearon más cavidades en el caso de corteza cerebral de 30

dfas debido a la menor incorporación de 3H en proteina que

para 5 dfas. En los dos casos (5 y 30 días) se incubó

durante 2 horas. Los re5ultados obtenidos pueden observarse
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Fi ura 18: actividad específica da 3H'incorporado a
proteina a partir da Han-2 H en función del tiempo da
incubación. Luego da un pulso da marcación da 1 hora
a1 medio da incubación se reemplaza por otro libre da
radioactividad (flecha). Incorporación da radioactivi
dad a 1a proteina sin "chaaa" (o) y radioactividad ra
mananta an 1a protaína después dal "chasa" (O). Los
números Junto a cada curva indican la edad da la cor
taza cerebral ansayada.
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en la tabla I y en la figura 19. En todos los casos, se

obtuvo manosa en la cromatografía de los productos lábiles

al ácido.

3.15. Cinética de l glicosilación de proteinas durante gl

desarrollo de la corteza cerebral de la Lata.
Particulados provenientes de 3 cortezas cerebrales

para cada edad, entre -3 y 30 dias, se incubaron en las con

diciones óptimas antedichas (aprox. 150 ug P/cav., 10 uCi

Man-2 3H/cav. en 50 ul medio/cav.), a distintos tiempos

hasta 2 horas. Para cada punto experimental se emplearon dos

microcavidades, las incubaciones se detuvieron y la activi

dad especffica de 3H/mg P se determinó como se indica en

Materiales y Métodos.

En la figura 20 pueden apreciarse los resultados obte

nidos para las diferentes edades, que presentan las siguien

tes caracterfsticas: a) los valores absolutos de las
actividades especificas son inversamente proporcionales a la

edad postnatal, y b) las pendientes de las rectas varian en

el mismo sentido que los valores absolutos y expresan la

velocidad relativa de glicosilacidn para cada edad. Esta

velocidad no es un valor absoluto sino que depende de la

actividad especifica de los precursores y, por lo tanto, no

puede compararse sobre una base estricta para las distintas



Tabia l; Caracterizacion de] producto 3H-proteïna insoiuble en TCA

caliente, 1uego de una incorporación a partir de Man-2 3H durante 2 horas

en condiciones de lineaiidad.

corte“ PFOtQÓÏÍSÏS Tratamiento NaOH, Tratamiento NaOH
za 0,05 N, 24 hs, 25°C 1 N, 2 hs a 25°C

cere
bra] Iabii resis4 recupe- Iabil resis- recupe- Iabii resis recu

tente ración tente ración tente penaj
(dias) (7€) (1) (%) (74») (1») (76) (7€) (%) cion

(74)

5 97 3 79 2,5 97,5 95 3,3 96,7 97

30 96 4 82 1,8 98,2 96 3 97 98

Los valores en % de las fracciones labiï y resistente se obtienen con

siderando 100% 1a Suma de 1a radioactividad medida en cada caso. La recu

peración se calcuia comosigue:

Recuperación (%): 100 (cpm producto inicia] - cpm labiles - cpm

resistentes) cpmproducto inicia] '1.

Deta11es de 10s procedimientos se indican en Materiaïes y Métodos (Seccion

2.15.4.).
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(3 ' 4.a”‘\‘\_ii.t.
ó 10 2'0 3‘0 cm

Fi ura 19: radiocromatograma dal hidrolizado ácido de la
FrachBn insoluble an TCAcaliente, que se obtiene de parti
culado de corteza cerebral de rata de 5 dias incubado por 2
horas con 100,0Ci/cav. de Man-23Hen presencia de glucosa
(SO/ug/cav.). Le cromatografía ee realizó durante 27 horas
empleando empleando el sistema de solventes A. Las barree
indican 1a posición de los estándares externos.
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Figura 20: cinética de glicoailación de proteinas a
partir da Han-23Hen condiciones de eetado estaciona
rio da marcación durante el desarrollo da la corteza
cerebral de la rata.
E1 mismo patrón se obtiene cuando 1a marcación se re
aliza e partir de 76 ng de Man-23H(133 Ci/g) en pre
sencia de glucosa (1 g/l) o e partir de Man-23H(2 Ci/
g) a razón da l g/l an ausencia de glucosa. La figura
ilustra el primer caao.
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edades (50).

3.16. Parámetros cuantitativos de lla vfa d marcación gg

giicoproteinas a partir de Man-2 _ _n presencia gg

concentración fisioiógica de giucosa.
En e] Esquema V, se resumen ios haiiazgos referidos a

1a via completa de marcación de giicoprotefnas en 1a corteza

cerebrai de rata de 5 dias. Los datos fueron obtenidos en

estado estacionario de marcación, por 10 cua] puede esti

marse ei fiujo de marca a través de diversos precursores

desde e] medio de incubación hasta ios productos finaies. En

e] mismo esquema, puede observarse que 1a actividad

especifica de ios productos dependerá principaimente de 1a

diiución de 1a marca a nivei de Man-6-P. Como se ha estabie

cido en ia Sección 3.11.2., en las condiciones de marcación

empleadas para 1a confección de] Esquema V, 1a actividad

especifica de 3H en Man-6-P es dei orden de 1/11,5 de 1a AE

de Man-2 3H (133 Ci/g) y, por lo tanto, 1a masa neta de

manosa transferida a GP resuitaria de 1,7-2,9 ng mg P'1 h'l.
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Diagrama de fiujo y distribución de precursores desde e]

medio de incubación a las glicoproteihas biosintetizadas

en condiciones de estado estacionario de nnrcación de

corteza cerebra] de rata de 5 dias.

G1u——> Giu 404. Glu-6_PM.Fru-6-P [Jo ATP
C = 1 g/1
100% = 50 ug CHÜ

H2Ü <3]
38 M*

Man Man 40 M Man-6-P
C= 0,2 Ci/1
100% = 10 uCi Man-l-P
100% = 75 ng s M'k

DMP-Man g

Espacio Caminode]1 K g
doïicol <- GDP-Man

extraceïular

l M* l
0-glicosfdicas
0,01 M

N-glicosfdicas

0,34 M :Ï ICEL
Man tota] GP

0,34 M 0,35 M

Todos ios vaiores expresados en %mg P'1 h'1 de 1a cantidad de giucosa

(G) o manosa-2 3H (M), presentes iniciaïmente en e] medio de incuba

ción. Los números con (*) son vaiores máXimos ca1cu1ados. E1 resto se

obtiene de Ios resultados experimentaies.
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3.17. Efecto de la estreptomicina sobre la cinética de
incorporación de tritio a proteina a partir de flan¿g

35 en la corteza cerebral de ¿gta inmadura.
Los experimentos destinados a establecer el efecto de

la estreptomicina se realizaron incubando en las condiciones

estándar, partiCulado de corteza cerebral de rata de 5 días

(150 i 15 ug proteina/cavidad, 10 uCi Man-2 3H cav. en 50

ul/cav. medio de incubación). El medio de incubación utili

zado se adicionó con estreptomicina (Sm) en el momento de

uso para una concentración final de 100 ug/ml, como se

indica en Materiales y Métodos. Las incubaciones se reali

zaron a distintos tiempos hasta 3 horas. Comopuede obser

varse en la Fig. 21 a partir de los 90 minutos, existe una

alteración en la linealidad de la incorporación de 3H a pro

tefna. En la misma figura, se incluye un control de corteza

cerebral de 5 dias inCubada con medio sin Sm. La alteración

de la incorporación de Man-2 3H a proteina se observó con

dosis de Sm de 50 ug/ml para la corteza cerebral de 5 dias.

A esta última dosis la incorporación de radioactividad a

proteina de corteza cerebral de 15 dias no resultó inhibida

durante las 3 horas de incubación (resultados no mostrados).
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16 dpm3Hmg51

O l l Í

Ü 1 2 3 hs.

Figura 21: afecto de la estraptomicina sobre la cinética
de glicosilación de proteinas a partir de Man-23Hen con
diciones de estado estacionario de marcación. Corteza ce
rebral de rata de 5 dias de edad. Ordenada: actividad es
pecifica da 3H incorporado a proteína; abcisa:tiempo de
incubación. Incorporación con medio de incubación normal
(0) y cuando se agrega desde el inicio lüülpg/ml de sulfato de estreptomicina(.).
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3.18. Utilización d_egiucosa l Man-235M M d_eincuba

ción_ durante _g¿ ensazos del efecto de ]__ estrep
tomicina.

Con 1a finalidad de evaluar si 1a inciusión de Sm en

ios medios de incubación a1tera ias incorporaciones de giu

cosa y/o Man-2 3H a1 tejido, se procedió a medir 1a desa

parición de Ios azúcares de] medio de incubación. Las

mediciones se reaiizaron en diferentes condiciones. Por un

1ado se midieron ios carbohidratos remanentes en e] medio a

las 2 y 3 horas de incubación en las condiciones en que se

ensayó e] efecto de 1a Sm (150 i 15 ug proteina/cavidad).

Por otro lado se incubaron con Sm cantidades de proteina

mayores (350 i 35 mg P/cav.) durante 1, 2 y 3 horas. Esto

óitimo se reaiizó para aumentar 1a precisión de las deter

minaciones al conseguirse una mayor diferencia entre ias

cantidades de Ios compuestos medidos en e] medio antes y

después de 1a incubación. Las determinaciones se efectuaron

para 2 cavidades por separado en cada caso. En todos 10s

casos se caicuió la desaparición de giucosa y Man-2 3H (ug

GÏU m9 P’l h'1 y uCi Man-2 3H mg P'1 h'l) y los resuïtados

se indican en 1a Fig. 22, donde puede observarse que 1os

vaiores de desaparición de giucosa y de Man-2 3H en presen

cia de Sm difieren poco de los obtenidos para corteza
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¡utiMan m-g1ñ1 pg Glu m'q
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Figura 22: desaparición de manosa-ZSHy glucosa de losmedios de incubación cuando se incuba corteza cerebral
de rata de 5 días en presencia de estreptomicina (5m) a
razón de IDO/ug/ml y en ausencia del antibiótico,como
se indica en la Figura. Los consumos se refieren a mg
de proteína por hora de incubación. Incubaciones de 2 y
3 horas con aprox. ISO/ug proteína/cavidad (O) y por 1,
2 y 3 horas con aprox. BSO/ug proteína/cavidad (O). Los
valores de control (-Sm) se obtienen de las Figuras 7,
9,11 y 12.
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cerebral de 5 dfas incubada sin e] antibiótico y 1a

variación de 1a oferta de Man-2 3H y glucosa es de l 15% de

1a media para ias diversas condiciones de medición de ios

azúcares.

Por 10 expuesto, e] efecto observado de 1a Sm sobre 1a

incorporación de 3H a proteina a partir de Man-2 3H no se

reiaciona directamente con aiteraciones en 1a incorporación

dei precursor radioactivo ni de 1a giucosa.

