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A B R E V I A T U R A S

ABA ú)-aminobut11 agarosa.
ADP adenosina 5' difosfato.
A1a aïanina.
AMP adenosina 5' monofosfato.

Asn asparagina.
ATP adenosina 5' trifosfato.
CAMP AMP cïcïico.

cpm cuentas por minuto.
DEAE dietilaminoetiï.
D01 dolicoï.
Doï-P dolicoï monofosfato.
Dol-P-P dolicol difosfato.
DTT ditiotreito].
EDTA et11endiamino tetraacetato.
Etn etanoïamina.
EtOH etanoï.

F, Fru fructosa.
Fuc fucosa.

Ga] gaïactosa.
Ga1N gaïactosamina.
GaINAc N-acetiïgaïactosamina.
GDP guanosina 5' difosfato.
G, Gïc gïucosa.
G1c-1-P gïucosa 1-fosfato.
G1c-6-P gïucosa 6-fosfato.
GÏCN gïucosamina.

GICNAC N-aceti191ucosamina.

GICUA ácido g1ucur6níco.

Gln gïutamina.
Gno g]ucógeno.

GS glucógeno sintetasa.
GSK quinasa de g]ucógeno sintetasa.
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TCApp fracción insolubïe en TCA 10%.

TCAsoï-EtOpr fracción 501ub1e en TCA 10%e insolubïe en
1,5 voïümenes de etanol.

Thr treonina.
Tris tris-(hidroximetil) aminometano.
UDP uridina 5' difosfato.
UMP uridina 5' monofosfato.
UTP uridína 5' trifosfato.
Xy] xilosa.
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M
El glucógeno es el polisacárido de reserva presente en tejidos animales,

asi como también en algunas plantas superiores, hongos y bacterias. Es un
homopolïmero ramificado de moléculas de D-glucosa, unidas entre si por

uniones glucosïdicas (*1,4, mientras que en los puntos de ramificación pre
senta uniones 0(1,6.

En la sintesis del glucógeno intervienen dos enzimas: la glucógeno sin

tetasa (UDP-Glc: d1,4-glucan-0{1,4 glucosil transferasa) y la enzima
ramificante (c&1,4-glucan—(X1,4glucan-6 glucosil transferasa). La glucógeno
sintetasa cataliza la transferencia de restos glucosilo de un nucleótido

a
glucosa especifico (UDP-Glc o ADP-Glc segün el organismo) al extremo no

reductor de una moléCula aceptora del tipo del glucógeno que puede llegar a

ser tan pequeña comomaltotriosa. Una vez sintetizada una cadena glucosïdica

(fi1,4 de largo suficiente, la enzima ramificante produce un reordenamiento de

la misma, formando un punto de ramificación CX1,6. Este esquema de sintesis
corresponde en realidad a un mecanismo de alargamiento de glucanos CXI,4
preexistentes.

El hecho de que la glucógeno sintetasa requiera un "primer" o aceptor
para los residuos de glucosa que se van a transferir plantea, por lo tanto,
el problema de cómo se lleva a cabo la sintesis "de novo" del glucógeno. Es

decir, cómo se sintetiza una molécula de glucógeno cuando en la célula no
existe aceptor para la glucógeno sintetasa. Se ha demostrado que fracciones

micrOSOmales de higado de rata y de Escherichia ¿gli carentes de glucógeno
transfieren marca radioactiva a partir de nucleótido-(14C)glucosa a un com
puesto insoluble en ácido tricloroacético (TCA), que es sensible a la
digestión con enzimas amiloliticas o proteolïticas.

En base a estOs resultados y evidencias adicionales, Krisman ha postulado
que la síntesis “de novo" del glucógeno involucrarïa una etapa inicial de
formación de una glucoproteïna catalizada por una enzima distinta de la
glucógeno sintetasa. Los glucanos asi sintetizados, unidos covalentemente a
la proteina, servirïan a su vez como “primers” para la acción conjunta de la
glucógeno sintetasa y la enzima ramificante. Se formarïan entonces moléculas
de glucógeno unidas a proteina que serian liberadas de la misma por acción de



enzimas de tipo amilolitico, proporcionando asi aceptores para la sintesis
del glucógeno no unido a proteina, según el esquema clásico.

Este modelo ha sido apoyado por la demostración de la existencia “in

vivo" de glucógeno unido a proteina (desmoglucógeno) en sistemas tales como
hígado y corazón de rata. En el caso particular del músculo cardiaco de rata,
se ha descripto que alrededor del 50% del glucógeno extraible por agua a

100°C, es insoluble en TCA,y que 25%del polisacárido sigue precipitando con
ácido aün después de digestión con solución alcalina caliente. Por otra
parte, el glucógeno insoluble en TCApuede ser solubilizado por proteólisis.

Estos resultados, si bien no demuestran la existencia de una unión cova
lente entre polisacárido y' proteina, sugieren una fuerte asociación entre
ambos.

Con el objeto de ampliar y generalizar las observaciones realizadas en

higado de rata y g¿_ggli, y considerando que el músculo cardiaco de rata
constituía un sistema adecuado, se estudió la formación de glucanos Ci1,4
unidos a proteina y su probable papel como intermediarios en la sintesis "de
novo" del glucógeno. Los resultados obtenidos se resumen a continuación.

- Se puso a punto la preparación de fracciones microsomales de müsculo
cardiaco de rata con muy bajo contenido de glucógeno.

- Después de incubar estas preparaciones enzimáticas con UDP-(14€)Glc, se
incorporó radioactividad a un aceptor endógeno presente en una fracción
insoluble en TCA 10% (fracrión TCApp), y en menor grado a una fracción
soluble en ácido e insoluble en alcohol (fracción TCAsol-EtOpr). La acti
vidad enzimática en ausencia de "primer" se denominó GS-2. La insolubilidad

en ácido de la (14C)glucosa incorporada indicó que el producto mayoritario
de la reacción GS-Z era un glucoconjugado, y que la aglicona era probable
mente una proteina.
La radiomarca insoluble en TCAfue precursora de la presente en la fracción
TCAsol-EtOpr. Esto requirió la incorporación previa de restos glucosilo
del UDP-Glc.

Las curvas de tiempo de la actividad GS-Z presentaron un periodo "lag" que
varió con la concentración de UDP-Glcy con la preparación. Este periodo de
latencia correspondió a la formación de un mejor aceptor para la trans
ferencia de restos glucosilo del UDP-Glc,ya que desapareció al preincubar



las mezclas de reacción con nucleótido-azücar no radioactivo.

Las preparaciones enzimáticas presentaron también actividad de glucógeno
sintetasa (actividad GS-l), medida cano la
UDP-Glc al

mezcla de reacción digerida con KOH(fracción KOH-EtOpr).

incorporación de glucosa del
glucógeno exógeno presente en el precipitado etanólico de la

El agregado de glucógeno durante el ensayo GS-2 inhibió la incorporación de
(14C)glucosa a la fracción TCApp, pero aumentó la correspondiente a
TCAsol-EtOpr. En este caso, la reacción se llevó a cabo sin periodo "lag",
al igual que lo que ocurrió con el ensayo GS-l. Por lo tanto, el aceptor

-endógeno era distinto, al menos en parte, que el glucógeno exógeno, el cual
era un mejor sustrato para la transferencia de restos glucosilo.
Se estudiaron algunas propiedades de la actividad GS-2 (curva de UDPrGlc,
efecto de la preincubación, concentración de proteinas y temperatura), asï

de actividades GS-l y GS-2
(efecto del DTT, sales, nucleótidos de uridina y adenina, y otros activa

PHa Se

concluyó que las actividades GS-l y GS-2 eran catalizadas por la misma

como diversas propiedades comparativas las

dores e inhibidores, y especificidad del nucleótido-azücar).

enzima, la glucógeno sintetasa, y que las diferencias observadas en algunos
casos se debian a la variación del cosustrato aceptor de la reacción:
glucógeno exógeno para GS-l y aglicona endógena para GS-2.
Los productos radioactivos insolubles en TCA,sintetizados durante la reac

ción GS-2 fueron degradados por cí- o p-amilasas, amiloglucosidasa o pro
teasa libre de amilasa. El grado de sensibilidad a la digestión con enzimas
amiloliticas correspondió al de una estructura ramificada semejante a la
del glucógeno nativo.
La radioactividad insoluble en ácido se solubilizó por tratamiento ácido
suave (HCl 0,01 ó 0,1 N, 15 min, 100°C). La cinética de ambas hidrólisis

sugirió que la (14C)glucosa estaba unida a la aglicona por al menos dos

tipos de uniones distintas, cuyos t1/2 eran similares al de la unión éster
fosfato. i

La permetilación e hidrólisis ácida total de los compuestos liberados por
HCl 0,1 N confirmaron que la porción sacaridica del glucoconjugado sin
tetizado durante la reacción GS-2 tenia la estructura ramificada del
glucógeno nativo.



Se purificó parcialmente la glucógeno sintetasa, separándose cromatográfi
camente dos especies enzimáticas: una, que presentaba las actividades GS-l
y GS-2 (fracción DIA), y otra que solo tenia actividad GS-l (fracción 02A).
La actividad GS-Z de DIA fue estimulada por Glc-6-P y, en menor grado, por

otros ésteres fosfato. Estos compuestos activaron de forma semejante la

actividad GS-l. La fracción DZA,que no presentaba actividad GS-2,también
fue activada por estos compuestos.
La fracción DIA no fue capaz de sintetizar glucanos insolubles en ácido a
partir de aceptores exógenos no unidos a proteina (maltosacáridos o
glucógeno), indicando que los aceptores endógenos de la actividad GS-2 no
eran de este tipo.
Al

radioactivos insolubles en TCAsintetizados por DlA fueron sensibles a la
igual que en el caso de las fracciones microsomales, los cunpuestos

degradación amilolitica o proteolitica.
Se desarrolló un método de detección "in situ" de actividad de glucógeno
sintetasa en geles de poliacrilamida en condiciones nativas. Este método
permitió determinar que las actividades GS-l y GS-Z eran catalizadas por

una misma proteina. Por otra parte, dado que se pudo detectar actividad en
ausencia de "primer" después de una corrida electroforética, se concluyó
que la enzima y el aceptor endógeno de la reacción GS-2 estaban fuertemente
asociados, ya que migraban juntos en electroforesis.
Los productos de reacción de GS-2 sintetizados por DlA se analizaron
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida. Se observó migración de
(14C)glucosa tanto en condiciones nativas como desnaturalizantes. En este
ültimo caso se comprobóque la movilidad de las bandas radioactivas dismi
nuïa en función del tiempo de incubación. Por otra parte, la radioactividad
desapareció después de incubar las mezclas con (i-amilasa. Cuando se estu
diaron muestras provenientes de un pulso con UDP-(14C)Glc y posterior
"chase" con nucleótido-azücar no radioactivo, se verificó que las especies

radioactivas de mayor movilidad daban lugar,después del "chasefl a las de
menor migración. Por su parte, las bandas radiOmarcadas más móviles se

regeneraron por incubación de las mezclas de reacción con amiloglucosidasa.
La preincubación de la fracción DlA con Cí-amilasa insoluble produjo una
notable disminución de la actividad GS-Z sin afectar mayormente la activi

dad GS-l de la preparación.



En consecuencia, se demostró que 1as preparaciones enzimáticas de müscuio
cardiaco de rata estudiadas en e] presente trabajo de tesis cataiizaban 1a
síntesis "in vitro“ de glucanos CXI,4 unidos a proteína. E1 aceptor proteico
tenia, en este caso en particular, giucanos presintetizados "in vivo", los
que eran a1argados por 1a giucógeno sintetasa durante el ensayo GS-2, y en e]
caso de las preparaciones microsomaies, eran ramificados por 1a enzima
ramificante. Se formaban asï moléculas del tipo de] gïucógeno, unidas a pro
teina, coincidiendo con 10 postuiado en e] nmdeio de Krisman para 1a ini
ciación de 1a biosintesis de] giucógeno. Por 10 tanto, aün cuando en e] caso
particular de esta tesis, e] ensayo GS-2 no constituyó un sistema de estudio
de 1a iniciación propiamente dicha, 1a sintesis "in vitro" de Ios inter
mediarios (proteoglucanos) apoya fuertemente e] modeio antes mencionado.