3.19. Efecto de la estreptomicina sobre la incorporación de

Leu-4,5 3g a proteina en la corteza cerebra] de rata
Q. É dias.
Con e] objeto de evaiuar 1a afectación de 1a sintesis

proteica por 1a Sm, se procedió a medir 1a cinética de

incorporación de Leu-4,5 3H a proteina en presencia de]

antibiótico (100 ug/m] dei medio de incubación). Se incubó a

distintos tiempos hasta 3 horas en ias condiciones estándar

(150 i 15 ug P/cav., 5 uCi Leu-4,5 3H/cav. y 50 ui medio +

Sm/cav.).

E1 resuitado puede observarse en 1a Fig. 23, donde se

incluye como referencia 1a cinética de incorporación de

Leu-4,5 3H a proteina obtenida sin e] antibiótico. Segón

estos datos, 1a incorporación dei aminoácido a 1a proteina

no se encuentra aiterada.
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dpm3H mgñl10'3
500

I250

0o 1‘ É :Eh
Fi ura 23: efecto de la estraptomicina sobre la incorpo
racion da‘Leu-4,53H a proteína. Ordenada: actividad espe
cífica de 3H incorporado a proteina; abcisa: tiempo de ig
cubación.Incorporación en presencia de lOÜ/ug/ml de sulfa
to de estreptomicina (O) y en ausencia del antibiótico (O).
Corteza cerebral de rata de 5 dias de edad.
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3.20. Medición de ifpido-azócares intermediarios de] camino

de] doiicoi, durante la incubación de corteza cerebrai

de rata de É dias con estreEtomicina.

Con 1a finalidad de expiorar 1a detención de 1a incor

poración de 3H a proteina, a partir de Man-2 3H desde e]

punto de vista de un posibie bloqueo de] camino de] doiicoi

inducido por e] antibiótico, se reaiizó e] siguiente experi
mento. Particuiado de corteza cerebra] de rata de 5 dfas se

incubó en ias condiciones estándar (150 ug proteina/cavidad,

50 ui voiumen finai) empieando un medio de incubación en e]

que 1a glucosa (50 ug/cav.) fue totalmente sustituida por

glucosa-14€ de alta actividad especifica, como se indica en

Materiaies y Métodos. En un caso se incubó con Sm (Cf = 100

ug/mi) y en otro, sin e] antibiótico, que se consideró e]

contro]. Se incubaron 5 cavidades para cada situación

durante un periodo de 150 minutos. A1 finaiizar 1a incuba

ción, e] materiai se procesó para 1a obtención y análisis

cromatográfico de oiigosacóridos derivados de ios ifpido

azúcares intermediarios como se indica en Materiaies y

Métodos.

Los resuitados de 1a cromatografía se muestran en 1a

Fig. 24 y permiten observar un aumento de ias fracciones que

migran como:
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5 15 25 35
cm

Figura 24: radiocromatograma de los productos ácido lábilas da la fracción extraible en al sistema de solvan
tas H y qua provienen da incubacionas an condiciones de
estado estacionario de marcación en las qua la glucosa
del medio Fue reemplazada por igual masa de Blu-14€. Los
marcadores externos da 1a cromatografía son: GS = GIU3
Mang(NAcGluNH)2 y GZ = Glu2flang(NAcGluNH)2. Cortaza ca
rebral da rata da S días incubada en presencia de 100
g/ml da sulfato da astraptomicina (Sm),(0) y control,

incubado sin antibióticos (O .
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G3: (NAcGluNH)2MangGlu3 y

GZ: (NAcGIuNH)2MangGIu2 en e] caso de las incubaciones

realizadas en presencia de Sm con reSpecto a1 contro] incu

bado sin antibiótico. Este resultado indica que 1a trans

ferencia de G3 oligosacórido a 1a proteina (Fig. 2, paso 6)

podria encontrarse afectada por 1a Smy permite descartar 1a

inhibición en 1a sintesis de intermediarios de] camino de]

doïicoi en etapas previas a 1a de transferencia de oiigo

sacórido a proteina como causa primaria de 1a falta de

transferencia de 3H a proteina observada cinéticamente

cuando se incuba con Man-2 3H (Fig. 21).

3.21. Efecto de la gm sobre la actividad de la enzima

doïicoi-P-P-Gq-oiigosacórido: proteina oiigosacaril
transferasa.

Con e] objeto de expïorar si 1a falta de transferencia

de GIU3-oligosacarido (observada en e] tejido incubado en

presencia de Sm), pudiera deberse a un efecto de 1a Sm sobre

1a transferasa, se procedió a determinar ln vitro 1a activi
dad de 1a enzima en ausencia y presencia de] antibiótico,

como se indica en Materiaies y Métodos (sección 2.6.2.).

En 1a Fig. 25 puede observarse que 1a cantidad óptima

de detergente es igual en ambos casos. La misma figura

muestra que 1a Sm no altera significativamente 1a velocidad
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inicia] y, por 10 tanto, la Sm como ta] no tendría efecto

sobre 1a enzima.



+Sm _gm

1100

05

0 I . l . ,
O 4 8 12 16 mm

Figura 25: efecto de 1a estreptomicina (Sm) sobre la ac
tividad de 1a enzimadolicol-P-P-oligosacárido:proteina
transferase ¿2 vitro. Las barras indican el óptimo de
concentración de detergente para máximeactividad. Barras
oscuras (+-Sm), barras claras (-Sm . Las concentraciones
de detergente en el medio de incubación son: A = 3,8 mg/ml,
B = 7,5 mg/ml, C = 11,3 mg/ml y D a 15 mg/ml. La activi
dad de 1a enzima fue enseyada a la concentración indicada
en C de Tritón X-lÜD, para la Fracción microsomal de la
corteza cerebral de rata dd 5 dias. La Smagregada corres
ponde a 1a empleada en las incubaciones de particulado de
corteza cerebrallsobre la base de la cantidad de proteína.

-93
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3.22. Detección de algunos compuestos orgánicos por trata

miento térmico en papel.

Los siguientes experimentos fueron iievados a cabo a

fin de profundizar e] fenómeno de detección y recuperación

de compuestos por e] procedimiento térmico-UV desarroiiado

en esta tesis.

E1 primer grupo de experimentos se iievó a cabo usando

1 umoi de compuestos orgánicos estándar. En todas estas

instancias, 1a cromatografía descendente en papel se reaiizó

con ios sistemas de soiventes indicados durante 4 hs. Los

papeies se secar0n con aire y se reveiaron pianchandolos a

230°C con una piancha doméstica. Después de 30 segundos se

observaron manchas oscuras en las zonas correspondientes a

ias sustancias cromatografiadas. Fue posibie continuar
caientando hasta obtener un c0ntraste máximo.

La giucosa, por ejempio, que tiene una temperatura de

descomposición de 146°C dio una mancha de coior marrón

detectabie a 230°C. En contraste, 1a matriz de ceiuiosa dei

papel, que se descompone a 260°C, no dio ningón coior. Esta

diferencia entre 1a ceiulosa y otros compuestos con tem

peraturas de descomposición por debajo de 260°C constituye

ei fundamento fisico de] método propuesto. Podria entonces

predecirse 1a detección de una sustancia dada como se

demuestra en 1a tabla II.
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Tabla _l; Detección de algunos compuestos organicos por tratamiento

térmico.

Sustan- Temperatura de Detección Detectado Sistema
cia ensa- descomposición predicha experimen de sol
yada u oscureci-* talmente ventes

miento (°C)

Celulosa 260-270 A, B, C,
D, E, F

Glucosa 146 + + A, B, C

GÏUCOSa' + + A: Bs
mina D, E

Glicerol 290 C, D

Sacarosa 185 + A, B

Lactosa 223 + A, B

L-Fucosa + A9 Ba D

Fructosa 103 + A, B

Manosa 132 + A, B, C,

InOSit0] A, B!
C, D

Acido L- 189 + F
ascórbico

Glicina 228 + + F

Prolina 220 + + F

Serina 228 + + F

Lisina 210 + + F

Acido 233 + + D
succfnic

*Los valores fueron obtenidos de (51, 52, y 53).
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Además, se han detectado los siguientes compuestos (no

se muestran en la tabla II): lactosa, maltosa, maltooligo

sacáridos que poseen desde 2 hasta 7 unidades de glucosa,

galactosa, arabinosa, ribosa, glucosa-G-fosfato, fructosa,
N-acetilglucosamina, melibiosa, L-ramnosa, xilosa, acido

cítrico y malónico.

3.23. Sensibilidad gg detección sobre papel.
Cantidades relativamente grandes de sustancias se

utilizaron en los experimentos arriba mencionados (1 umol).

Para investigar la sensibilidad del método, varias con

centraciones de glucosa y glucosamina entre 25 y 250 nmoles

se cromatografiaron separadamente como se describió
anteriormente.

Después de revelado el cromatograma a 230°C durante 30

segundos, se pudieron detectar bajo luz visible 100 y 200

nmoles/cm2 de glucosamina y glucosa, respectivamente. Los

mismos cromatogramas se observaron después bajo luz ultra

violeta, y la sensibilidad aumenta a 25 y 50 nmoles/cm2 para

la glucosamina y la glucosa, respectivamente. El croma

tograma de la glucosamina que ilustra este experimento se

muestra en la figura 26. Los centros oscuros en las zonas de

fluorescencia se deben posiblemente al enmascaramiento de la

misma causado por la gran concentración de sustancia en esa
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FiguraZfi: Fotografía de un cromatograma en el cual
diferentes cantidades de glucosamina fueron detecta
das por el procedimiento térmico-UV. Izquierda: cro
matograma bajo luz visible después de calentado a
230°C por 30 seg. Los números indican nanomoles de
glucosamina. Derecha: el mismo cromatograma observa
do bajo luz ultravioleta (366 nm).
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zona, que genera manchas visibles.

3.24. Recuperación de compuestos de cromatogramas en papel.

Para investigar la aplicabilidad del método sobre la

recuperación de compuestos radioactivos, se efectuó la

siguiente serie de experimentos. Se sembraron cantidades

iguales de 14C-glucosa más 1 umol de glucosa no marcada en

cuatro carriles de un papel, se cromatografiaron con el

sistema de solventes A, y los procedimientos siguientes

(Fig. 27) se utilizaron para revelar los cromatogramas: (a)

nitrato de plata (barras 4), (b) el método aquf presentado a

230°C (barras 3) y (c) 150°C durante 30 segundos (barras 2).

En el óltimo caso, la detección solo fue posible usando luz

ultravioleta. En el experimento de control el cromatograma

no se reveló (barras 1). Se cortó una banda de papel en una

posición equivalente a la que migra la glucosa. Se midió la

radioactividad en todos los casos y los resultados se expre

san como porcentaje de recuperación relativo al control.

Este experimento se repitió usando cuatro cantidades

diferentes de radioactividad, como se muestra en la Fig. 27.

Las recuperaciones de radioactividad fueron de 98%, para el

método térmico a 150°C durante 30 segundos (UV), 86% con

revelado a 230°C durante 30 segundos (luz visible) y 4%

luego del revelado con nitrato de plata.
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F1 ura 27: recuperación de radioactividad de glucosa-14€
{ordenada} después de la cromatografía en papel con el
sistema de solventes A y diferentes métodos detección:
1, control (sin tratamiento); 2, 150°C,30 seg. UU; 3,
230°C,30 seg. VIS.; 4, revelado con AgNÜ3.Grupos: A,
8240 cpm; B, 4460 cpm; C, 2860 cpm y D, 1100 cpm.
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En otro experimento, se sembraron 12.000 cpm de

14C-lisina más 1 umol de lisina no marcada y se cromatogra

fiaron con el sistema de solventes F. Después de la croma

tografía el papel se calentó a 230°C durante 15 segundos y

el contorno de la mancha revelada se marcó bajo luz ultra

violeta. Se cortó el papel y se midió la radioactividad por

centelleo liquido, aproximadamente el 97%de la marcación se

pudo recuperar en relación a un control cromatografiado y no

revelado.

La descomposición quimica del compuesto radioactivo

después del tratamiento térmico se estudió examinando el

comportamiento cromatogrófico de las sustancias radioactivas

despues de la detección térmica ultravioleta. Una mezcla de

1 umol de glucosa no marcada y 18,000 cpm de 14C-glucosa se

sembró sobre papel y se cromatografió durante 24 horas

usando el sistema de solventes A. El papel se trató a 150°C

durante 30 segundos y el azócar se detectó utilizando luz

ultravioleta. En un carril de papel adyacente al anterior se

sembró 1 umol de glucosa no marcada en la misma posición de

la muestra UVdetectada, entonces se cromatografió durante

24 horas más usando el mismo solvente. En la banda de papel

que contenía el compuesto radioactivo se midió radioac

tividad por conteo B de barrido. El Rf del pico radioactivo

coincidió con aquel de la glucosa auténtica, como se muestra
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en 1a figura 28. La zona de] papeI correspondiente a 1a

mancha se recortó y se midió la radioactividad por centeiieo

liquido. La mayor parte de 1a radioactividad (98%) se recu

peró en una posición que tiene un Rf idéntico a1 de 1a gïu

cosa, mientras que e] resto de 1a marca sembrada quedó en ei

origen de] cromatograma.

Se efectuó un experimento similar utiïizando 1 umo] de

giucosa no marcada. Despues de 1a cromatografía y de 1a

detección térmica uitravioieta a 150°C durante 30 segundos,

1a cantidad de glucosa que se recupera se midió enzimática

mente usando un método en base a giucosa oxidasa. Se

demostró que un 96% de] compuesto detectado tórmicamente se

comportaba como giucosa auténtica. E1 contro] (100%) fue 1

umol de giucosa sembrada en papei y no cromatografiada, y

una superficie de pape] de igual área y sin sustancias se

empieó como blanco.

fiuorescentes.

Para determinar si e] adsorbente es requerido durante

e] tratamiento térmico para 1a inducción de f1uorescencia en

carbohidratos, se realizó e] siguiente experimento. Airede

dor de 10 mg de giucosamina y giucosa fueron coïocados por

separado sobre una piaca de vidrio sin adsorbente. La piaca
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Figura 28: registro de radioactividad de glucosa-IAC
despu a de que la muestra fuera cromatografiada duran
te 24 horas en el sistema de solventes A, revelada por
el método térmico-UU y recromatografiada por otras 24
horas en el mismosistema de solventes. La barra indi
ca la posición de un estándar externo de glucosa agra
gado paralelamente a la posición de la glucosa después
del primer revelado y antes de la recromatografía.
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se calentó desde 50 a 200°C en pasos de 10°C por 5 minutos a

cada temperatura. Las substancias se examinaron después de

cada etapa de calentamiento bajo luz visible y ultravioleta.
Substancias no calentadas fueron simultáneamente observadas

como un control. No se pudo detectar fluorescencia en todo

el rango de temperaturas ensayadas para ninguna de las dos

substancias. Bajo luz visible, un color amarillo aparecía a

90°C para glucosamina y a 150°C para glucosa como podria

esperarse para una reacción de descomposición.

Compuestos fluorescentes de los carbohidratos men

cionados más arriba se generan cuando están sembrados en

papel, silica gel o papel de vidrio (54). El presente

resultado demuestra que la presencia del adsorbente es un

requerimiento absoluto para la generación de compuestos
fluorescentes.

Estas observaciones son compatibles con transfor

maciones de c0mpuestos orgánicos debido a interacciones

secundarias entre las substancias y el adsorbente

(55,56,57).

3.26. Detección diferencial gg azúcares en TLC.

La posibilidad de diferenciar carbohidratos según la

temperatura del revelado se investigó de la siguiente

manera. Alrededor de 1 umol de los compuestos listados en la
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Fig. 29 fueron sembrados en una piaca de sfïica ge] (TLC) y

cromatografiados emp1eando e] sistema de solventes A.

Después de 1a cromatografía, 1a placa se coïocó en e] com

partimiento de coiumnas de un cromatógrafo de gases como se

describe en Materiaies y Métodos. Las caracteristicas de

este equipo en cuanto a alta precisión y rapidez en lograr

1a temperatura deseada (temp. i 1°C, 30 seg.) son importan

tes para establecer las temperaturas de detección de cada

compuesto. La Fig. 29 muestra que existe una temperatura

caracteristica de detección para cada tipo de azúcar, tanto

en e] rango visibie como UVde visualización. Puede notarse

también que existe un rango de airededor de 20°C en e] cua]

Ios compuestos sólamente pueden detectarse bajo luz UV. Esto

óitimo es muy importante para 1a eventual recuperación de

ios compuestos como se mostrara más adeiante.

De acuerdo con 1a temperatura de detección, los car

bohidratos pueden agruparse como mono y disacóridos. Los

disacáridos requieren una mayor temperatura de detección. E1

ónico trisacárido estudiado (rafinosa) sólo pudo visuaïi

zarse a una temperatura mayor que para ios disacóridos, con

excepción de 1a trehaïosa, que posee 1a mayor temperatura de

detección de todos los compuestos ensayados (260°C). En e]

grupo de 105 monosacóridos, 1a gïucosamina pudo reve1arse a

una temperatura reiativamente baja (60°C).
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Glucosamina
Glucosa
Fructosa
L-Fucosa

,- . m____ Manosa
-——————Galactosa

____mmnn___ñ=Lactosa“1 Calobiosa
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Figura 29: patrón de temperaturas de detección de diferentes carbohidratos. Las barras horizontales finas indi
can detección en 366 nm (UU) y las gruesas bajo luz visi
ble. Los compuestos Fueron cromatografiados como se indi
ca en el texto. La detección se realizó observando la pla
ca después de calentar por S minutos. Los incrementos de
temperature se realizaron en pasos de 10°C.
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Para determinar si las sucesivas etapas de calen

tamiento influyen sobre la temperatura de detección, el

siguiente experimento se llevó a cabo. La temperatura se

ajustó directamente al menor valor determinado en la Fig. 29

para la detección y se calentó durante 5 minutos. Esto se

realizó para glucosamina (60°C), manosa (120°C), trehalosa

(260°C), rafinosa (200°C) y sacarosa (170°C). Los resultados

obtenidos son similares a los de la Fig. 29 y, por lo tanto,

el calentamiento secuencial empleado para establecer las

temperaturas de detección no influye sobre los valores obte

nidos. Para determinar si la temperatura de detección de un

compuesto dado puede ser influida por la presencia de otras

substancias se realizaron los siguientes experimentos. Una

mezcla compuesta por 1 umol de un azúcar que revela a baja

temperatura, e igual cantidad de otro que se detecta a una

temperatura mayor fue sembrada en TLCy calentada. El trata

miento térmico se realizó como se indica en la Fig. 29 y la

temperatura a la que revelan los carbohidratos no difiere de

la previamente establecida. Esta observación está

restringida al azúcar de menor temperatura de detección.

Los pares de azucar que se ensayaron en las mezclas

son: glucosamina-glucosa, glucosa-sacarosa y sacarosa
trehalosa.
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3.27. Sensibilidad de detección para carbohidratos en ILS.
Para determinar la mfnima cantidad de azúcares detec

tables en TLC empleando el método térmico-UV, diferentes

cantidades de varios compuestos fueron cromatografiados en

el sistema de solventes A. Se encontró que 1 nmol de glu

cosa, glucosamina o manosa puede observarse bajo luz ultra

violeta (366 nm) luego de calentar 5 min a 200°C.

3.28. Recuperación de glucosamina-35 l de manosa-14g luego

de la detección térmica-UV en ILS.
Para determinar el efecto del calentamiento sobre la

recuperación de glucosamina-6 3H y de manosa-U 14€, alrede

dor de 20.000 dpm y 1 umol de cada azúcar fueron sembrados

en placas de TLC. Diez muestras de cada compuesto se croma

tografiaron en el sistema de solventes A. La placa se

calentó entonces a 60°C durante 5 min, la fluorescencia de

glucosamina aparecia y esa banda se raspó y midió para

radioactividad. La placa se calentó luego a 70°C durante 5

min y el procedimiento anterior se repitió sucesivamente

para una temperatura de 10°C mayor que la precedente, hasta

130°C. En cada etapa se determinó la radioactividad de una

banda.

Un procedimiento similar al descripto para glucosamina
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se empleó para manosa pero comenzando de 120°C. Los resulta

dos pueden observarse en la Fig. 30 e indican que se recu

pera prácticamente el 100% de la radioactividad de los dos

azúcares ensayados en el rango de detección ultravioleta de

cada uno de ellos. Como control se utilizaron bandas no

calentadas (100%). La recuperación disminuyó notablemente

con el incremento de temperatura y la aparición de color

bajo luz visible.

3.29. Desarrollo de colores fluorescentes luego del trata
miento térmico.

Antes o después de cromatografía, muchos compuestos

sometidos al tratamiento térmico en TLC desarrollaron

colores fluorescentes a 366 nm que son característicos. Por

ejemplo: rojo para 2,3,6-trimetil glucosa, blanco para

2,3,4-trimetil glucosa y amarillo para 2,4,6-trimetilgluco
sa, azul para glucosamina, amarillo para N-acetilglucosamina

y para glucosa. Estos colores se observaron consistentemente

solo en la escala de temperaturas que corresponde a la

detección en UV.
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Figura 30: recuperación de glucosamina y manosa despuésde la detección térmica-ultravioleta. Alrededor de 20.000
dpm,(1/umol) de cada azucar fue sembrado en placas oe aí
lica gel y corrido con el sistema de solventes A. Cada
punto corresponde a la radioactividad contada en la'zona
detectada siguiendo el mismoprocedimiento que se descri
be en le Fig. 29. Las recuperaciones se refieren a mues
tras no celentadas. Glucosamina-G H (O) y Man-14€ (O).
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3.30. Solubilización del material fluorescente.