Parte de los resuitados presentados en esta tesis ha sido publicada en los
siguientes articuios:

"The initiation of giycogen biosynthesis in rat heart“. M.L. Blumenfeid,
H.J. Nhelan & C.R. Krisman (1983). European Journal of Biochemistry ¿35,
175-179.

"The Studies with a

purified preparation". M.L. Blumenfeid & C.R. Krisman (1985). The Journa]

of Bioïogical Chemistry ¿99, 11560-11566.
"The initiation of giycogen biosynthesis in rat heart. (x 1,4 giucans

initiation of giycogen biosynthesis in rat heart.

tightiy associated with giycogen synthase“. M.L. Bïumenfeid & C.R. Krisman
(1986). European Journa] of Biochemistry, en prensa.

"A method for the direct measurement of giycogen synthase activity on geis
C.R. Bïumenfeidafter poïyacryiamide ge] eïectrophoresis". Krisman & M.L.

(1986). Anaiyticai Biochemistry, en prensa.
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1.1NTRODUCCION

1.1.POLISACARIDOS. GENERALIDADES. CLASIFICACION. FUNCIONES

Los hidratos de carbono son los compuestos orgánicos que se encuentran en
mayor proporción en la naturaleza, debido fundamentalmente a la abundancia de

polímeros vegetales de glucosa, tales comola celulosa (1).
La mayoria de los hidratos de carbono presentes en los seres vivos está

bajo la forma de compuestos de alto peso moleCular, los polisacáridos. Estos
últimos se definen como polímeros de condensación de monosacáridos o de deri

vados tales como ácidos urónicos o aminoazücares, que contienen 10 ó nás
residuos de azücar (2). La separación entre oligo- y polisacáridos es opera
cional, ya que ambos difieren sólo en el peso molecular, y como consecuencia
de ello, en las propiedades físicas características de las sustancias de alto
peso molecular.

Desde el punto de vista estructura], los polisacáridos pueden clasifi
carse como:

a) homopolisacáridos, formados por un solo tipo de unidad monosacaridica, o
b) heteropolisacáridos, constituidos por dos o más monosacáridos diferentes.

En ambos grupos, además, existen representantes lineales y ramificados,

pudiendo haber también moléculas proteicas o lipïdicas unidas covalentemente
a la porción sacaridica. Dado que este ültimo concepto podria llevar a
incluir dentro de los polisacáridos a compuestos tales comoglicoproteinas o
glicolïpidos, se considera comopolisacáridos sólo a aquellos glicoconjugados
en los que el componente sacaridico representa la mayor parte de la molécula.
Asimismo, si bien el término proteoglicano ha sido utilizado exclusivamente
para designar a las moléCUlas de tejido conectivo que contienen 80 a 90%de
cadenas de glicosaminoglicanos unidas covalentemente a un nücleo proteico (3;
ver sección 1.2.1.2.), se usará el mismo para referirse además a la aso
ciación covalente de proteina con cualquier poiisacárido, siempre que este
ültimo constituya la parte mayoritaria de la molécula.

En las Tablas I y II se describen algunos homopolisacáridos y heteropoli
sacáridos representativos, respectivamente.

En cuanto al papel que cumplen los polisacáridos, se destacan fundamen
talmente dos tipos de funciones. La primera es como forma de almacenamiento
de energía, como es el caso del almidón (4), fructanos (5) o galactomananos
(6) en plantas; del glucógeno en: animales (7), hongos (8), algas (9) y bac



Tabla I: HOMOPOLISACARIDOS REPRESENTATIVÜS.

A) LINEALES.

Polisacárido Monosacárido Unión Ref.

Celulosa Glucosa [51,4 19

Amilosa Glucosa ol1,4 20

Nigerano Glucosa d 1,3, (X1,4 21

Levano/fructano Fructosa (52,6 5,22

Quitina N-acetilglucosamina 61,4 1

B) RAMIFICADOS.

Polisacárido Monosacárido Unión Ramificacíón Ref.

Amilopectina Glucosa d 1,4 d1,6 20

Glucógeno Glucosa d 1,4 0h,6 20

Dextrano Glucosa d1,6 d1,3 ó 0h,4 22

Manano 0(1,2 24Manosa d1,6 0‘ 1,2
o(1,3



Tabla I: HETEROPOLISACARIDOSREPRESENTATIVOS.

A) LINEALES

POLISACARIDO UNIDAD REPETITIVA REF.

Acido Hialuróníco »4)e—D-GIcUA-n—.3)e-D-G|cNAc-u- 12

Ramnogalacturonano [—-l.)-°(-D-Ga|UA-(l-4)-°<-GalUA-(l-L-M- 1'9
-«-D-GaIUA-t1-2)-G- L- Ram-( 1-[u 
-K-D-GalUA-(1-l.)-°<-D- GalUA-(I-J

Exopolisacarido

Enterobacler aerogenes _. f" 
“po 5 ¿GlcUA1—.l.Glc1—.3r;4¿¿n1 25

l

Ac Py'r

B) RAMIFICADOS

Arabínogalactano -3)Gal(19'13)G?! ( 1-3-3) Gfal(13’ 26
n l |

Ara(1-3)G?lAra(1-3)Ga| Aran-3DG?
Aran-36.!“ Gál Ara

s« o?
Ara Ara

Xantano ¿Mafia-.49 Glc1_.l.@Glgc1_.4(‘>Glc1_. sz.
l |

“MÏn‘G-OAC «Min-S-OAC
| l

GGIEUA QGIÏUA
1 .

QMan QMan

4\ /6
C/ \

CH; C02H



terias (7); o de la laminarina (paramilón) en algas (10).
El segundo tipo de funciones es consecuencia de propiedades fisicoquïmi

cas caracteristicas de las macromoléculas. Asi, la celulosa (1) y las hemice
lulosas (11) en plantas, o la quitina en hongos, algas, artrópodos, anélidos
y moluscos (1), sirven comomoléculas estructurales, y comonexos entre otros
componentes de la pared celular, controlando la permeabilidad de la misma
(1,11). Por otra parte, los glicosaminoglicanos de animales superiores desem
peñan funciones relacionadas con propiedades fisicoquimicas propias, tales
como unión de agua y microiones, y exclusión estérica de diferentes macro
moléculas, controlando de este modo la permeabilidad intercelular (12).
Asimismo, la estructura de estos polisacáridos está directamente relacionada
con su capacidad de unir macromoléculas, lo que determina procesos tan diver
sos como la organización estructura] de la matriz extracelular de tejidos
conectivos; el control de la homeostasis; la unión especifica de proteinas
plasmáticas a la pared del capilar sanguíneo; o la regulación del metabolismo
y comportamiento celular (13). Por último, la gran diversidad estructural de
los polisacáridos bacterianos ejemplifica claramente la variedad de funciones
que se puede asignar a los polisacáridos: a) contribución al mantenimiento de
la rigidez mecánica y la forma celular, en el caso del peptidoglicano
(14,15); b) la unión de cationes divalentes y regulación del flujo catiónico
a través de la pared celular, por parte de polisacáridos aniónicos tales como
los ácidos teicoicos y teicurónicos de la pared celular de bacterias Gram
positivas (15); c) provisión de una fuerte hidrofilicidad a la superficie ce
lular, permitiendo a las bacterias escapar a la fagocitosis y a la acción del
complemento (14,16); formación de una barrera de permeabilidad a la entrada
de antibióticos y otras macromoléculas, y a la salida de enzimas y componen
tes estructurales del espacio periplásmico (14,16), asi comotambién deter
minación de alta especificidad serológica, receptores para fagos y
bacteriocinas, y poderosa actividad de endotoxina (17), para el caso de los
lipopolisacáridos de la membranaexterna de las bacterias Gramnegativas; d)
finalmente, los polisacáridos capsulares se relacionan con la protección
contra la desecación, la unión y englobamiento de diversos cmnpuestos, el
bloqueo de la unión de bacteriófagos, y fundamentalmente, el aumento de la
virulencia y patogenicidad bacterianas, debido al enmascaramiento de antíge



nos de superficie, que permite a las bacterias escapar al ataque de leucoci
tos polimorfonucleares y a la acción de anticuerpos y cmnplemento (18).

Es importante destacar que los polisacáridos se diferencian de
biopolïmeros tales como proteinas, porque existen c0mo series homólogas cuyo
peso molecular se distribuye alrededor de un valor medio, y no como macro
moléculas discretas de igual peso molecular. Esta caracteristica hace que, en
general, no exista una relación tan estrecha entre estructura y función de
los polisacáridos, como la que existe en el caso de proteinas o ácidos
nucleicos, que presentan una alta especificidad funcional e informacional
dependiente de la estructura. Asi, la mayoria de las propiedades diferen
ciales de los polisacáridos reside, no en el ordenamiento de las unidades
estructurales individuales, sino en la conformación de la cadena polimérica
como un todo.

1.2.MECANISMOS QE SINTESIS QE POLISACARIDOS

La sintesis de polisacáridos no se lleva a cabo mediante la simple adi
ción consecutiva de las unidades monosacarïdicas constitutivas del mismo,
sino que representa un proceso de transglicosilación que implica la trans
ferencia del resto glicosidico de un dador apropiado a un aceptor adecuado.
Los dadores de glicosilo constituyen formas activadas de los respectivos
azúcares, estando representados fundamentalmente por los nucleótido-azúcares,
los azúcares fosfato, y los azúcares unidos a intermediarios lipidicos.

Desde el punto de vista termodinámico, los nucleótido-azúcares son los
mejores dadores para la formación de uniones glicosidicas, dado que tienen la
energia libre de hidrólisis (AG°) más negativa (27; Tabla III). Asi, el AG°
para UDP-Glca pH 6,6 es de -8,0 kcal/mol, mientras que el correspondiente a
d-D-Glc-l-P al mismo pH es de -5,2 kcal/mol (27). Es importante destacar que

la sacarosa ( Glcdl ->2 Fru) tiene un AG° de -7,0 kcal/mol, por lo que tam
bién resulta un buen dador de azúcares (ver sección 1.2.3.2.).

La sintesis de nucleótido-azúcares se puede esquematizar según las
siguientes reacciones:

ATP ADP XTP PPiu u
M——> M—6—P———>M-l-P ———9 XDP-M
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Tabla lll: ENERGIALIBRE QE HIDROLISIS f ¿LGngQE UNIONESGLICOSIDICAS.

Unión ¿3 G° (kcaI/mol)

UDP-Glc (pH 6,6) - 8,0

Sacarosa - 7,0

d-D-Gïc-l-P pH 6,6 - 5,2

pH 8,5 - 4,8

Glucógeno - 4,3

Maïtosa - 4,0

Dextrano - 2,0

Tomado de Ref. 27.



donde M es un monosacárido y X un nucleósido cuaiquiera.

Segün cual sea el dador de restos giicosidicos, los poiisacáridos se sin
tetizan mediante los siguientes mecanismos:
a) por transferencia directa a partir de nucieótido-azücares (sección

1.2.1.),
b) por transferencia a partir de intermediarios iipïdicos (sección 1.2.2.), o

bien

c) por transferencia a partir de oiigo o poiisacáridos (sección 1.2.3.).
Si bien es posibie sintetizar “in vitro" las uniones giucosidicas c(1,4

de] glucógeno o dei almidón a partir de] dador iÁ-D-Glc-l-P, se sabe

actuaimente que e] nmcanismo de sintesis “in vivo“ de estos polisacáridos
involucra sóio a los nucieótido-azücares (27; ver sección 1.3.2.).

Por último, 1a estructura fina] de] poiisacárido, es decir, la con
figuración anomérica y 1a posición de 1a unión giicosidica, asi comotambién
el largo de 1a cadena poiimérica, está determinada por 1a especificidad de
las enzimas invoiucradas en 1a transferencia.

1.2.1.SINTESIS A_PARTIR QE NUCLEOTIDO-AZUCARES

Dentro de 10s poiisacáridos que se sintetizan utiiizando sóio
nucieótido-azücares como dadores del resto giicosidico, podemos distinguir
dos grupos, segün 1a importancia que tenga 1a sintesis "de novo“ dei poii
sacárido en e] mantenimiento de 1a concentración ceiuiar del mismo:

a) el polisacárido se sintetiza por a1argamiento, desde el extremo no reduc
tor, de cadenas sacarïdicas de] tipo de] poiisacárido, preexistentes en ia
cé1u1a (ver 1.2.1.1.), o

b) e] poiisacárido es sintetizado "de novo" (ver 1.2.1.2.).