Zonas de 1 cm2 de una placa de sflica gel fueron

sembradas con las siguientes soluciones: 0,5 ml de agua, 1,5

mg de glucosamina en 0,5 ml de agua y 1,5 mg de glucosa en

0,5 ml de agua. En algunos casos, alrededor de 20.000 cpm de

glucosamina-3H y glucosa-14€ fueron agregadas a las

correspondientes soluciones antes de la siembra. La placa se

secó a temperatura ambiente y luego se calentó a 60°C

durante 10 min como se describe para recuperación cuan

titativa de glucosamina. Luego del calentamiento, las zonas

de sflica gel fueron raspadas y transferidas cuan

titativamente a tubos de vidrio. La placa se calentó luego a

120°C durante 10 minutos y el procedimiento se repitió para

glucosa y agua.

En todos los casos, la extracción se realizó por agi

tación con 1 ml por vez de metanolzagua (1:1), centrifugando

a 3.500 rpm durante 15 min. La extracción se repitió 4

veces. Los sobrenadantes se agruparon para la determinación

de los espectros de fluorescencia.

Extracciones semejantes a las descriptas se realizaron

por separado para evaluación de la recuperación. Las solu

ciones de glucosamina y glucosa revelaron fuerte fluorescen

cia azul y amarilla respectivamente bajo luz UV(366 nm).
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En la tabla III se muestran los resultados de la recu

peración. Luego de los lavados, la radioactividad remanente

en la silica gel fue solo el 0,25% de la sembrada origi

nalmente. La solución proveniente del último lavado no pudo

distinguirse del blanco - metanolzagua (1:1) - cuando se

sometió al análisis espectral comose describe más adelante.

Estos resultados indican que tanto la radioactividad como la

fluorescencia son disueltas del silica gel de manera prác

ticamente cuantitativa. Adicionalmente, se ha verificado que

la fluorescencia no es retenida por filtros de 0,2 um de

poro (Millipore).

3.31. Estabilidad de los compuestosfluorescentes.
Las soluciones fluorescentes permanecieron sin cambio

aparente, por lo menos durante 2 semanas tanto a -20°C o a

30°C. Las soluci0nes pudieron ser secadas con aire a 25°C y

redisueltas sin aparentes diferencias en color o intensidad.
Los residuos secos fueron también estables durante una

semana por lo menos, reteniendo el color fluorescente origi
nal.

Para determinar el efecto del pH sobre la estabilidad

de las soluciones, estas últimas se acidificaron (pH 4) o

alcalinizaron (pH 10) por adición de acido clorhfdrico o

hidróxido de sodio respectivamente. Luego de 1 hora a 25°C
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Soïubiiizacidn de ios compuestos f1uorescentes generados

por calentamiento de giucosamina y glucosa sobre siïica

* Se monitoreó 1a fiuorescencia por inspección

ción de 1a 5° etapa. Para más detalies ver e] texto.

GiuNH: glucosamina; Giu: giucosa.

visua], con

ge].

% de radio
actividad F1uorescen- %de radioac- Fiuorescen
remanente en cia de] ad- tividad solu- cia de ias

Etapa e] adsorben- sorbente biïizada soiuciones
te seco * de 1avado*

de

extracción GiuNH Giu GluNH Giu GiuNH Giu GiuNH Giu

Inicia] 100 100 + + 0 0 

1° 27 21 + + 72.5 79 + +

2° 3.3 2.2 .i .i 23.5 18.5 + +

3° 0.8 0.5 2.2 1.3 i i

4° 0.27 0.23 0.4 0.2 

5° 0.26 0.23 0 0 

_l excep
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no se observaron cambios aparentes en el color o intensidad
de la fluorescencia.

3.32. Espectro de emisión de fluorescencia.

Las curvas espectrales de los derivados de glucosamina

y glucosa fueron obtenidas de cuatro zonas separadas de

silica gel para cada azucar, siguiendo el procedimiento de
solubilización indicado más arriba.

Los espectros de emisión de derivados de glucosamina y

glucosa se muestran en la Fig. 31, siendo cada curva el

resultado de la substraccidn de la fluorescencia de las

soluciones respectivas provenientes del adsorbente calentado

con la muestra menos la de la sflica gel calentada con agua

(blanco). Las temperaturas de revelado de los blancos fueron

de 60°C y 120°C para glucosamina y glucosa respectivamente.

En cada experimento por separado, solo se obtuvo un pico de

fluorescencia. En el caso de los derivados de glucosamina,

el pico aparece a 357 nm, mientras que para glucosa lo hace

a 410 nm.

El analisis espectral de metanolzagua (1:1) no dio

lecturas de fluorescencia significativas (( 1%)a las longi

tudes de onda de excitación, seleccionadas para una maxima

emisión de fluorescencia de los derivados de glucosamina y

glucosa.
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Figura 31: espectro de emisión de Fluorascenoia de los
derivados obtenidos a partir de glucosamina y glucosa,
en solución metanol-agua (1:1). Exitación: 320 nmpara
glucosamina y 336 nm para glucosa. Emisión: 357 nm y
410 nm para glucosamina y glucosa respectivamente. Re
solución an monocromadores: 4 nm.Glucosa normalizado a
glucosamina; Valor original = 3600 unidades arbitrarias.
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Los espectros (por cuadrupiicado) de muestras

correspondientes a cada azúcar se superponfan con respecto

a1 pico de emisión, tanto en longitud de onda como en inten

sidad. La diferencia en e] último caso fue de] orden de i 5%

de 1a media, indicando de esta manera 1a alta reproducibiii

dad de todo e] procedimiento empieado.
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4. DISCUSION

4.1. Requerimientos generales de] tejido nervioso centra].

Los primeros intentos reaiizados para medir 1a cinética

de giicosilación de giicoproteïnas de tipo N-Asp en microin

cubaciones de corteza cerebra] de 1a rata condujeron a

resuitados muy poco reproducibies. Por esta razón se debió

revisar cada paso de 1a metodoiogïa, comenzando por e]

materia] biológico.
\Para 1a obtención de tejido nervioso debe tenerse en

Kcuenta 1a provisión de nutrientes dentro dei minuto de deca

pitación. La instauración de 1a isquemia produce en pocos

segundos un agotamiento de ias reservas de energia (58). La

fosfocreatina disminuye muy rápidamente, seguida por giu

cosa, ATPy giucógeno (59). Un daño irreversible ocurre ine

vitabiemente cuando e] aporte de nutrientes se suprime por

periodos mayores de 5 minutos; otros autores han considerado

que después de los 3 minutos comienza un daño irreparabie

(17,60,61). En esta tesis e] procesamiento compieto de]

materia] - desde 1a decapitación a 1a siembra - se efectuó

en aproximadamente 3 minutos y 1a giucosa se proveyó a ios

30 segundos de 1a decapitación. Para e] caso de corteza

cerebrai de 5 dias, 1a gran resistencia a 1a anoxia contri

buye a aumentar las posibiiidades de sobrevida (41).

\/
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La preparación de las particulas se efectuó en todo

momento con medio previamente equilibrado con 5% C02-aire a

37°C para evitar fenómenos de expansión del espacio no acce

sible a inulina, que puede introducir artefactos mecánicos y

metabólicos indeterminados (62,63,64). El mismo procedi

miento de preparación permite eliminar el material no sedi

mentable a 1 x g en 30 segundos (restos celulares y

particulas muy pequeñas) en un volumen de medio 50 veces

mayor que el particulado que se obtiene. El empleo de suero

fetal en el medio de incubación está fundamentado en el,

hecho de que solamente al incluirlo puede preservarse la

viabilidad del tejido nervioso en cultivos prolongados

(64a). Las incubaciones en medios salinos sin aminoácidos y

con células disociadas por tripsinización y posterior

disrupción mecánica (64b) introducen dudas acerca de lo

fisiológico de las condiciones en virtud de las especiales

exigencias metabólicas del SNC, que son contempladas en los

medios minimos esenciales destinados a cultivo (64a).

4.2. Intercambio de metabolitos.
La mayoria de los cortes de tejido nervioso central

sobreviviente destinados a incubaciones se han empleado

generalmente en espesores de 350-500 um (65,66,67), no

obstante, se ha cuestionado recientemente el correcto inter
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cambio de metabolitos con el medio de incubación para esos

espesores en cerebro de rata adulta (16). La región más des

favorable de los cortes mencionados serfa el centro, que se

encuentra equidistante de cualquiera de las caras en con

tacto con el medio de incubación. En nuestro caso

(particulas irregulares) el equivalente al centro del corte

es la dmin, cuyo valor en el peor de los casos es 50 um.

Además se verificó que particulas con dmin < 50 um no intro

ducïan cambios en los resultados de las incorporaciones de

Leu-4,5-3H y Man-2 3H a proteinas en corteza cerebral de 5

dias, pero dificultaban mucho la sedimentación a 1 x g

requerida para la preparación de particulas, siembra y pro
cedimientos de "Chase". El tratamiento matemático de la

difusión ha sido descripto en la literatura (68,69). El

tiempo medio (t1/2) de difusión se define como el tiempo

necesario para que se recambie la mitad del volumen extrace

lular por el medio de incubación y responde a la siguiente

ecuación:

t1/2 = h2 . L2 ln2 / rr? . o

donde t es el tiempo en minutos, h es el espesor del corte

en um, L es el factor de tortuosidad y D el coeficiente de

difusión. Tanto L como D son constantes para el mismo tejido

y, por lo tanto, el t1/2 es fuertemente dependiente del

espesor. En cortes de corteza cerebral de rata de 500 um de
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espesor, el t1/2 ha sido determinado en 2,7 min (69). En

nuestro caso, con valores de espesor de 50 a 100 um (1 a 2 x

dmin., sección 3.1.), el t1/2 se reduciría a unos 0,1 min.

Este último valor es del orden del reportado para retina de

conejo (0,07 min) (70), cuyo espesor de 100 um se considera

adecuado para una difusión no limitante del transporte,

tanto para aminoácidos como para azúcares (16). El pasaje de

algunos nutrientes esenciales comoglucosa a través del epi

telio capilar que constituye la barrera hematoencefálica

(71) tiene lugar ln situ de manera dependiente de un

transportador con Km= 11 mM(72). Las incubaciones del par

ticulado de corteza cerebral resuelven este problema y, por

lo tanto, las concentraciones intracelulares e intersti

ciales de metabolitos se equilibran rápidamente (68). Adi

cionalmente, el empleo del particulado en lugar de cortes en

las incubaciones, permite un gran incremento del área

expuesta al medio a igualdad de volumen, favoreciendo los

intercambios de metabolitos.