1.2.1.1.SINTESIS 393 ALARGAMIENTOQE "PRIMERS" POLISACARIDICOS

Este tipo de mecanismo, que requiere un "primer" de tipo poiisa
caridico que quedará incorporado a1 producto, es 11evado a cabo en 1a sinte

sis de ias uniones giucosidicas (X1,4 de] giucógeno, 1a amilosa o 1a
amiiopectina. La sintesis de] giucógeno será descripta en detaiie en 1a sec
ción 1.3.2.1.



Es importante destacar que la sintesis "de novo" de este tipo de
polisacáridos, que ocurriría en ausencia de "primers" disponibies para e]
alargamiento, podria invoiucrar tanto a aceptores no sacaridicos, cano a
dadores diferentes de ios nucieótido-azücares. En e] caso de Ios polisacári
dos antes mencionados, aün no se ha dilucidado en forma concïuyente el meca

nismo de sintesis "de novo" de ios mismos, y particuiarmente respecto a1
glucógeno, esta tesis tiene comoobjeto e] estudio de dicho mecaniSmo.

1.2.1.2.SINTESIS :QE NOVO". GLICOSAMINOGLICANOS

Este tipo de mecanismoestá ejempiificado en 1a sintesis de ios gii
cosaminogiicanos que forman parte de proteogïicanos, con excepción de]
keratán suifato I de córnea, que se sintetiza via iipido intermediario (ver
sección 1.2.2.).

Los giicosaminogiicanos son heteropolisacáridos iineaies aniónicos,
formados por unidades disacaridicas repetitivas que aiternan generaimente un
ácido urónico (ácido D-giucurónico y/o L-idurónico) y una hexosamina
(D-giucosamina o D-gaiactosamina). Existen seis tipos diferentes de giicosa
minogiicanos (Tabia IV), de los cuaies todos, saivo e] ácido hialurónico,
están sulfatados.

Se 10s encuentra casi exciusivamente en tejidos animaies (13); e]
ácido hialurónico es producido también por bacterias dei grupo A de ios
estreptococos (28).

Con excepción de] ácido hiaiurónico, ios giicosaminogiicanos se
encuentran en 10s tejidos formando parte de proteogiicanos, en los que varias
cadenas poiisacarïdicas están unidas covaientemente a un nücleo proteico
(13).

Los proteogiicanos son muy heterogéneos, no sólo respecto a1 tamaño

de las cadenas poiisacaridicas, 1a reiación del contenido de ácido idurónico

a giucurónico, o la cantidad y distribución de grupos sulfato en 1a porción
sacaridica, sino también en cuanto a 1a proteina que sirve como nücïeo dei
proteogiicano (13). A pesar de 1a escasa información referente a 1a estruc
tura de estos nücieos proteicos, se sabe que existen varios tipos diferentes,
que además, pueden llevar un mismo tipo de giicosaminogïicano (13); por otra
parte, también puede ocurrir que una misma proteina sirva de núcleo a distin



Tabïa IV: ESTRUCTURA DE LOS GLICOSAMINOGLICANOS.

I . GMonosacarldos
' I . ‘

Pollsacarldo A B Sustltuyemes

coo' CHIC”
' o

A_c¡do . o R . -c'o
Hlaluromco o" \

H0 cu3
OH HNR

G-g-GIcUA 0-2-04";

COO'

4:7»
I CH20R'o R0 o

Condrohin 9 'Q'GlcUA
sullnlos 7

- —° HNR I _
830 Q'B'GGIN R a .H o -503

on'
¿“L-IdUAE

COO'

o O

OH RI -C</
CHZOR' CH;

. °" 0 a 

21:12:11:, Q'Q'GICUA OR 50-3
Sullolo

O HNR
- oL-D'GlcN R . -H¿ .503

OR‘

¿“L-ldUA

CHZOH CHzoRI R. -céo
Kuulon HO o o \CH3
Sullclo OH

o" HNR = -H 6-503

Q'Q'G“ e-g-cuu

a Los poh‘sacáridos se describen como poneros Hneaïes de monosacáridos
aïternantes A y B. ‘
G1cUA, ácido g1ucur6n1'co; IdUA, ácido idurónico; G1cN, gïucosamina; GalN,
gaïactosamina; Gal, galactosa.



tos glicosaminogïicanos, comoen e] caso del proteogiicano de cartílago nasa]
bovino. Este último contiene aproximadamente 100 cadenas de controitïn
suifato de airededor de 20.000 de peso HDÏECUÏGF,y 60 cadenas de keratán

suifato II, unidas a un nücleo proteico heterogéneo de 200 a 250 kDa, que

constituye e] 7 u 8% del total de 1a moïécuia (29). Estos proteogiicanos, a
su vez, están unidos no covaïentemente a moïécuias de ácido hiaiurónico, for
mando grandes agregados de hasta 200 x 106 de peso moiecular, que están esta
biïizados por proteinas de unión especificas (30; Figura 1).

Dentro de 105 proteogiicanos se han identificado tres tipos de
uniones carbohidrato-proteina:
a) unión O-giicosïdica entre D-xilosa y e] grupo oxhidriio de serina (Figura

25),
b) unión N-gïicosiiamina entre N-acetiïgïucosamina y e] grupo amido de

asparagina (Figura 2 g), y
c) unión O-gïicosïdica entre N-acetiïgaïactosamina y e] grupo oxhidrilo de

serina o treonina (Figura 2 g).
La unión xiiosa-serina (tipo a) no se ha encontrado en ningün otro

giicoconjugado de mamíferos, fuera de 10s proteogiicanos de tejido conectivo.
Esta unión fue identificada iniciaimente en 1a heparina (31), encontrándose
después también en los condroitin 4- y 6-su1fatos, dermatán suifato y heparán
suifato (32). En todos estos casos, 1a región de unión.contiene e] tetra
sacárido giucuronii-ga1actosi1-ga1actosi1-xilosa, con 1a estructura que se
muestra en 1a Figura 3 (32).

Se describirá a continuación 5610 1a síntesis de proteogiicanos que
tienen unión tipo a, ya que para ios tipos b y c, que se encuentran en e]
keratán suifato I de córnea (33) y en keratán suifato II esqueiético (34),
respectivamente, no se ha caracterizado ei mecanismo de formación de los
mismos. Dado que estas üitimas uniOnes son muy comunes en glicoproteïnas

(35), se supone que e] mecanismo de sintesis es simiïar a1 de éstas (36,37).
En 1a Figura 4 .se esquematiza 1a síntesis de] condroitïn 4- y

6-su1fato.
La formación de los poïisacáridos requiere comopaso inicia] 1a sïn

tesis de] aceptor proteico, aunque no se conoce 1a exacta relación tempora]
entre este proceso y 1a adición de 1a porción sacarïdica de] proteogiicano
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(Figura 4 A).
Una vez disponible el aceptor, la cadena de azúcares se inicia por

transferencia del resto xilosilo de UDP-Xyla un residuo serina en el nücleo

proteico (Figura 4 g, a). Esta reacción fue demostrada por primera vez por
Grebner et al. (38), quienes encontraron que una preparación enzimática cruda
de oviducto de gallina incorporaba (14C)xilosa a partir del nucleótido-azücar
radioactivo a aceptores endógenos. La misma reacción se verificó posterior
mente en cartílago embrionario de pollo (39) y cerebro, higado e intestino
(40). Dado que los diferentes tejidos sintetizan más de un tipo de poli
sacárido, y que además, no se han caracterizado los aceptores proteicos, no
se ha podido establecer si existen xilosil transferasas especificas para cada
polisacárido. Estas enzimas son solubles, y han sido purificadas a hemoge
neidad a partir de cartílago embrionario de pollo (41) y de un condrosarcoma
de rata (42).

La proteina xilosilada actüa entonces como aceptor para la trans
ferencia sucesiva de dos restos galactosilo a partir de UDP-Gal. La primera
transferencia (Figura 4 g, b) fue investigada por Robinson et al., quienes
demostraron que una preparación enzimática particulada de cartílago
embrionario de pollo catalizaba la transferencia de restos galactosilo a par
tir del correspondiente nucleótido-azücar, a residuos xilosilo de aceptores
endógenos; el producto de la reacción fue caracterizado mediante el aisla
miento de galactosil-xilitol radioactivo, después de romper la unión xilosa
serina por tratamiento con borohidruro alcalino (39). Esta reacción es
catalizada por la enzima galactosil transferasa I, que en el caso de
cartílago embrionario de pollo está unida a nmmbrana. Esta enzima ha sido
purificada aproximadamente 1100 veces por extracción con detergentes no
iónicos, en presencia de 0,5 M KCl (43). Puede utilizar aceptores exógenos

tales comoD-xilosa y fl-xilósidos comoO-P-D-xilosil-L-serina, metil, etil,
butil u octil—phD-xilopiranósido, o p-nitrofenil-fi-D-xilopiranósido (43,44).
La transferencia es llevada a cabo no sólo "in vitro", sino también "in

vivo“, ya que el agregado de P-xilósidos a cultivos celulares de tejidos
conectivos y no conectivos, permite el crecimiento de cadenas de condroitin
sulfato, independientemente de la formación del aceptor proteico (45).

La transferencia del segundo resto galactosilo (Figura 4



E, c) fue demostrada por Helting y Rodén, quienes aislaron
3-0- D-galactosil-D-galactosa radioactivo, a partir de un hidrolizado ácido
parcial de una mezcla de incubación que contenía UDP-(14€)Gal y una prepara
ción enzimática de cartílago embrionario de pollo (46). Esta reacción es
catalizada por la galactosil transferasa II, que es específica para el

disacárido 4-0-p-galactosil-D-xilosa; no sirven comoaceptores ni galactosa
ni otros e-galactósidos (46). También esta enzima está unida a membrana, y ha
sido purificada alrededor de 40 veces a partir de cartílago embrionario de
pollo (43).

El paso final en la formación de la región de unión carbohidrato
proteína es la transferencia del resto glucuronosilo a partir de UDP-GlcUA,a
galactosil-galactosil-xilosil-serina (Figura 4 B d). La reacción es catali_,
zada por una glucuronosil transferasa distinta de la involucrada en la for
mación de la unidad disacarídica repetitiva (47). Esta enzima puede utilizar
comosustratos a diferentes disacáridos con galactosa en el extremo no reduc
tor.

Una vez sintetizado el tetrasacárido de la región de unión, este
sirve como "primer" para el crecimiento del polisacárido. En el caso de
condroitín y dermatán sulfatos, la formación del polímero implica la trans
ferencia alternada de restos N-acetilgalactosaminilo y glucuronosilo a partir
de los correspondientes nucleótido-azücares, al extremo no reductor del poli
sacárido creciente, formando una cadena de disacáridos repetidos (Figura 4 Q,
e y f). Los polímeros de heparina y heparán sulfato, que tienen la unidad
repetitiva ácido glucurónico-N-acetilglucosamina (Tabla Ill), se forman de
modo similar. Las enzimas involucradas en ambos casos son, respectivamente,
una N-acetilgalactosaminil transferasa y una glucuronosil transferasa (48) y
una N-acetilglucosaminil transferasa y una glucuronosil transferasa (49),
específicas.

Los mecanismos que determinan el largo de las cadenas no están muy

claros, aunque se supone' que tiene mucha importancia la relación entre
"primers" y nucleótido-azücares disponibles. Así, cuando se agregan

P-xilósidos a cultivos, el nümero de "primers" aumenta, y c0nsecuentemente
disminuye el largo de cadena sintetizada (50). Por el contrario, al inhibir
la síntesis proteica con cicloheximida, el nümero de cadenas sintetizadas



disminuye pero aumenta e] largo de las miSmas (51).

Por üitimo, una vez producida 1a sintesis dei poïïmero, tiene 1ugar
una serie de nwdificaciones enzimáticas que 11evan a 1a estructura final de
los poiisacáridos. En e] caso de condroitïn suifato, esto impiica 1a 0
sulfatación de ias posiciones 4 o 6 de los residuos de N-acetiigaiactosamina
de] poiïmero, cataiizada por suifotransferasas especificas a partir de] 3'
fosfoadeni] 5' fosfosulfato (PAPS) (52; Figura 4.2, g y h); para dermatán
suifato, además, tiene 1ugar 1a epimerización de] C5 de] ácido giucurónico y
1a 0-su1fataci6n en el C2 de] mismo (53). Las modificaciones correspondientes
a heparina y heparán su1fato involucran 1a N-deacetiiación de ios residuos de
N-acetiigiucosamina, seguida por 1a N-suifatación de los grupos amino iibres
resuitantes, asi como también 1a epimerización de] C5 dei ácido giucurónico,

y 1a O-sulfatación en ei C5 de 1a giucosamina y en e] C2 de] ácido idurónico
(12).