La desaparición de precursores del medio de incubación

a un tiempo mucho mayor que el t1/2 de difusión responde

principalmente a la utilización de los mismos. Esto se debe

a los siguientes hechos:

1.- La difusión no es limitante para el transporte. \
2.- El transporte supera a la utilización (69,72), por lo /
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que luego de alcanzado el equilibrio entre el intersti
cio y el medio intracelular, una disminución de la con

centración de un precursor en el medio de incubación

implicará la transformación irreversible de éste dentro

de la célula (16), como se ha informado también para

otros tejidos (73,74,75).

Por lo expuesto, la desaparición, p.ej. de glucosa del

medio de incubación, expresa utilización, siendo el procedi

miento conceptualmente comparable a la medición de utiliza

ción 1 situ, que se realiza por diferencia arteriovenosa de

la concentración del azúcar (72). La mayor utilización de

glucosa (87%) por particulas de corteza cerebral de 30 dfas

con respecto a 5 dfas (Fig. 9) y la gran desaparición de

manosa-2 3H del medio cuando es el ónico nutriente (Fig. 13)

permiten descartar fenómenos de limitación por difusión, al

menos para corteza cerebral de 5 dfas, ya que la densidad de

elementos formes del SNC es mucho mayor y el contenido

acuoso menor en animales adultos (76), lo que implica una

disminución en el factor de tortuosidad (L) y aumento del

coeficiente de difusión (D) y, por lo tanto, una reducción

del tiempo medio de difusión (68). Adicionalmente, la Fig.

13 muestra que la desaparición de azúcares del medio de

incubación, cuando la concentración inicial de glucosa es

280 uM, tiene lugar con una velocidad que se corresponde con
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el Km de la hexoquinasa (30-40 uM) (49,77). El pequeño

tamaño del particulado de corteza cerebral y la mezcla de

las particulas durante la producción sugiere que son, en la

siembra, representativas de la corteza cerebral entera.

4.3. Sobrevida del tejido.

La sobrevida del tejido ha sido estimada de acuerdo con

el criterio de actividad biosintética preservada, que se

refleja en la utilización lineal de la glucosa del medio de

incubación y también por la incorporación lineal de Leu-4,5

3H a la proteina (77a). El criterio empleado se corresponde

con el hecho de que estos procesos requieren una provisión

de ATP compatible con la del tejido vivo (78). Una relación

de formación de C02 entre células de 30 y 5 dfas = 2, ha

sido comunicada previamente (78a) y se corresponde con la

relación de utilización de glucosa determinada en esta tesis

para las mismas edades (Fig. 9). De acuerdo con esto, el

tejido particulado es viable por lo menos por 3 horas (Figs.

7, 8, 15). Ha sido comunicado que las células del SNC sobre

viven en su mayoría a procedimientos combinados de disrup

ción del tejido, tripsinizacidn y separación a presión a

través de mallas, pero tal comolo expresan los autores, las

normales relaciones entre glfa y neuronas se suprimen (78a),

circunstancia que no ocurre con la metodologia descripta en
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esta tesis. No se ha observado evaporación de] medio durante

las incubaciones, 10 cua] indica que no cambia ia concentra

ción de Ios precursores por esta causa en los tiempos de

incubación utilizados (sección 3.3.), a diferencia de 10 que

ocurre con cuitivos más prolongados (79).

No se ha detectado actividad de enzimas 1ibres capaces

de transformar gïucosa en e] medio durante 1a incubación

(sección 3.2.) y 1a desaparición de] azócar de] medio sóio

ha podido medirse en presencia de tejido. Si la desaparición

de giucosa de] medio de incubación se compara con ios

vaiores de consumo de giucosa de] cerebro de rata aneste

siada, 1a coincidencia es de .i 30% (61a,72,80,80a). Asi

mismo, Ios diferentes consumos aparentes de giucosa, en 1a

incubación de corteza cerebra] de animaies de 5 y 30 dfas,

parecen refiejar los cambios observados durante e]

desarrollo del SNC(81,82,83).

4.4. Necesidad gg azócares.

En 1as inCUbaciones descriptas en esta tesis se ha dado

importancia a 10s niveies de gïucosa, en base a1 concepto de

umbrai fisiológico, que se aplica a ios vaiores mfnimos de

concentración de azócar compatibies con una función norma]

en e] SNC de] anima] entero (84). Por 10 expuesto, 1a can

tidad de proteina a incubar y e] máximo tiempo de incubación
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se han elegido de las figuras 7 y 8, de tal manera que la

mfnima concentración de glucosa nunca descienda de 0,5 g/l,

un valor estimado como razonablemente seguro (16,85,86). Con

respecto a los nutrientes, el SNCi_ situ sólamente puede

emplear en forma directa glucosa o manosa (15,87,88). Otros

autores encuentran en incubaciones de otros tejidos, estruc

turas anómalas en lfpido-oligosacáridos del camino del doli

col producidos por ayuno de glucosa y que sólo revierten con

glucosa o manosa pero ng_con piruvato, glutamina, fructosa,

galactosa, etc. (12,13,14). Estas comunicaciones también dan

motivo para incluir la glucosa a niveles fisiológicos en las

incubaciones. Los resultados cinéticos encontrados en esta

tesis, cuando se incorpora Man-2 3H a GP en ausencia de

niveles fisiológicos de glucosa (0,05 g/l en lugar de 1 g/l)

demuestran claramente una profunda alteración en la lineali

dad de la incorporación, como puede observarse en la Fig.

17. Por las razones expuestas, el empleo de glucosa (1 g/l)

resulta indispensable para obtener incorporaciones lineales

de 3H de Man-2 3H a glicoprotefnas, en las condiciones

descriptas en esta tesis.
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4.5. Cantidad gg proteina incubada.

Cuando se marcan ias giicoproteinas a partir de 10

uCi/cav. de Man-2 3H en presencia de giucosa (1 g/i), se

observa que 1a radioactividad que aparece en 1a gïicopro

tefna es directamente proporciona] a 1a proteina incubada

5610 en e] rango de 0-180 ug proteina/cavidad (Fig. 14).

Esto indica que, a pesar de tener giucosa por encima de]

umbra] fisioiógico, desde 180 ug proteina/cav. en adeiante

otros parámetros impiden 1a proporcionalidad. E1 único hecho

observado es 1a creciente acidificación de] medio de incuba

ción a partir de 250 ug de proteína/cavidad, posibiemente

por 1a iiberación de ácido iíctico y C02 en exceso con

respecto a1 buffer (78,89).

4.6. Utilización de precursores.
E1 hecho de haber conseguido marcar eficientemente

(0,5% m9 P'l h'l) giicoprotefnas a partir de Man-2 3H en

presencia de concentración fisioiógica de giucosa Ilamó 1a

atención, pues 1a reiación de masas Giu/Man es 667. Adi

cionaimente, aigunos autores excluyen 1a giucosa cuando mar

can con Man-2 3H y agregan piruvato, tanto en céiuias de

mamífero (23,24) como en otras (90). Como se reiató

anteriormente, e] piruvato no sustituye todas las funciones
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de 1a giucosa. También se han empieado concentraciones

subóptimas de giucosa (0,1-0,18 g/1) durante periodos de

incubación proiongados (6 hs-3 dfas) (91,92). En un caso se

ha medido 1a oferta de Man-2 3H en ausencia de giucosa, pero

ia determinación de radioactividad se reaiizó sin previo

secado ni acidificación, con lo cua] se ignora e] 3H20 for

mada en 1a utiiización de 1a manosa (23). Muy recientemente

se han informado incubaciones con concentraciones

fisiológicas de glucosa en presencia de Man-2 3H, pero sin

medir la oferta de ninguno de ios compuestos (93) y en un

caso en que se mide 1a giucosa en e] medio y se repone a

niveies fisiológicos cada vez que se consume, no se dan

indicaciones acerca de 10 que ocurre con ios niveies de

Man-2 3H (94). Por 10 tanto se trató de obtener información

experimenta] para aciarar cómo desaparece de] medio la Man-2

3H y 1a Glu en ias condiciones de incubación descriptas en
esta tesis.

Se trató de determinar si 1a gïucosa (50 ug/cav.) y ia

manosa-2 3H (10 uCi/cav.) son removidas de] medio de incuba

ción a igua] o diferente veiocidad, estando presentes ios 2

azúcares. E1 resuitado de 1a figura 12 (barras a y b) indica

que en estas condiciones 1a veiocidad de desaparición de

QÏUCOSGY Man-2 3H tienen igual magnitud. Por 10 tanto, e]

ingreso de marca a giicoprotefna cuando 1a relación de masas
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Glu/Man es 667 no se deberia a una discriminacion de los

azúcares que se exprese en cambios de la velocidad de

entrada al tejido.

La falta de selectividad en la desaparición de los

azúcares reflejaria el comportamiento intracelular de la

enzima hexoquinasa I, ya que se ha demostrado que la enzima

tiene Km parecido para manosa (21 uM) y glucosa (30 uM) in

litro (46,47,49), lo que está en coincidencia con un consumo

de manosa igual al de glucosa observado cuando la glucosa de

los medios es reemplazada por igual cantidad de manosa (50

ug/cav., Fig. 12). Finalmente las barras d y e de la Fig. 12

indican mayor consumo de manosa que de glucosa cuando los

dos azúcares se enuentran a igual concentración (0,5 g/l),

lo que podria ser interpretado en base a la notable regula

ción por los productos (Man-6-P y Glu-6-P), descripta para

la hexoquinasa I (46,47,48,49). Esta enzima fosforila glu

cosa y manosa a igual velocidad, la manosa es utilizada por

la vfa Man-6-P a Fru-6-P (95). En este caso, una gran masa

de manosa debe pasar por Fru-6-P provocando aumento de este

intermediario y ahorro de Glu-6-P. La Glu-6-P es un buen

regulador de la hexoquinasa I e impide la metabolización de

glucosa, mientras que Man-6-P es un mal regulador de la

quinasa y, por lo tanto, se inhibe mucho menos la utiliza

ción de manosa (95a). A la concentración empleada - aproxi
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madamente 3 mMpara cada azúcar - 1a hexoquinasa I procede a

1a Vmaxy, puesto que e] coeficiente de fosforiiación es

0,65 para manosa respecto a 1 para glucosa (47); de no

existir una reguiación por los productos, podrfa estar

favorecida 1a uti1izaci6n de giucosa. Sin embargo, tanto en

Ios experimentos con particulado de corteza cerebral comoin

litro (46) se observa un consumo preferencia] de manosa con

respecto a giucosa (2 a 1), para concentraciones iguaies y
saturantes de 10s azúcares.