1.2.2.SINTESIS A_PARTIR QE INTERMEDIARIOSLIPIDICOS

1.2.2.1.POLISACARIDOS BACTERIANOS.ANTIGENO9_ E Saimoneiia.

Hacia fines de 1a década de] 60 se demostró que, en bacterias, 1a
sintesis de heteropoiisacáridos compiejos de 1a pared ceiular, taies comoe]
antígeno 0 de] Iipopoiisacárido de membranaexterna de bacterias Gramnegati
vas (54) o e] peptidogiicano (55), asi como también de poiisacáridos cap
su1ares (56-57), invoïucra 1a participación de intermediarios‘ sacarïdicos
unidos a iipidos de membrana. E1 aceptor lipïdico fue identificado como e]
undecapreno] (54), un poïiprenoï alïiico de 11 unidades isopreno (Tabia V).

En 1a Figura 5 se describe 1a estructura dei Iipopoiisacárido de
Saïmoneiia anatum; como se observa en 1a misma, 1a unidad repetitiva de]

antígeno 0 de dicho iipopoiisacárido está constituida por ei trisacárido

manosi]-ramnosi1-ga1actosal(58).
La sintesis dei poiisacárido 0 de é¿_anatum está esquematizada en la

Figura 6. Los monosacáridos son transferidos secuencia] y especificamente
desde ios correspondientes nucleótido-azücares a1 iipido, formándose sobre e]
aceptor Iipidico 1a unidad repetitiva (Figura 6, reacciones 1 a 3). E1 primer
azúcar, galactosa, es transferido a1 undecapreno] fosfato cano su derivado



Tabla 1: LIPIDOS POLIPRENOLESDADORES_D_EAZUCARES BIOSINTESIS E

POLIMEROS.

1”“
H-(CHz-C=CH2)x-0H POLIPRENOL

Organismo Vaior de x Lïpido

Bacterias 11 Undecapreno]

Levaduras 14-24 Lipido d-saturado

Mamíferos 17-21 Doiicoi (d-saturado)

P1antas superiores 17-28 Dolico] ((X-saturado)
L

Tomado de Ref. 77.
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l-fosfato (Fig. 6, reacción 1), Inientras que ios restantes monosacáridos,
ramnosa y manosa, son transferidos defosforilados (Figura 6, reacciones 2 y
3). Todas estas reacciones se ilevarïan a cabo en 1a cara interna de 1a

membranacitopiasmática, dado que, mientras que ias giicosii transferasas y
e] undecaprenoi fosfato están en 1a membrana, ios nucieótido-azücares son
citopiasmáticos (58).

Una vez sintetizada la unidad repetitiva sobre e] iipido, tendria
lugar e] transporte a 1a cara externa de 1a membrana (Fig. 6, paso 4), donde

ocurriría 1a poiimerización de ias unidades repetitivas. En una primera
etapa, se cliva 1a unión gaiactosa-fosfato de un trisacárido-iïpido dador,
transfiriéndose e] oiigosacárido a ia manosa termina] de un trisacárido
lipido aceptor. Este proceso se repite varias veces, formándose asi una
cadena de polisacárido unido a1 iïpido (Figura 6, reacción 5). La cadena cre
ciente actüa siempre comodadora, de modoque e] crecimiento del poiisacárido
se produce por e] extremo reductor (59; Figura 7).

Finaimente, ei poiisacárido preensambiado en ei aceptor 1ipïdico es
transferido a un aceptor finai, e] lipido A-nücieo (Figura 6, reacción 6),
iiberándose undecaprenoi-pirofosfato. Este último sirve de sustrato a una
pirofosfatasa especifica (60), cerrando asi el cicio de] poiiprenoi-fosfato
en 1a membrana (Figura 6, reacción 7).

MecaniSmos similares de sintesis se han descripto para ei pep

tidogiicano de Etapbyiococcus aureus y Micrococcus 1ysodeikticus (55), para
un poiisacárido capsuiar de Enterobacter (Biebsiella) aerogenes (57), para
ios ácidos teicoicos (61) y teicurónicos (62,63) de 1a pared de bacterias
Grampositivas, y para e] xantano (Tabia II), exopoiisacárido que es secre
tado a] medio por Xanthomonas campestris (64).

En e] caso de] xantano, a1 tratarse de un poiisacárido que es
iiberado a1 medio, no existe transferencia a un aceptor fina]. Si bien se ha
iogrado poiimerizar “in vitro" 1a unidad repetitiva unida a1 undecaprenoi
pirofosfato, no se han detectado intermediarios iipïdicos que 11even más de
una unidad repetitiva (65). Esto podria indicar que 1a poiimerización y
posterior iiberación de] xantano ocurrirïan muyrápidamente.

Por otra parte, se ha demostrado 1a sintesis "in vitro“ de poiipreno
ies unidos a ias unidades repetitivas correspondientes a exopoiisacáridos de
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Rhizobium meliloti (66) y de Acetobacter ¿xlinum (acetano; 67). La sintesis
de estos compuestos, aün cuando no se haya logrado su polimerización, sugiere
un mecanismo de formación de los respectivos polisacáridos similar al
anteriormente descripto (Figura 6).

Por ültimo, si bien originalmente se sugirió la existencia de inter

mediarios lipidicos involucrados en la sintesis de celulosa de A¿_xxlinum
(68), estos intermediarios son, en realidad, precursores del acetano (67),
aceptándose actualmente que la formación de celulosa en esta bacteria no
requiere la participación de intermediarios lipïdicos (69).

1.2.2.2.POLISACARIDOS QE EUCARIOTES. MANANO

Siguiendo el descubrimiento de intermediarios lipïdicos en la
biosintesis de polisacáridos complejos bacterianos (sección 1.2.2.1.), se
consideró posible que en células eucarióticas existieran compuestosanálogos,
involucrados en la sintesis de glicoconjugados.

En 1970, Behrens y Leloir (70) demostraron la sintesis de poliprenol
fosfato glucosa a partir de UDP-Glc en higado de rata; el poliprenol fue
identificado como dolicol, un poliisoprenol CX- saturado de aproximadamente
19 unidades de isopreno (Tabla V). Posteriormente se comprobó la formación de
dolicol-pirofosfato-oligosacáridos (71), demostrándose finalmente, gracias a
la contribución de numerosos laboratorios, que los mismos son intennediarios
en la sintesis de glicoproteïnas con unión carbohidrato-proteina de tipo N
glicosidica (36,72). Este tipo de unión, N-acetilglucosamina unida al grupo

amido de asparagina, es similar a la ya descripta para los proteoglicanos de
keratán sulfato I de córnea (sección 1.2.1.2.; Figura 2).

Segün la estructura de las cadenas oligosacaridicas, las glicopro
teïnas de tipo N-asparagina se clasifican en tres grupos (72; Figura 8):
a) alta manosa,
b) complejas,
c) hibridas.

Comose observa en la Figura 8, los tres grupos tienen una estructura
pentasacarïdica comün, el "core" o nücleo, resultado de un camino
biosintético c0mpartido (72).

La estructura del intermediario lipidico precursor de los oligo
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sacáridos unidos a asparagina fue dilucidada por Li et a1. (73; Figura 9). E1
camino biosintético de este precursor se conoce cano cicio de] doiicol (72),
y está esquematizado en Ia Figura 10.

E1 oiigosacárido es ensambiado sobre el aceptor iipïdico en e]
reticuio endopiásmico, de modosimiiar a 1a sintesis de 1a unidad repetitiva
de 10s heteropoiisacáridos bacterianos, descripta en 1a sección anterior. Los
monosacáridos son transferidos a1 doiico] fosfato por 1a acción de giicosii
transferasas especificas que actüan de manera secuencia]. Los primeros siete
azúcares (dos residuos de N-acetiigiucosamina y cinco de manosa) derivan de
10s correspondientes nucieótido-azücares, mientras que ios siguientes mono
sacáridos (cuatro residuos de manosa y tres de giucosa) provienen de los
intermediarios 1ipidicos doiicoi fosfato manosay doiico] fosfato giucosa.

Después de 1a adición de los residuos de giucosa, e] oiigosacárido
precursor es transferido en bioque a 1a proteina, liberándose doiicoi piro
fosfato. La acción de una pirofosfatasa compieta asi ei cicio de] doiicoi.

La transferencia de] oligosacárido a 1a proteina es cotraducciona],
ocurriendo simuitáneamente a] transporte vectorial de] péptido naciente a
través de 1a membrana del retÏCuio endoplásmico rugoso (Figura 11, reacción

1). También es cotraduccionai 1a iniciación de] procesamiento del oligo
sacárido preCursor unido a proteina, que invoiucra 1a remoción de ios tres
residuos de giucosa y uno de manosa de] mismo (Figura 11, reacciones 2 a 4)
(72).

Posteriormente, las giicoproteïnas siguen viaje hacia su destino
fina] atravesando ei aparato de Goigi, donde ias cadenas oiigosacarïdicas son
modificadas por remoción y adición de diferentes azücares, hasta iiegar a las
estructuras finaies descriptas en 1a Figura 8 (Figura 11, reacciones 5 a 11)
(72).

En cuanto a1 pape] de] ciclo de] doiicoi en 1a sintesis de poii

sacáridos, se ha demostrado su participación en 1a formación de un poii
sacárido de pared de 1evaduras, ei manano (74), habiéndose sugerido también
un posibie ro] en 1a sintesis de] keratán suifato I de córnea (75).

Respecto a1 manano, este poiisacárido estructura] se encuentra unido
covaientemente a un aceptor proteico. En e] caso de Saccharomyces cerevisiae,
se ha visto que existen dos tipos de cadenas sacaridicas unidas a 1a proteina
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(74), con 1a estructura que se muestra en la Figura 12. E1 primer tipo se
compone de oiigosacáridos cortos (manosa, manobiosa, manotriosa o
manotetraosa) unidos por una unión O-giicosïdica a residuos de serina o

treonina de] aceptor proteico (Figura 12 A). E1 segundo tipo está unido N
gïicosïdicamente a asparagina, y está compuesto por un nücleo interno que
contiene dos residuos de N-acetilgiucosamina y aproximadamente 12 residuos de
manosa, seguido por una cadena externa formada por 100 a 150 restos manosiio

(Figura 12 g). Las diferencias entre e] nücleo interno y 1a cadena externa
son 1a existencia de fosfomanosa en 1a cadena externa, y 1a presencia de

restos de manosa unidos en uniones ci1,3 a 1a cadena principal, que es

q1,6.

tiza en 1a Figura 13 A_ (74). Como se observa en dicha figura, e] oiigo

E1 mecanismo de sintesis de 1a cadena unida a asparagina se esquema

sacárido que se transfiere a 1a proteina tiene 1a misma estructura que ei
oiigosacárido precursor de giicoproteinas (Figura 9), y a1 igual que este, es
producido por e] ciclo de] doiicoi (Figura 10). La estructura fina] de] poii
sacárido se iogra por un procesamiento de] oligosacárido precursor, que
impiica ia remoción de ios tres restos de glucosa y uno de umnosa, y 1a

posterior incorporación de ios restantes residuos de manosa a partir de]
nucieótido-azücar, GDP-Man.

Por otra parte, 1a sintesis de las uniones O-glicosïdicas a serina o
treonina también invoiucra la participación de un intermediario iipïdico.
Como se nmestra en 1a Figura 13 g, 1a nmnosa que forma parte de 1a unión
aminoacil-azücar es cedida por doiicoi fosfato manosa, mientras que los
restantes restos manosiio adicionados provienen de GDP-Man(76).

Por último, si bien se han descripto distintos poiiprenoi-azücares en
plantas, no se ha iogrado demostrar en ningün caso que sean intermediarios en
1a sintesis de poiisacáridos.
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1.2.3.SINTESIS A PARTIR DE OLIGO Y POLISACARIDOS

1.2.3.1.SINTESIS A_ PARTIR QE_ POLISACARIDOS. RAMIFICACION LH; GLUCOGENO.1
AMILOPECTINA.

Comose mencionó anteriormente (Tabla I), tanto el glucógeno cano la
amilopectina son homoglucanos ramificados unidos por uniones glicosïdicas
(*1,4, con enlaces de tipo CÁ1,6en los puntos de ramificación.

Mientras que la sintesis de las uniones glucosidicas (X1,4 se produce
por transferencia del resto glucosilo a partir del nucleótido-glucosa
correspondiente (ver sección 1.3.2.1.1.), los enlaces glucosidicos (X1,6 se
sintetizan por un mecanismodiferente.

La formación de los puntos de ramificación del glucógeno o la amilo
pectina está catalizada por enzimas llamadas ramificantes. La acción de estas
enzimas implica la ruptura de una unión Ck1,4 no terminal de un glucano dador
del tipo del glucógeno o de la amilopectina, liberando un oligosacárido CX1,4
lineal corto, que es unido nuevamente a una cadena ck1,4 aceptora mediante un

enlace glucosidico CK1,6.

Es importante destacar que si bien este mecanismo no produce una
incorporación neta de nuevos residuos de glucosa a la cadena, provoca un
reordenamiento que tiene fundamental importancia en determinar la estructura
final, y consecuentemente en las propiedades, de estos polisacáridos de
reserva.

Este mecanismo se describirá con más detalle para el caso del
glucógeno en la sección 1.3.2.1.2.

1.2.3.2.SINTESIS A_PARTIR QE SACAROSA. DEXTRANOSï_FRUCTANOS.

Ya hemos mencionado anteriormente que la sacarosa puede servir como
dador de restos glucosilo o fructosilo para la sintesis de polisacáridos, ya
que posee un alto valor de energia libre de hidrólisis (Tabla III).

Se describirá a continuación la sintesis del dextrano de bacterias,
como ejemplo de transferencia de restos de glucosa, y del fructano de plan
tas, para la transferencia de restos de fructosa.



1.2.3.2.1.DEXTRANOS

Los dextranos son exopolisacáridos sintetizados por bacterias de
los géneros Leuconostoc y Streptococcus, que están involucrados en los proce
sos de caries dentales. Son homoglucanos de alto grado de polimerización que
contienen principalmente uniones glucosïdicas de tipo CX1,6, con un nümero
variable de ramas de distinta longitud, unidas en posición (Á1,3 (25).

La sintesis del dextrano es catalizada por la enzima dextran
sucrasa, que es una glicosiltransferasa extracelular. Esta enzima utiliza
como ünico dador natural de glucosilo a la sacarosa, habiéndose encontrado
que el compuesto sintético q-D—1-fluoroglucosa también sirve como sustrato

para la reacción (78).
El mecanismo de acción enzimática ha sido estudiado exhaustivamente

por Robyt et al. para el dextrano de Leuconostoc mesenteroides (79-81). Esta
bacteria sintetiza un polisacárido que contiene 95%de uniones Ci1,6 y 5%de
ramificaciones, uniones glucosidicas d 1,3.

La dextransucrasa puede actuar en ausencia de un "primer" o acep
tor, teniendo lugar entonces la sintesis "de novo" del dextrano. Este meca
nismo se estudió mediante técnicas de pulso y "Chase" con (14C)sacarosa,
usando una preparación parcialmente purificada de dextransucrasa, unida cova
lentemente a esferas de BioGel P-2 (79). Después del pulso, se recuperó la

enzima inmovilizada, viéndose que retenia marca radioactiva que podia
liberarse por calentamiento durante 10 minutos a 95°C y pH 2. Los compuestos
radioactivos liberados iueron identificados comoglucosa y dextrano. Después
de separada la glucosa, la reducción e hidrólisis ácida del dextrano radioac
tivo dió una relación 14C-sorbitol a 14C-glucosa de 1:1. El análisis similar
de un experimento de pulso con 14C-sacarosa y "Chase" con sustrato no
radioactivo dió, en cambio, una relación 1:100, sugiriendo que el dextrano es
sintetizado por la enzima mediante la transferencia de glucosa a partir de
sacarosa al extremo reductor de una cadena creciente de dextrano. Por otra

parte, se concluyó también que durante la sintesis existen un resto glucosilo
y un dextranosilo unidos covalentemente al sitio activo de la enzima.

El mecanismo de sintesis propuesto (79) se esquematiza en la Figura

14 A, Segün el mismo, el sitio activo de la enzima tiene dos nucleófilos
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(X1 y X2) que atatan a 1a sacarosa para dar dos restos giucosilo unidos cova

Ientemente a los nucieófiios a través de] C1 (Figura 14 A, a). En pasos
siguientes, e] oxhidriio C6 de uno de los restos gïucosilo hace un ataque
nucieofïiico a1 C1 de] otro giucosiio, formándose un enlace CK1,6, y dejando
a su vez iibre e] sitio nucieofïlico despiazado, que puede entonces atacar a
otra moiécuia de sacarosa para dar un nuevo grupo giucosilo unido (Figura 14

A, b). E1 oxhidrilo de] C5 de este nuevo giucosilo ataca entonces a1 C1 de]

grupo isomaltosilo (Figura 14 A, c). En presencia de sacarosa este proceso se
repite, de modoque ios grupos catalïticos X1y X2 van teniendo unidos aiter
nadamente un resto giucosiio y 1a cadena creciente de] dextrano (Figura 14 A,
d).

El dextrano, entonces, crece a partir de 1a enzima, por transferen
cia a] sitio activo de restos glucosiio de 1a sacarosa, e inserción de ios
mismos entre 1a enzima y e] extremo reductor de] dextrano (79).

E1 mecanismo de 1iberación de] dextrano de la enzima se comprendió

a1 estudiar e] efecto de 1a adición de azücares de bajo peso moiecuiar a un
sistema semejante a1 recién descripto (80). La dextransucrasa inmoviiizada se
incubó con sacarosa no radioactiva, y después de recuperarla por filtración
de las mezcias de reacción, se 1a reincubó con 14C-glucosa, 14C-fructosa o

14C-maitosa. En ausencia de sacarosa, 1a adición de 10s tres compuestos pro
dujo 1a iiberación de 1a enzima de dos tipos de productos radioactivos: un
dextrano de alto peso moiecular, y un oligosacárido de bajo peso moiecuiar.
En todos 10s casos 1a reducción e hidróiisis ácida de estos compuestos indicó
que 1a radioactividad era reducibie, sugiriendo que 10s aceptores nwrcados
habian sido incorporados a1 extremo reductor de ios productos.

Los oiigosacáridos iiberados con ios distintos aceptores se iden
tificaron como:iSOmaitosa, con giucosa; leucrosa (d 4)-giucosa-<ïl,5-D-fruc
tosa), con fructosa, y panosa (6-(i-D-g]ucopiranosilmaitosa), con maitosa.

Cuando 1a reincubación se hizo en presencia de sacarosa, ios acep
tores giucosa y maitosa produjeron una serie homóioga de oligosacáridos, con
disminución de ia producción de dextrano. E1 estudio de ias veiocidades de
aparición y desaparición de estos oiigosacáridos radioactivos, indicó que
cada oiigosacárido de 1a serie derivaba de] inmediato anterior (asi por
ejempio, a partir de maitosa se formaba e] trisacárido, a partir de éste e]



tetrasacárido, etc.).
Por el contrario, la incubación con fructosa en presencia de

sacarosa daba sólo el disacárido leucrosa, al igual que en ausencia de
sacarosa. Dado que no se formaba la serie de oligosacáridos, se concluyó que
la leucrosa debia ser un muy pobre aceptor, y que por lo tanto, la reacción
terminaba con este disacárido.

La leucrosa se produce normalmente con la reacción de la dextran

sucrasa, ya que la fructosa es un producto de la reacción de polimerización a
partir de sacarosa. Cuando la concentración de fructosa aumenta, este azücar

puede actuar como aceptor, dando como producto leucrosa y un dextrano con
fructosa en el extremo reductor. De este modo se produce entonces la libera
ción del dextrano de la enzima.

El mecanismo propuesto para la acción de los aceptores se esquema

tiza en la Figura 14 E_(80). Uno de los oxhidrilos de los aceptores actüa
como nucleófilo (C6 para glucosa y maltosa, y C5 para fructosa), desplazando
los grupos glucosilo y dextranosilo del sitio activo de la enzima. Se forma
asi una unión C‘glucosidica que da lugar a los dos productos, oligosacárido
(Figura 14 g, X1) y dextrano (X2). Cuando la reacción ocurre en presencia de
sacarosa, los grupos glucosilo y dextranosilo son continuamente regenerados
sobre el sitio activo y consiguientemente desplazados por el aceptor. Cuando
la concentración del primer oligosacárido producido llega a ser suficien
temente alta, este a su vez actüa como aceptor dando lugar al homólogo inme

diato superior, que eventualmente repite el proceso. Por lo tanto, los
aceptores no actüan como "primers", sino por el contrario, como terminadores
de la polimerización (80).

Cuandose realizó un estudio similar usando dextrano no radioactivo

de bajo peso molecular como aceptor, y enzima que habia sido preincubada con
14C-sacarosa, se vio que toda la radioactividad previamente unida a la enzima
se liberaba como dextrano (81). La acetólisis de este dextrano radioactivo
dio c0mo resultado 93% de 14C-glucosa y 7% de 14C-nigerosa

(D-glucosil-d1,3-D-glucosa). (La acetólisis rmnpe más rápidamente las
uniones O\1,6 que las 0h,3). La reducción _yposterior hidrólisis ácida de la
14C-nigerosa dio el total de la marca en glucosa, indicando que la radioac
tividad de la nigerosa estaba solamente en la glucosa no reductora. Este
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resuitado sugirió que e] dextrano exógeno habia desplazado a1 grupo dextrano
siio radioactivo de] sitio activo de 1a enzima, formando un punto de ramifi

cación d1,3 entre e] C1 de] 14C-dextranosiio y ei oxhidriio de] C3 de]
dextrano exógeno.

E1 mecanismo de formación de puntos de ramificación de] dextrano se

representa en 1a Figura 14 g: El oxhidriio del C3 de un dextrano aceptor hace
un ataque nucieofiiico sobre e] C1 de] extremo reductor dei grupo dextrano
siio o del glucosiio unidos a1 sitio activo de 1a dextransucrasa, liberando
ioios dei mismo y formando un punto de ramificación (¡1,3. Por lo tanto, 1a
biosïntesis de] dextrano no requiere aparentemente 1a participación de una
enzima ramificante (sección 1.2.3.1.), ya que la formación de ramas ocurre

por reacciones de tipo aceptor (Figura 14 g; 81).
E1 mecanismo de sintesis propuesto para e] caso de L¿_mesenteroides

(Figura 14), ha sido postuiado también para 1a formación de] dextrano y dei
giucano insoiubie de Streptococcus mutans (82) y para e] dextrano de

Streptococcus sanguis (83).

1.2.3.2.2.FRUCTANOS

Los fructanos son homopoiïmeros de D-fructosa ampliamente distri
buidos en e] reino vegetai, donde pueden coexistir con e] aimidón cano poii
sacáridos de reserva (84).

Desde el punto de vista estructura], existen tres tipos de
fructanos:
a) e] grupo de 1a inuiina (Dicotiiedóneas), con unidades

9 -(2+1)-D-fructofuranosi1o (Figura 15 A),
b) e] grupo de la fieina (Monocotiiedóneas), con unidades

Q-(692)-D-fructofuranosi1o (Figura 15 g), y
c) e] grupo de los fructanos ramificados, con ambos tipos de uniones gii

cosidicas (Figura 15 g_y Q).
Los fructanos son de ios pocos poiïmeros naturaies en ios que e]

carbohidrato existe en 1a forma furanósica, lo que ie conferirïa una mayor
flexibiiidad estructura] (84).

Todos los fructanos tienen en comün 1a presencia de un residuo de

D-giucosa termina] unido a 1a cadena por una unión 2-91, como en la sacarosa
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(Figura 15).
E1 grado de poIimerización varia con 1a especie, pero en generai es

bajo c0mparado con e] aimidón, variando desde 10-30 en 1as inuiinas a 260 en
1as fieinas (84).