La observación de que 1a masa tota] de azúcares con

sumidos en Ias situaciones descriptas resulte siempre seme

jante (Fig. 12) puede reiacionarse con 1a reguiacidn de]

equilibrio de 1a forma soiubie de hexoquinasa y 1a unida a

membranas mitocondriaies, e] ajuste se producirfa prin

cipaimente a consecuencia de modificaciones en 1a re1aci6n

ATP/ADP que a1 aumentar induce 1a soiubilización de 1a

enzima, que resuita menos activa (78,96).

Si se incuba Man (50 ug/cav.) con 10 uCi de Man-2

3H/cav., no se observa marca de 3H en 1a proteina, a

diferencia de 10 que ocurre frente a igua] masa de giucosa

(50 ug/cav.). Por lo expuesto, una discriminación de giucosa

y manosa podria tener 1ugar intraceiularmente en una etapa

posterior a 1a fosforiiación. La via propuesta por Sharon

(97) se muestra en e] Esquema V y expiicarfa Ios ha11azgos
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experimentaies. Luego de] ingreso de gïucosa como Gïu-ó-P y

de Man-2 3H como 2 3H-Man-6-P, 1a 2 3H-Man-6-P ingresa a1

"pooï" de Man-6-P, desde donde se transmite en una serie de

reacciones practicamente irreversibïes (97) a 1a giicopro

tefna, de 1a cua] puede recuperarse en forma de manosa.

4.7. Caracterización de productos.

Se ha verificado que practicamente toda 1a marca de 3H

unida a proteina es lábÍI a 1a proteasa y muy poco sensibie

a 1a B-eïiminación (Tab1a I). Estos datos están de acuerdo

con ios porcentajes descriptos de gïicoprotefnas con uniones

N-gïicosïdicas (95%) en e] SNC(2,10) y también indican que

1a proporción de giicoprotefnas con probabïes uniones 0

giicosïdicas que contienen manosa, y que de Ios tejidos de

mamffero soio se han descripto en e] SNC (98), se biosin

tetizan en proporción muy baja frente a1 resto, tanto a 105

5 como a los 30 dfas de edad. La presente metodoïogfa de

marcación podria permitir e] aislamiento en forma intacta de

ias GP sensibïes a1 alcaii débi] soïamente en presencia de

NaBH4 (98). Asimismo solo pudo observarse 3H-manosa en 1a

cromatografía del hidroiizado acido fuerte de ios productos

de proteóiisis (Fig. 19). Estos datos se corresponden con 10

propuesto para 1a vfa de marcación a partir de Man-2 3H y

con 1a estructura genera] de las GP de tipo N-Asp, medidas
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como producto frio acumulado en el SNC (99).

4.8. Efecto gg variaciones en la oferta de azúcares en el

En el medio de incubación probablemente aparece 3H20,

debido a que el consumo de manosa sólo puede medirse lle

vando a seco en medio ácido, y el recambio de agua en las

células del SNC ocurre cada 15 segundos (100). Esta

situación es más notable cuando la glucosa se reduce en con

centración de 1 g/l a 0,05 g/l. La curva de manosa remanente

(Fig. 13) fue imposible de obtener sin un secado muy

exhaustivo en medio ácido, sugiriendo que casi en ausencia

de glucosa, la via Man-6-P a Fru-6-P se encuentra muy

desplazada hacia Fru-6-P, por déficit de Fru-6-P. En este

mismo experimento además de la alteración de la cinética de

incorporación de 3H a GP ya mencionada, puede decirse tam

bién que el déficit de glucosa, reflejado en una disminución

de Fru-6-P, podria producir un incremento de la AE de

Man-6-P, pues se reduciría la conversión de Fru-6-P a

Man-6-P y, por consiguiente, los valores de AE en la GP

podrian ser superiores a los obtenidos cuando se incuba con

glucosa (1 g/l), reflejando un valor no proporcional a la

sintesis en condiciones fisiológicas de provisión de
nutrientes.
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Por otro 1ado, si la cantidad de Man-2 3H se incre

menta, manteniendo constante 1a giucosa (1 g/1), 1a radioac

tividad en 1a GP no aumenta de manera directamente

proporciona] por encima de 10 uCi, tanto para corteza

cerebra] de 5 y 30 dfas como se muestra en 1a Fig. 16a. Este

fenómeno puede ser interpretado como sigue. Luego de]

ingreso de 1a Man-2 3H a 1a céluia se forma 2 3H-Man-6-P que

se distribuye por e] citopiasma y iiega a 10s sitios de

transformación a Man-l-P y Fru-6-P. La cantidad de marca

observada en 1a glicoprotefna es un reflejo de 1a actividad

especifica de 3H en 2 3H-Man-6-P. E1 aumento de con

centración de Man-6-P seria corregido por la enzima fos

fomanosa isomerasa, desplazando e] equiiibrio hacia Fru-6-P.

Los datos obtenidos en esta tesis indican una uti1izaci6n de

giucosa de] orden de 20 ug mg P'1 h'1 y de Man-2 3H de 30 ng

mg P'1 h'1 en las condiciOnes de marcación empieadas para

corteza cerebra] de 5 dfas (sección 3.6.). Tanto 1a gïucosa

como 1a Man-2 3H son metaboiizados principaimente vfa

Fru-6-P (95), como se indica en e] esquema V.

A partir de 10 uCi de Man-2 3H/cav., incrementos adi

cionaies de] precursor en e] medio resultarfan en una incor

poración de 3H a GP cada vez menos proporciona] a 1a

cantidad de precursor si 1a actividad especifica de 3H en

2-3H-Man-6-P resuïtara más parecida a 1a de Man-2 3H de]



-131—

medio. Esto último podria tener iugar si 1a concentración de

Man-6-P tuviera un nive] constante y 1a conversión de

Fru-6-P a Man-6-P fuera constante o disminuyera. Los experi

mentos reaïizados empieando soiamente Man-2 3H (1 g/1) como

precursor (Sección 3.11.2.) permiten descartar 1a infiuencia

de 1a via metabólica Gïu-6-P a Fru-6-P y corroboran que para

10 uCi/cav. (+ Giu) ia dilución mi'nima de Man-2 3H (133

Ci/g) en precursores de GP es de 11,5 veces, mientras que

para 100 uCi/cav. (+ Glu), es solo de 2,6 veces. Puesto que

existe provisión continua de Man-2 3H desde e] medio, e]

estado estacionario de marcación se produciría a nive] de 1a

fosfomanosa isomerasa, 10 que permite obtener cinéticas

estrictamente Iineaïes de incorporación de Man-2 3H a GP. La

pérdida de iineaiidad de 1a marcación por encima de 10 uCi

(Fig. 16a) no podria expiicarse por saturación de sitios en

1a fosfomanosa isomerasa (Vmax., Man-6-P a Fru-6-P), pues

esta misma enzima es capaz de transformar masas de Man-6-P

mucho mayores, como ocurre cuando e1 único nutriente es 1a

manosa (1 g/1, sección 3.5.). Los resuïtados de 1a Fig. 16a

también indican que para los experimentos destinados a1

estudio de estructuras en que no se requiera a1ta actividad

especifica en el producto, es más conveniente marcar con no

más de 10 uCi y en presencia de gïucosa. E1 rendimiento es

alrededor de 3 veces mayor a iguaïdad de marca.
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4.9. Permanencia de la marga en el product .

Los experimentos de l'pulso" y "chase" (sección 3.13.)

permiten observar la ausencia de inercia en la marcación,

posiblemente por tratarse de masas de precursores muy

pequeñas y con velocidades de recambio altas. En otros

casos, ha sido comunicado que una expansión (dilución) de

precursores con Man-2 3H no parece ocurrir (23). Por otro

lado, la estabilidad de la marca en el producto durante el

"chase" indica un recambio lento de las GP formadas, en

coincidencia con los valores c0municados para las proteinas

del SNCdel orden de dias (10,99). Algunas glicoprotefnas de

gran importancia en el SNC, por ejemplo la enzima acetilco

linesterasa, que tiene isoenzimas de vida media tan corta

como 2,8 hs (99a), probablemente constituya una fracción muy

baja del total de GPbiosintetizadas, a juzgar por los datos

obtenidos de recambio (Fig. 18). El procedimiento de "chase"

utilizado da igual resultado para corteza cerebral de 5 dias

cuando se realiza con medio conteniendo 1 mMde manosa o sin

este azucar, en coincidencia con comunicaciones previas al

respecto (23).
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4.10. Cuantificación d la biosfntesis de glicoprotefnas en
estado estacionario gg marcación.

De las condiciones estudiadas puede concluirse que

para obtener un estado estacionario de marcación, la máxima

cantidad de proteina a incubar es de alrededor de 180 ug/50

ul de medio con concentración fisiológica de glucosa (1

g/l). Comoconsecuencia de la utilización indistinta de glu

cosa y Man-2 3H del medio, la relación de masa Glu/Man-Z 3H

se mantiene constante (independientemente del consumo),

durante las 3 horas de incubación. Adicionalmente, con glu

cosa a nivel fisiológico, el tejido recibe una oferta soste

nida del nutriente y del precursor radioactivo, y se
satisface la utilización.

Por otro lado, si se emplea un bajo nivel de glucosa

(0,05 g/l) en el medio de incubación, la oferta de Man-2 3H

disminuye notablemente (Fig. 13) y la utilización tfpica

resulta muy limitada al acercarse la concentración de

azúcares del medio al Kmde la hexoquinasa I. Estas últimas

condiciones impiden lograr un estado estacionario de mar
cación.

En el esquema V se indica el diagrama cuantitativo de

flujo de la Man-2 3H para corteza cerebral de rata de 5

dias, logrado en base a los resultados experimentales obte
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nidos en esta tesis. Similares resultados a los obtenidos en

el SNCde rata parecen lograrse en la marcación de epidfdimo

de rata con Man-2 3H en presencia de glucosa (eficiencia =

1%mgP'lh‘l) y sin la aparente desaparición artefactual de

lfpido-oligosacóridos del camino del dolicol como ocurre en

el caso de efectuarse la marcación en ausencia de glucosa

(101).

Todas las rectas de la Fig. 20 pueden proyectarse a la

abscisa a un valor de aproximadamente 15 min en lugar de 0,

lo que estaria relacionado con el tiempo requerido para lle

gar a un estado estacionario de marca en los precursores que

en otros casos fue determinado en aproximadamente 15 min

(23).