En Cuanto a su biosintesis, se ha estudiado con mayor detaile e]
mecanismo de formación de 1a inuiina. Intervienen dos enzimas:

a) La sacarosa-sacarosa transfructosiiasa (SST), que cataïiza 1a formación a

partir de sacarosa de] homóiogo inicia] de] fructano pz-a1, según 1a
reacc1on:

SST _
Sacarosa + sacarosa :3 fructOSil sacarosa + D-giucosa _L

b) Q-Z-gl-fructan: e —2—51-fructan-1-fructofuranosiltransferasa (FFT), que
transfiere restos terminaies de P-D-fructofuranosas desde Lm dador a1
extremo de un aceptor segün 1a reacción:

FFT

sacarosa'Frun + Sacarosa'Frumsísacarosa-Frun_1 + sacarosa-Frum+1 .g

donde n de] dador varia desde 1 (trisacárido) hasta 30, y m en e] acep
tor, de 0 (sacarosa) hasta 30.

Dado que 1a sacarosa 5610 actüa c0mo aceptor para FFT, 1a sintesis
de] homóiogo Superior a1 trisacárido fructosi] sacarosa se produce por 1a
reacción:

fructosil sacarosa + fructosi] sacarosa -e sacarosa + fructosiizsacarosa ‘2

La alta afinidad de 1a sacarosa por FFT hace que a aïtas con
centraciones de] disacárido no se sintetice fructano de aito grado de poii
merización. Se ha postuiado entonces, que 1as reacciones cataiizadas por SST
y FFT tendrian Iugar en compartimientos ceïulares separados, citopiasma y
cloropiasto respectivamente. E1 trisacárido formado por SST en e] citopiaSma
(reacción _l) seria convertido por FFT a tetrasacárido en e] c10rop1asto
(reacción g), 1iberándose a 1a vacuoia, en tanto que 1a sacarosa producida en
esta reacción voiverïa a1 citopïasma. E1 poiisacárido crecerïa por acción de
FFT (reacción g), y 1a sacarosa que pudiera producirse voiveria a]
citoplasma, evitando asi interferir en 1a reacción de FFT. Dado que aün no se
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ha estudiado 1a ubicación de SST y FFT, esta hipótesis debe aün ser
demostrada (84).

1.3.GLUCOGENO

1.3.1.PROPIEDADES, DISTRIBUCION Y ESTRUCTURA

Como se mencionó anteriormente, e] glucógeno es un h0mopoiisacárido de

d-D-giucosa, en e] que 1a mayoria de ios restos giucosiio están conectados
entre si mediante uniones giicosïdicas (11,4, mientras que los residuos de

glucosa correspondientes a ios puntos de ramificación presentan uniones d1,6
(Tabla I).

En 1a Tabïa VI se presentan aigunas propiedades comparativas de]
giucógeno y 1a amiïopectina, componente ramificado de] ahnidón de reserva de

tejidos vegetaies, que también es un homogiucano con uniones giucosidicas

o\1,4 y O(1,6.
En cuanto a su distribución, e] giucógeno ha sido identificado en una

gran variedad de organismos: vertebrados (7), invertebrados (7), hongos
(8,89), aigas (9) y bacterias (7). Por otra parte, si bien e] poïisacárido de
reserva de las piantas superiores es e] a1midón, se ha descripto 1a presencia
adiciona] de un poiisacárido de estructura similar a 1a de] glucógeno en
aigunas variedades de maiz (90), y en ios Hamados "cuerpos MuHerian" de 1a

morácea _(_Z_ecropiapeitata (91).
A pesar de la ubicuidad de] glucógeno en tejidos de mamíferos (7), 10s

análisis estructuraies han sido reaiizados en su mayoria en higado y músculo.
E1 giucógeno hepático se caracteriza por ser poiidisperso en cuanto a

su peso moiecuiar, variando desde 106 a más de 109. Esta variación se refleja
también en 1a estructura, ya que 1a observación a1 microscopio eiectrónico
indica que e] gïucógeno de bajo peso moiecular está compuesto por una mezcia

heterogénea de esferas de aproximadamente 25 nm de diámetro promedio, Hama

das particulas (b, mientras'que las fracciones de mayor tamaño presentan agre

gados cova'lentes de particuïas (1), de hasta 120 nm de diámetro promedio, las
particulas d (92,93).

Respecto a1 glucógeno muscuiar, si bien se aceptaba que existia

5610 en 1a forma de particuias gde bajo peso moiecular (94), recientemente



TabIa El: PROPIEDADES COMPARATIVASDEL GLUCOGENO1_L_ AMILOPECTINA.

PROPIEDAD GLUCOGENO AMILOPECTINA REFERENCIA

PESO MOLECULAR 105-109 107-103 85,4

LONGITUD PRQHEDIO
DE CADENA(CL) 10-14 20-25 85
(N9 de qucosas)

LONGITUD DE_CADENA
EXTERNA(ECL) 6-9 12-17 85
(N9 de qucosas)

LONGITUD DE CADENA
EXTERNA DESPUES DE 2-3 2-3 86

¿S-AMILOLISISN9 de qucosas)

LONGITUD DE CADENA
EXTERNA DESPUES DE 4 4 87
FOSFORILASA
(N9 de glucosas)

LONGITUD DE CADENA
INTERNA(ICL) 3-4 5-8 85
(N9 de glucosas)

CONTENIDO DE PUNTOS
DE RAHIFICACION 8-10 4-5 85
(% de 1,6)

X DE DEGRADACION POR
CONVERSION A:

a) MALTOSA
con d-amilasa 75-85 85-95 86
con -amiIasa 40-50 50-60 86
con -amiIasa e
isoamiIasa 105-110 100-105 86

b) GIc-l-P
con fosforilasa 20-30 35-45 86

c) GLUCOSA
con glucoamílasa 80-100 80-100 86
con isoamilasa 7-10 4-5 86

COLORACIONCON IODO marrón púrpura 85

m5 DE ABSORCION

Ícufucnvo Iz-CIZCa 460 520 88nm



se ha reportado que al realizar la extracción del polisacárido más rápidam
ente, se detecta también la presencia de glucógeno de alto peso molecular,
que responde a diferentes tratamientos de forma similar a la fracción de

particulas CXdel higado (95).
En cuanto a la relación eSpacial entre las ramificaciones de la

molécula del glucógeno, esta ha sido inferida a partir de estudios teóricos
de la conformación de oligosacáridos en solución. En la Figura 16 se esquema

tiza el modelo de estructura terciaria propuesto por Whelanet al. (96), que

es el más aceptado actualmente (93,97). Las particulas (¿estarian consti
tuidas por dos o tres moléculas de glucógeno unidas a un nücleo proteico, las
que a su vez se unirian por medio de puentes disulfuro, para dar las

particulas CK(93).
La estructura altamente ramificada y el alto peso molecular del

glucógeno, le confieren las siguientes propiedades:
a) Alta solubilidad, por lo que no necesita almacenarse en organelas espe

ciales, comoen el caso del almidón vegetal.

b) Fácil movilización, proporcionando de manera rápida y eficiente la glucosa
requerida por el organismo.

c) Ejerce una presión osmótica mucho menor que la que ejerceria una cantidad
equivalente de glucosa libre.

Estas caracteristicas hacen que el glucógeno sea una forma muy con
veniente de reserva de hidrato de carbono para el organismo que lo sintetiza.

1.3.2.METABOLISMO QEL GLUCOGENOEu MAMIFEROS

Las enzimas del metabolismo del glucógeno han contribuido significati
vamente a la c0mprensión de la base molecular de la regulación enzimática.
Existe, en consecuencia, una enorme cantidad de estudios relacionados con
este tema, cuya cita será imposible referir aqui. Nos limitaremos, por lo
tanto, a suministrar en forma breve los detalles conocidos hasta el momento,
haciendo referencia principalmente a los estudios realizados en músculo
esquelético, en particular sobre glucógeno sintetasa. Gran parte de la infor
mación ha sido recopilada en articulos de revisión publicados recientemente
(7, 98-104).

En la Figura 17 se presenta un esquema de la sintesis y degradación del
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¿Unión «1,6

g. 16: MODELO DE WHELAN DE LA ESTRUCTURA DEL GLUCOGENO.F1
TXT-cadenano ramïTicaaa; BTCïfena ram1f1caaa; C, extremo reductor.
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glucógeno en mamiferos.

1.3.2.1.SINTESIS

La sintesis de giucógeno utiiizando aceptores ceiuiares dei tipo de]
poiisacárido, invoiucra dos etapas:
a) e] aiargamiento de ias cadenas (11,4 de estos aceptores, mediado por 1a

enzima gïucógeno sintetasa o UDP-Giczoi-1,4-g]ucan—O(-1,4-giucosi1trans
ferasa (EC 2.4.1.11) (Figura 17, reacción 4), y

b) 1a ramificación de ias cadenas aiargadas, catalizada por 1a enzima ramifi
cante o (X-l,4-giucan- O(—1,4-giucan-6-glucantransferasa (EC 2.4.1.18)
(Figura 17, reacción 5).

1.3.2.1.1.GLUCOGENO SINTETASA

La sintesis de glucógeno a partir de UDP-Gicfue descripta por pri
mera vez en 1957 por Lelor y Cardini (105), utiiizando un extracto de higado.
La enzima involucrada es 1a giucógeno sintetasa, que cataiiza 1a transferen
cia de 10s restos giucosilo de] dador UDP-Gic a1 extremo no reductor de una

cadena giucosïdica 011,4, sintetizando una nueva unión O\1,4. La reacción
puede escribirse entonces:

UDP-Gic+ (giucanod1,4)n --> (giucanodl,4)n+1 + UDP

Las observaciones originaies sobre 1a estimuiación de 1a giucógeno
sintetasa por Gic-ó-P (106, 107), Sumadas a1 estudio de] efecto de 1a insu
1ina sobre esta activación en e] müscuio (108, 109), permitieron reconocer 1a
existencia de diferentes formas cinéticas de 1a enzima, distinguibies por su
sensibiiidad a 1a activación por Gic-6-P, e interconvertibies a través de
fosforiiación y defosforiiación específicas (100, 103, 104). Este descubri
miento inició una serie de estudios sobre 1a reguiación hormona] y no hor
mona] de la sintesis de] giucógeno, que se describirá en 1a sección 1.3.2.3.

Respecto a1 estado de fosforilación covaiente de 1a giucógeno sin
tetasa, se ha estabiecido que 1a fosforiiación 11eva a una forma enzimática
menos activa, cuando se 1a mide en ausencia de Gic-6-P. No obstante, en pre
sencia de] activador, 1a enzima fosforiiada tiene una actividad simiiar a 1a
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forma defosforilada (100, 103). Por el contrario, el agregado de Glc-6-P pro
duce una estimulación muybaja sobre la forma defosforilada (100, 103).

El concepto de dependencia de Glc-6-P para tener actividad
enzimática máxima, originó la n0menclatura de I, por independiente, para la
enzima defosforilada, y D, por dependiente, para la forma fosforilada.
Algunos autores llaman glucógeno sintetasa a (GSa) a la forma enzimática I,
más activa, y glucógeno sintetasa b (GSb) a la forma D, menos activa. Dado
que la modificación covalente (fosforilación) produce una inactivación
enzimática, se ha propuesto que la nomenclatura correcta sea (o-GSa), para la
forma enzimática más activa y no fosforilada (original), y (m-GSb), para la
menos activa y nmdificada (110). Es importante destacar que la forma más
activa, GSa, contiene siempre algo de fosfato (0,1 - 0,6 mol/mol subunidad;
103).

El efecto diferencia] de Glc-6-P ha permitido utilizar el parámetro
cinético llamado relación de actividad (%I). Este parámetro es la relación de
las actividades enzimáticas medidas en ausencia y presencia de Glc-6-P,
expresada en porcentaje, y disminuye al aumentar la fosforilación de la
enzima.

No obstante, dado que se ha demostrado recientemente que la regula
ción de la glucógeno sintetasa de distintos tejidos de mamíferos involucra

una múltiple fosforilación de la enzima (100, 101, 103, 104), el modelo de
sólo dos formas enzimáticas, I o GSa, y D o GSb, resulta inadecuado.
Consecuentemente, el parámetro %I no puede considerarse como la medida de la
fracción molar de la forma defosforilada. 1

La glucógeno sintetasa tiene una alta afinidad por el glucógeno,
que hace que normalmente se la extraiga de los tejidos formando un complejo
sedimentable con el polisacárido (98). Esta caracteristica ha sido apro
vechada para la purificación de la enzima. Asi, la mayoria de los métodos de
purificación incluye generalmente, como paso inicial, el aislamiento del
complejo enzima-glucógeno,. ya sea endógeno o inducido por el agregado de

polisacárido, en caso que el contenido del tejido sea bajo.
La glucógeno sintetasa ha sido purificada a partir de casi todos

los tejidos de mamíferos, fundamentalmente de músculo, higado, tejido adi

poso, corazón, riñón y placenta (103). La enzima de músculo esquelético de
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conejo ha sido la más estudiada, habiéndosela purificado en la forma I casi a
homogeneidaden varios laboratorios (111-118).

El análisis de estas preparaciones por electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de SDS, reveló un polipéptido principal de
aproximadamente 85.000 de peso molecular (103, 111, 113, 119, 120), asi como

también algunas especies menores de alrededor de 68.000 a 75.000 daltons.
Dado que estas especies menores pueden generarse "in vitro" por proteólisis
parcial de la forma de 85.000 daltons (103, 119, 120), es muy probable que

constituyan productos de degradación formados durante el proceso de purifica
ción.

El peso molecular de la glucógeno sintetasa nativa, estudiado
mediante diversas técnicas, mostró una gran variación, entre 140.000 y
500.000 daltons (100). Estos datos indican que la proteina es oligomérica,
pudiendo existir en distintos grados de agregación cuya formación no ha sido

aclarada aün. La forma tetramérica parecería ser realmente el estado nativo
de la enzima (103).

Por otra parte, los estudios de secuencia y análisis cuantitativos
del extremo N-terminal, demostrarOn la existencia de un solo tipo de subuni—

dad de peso molecular 85.000 (103). I
Respecto a las propiedades cinéticas, los estudios realizados

muestran una gran complejidad, debido fundamentalmente a la naturaleza oli
gomórica de la glucógeno sintetasa, a su regulación hormonal y no hormonal
que implica fosforilación covalente de la enzima, y también a la variación
del cosustrato aceptor que se utiliza en las reacciones.

En lo referido al dador de restos glucosilo, la enzima de mamíferos
es especifica para UDP-Glc, ya que ADP-Glc, TDP-Glc o pseudoUDP-Glc pueden

actuar como dadores, pero con una eficiencia muchisimo menor (98). La enzima
también es altamente especifica en cuanto al azücar transferido, no incor
porando galactosa, N-acetilglucosamina o maltosa a partir de los correspon
dientes nucleótido-azücares (98).

Aunque en la mayoria de los estudios se ha observado una dependen
cia hiperbólica de la velocidad de reacción respecto a UDP-Glc, con valores

de 50,5 entre 0,5 y 1 mM(103), también se han descripto algunos casos de
comportamiento no michaeliano, con valores de n de Hill menores que 1, que
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indicarïan cooperatividad negativa entre ias subunidades (112, 118).
Por otra parte, respecto a1 sustrato aceptor, si bien se ha

demostrado que tanto giucosa (121) como maltosa y maitotriosa (122, 123)
pueden actuar como aceptores de un resto glucosiio de] UDP-Glc, las altas
concentraciones requeridas para detectar sintesis significativa de] h0mólogo
inmediato superior, sugieren que esta reacción no puede ocurrir "in vivo"
(121).

En e] caso de ios maitooiigosacáridos como aceptores, ia afinidad
de 1a enzima es mayor que para giucosa o maitosa, aunque respecto a1

glucógeno es por lo menos dos órdenes de magnitud menor, calcuiando 1a con
centración en cantidad de grupos no reductores terminaies (98).

En cuanto a ios "primers" poiisacáridicos, su capacidad aceptora
depende de] grado de ramificación, peso moiecuiar y iongitud de las cadenas
externas, siendo ei giucógeno mejor aceptor que e] almidón, nativo o soiubi

iizado (98). E1 50,5 para e] giucógeno depende de 1a concentración de

UDP-Gic, variando entre 3,9 y 5,7 Pg/m] para vaiores de UDP-Gic de 0,67 y 3,3
mM,respectivamente (98).

Respecto a G1c-6-P, que es probabiemente e] efector más importante

de 1a enzima, actúa disminuyendo e] 50,5 para UDP-Gic, sin afectar demasiado
Vmáx(100, 103). Además, en presencia de] activador, ias curvas de saturación
de UDP-Gic no michaeiianas se vueiven hiperbóiicas (112). Los valores de

M0’5 para Gic-ó-P varian entre 2 y 50 FM, dependiendo de 1a concentración de
UDP-Gica 1a que se reaiice 1a curva de saturación de] efector (103).

Otros efectores enzimáticos importantes son ATP, ADP, AMP, UDPy

Pi, como inhibidores, y suifato y Mg++, como activadores (100, 103). Es
importante destacar que 1a presencia de G1c-6-P contrarresta ei efecto de ios
inhibidores.

Por último, como ya hemos mencionado, e] estado de fosforiiación
modifica ias propiedades cinéticas de 1a giucógeno sintetasa, importando
tanto e] grado como 1a distribución de ios grupos fosfato en ios sitios fos
foriiables de 1a enzima.

Los trabajos iievados a cabo por Cohen et a1. permitieron
estabiecer que 1a giucógeno sintetasa de müscuio puede ser fosforiiada "in
vitro" en siete residuos de serina de 1a subunidad, por acción de por io
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menos cinco quinasas de proteinas distintas (104, 119). Se demostró asimismo
que todos Ios sitios se encuentran fosforilados "in vitro“ (124).

La organización de 1os sitios fosforilables sobre 1a cadena poii
peptïdica se esquematiza en 1a Figura 18. La proteina quinasa dependiente de
cAMPfosforiïa 105 sitios 1a, lb y 2; 1a fosforilasa quinasa, e] sitio 2; 1a
giucógeno sintetasa quinasa-3, 105 sitios 3a, 3b y 3c; 1a giucógeno sintetasa
quinasa-4, e] sitio 2, y 1a g1ucógenosintetasa quinasa-5, e] sitio 5 (104).

En genera], la fosforiiación aumenta e1 50,5 para UDP-Glc, dismi
nuye el M0’5 para 1os inhibidores como Pi y ADP, y aumenta e] M0,5 para
Glc-6-P (104). La fosforiiación de 105 sitios 3a, 3b y 3c, ó 2, infiuye en
los parámetros cinéticos más que 1a del sitio 1a, pero dado que los efectos
son aditivos, los cambios son mayores cuando ios cinco sitios están fos
forilados (104). Por e] contrario, 1a fosforiïación de 1os sitios 1b ó 5 no
produce variaciones en 1as propiedades cinéticas de 1a enzima (104).

A pesar de no haber sido estudiadas tan exhaustivamente c0mo en e]

caso de müscuïo esquelético, 1as g1ucógeno sintetasas de higado (125-127) y

de corazón (128, 129) presentan muchas de 1as propiedades recién descriptas.

1.3.2.1.2.ENZIMA RAMIFICANTE

La formación de 1a estructura ramificada de] glucógeno está deter
minada por 1a acción concertada de 1a gïucógeno sintetasa y 1a enzima ramifi
cante (Figura 17, reacciones 4 y 5).

En 1a Figura 19 se esquematiza 1a acción de 1a enzima ramificante

sobre una seCCión de un giucano c11,4 1inea1. La enzima cataiiza 1a hidróli
sis de una unión (X1,4 no termina] (Figura 19 a), y posteriormente une e1
oiigosacárido Hberado a una cadena aceptora (11,4, a través de una unión
giucosïdica (Á1,6 (Figura 19 b y c; 7). La acción implica, entonces, una
transgiucosiiación, donde io que se transfiere es una cadena de g1ucosa (C)
de un dador a un aceptor (A o B).

"In vivo", e] Sustrato dador es una cadena externa de giucógeno que

ha sido alargada por 1a g1ucógeno sintetasa hasta una iongitud de 10-12 resi
duos de giucosa. La cadena aceptora, por su parte, podria ser 1a misma cadena
dadora (Figura 19 b) o una cadena externa vecina (Figura 19 c).

La enzima ramificante fue origina1mente descripta por Cori y Cori
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(130) en extractos de higado y corazón. La enzima ha sido purificada de
higado (131-133) y de müscuio esquelético (134, 135). La enzima es

monomérica, y parecería existir en más de una forma en 10s distintos tejidos
(132, 133, 135), habiéndose reportado una especie asociada a RNAen higado de
rata (132). E1 componente ribonucieoproteico no tendria importancia sobre 1a
actividad enzimática.

E1 mecanismo de acción de 1a enzima ramificante de higado fue estu
diado por Verhue y Hers (136). Utiiizando giucógeno marcado radioactivamente

con (14C)giucosa en ias cadenas externas no reductores, determinaron que 1a
enzima transferïa maitohexaosa y, preferenciaimente, maitoheptaosa, desde una

posición OKI,4 a una unión giucosïdica (11,6. Demostraron asimismo que ei
oligosacárido es transferido en bioque, y no cada resto giucosiio indivi
duaimente.

La enzima ramificante de higado puede actuar con aceptores cono

ami1osa, amiiopectina o dextrina-Q-lïmite de ami10pectina (131), siendo ios
mejores sustratos g1ucógenos con ramas externas alargadas de a1 menos 10 6 12

unidades de giucosa (7).
E1 mecanismo de sintesis de g1ucógeno por acción secuencia] de ias

enzimas giucógeno sintetasa y ramificante, se esquematiza en 1a Figura 20.

1.3.2.2.DEGRADACION

A1 igual que 1a síntesis, 1a degradación de] giucógeno invoïucra dos
etapas:
a) e] acortamiento de ias cadenas externas (Á1,4, por fosforóiisis cataiizada

por 1a enzima giucógeno fosforiiasa o ¡1-1,4-giucan: ortofosfato giucosii
transferasa (EC2.4.1.1.) (Figura 17, reacción 6), y

b) 1a desramificación de] poiisacárido remanente (dextrina ïïmite de fos
foriiasa o ‘Q-dextrina), por acción de 1a enzima desramificante (EC
3.2.1.33), que posee dos actividades enzimáticas, 1a oiigo-1,4—1,4-giucan
transferasa, y 1a ami1041,6-giucosidasa (Figura 17, reacción 7).

Exiten en mamíferos otras enzimas degradantes de] g1ucógeno, que

serán descriptas en 1a sección 1.3.2.2.3. (Figura 17, reacción 8).
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1.3.2.2.1.GLUCOGENO FOSFORILASA

La fosforilasa cataiiza el primer paso en 1a degradación intraceiu
Iar de] giucógeno, produciendo, en presencia de Pi, 1a iiberación de restos
giucosïdicos C*I,4 a partir de los extremos no reductores de ias cadenas
externas, formándoseGic-l-P segün 1a siguiente reacción:

(giucanooklfil)n + Pi -—-\ (giucanod1,4)n_1 + G1c-1-P

A pesar de que e] equiiibrio de esta reacción a pH 6,8 es 0,28, la
enzima funciona "in vivo" en e] sentido de 1a degradación de] poiisacárido,
ya que 1a reiación de ias concentraciones de Pi a G]c—1-P es mucho mayor que

1a constante de equiiibrio (102).
En cuanto a1 mecanismo de acción, Waiker y Nheian demostraron que

1a enzima detiene su acción degradativa antes de un punto de ramificación,
dejando en las cadenas A y B (Figura 16) 4 restos giucosiio (87). E1 rema

nente de 1a moiécuia de giucógeno no degradada se conoce como dextrina iimite

de fosforiiasa o W-dextrina.
La fosforiiasa fue descripta originaimente en müscuio, encontrándose

que requería AMPpara su actividad (137). Posteriormente se demostró 1a
existencia de otra forma enzimática, activa en ausencia de AMP(138).

A1 igua] que ias formas a y b de giucógeno sintetasa (sección
1.3.2.1.1.), ambas formas de fosforiiasa son interconvertibies por fos
foriiación covaiente, regulada hormona] y no hormonaimente (102). Esto ocurre
tanto en müscuio como en higado (99). Asimismo, 1a enzima tiene como cofactor
a1 fosfato de piridoxai (7, 102).

La fosforiiasa b nmscuiar, que es inactiva en ausencia de AMP, es
activada aiostáricamente por este nucieótido, y es inhibida por ATP, ADPy
G1c-6-P (7, 102). En cambio, en higado e] AMPtiene poco efecto sobre 1a fos

forilasa b, excepto en presencia de Na2504, F', soiventes orgánicos o aita
concentración de sustrato (99, 139). La faita de activación por AMPparecería
deberse a1 poco acopiamiento entre e1 sitio activo y e] sitio de] activador
de 1a enzima (139).