La fracción labil al ácido (HCl 0,015 N, 100°C, 15

min), proveniente de la fase clorofórmica de una partición

de Folch, realizada a incubaciones de particulado de corteza

cerebral de 5 dfas en condiciones de estado estacionario de

marcación, no mostraron variación alguna en el nivel de

radioactividad entre los 10 y 30 minutos de incubación del

tejido (resultados no mostrados). Estos resultados sugieren

la posibilidad de que intermediarios tales como Dol-P-Man

puedan encontrarse en estado estacionario de marcación a los

10 minutos de incubación.

Adicionalmente, para el SNC de 5 y 30 dfas, las rela
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ciones de marca incorporada se mantienen tanto con 10 uCi de

precursor o 100 uCi (Fig. 16).

Las pendientes a las rectas de incorporación de Man-2

3H determinadas a distintas edades (Fig. 20) reflejan la

velocidad de glicosilacidn. Sin embargo, una concepción

estricta del problema hace que solo puedan compararse cam

bios en la velocidad a una misma edad, ya que para cada edad

existe un estado estacionario de marcación y cualquier

diferencia en las pendientes podria atribuirse a una modifi

cación en la velocidad y no en la actividad especifica de

los precursores, cuya determinación constituye un dato

imprescindible para la medición de velocidades absolutas.

Debido a las muy pequeñas cantidades de tejido y a los bajos

niveles de los precursores, estos problemas son dificiles de

resolver (50).
Una estimación de la dilución de los intermediarios

cuando se marca con Man-2 3H en presencia de glucosa puede

obtenerse como se indicó en la Sección 3.11.2. Cuando la

manosa es el único azucar presente en el medio en con

centración fisiológica (1 g/l), una masa de 20 ug mg

P'1 h'1 del azúcar debe transformarse en Man-6-P y este

ultimo precursor a Fru-6-P. La vfa por la cual se utiliza la

mayor parte de manosa o glucosa es la que convierte Fru-6-P

en Fru-1,6-DiP (95), siendo la velocidad de utilización de
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Fru-6-P mayor que la de fosforiïación de los azúcares por 1a

hexoquinasa I (78). Por esta razón, en presencia de manosa

como único azucar, la enzima fosfomanosa isomerasa debe

modificar su equilibrio hacia Fru-6-P, aumentando notabie

mente 1a actividad especifica en ios precursores de 1as GP a

diferencia de 10 que ocurre en presencia de gïucosa. La Fig.

16b i1ustra 10s resuitados, pudiendo observarse que para 10

uCi de Man-2 3H/cav. (+ Gïu) 1a actividad específica maxima

a nive], por ejempio, de Man-6-P es de 11,5 Ci/g ó, expre

sado de otra manera, 1a Man-2 3H (133 Ci/g) se diïuye a1

menos 11,5 veces. Estudios cinéticos directos con Man-2 3H a

concentración fisiológica (imprescindibie para iograr un

estado estacionario de marcación) requerirfan 50 veces más

radioactividad que cuando se combinan Man-2 3H y Gïu (1

g/1), para iograr igua] incorporación de 3H en GP.

Los resuitados obtenidos en 1a Sección 3.11.3. sugieren

que e] equiiibrio de 1a fosfomanosa isomerasa (E-Man-6-P:

E-Fru-6-P) no generaría una significativa modificación de 1a

AE de 2-3H-Man-6-P, que pudiera haberse originado en 1a

1iberación de] tritio de 1a posición C-2 de 1a 2-3H-Man-6-P.

E1 empieo de 1a Man-14€ permite 1a marcación de glicopro

teinas de una manera semejante a cuando se utiïiza Man-2 3H;

esto se debe a que la masa de Man-14€ que ingresa a 1a

céiuia en presencia de gïucosa es de unos 30 ng mg P'1 h’l,
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mientras que en iguales condiciones, la glucosa se utiliza a

razón de 20 ug mg P’1 h'l. Puesto que la masa de glucosa es

utilizada principalmente vfa Fru-6-P, la dilución que

experimenta la Man-14€a nivel de Fru-6-P es suficientemente

grande como para no originar marcación apreciable en los

productos originados a partir de Fru-6-P. En cambio, y tal

como ocurre con la Man-2 3H, la vfa Man-6-P a GP se

encuentra favorecida para la marcación (Esquema V). La Fig.

16c muestra que solo pudo obtenerse manosa de la croma

tografía de los productos insolubles en TCAcaliente prove

nientes de la marcación con Man-14€.

Por lo expuesto ha podido calcularse (previa corrección

de AE) la masa de manosa transferida a GP cuando se utiliza

Man-14€ en presencia de glucosa en 1,7 ng mg P'1 h'l, asu

miendo un factor de dilución a nivel de Man-6-P de 11,5, que

fuera calculado para la Man-2 3H en presencia de glucosa,

como se indica en la Sección 3.11.2. La masa de manosa

transferida a GP en este óltimo caso resultó de 1,7-2,9 ng

mg P'1 h'1 (calculada para los diferentes valores extremos

obtenidos) y, por lo tanto, no se aprecia una diferencia en

el metabolismo de la Man-2 3H o de la Man-14€ respecto a la

marcación de las GP, lo cual permite descartar una dilución

de la marca en el precursor 2-3H-Man-6-P debido a la posi

ción del tritio en el C-2 de la manosa.
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4.11. Comparación con otros procedimientos.

La metodoiogfa empleada puede compararse a1 procedi

miento de “f100ding” que se utiïiza en 1a evaluación de

sintesis de proteinas l_ situ (102,103). Este procedimiento
consiste en inyectar a] anima] una gran cantidad de ieucina

de baja actividad especifica, 1uego de cierto tiempo se

11ega a un estado estacionario y se asume que los inter

mediarios intracelulares tienen 1a actividad especifica de]

precursor (104,105). En e] caso de 1a marcación de GP con

Man-2 3H en presencia de Giu, se crea un estado estacionario

a partir de ios dos azúcares, que se seieccionan intracelu

iarmente y 1a AE en ios intermediarios resuita constante

para corteza cerebrai de 1a misma edad. Aigunas dificuitades

descriptas para 1a medición de sintesis proteica con 1a téc

nica i_ situ (16,106) no tienen lugar en 1as condiciones de

incubación descriptas en esta tesis debido a que 1a con

centración de 1eucina prácticamente no se a1tera por 1a

inciusión de] precursor marcado y e] tejido incubado carece

de barrera hematoencefáiica, con 10 cua] Ios principaies

sistemas saturables y limitantes de] transporte de ami

noácidos ig_ situ quedan eiiminados (71). La reïación de

vaiores de biosfntesis de proteinas obtenidos en esta tesis

para e] periodo de desarroïio de] SNC de 1a rata (Fig. 15)
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coinciden con Io informado previamente tanto i vivo como in

vitro (107,108,109).

4.12. Efecto de l_ estreptomicina.

E1 efecto de 1a estreptomicina (Sm) sobre 1a biosfnte

sis de GP ha sido estudiado en las condiciones óptimas pre

viamente estabïecidas. E1 interés teórico por este

antibiótico se basa en la notabïe toxicidad que tiene la Sm

en e] SNCde Ios mamfferos y puede decirse que prácticamente

e] tejido nervioso es e] único perjudicado por 1a Sm cuando

existen a1teraciones en 1a permeabiïidad de 1a barrera hema

toencefálica o cuando por accidente se inyecta e] anti

biótico en proximidades de un nervio (29).

Asimismo, en tratamientos con Sm, son habituales los

daños a] nervio auditivo y óptico, dependiendo de 1a magni

tud de 1a dosis y e] tiempo que se administra (28). La

inyección de Sm en e] SNC de animaies produce graves sint

omas que pueden cuïminar en 1a muerte en un periodo de 6 a 8

horas (29). E1 hecho de que la Sm no se una a poïirribosomas

de céiuïas eucariotes hace pensar que e] sitio de acción de]

antibiótico se encuentra a otro nive] (30).

En esta tesis se ofrece evidencia de que la Sm inter

fiere 1a gïicosiïación de proteinas de] tipo N-Asp en la

corteza cerebra] de ratas de 5 dfas de edad (Fig. 21). Este
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fenómeno tiene Iugar sin aparente afectación de 1a incor

poración de Leu-4,5 3H a proteina (Fig. 23) como podria

esperarse de no interferir la Smcon Ios poiirribosomas. E1

antibiótico tampoco aitera 1a desaparición de azúcares de]

medio (Fig. 22). E1 sitio especifico donde se detiene 1a

giicosiiación es a nivei de 1a transferencia de] oiigo

sacárido a 1a proteina (Fig. 24). Este efecto difiere de] de

todos los inhibidores de 1a glicosiiación descriptos hasta

e] momento (7,9).

E1 estudio de 1a actividad de 1a enzima Doi-P-P-GIU3-

oiigosacárido: proteina oiigosacaril transferasa ln litro en
presencia y ausencia de Smno muestra diferencias (Fig. 25).

Estos datos podrian corresponderse con e] tiempo re1ativa

mente largo (90 min) en que se observa 1a detención de 1a

incorporación de 3H de Man-2 3H a proteina, pues una posibi

1idad es que 1a Sm sufra una transformación en ei tejido

hacia una forma moïecuiar que ejerce Ios efectos men

cionados, para lo cua] se requeriría la integridad de]

tejido. Otra posibilidad es que la Smgenere una disociación

espacia] entre e] sitio de biosintesis de 1a proteína y el

de giicosiïación. De esta manera, los péptidos nacientes no

podrian resultar aceptores. La susceptibiïidad de céiuias de

mamífero (no nerviosas) a 1a Sm consiste principaïmente en

una inhibición de 1a división a tiempos cortos de incubación
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(3-6 horas) y muerte ceiuiar posterior (48-72 hs). Estos

efectos han sido informados soiamente con muy aitas dosis

de] antibiótico (3-5 mg/m1) y desaparecen por debajo de 2

mg/m] (110). En e] caso de] efecto de 1a Sm sobre e] SNC,

descripto en esta tesis, 1a concentración empleada en las

incubaciones es de 100 ug/mi, vaior que es menor o igual que

1as dosis terapéuticas usuaies, eficaces desde e] punto de

vista antimicrobiano. Se ha sugerido que e] efecto de a1tas

dosis de Sm sobre céiuïas de mamífero (no de] SNC) pudiera

deberse a que e] antibiótico produce una a1teración en 1a

sintesis proteica que se expresarfa en proteinas anormaies,

más ricas en aigón aminoácido (110a).

E1 efecto de 1a Sm sólo pudo observarse en 1a corteza

cerebrai de ratas de 5 dfas de edad. Experimentos realizados

en iguaidad de condiciones con corteza cerebra] de 15 dfas

no mostraron disociación entre 1a incorporación de Man-2 3H

y de Leu-4,5 3H a proteina. E1 efecto de 1a estreptomicina

plantea 1a posibiidad de una reguiación dei camino de] doii

co] mediada por mecanismos aón no aciarados.

4.13. _l métodode detección térmico-uitravioieta.
Ei método térmico-UV desarroiado en esta tesis para

detección de carbohidratos es simple, sensibie y rápido. La

detección de compuestos orgánicos después de cromatografía o
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electroforesis en papel es llevada a cabo por vfa seca y sin

el agregado de reactivos. Una de las grandes ventajas del

procedimiento es que permite la recuperación del 98% de la

radioactividad de glucosa, con preservación de importantes

propiedades químicas y cromatogróficas después de la detec

ción. Igual magnitud de recuperación se logra para lisina.

Una pequeña cantidad de la muestra sufrirfa descomposición

Suficiente como para permitir la detección, mientras que el

resto del compuesto permanecerfa sin afectarse.

Comparado con el método de revelado con sales de

plata, la detección térmica-UV tiene el mismo orden de

sensibilidad para glucosa (50 nmoles/cmz) y es más sensible

para la detección de glucosamina (25 nmoles/cmz). Más aón,

la presencia de grupos reductores no es requerida, como el

caso de los métodos con AgN03. Por ejemplo, glucosa-l-P,

ácido succfnico y cftrico son detectados tan fácilmente como

glucosa.

4.14. Recuperación de compuestos detectados.

El comportamiento cromatogrófico de la glucosa parece

no afectarse después de la detección térmica-UV, como se

indica en la sección 3.2.4. Adicionalmente, más del 96%del

compuesto obtenido después de dos tratamientos térmicos

secuenciales es Substrato adecuado de la enzima glucosa oxi
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dasa. Los resultados obtenidos con las substancias descrip

tas en la Tabla II sugieren que diferentes tipos de

compuestos orgánicos podrian ser detectados con este proce

dimiento si las condiciones siguientes se satisfacen (para

papel): el compuesto debe comenzar a descomponerse o cambiar

su estructura a temperaturas inferiores a 260°C, que es la

temperatura a la que se descompone la celulosa, que consti

tuye la matriz del papel. Esta descomposición se acompaña de

fluorescencia. El calentamiento de los compuestos no debe

producir la volatilización de éstos.

La detección de compuestos como los N-acetil

aminoácidos ha sido resuelta por el empleo del revelado

térmico-UV (54). En este caso, el bloqueo de los grupos

amino impide la reacción con ninhidrina y los demas

procedimientos por vfa húmeda han sido hasta el momento

insatisfactorios (112,113). Las substancias detectadas sobre

papel generan una fluorescencia azulada al principio del

calentamiento e independientemente de la naturaleza de los

compuestos.

Por otro lado, compuestos que tienen una temperatura

de detección alta (P.ej.: 230°C) resultan dificiles de

visualizar en papel debido al incremento del fondo

fluorescente. Estas limitaciones se resuelven por completo

en cromatografía en capa delgada sobre silica gel (TLC)
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donde ias temperaturas no producen f1uorescencia de 1a

matriz en un amplio rango (20-360°C) y los coiores

f1uorescentes generados guardan reiación con 1a estructura

de 105 compuestos detectados. Aón después de 12 horas a

260°C, e] silica ge] no genera fluorescencia apreciabïe a

simple vista.

4.15. Detección diferencia] de carbohidratos.
E1 hecho de que diferentes tipos de azúcar tengan tam

bién distintas temperaturas de detección constituye un

hailazgo en ei sentido de poder caracterizar azúcares a1

mismo tiempo que se Ios detecta. E1 rango de temperaturas en

1as cuales Ios compuestos presentan fiuorescencia y no

pueden aún apreciarse con luz visibie, resuita óptimo para

1a recuperación de ios carbohidratos de manera prácticamente

cuantitativa. Esta característica de] método térmico-UV

aplicado a TLC permite 1a detección y recuperación de giu

cosa, giucosamina, manosa y metiigïucósidos (32). En todos

los casos se recupera radioactividad con igua] Rf que e]

compuesto origina]. En e] caso de 1a gïucosa, pudo

demostrarse también e] mantenimiento de propiedades qufmicas

como para ser reconocido por 1a enzima gïucosa oxidasa y con

aita recuperación (96%) iuego del caïentamiento.
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4.16. Sensibilidad en ILS.
La sensibilidad para la detección de carbohidratos es

mucho mayor en TLC que sobre papel. Pueden detectarse 1 nmol

de glucosamina, glucosa y manosa con excelente contraste

(32). Pruebas realizadas en corridas cromatográficas de

maltooligosacáridos (1-9 unidades de Glu) en las que se

revelan las placas con un método convencional en base a

ácido sulfúrico y calor, y otras placas semejantes reveladas

por el método térmico-UV permiten establecer una sen

sibilidad igual o mejor cuando se emplea el último método.

Adicionalmente, la placa no desarrolla fondo fluorescente

apreciable ni difusión de bandas y el procedimiento se

realiza simplemente calentando durante 15 min a 200°C (114).

El método termico-UV puede ser aplicado exitosamente a

la detección de lípidos tales como el geraniol, dolicol,

colesterol, escualeno, B-sitosterol, cerebrósidos, triglicé
ridos, diglicéridos y ácidos grasos libres que pueden detec

tarse fácilmente luego de calentar durante 15 min a 200°C.

La sensibilidad es comparable o mejor que la que se obtiene

por carbonización con ácido sulfúrico (C 1 ug dolicol, ácido

oleico y colesterol), (32).

Para la generación de compuestos fluorescentes es

necesaria la presencia de un soporte (papel, sflica gel,
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papel de vidrio), ya que el calentamiento de las substancias

sobre vidrio no genera fluoróforos en un amplio rango de

temperaturas (33). Estas observaciones son compatibles con

transformaciones de compuestos orgánicos debidas a interac

ciones secundarias con el adsorbente previamente descriptas

(55,56,57).

Varios mecanismos fueron postulados por otros autores

para la generación de compuestos fluorescentes sobre silica

gel empleando calor junto con reactivos quimicos. Entre

ellos puede mencionarse la proposición de que los compuestos

fluorescentes son formas cristalinas rígidas unidas a la

matriz de silica gel. Estos autores no logran recuperar los

compuestos de manera reproducible y la detección se realiza

a temperaturas elegidas sin una base clara, además de que se

añaden reactivos para inducir la fluorescencia (57,115,116).

Por su parte, otros autores encuentran incremento de la

fluorescencia de substancias aromáticas que originalmente

son fluorescentes, cuando las calientan sobre un soporte

(117,118,119). En este último caso se atribuye la mayor

fluorescencia al secado de los compuestos que realizan a

temperaturas de 90-120°C.
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4.17. Derivados fluorescentes solubies.

En esta tesis se ha establecido un patrón de tem

peraturas de detección que permite una recuperación práct

icamente cuantitativa de 1a substancia origina]. En estas

condiciones se pueden recuperar también Ios compuestos

fluorescentes en soiución acuosa y de una manera muy repro

ducibïe. De esta forma se demuestra que 1a presencia de]

adsorbente es necesaria para 1a generación, pero no para e]

mantenimiento de la f1uorescencia y que 1a misma es suma

mente estable en presencia de agua, en un amplio rango de

temperatura y pH (33). Se ha observado también que 1a

fiuorescencia no se pierde 1uego de] fiitrado de 1a soiucidn

por fiïtros de 0,2 um de poro, 10 cua] descartarfa 1a posi

bilidad de que estuviera 1igada a particulas de sflica ge]

no sedimentabies a 1000 x g.

Las soiuciones acuosas de Ios fluoróforos resuitan muy

apropiadas para e] estudio de los espectros de f1uorescen

cia, ya que ias bandas sobre silica ge] no tienen una

distribución regular de masa (55,117) y usuaimente debe

recurrirse a un filtrado (no siempre eficiente) de 1a 1uz de

excitación que es refiejada por 1a matriz de silica ge]

(117,120). Adicionaimente 1as piacas de silica ge] son muy

dificiles o imposibïes de manejar dentro de un f1uor6metro
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convencional. Los resuïtados de esta tesis muestran por pri

mera vez 105 espectros de emisión de f1uorescencia en soïu

cidn para los derivados de giucosa y g1ucosamina (Fig. 31),

que son muy reproducibies y bien diferenciados.

Las propiedades cromatográficas usuales de un com

puesto dado, junto con e] patrón característico de tem

peraturas de detección y la precisa determinación de 105

espectros de fïuorescencia en soiución, permitiría una gran

discriminación entre substancias muy reïacionadas y podrfa

resuitar de gran ayuda en casos como los de ios

metiïgïucósidos, en donde e] cambio de posición de un metilo

se acompaña de gran variación en e] coior de 1a f1uorescen

cia luego de] caïentamiento (32). Finaimente, se destaca e1

hecho que a1 mismo tiempo que se detectan e identifican, Ios

compuestos originaies pueden recuperarse casi cuan

titativamente y con la mayor parte sino con todas 1as pro

” v/l
piedades.

////¿<ï/¿///M
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6. ABREVIATURAS

AA: aminoácidos.

AE: actividad específica.

Asp: asparragina.
ATP: adenosina trifosfato.

CMP: citidina monofosfato.

C: concentración.

Cf: concentración fina].
CHO: carbohidratos.

Ci: 3,7 1010 desintegraciones/segundo.
D: coeficiente de difusión.

di,jí i: diámetro interno.
DiP: difosfato.

dmin: minima distancia a1 centro.

DMP: doïicol monofosfato.

D01: doïicol.

FCS: suero feta] bovino.

Fuc: L-fucosa.

Ga]: galactosa.

GDP: guanosina difosfato.

G, Glu: gïucosa.

GN, GiuNH: giucosamina.

GP: glicoprotefna/s.

h: aitura o espesor.
L: factor de tortuosidad.



M, Man:

MEM:

NAcGïuNH, AcGN:

NAcNeu:

NCS:

p/p=

-P:

-P-P-:

PBS:

PPO:

RER:

Sm:

SNC:

TCA:

TLC:

U,

UDP:

UV:

Vf:

v/v:

-161

manosa.

medio mínimo esencia] de Eagïe.

N-acetiïgïucosamina.

ácido N-aceti] neuramfnico, ácido
siáïico.

soïubiïizador de tejidos (M.R.).

peso/peso.
fosfato.

fósforo inorgánico.

pirofosfato.
soïución salina de fosfatos.

2,5-difeniïoxazoï.

N,N'-diaceti1quítobiosa.

retfcuïo endopïásmico rugoso.

estreptomicina.
sistema nervioso centra].

ácido tricïoroacétíco.

cromatografía en capa deïgada.

micro.

uridina difosfato.
u1travioïeta.
voïtios.
voïumen fina].

volumen/vo1umen.

gravedad.veces 1a aceïeración de 1a
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