Por su parte, 1a fosforiiasa a difiere de 1a forma b por tener un
grupo fosfato en 1a Ser-14 de] poiipéptido, y por no tener ios controies
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alostéricos, ya que no presenta requerimiento absoiuto de AMP,y no es inhi
bida apreciabiemente por ATPy Glc-6-P, aunque si por glucosa (102). Las pro
piedades cinéticas de las formas a de higado y müsculo son similares (99).

En cuanto a1 daño, los estudios originaies de 1a enzima de müscuio

indicaban que 1a fosforiiasa b tenia 1a mitad de] peso moiecuïar de 1a forma

a. Posteriormente se demostró que 1a especie a era tetramérica y 1a b,
dimérica, disociándose ambas en ias respectivas subunidades por tratamiento
con reactivos de grupos -SH (102).

Si bien se postuió entonces que 1a transformación de 1a fosforiiasa b

en a impiicaba e] pasaje de] dimero a1 tetrámero, actualmente se acepta que
las propiedades enzimáticas de 1a fosforiiasa a no se deben a su existencia
c0mo tetrámero. Asi, en aigunas especies y en tejidos como ei higado, 1a

forma a es dimérica, a1 igual que 1a correspondiente forma b (99, 102). Más
aün, 1a fosforilasa a de müscuio es activabie por e] glucógeno, que induce el

pasaje de tetrámero poco activo, a dimero mucho más activo (140).
En cuanto a ias subunidades, por distintos criterios se ha visto que

son de un solo tipo. La correspondiente a fosforiiasa a de músculo se ha
secuenciado totalmente, consistiendo en un poiipéptido de 641 aminoácidos,
con un peso moiecuiar caicuiado de 97.412, que inciuye un grupo fosfato, un

acetiio y un piridoxal-fosfato (141).
Por üitimo, es importante destacar que existen a1 menos tres tipos de

isoenzimas: M (muscuiar), L (hepática) y B (cerebro, tejidos fetaies y
hepatomas) (142). En el caso de corazón de rata, se ha reportado recien
temente 1a existencia de dos formas nativas de fosforiiasa b, una que
correspondería a1 tipo M, y otra que seria de] tipo B, o bien de tipo
especifico de] corazón (143).

1.3.2.2.2.SISTEMA DESRAMIFICANTE

Comose nmncionó anteriormente, 1a acción de 1a fosforiïasa sobre

1a moïécuia de giucógeno' deja una ïQ-dextrina iimite ramificada. Por 10
tanto, para que 1a fosforiiasa pueda seguir degradando e] poiisacárido, se
debe eiiminar e] punto de ramificación.

La desramificación de la k9-dextrina tiene 1ugar en dos etapas
sucesivas (Figura 21) (7). La actividad de elige-1,4 -9 1,4 glucan
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transferasa hidroliza una unión CÁ1,4 de una cadena A y transfiere
maitotriosa a una cadena vecina (Figura 21 a), dejando expuesta 1a glucosa
de] punto de ramificación. Actüa entonces 1a ami]o-1,6 giucosidasa, que

hidroiiza la unión (¿1,6, iiberando giucosa (Figura 21 b).
Puede entonces voiver a actuar 1a fosforilasa, dejando una nueva

dextrina iimite que será sustrato para ei sistema desramificante.
El sistema de desramificación fue purificado originalmente de

müscuio, sin que se pudieran separar las actividades enzimáticas, sugirién
dose que ambas estarian asociadas a una misma proteina (144). Posteriormente,
1a enzima se purificó a homogeneidad, comprobándose que es una proteina

monomérica de peso molecuiar 160.000, que tiene las dos actividades
enzimáticas (145).

1.3.2.2.3.0TRAS ENZIMAS DEGRADANTESEEE GLUCOGENO

La degradación no fosforoiïtica dei glucógeno puede 11evarse a cabo
"in vitro" por otros dos tipos de enzimas de mamíferos, 1as O(-ami1asas y ias
d-giucosidasas.

a)CÁ-ami1asa: Esta enzima, cuyo ro] fisioiógico se desconoce, se encuentra en
higado, sangre, páncreas y saiiva. Es una endoenzima que hidroiiza uniones
giucosidicas (11,4. Su mecaniSmo de acción impïica dos etapas (146). En 1a
primera, libera maitotriosa, maitotetraosa y maitopentaosa, y aigo de
maitosa, a partir de ios extremos no reductores de] poiisacárido. En 1a
segunda etapa, 1ibera maitosa y oiigosacáridos ramificados, por degrada
ción de] interior de 1a moiécuia.

b) Órgiucosidasa: Las d-giucosidasas ácidas de iisosomas de higado (147, 148)
son exoenzimas que cataïizan 1a hidróiisis de 1as uniones (11,4 y Ci1,6
giucosidicas, degradando, por 10 tanto, compietamente ei glucógeno a glu
cosa. Estas enzimas actuarian en 1a degradación de] giucógeno fagocitado
por Ios 1isosomas.
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1.3.2.3.REGULACION

La mayor parte del glucógeno de mamïferos se encuentra en higado y

müsculo esquelético, donde cumple papeles diferentes. El glucógeno es poco
utilizado c0mo fuente de energia en el higado, que consume principalmente
ácidos grasos, pero almacena glucosa en forma de glucógeno cuando es abun

dante, y la libera en beneficio de otros tejidos, especialmente cerebro y
eritrocitos, durante el ayuno (99).

En cambio, en el müsculo esquelético, el glucógeno es la principal
fuente de energia para la contracción muscular. Cuando el müsculo se contrae,

el glucógeno es degradado para producir ATP, que mantiene la contracción,
formándose además ácido láctico. Gran parte del ácido láctico llegaría al
higado por la circulación, pudiendo convertirse en glucógeno hepático y luego
en glucosa sanguínea, o en glucosa sanguínea directamente (149). Dado que una

proporción de la glucosa circulante llegaría de vuelta al músculo, se puede
considerar este sistema c0moun ciclo, conocido comociclo de Cori.

El papel del higado como regulador de los niveles sanguíneos de glu

cosa ha sido cuestionado. Se aceptaba generalmente que la glucosa ingerida
después de un ayuno era removida de la circulación portal, y convertida en
glucógeno segün la llamada via directa, que se esquematiza a continuación
(7):

Glucoñgíg-GïEÉSglc-6-Pf6;?3-TÏ_G1c-l-P JEF:ETÉ UDP-Glc ï—zg—gfibGlucógeno
glucgquinasa comutgsa pirofosforilasa gixtegasa

Esta via de sintesis se contradecia con la observación realizada en

muchos laboratorios, de que la glucosa, aün en condiciones suprafisiológicas
y en presencia de insulina, es un precursor muy Inalo para la sintesis de
glucógeno, tanto en higado de rata perfundido como en hepatocitos aislados
(150). En cambio, en presencia de glucosa, precursores gluconeogénicos

(fructosa o lactato) y ciertos aminoácidos (Ala, Gln), las preparaciones de
higado sintetizan glucógeno a velocidades apreciables (150). Esta obser
vación, conocida como la "paradoja de la glucosa", sugirió que la llamada via
directa puede no tener gran importancia "in vivo".



Estudios realizados recientemente con ratas ayunadas inyectadas con
(U-14C, 3-3H)glucosa, sugirieron que la mayor parte del glucógeno sintetizado
en respuesta al carbohidrato exógeno (70-90%) se forma segün una via
indirecta (151). La glucosa se metabolizarïa primero a nivel de triosa, y la
síntesis subsiguiente de glucógeno dependerïa del flujo de carbono, probable
mente lactato, a través de gluconeogénesis. La via indirecta seria entonces:

Glucosa -—-—9lactato ——9 glucógeno

La producción de triosa seria extrahepática, probablemente en
intestino y/o núsculo. Esta hipótesis coincide con la formulación original
del ciclo de Cori, mencionada al comienzo de esta sección.

Contradiciendo en parte estos estudios, se ha demostrado que la vïa de
síntesis de glucógeno a partir de glucosa depende del estado metabólico pre
vio del animal (152). Asi, en hepatocitos de ratas ayunadas, se observó la
síntesis por la vïa indirecta, mientras que en células obtenidas de ratas
alimentadas, los resultados indicaron el uso de la via directa. La existencia
de la vïa directa en hepatocitos en cultivo, indicó además que esta via puede
funcionar "in vivo", no requiriéndose que la ruptura inicial de la glucosa a
triosa sea extrahepática.

Durante la alternancia de alimentación y ayuno corto, la glucemia es

mantenida dentro de limites normales debido a los grandes cambios que se
producen en la velocidad de sintesis y degradación del glucógeno. Estos cam
bios son controlados estrechamente, a través de mecanismos homeostáticos y
hormonales, por la disponibilidad de glucosa en el cuerpo.

Comose ha visto en las secciones anteriores, las etapas limitantes en
la sintesis y degradación del glucógeno están catalizadas por la glucógeno
sintetasa y la glucógeno fosforilasa, respectivamente. Ambasenzimas existen
en dos formas: a, que es activa, y b, que es inactiva en las condiciones

iónicas prevalecientes en la célula. Las formas a y b son interconvertibles a
través de la fosforilación por quinasas y defosforilación por fosfatasas, tal
como se indica en la Figura 22 (99, 104, 149). Esta interconversión está
regulada hormonalmente (en músculo, por adrenalina, glucogenolïtica, e insu
lina, glucogenogénica; en hïgado, además, por noradrenalina y glucagon, ambas
hormonas glucogenolïticas) y no hormonalmente (en músculo, por iones
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Ca++liberados por estimulo nervioso, glucogenolïtico).
La interconversión enzimática está controlada de manera coordinada, de

modo que la activación de una de las enzimas es paralela a la inactivación de
la otra, jugando la fosforilasa quinasa un papel importante en esta coor
dinación. En la Figura 23 se esquematiza el control nervioso y hormonal del
metabolismo del glucógeno en músculo esquelético.

En animales alimentados normalmente, la glucógeno sintetasa muscular
contiene 3 moles de fosfato/mol de subunidad, de los cuales más del 40%está

en los sitios 3a + 3b + 3c (Figura 18) (124). Después de administrar adrena
lina, la actividad enzimática disminuye, aumentando el contenido de fosfato a
5 moles/mol .de subunidad. El aumento se produce fundamentalmente en los

sitios 3a, 3b y 3c y 2. Estos resultados indicarïan que la glucógeno sin
tetasa quinasa 3 tiene un papel preponderante en la determinación de las pro
piedades cinéticas de la glucógeno sintetasa muscular (124). Confirmando
estos estudios, recientemente Cohen et al. (153) informaron que la admi
nistración de insulina produce una disminución especifica del contenido de
fosfato en los sitios 3a + 3b + 3c (0,4-0,45 mol/mol subunidad), que se ve

acompañada por un aumento en la actividad enzimática. Por lo tanto, aunque se
desconoce el mecanismo molecular de la acción de la insulina, el mismo invo

lucrarïa la glucógeno sintetasa quinasa 3 y también a las fosfatasas 1 y 2A
que defosforilan normalmente la glucógeno sintetasa muscular (153).

1.4.ANTECEDENTES RECIENTES I_OBJETIVOS QE ESTA INVESTIGACION

1.4.1.SINTESIS "DE NOVO" DE GLUCOGENO

El mecanismocelular operante en la síntesis del glucógeno, esto es, la
necesidad de un "primer" para la reacción de la glucógeno sintetasa, planteó
desde un primer momento el problema de la síntesis "de novo" de este poli
sacárido.

Goldenberg demostró en 1962 que una preparación parcialmente purificada

de glucógeno sintetasa de músculo de rata podia utilizar maltosa o
maltotriosa como aceptores de glucosa de UDP-Glc, para dar los homólogos

inmediatos superiores (122). Sin embargo, la alta concentración de aceptores
usada y la baja eficiencia de las transferencias permite descartar un papel



ESTIMULACION

ELECTRICA

29 MENSAJERO

Ca2+

L
CALMODULINA

L
FOSFORILASA QUINASA

ACTIVADA

Ph ACTIVADA

ESTIMULACION

GLUCOGENOLISIS

-68

ESTIMULACION

P-ADRENERGICA

29 MENSAJERO

CAMP

cAMP-PrK

ACTIVADA

J,
GS INACTIVADA

J,
INHIBICION

SINTESIS DE

GLUCOGENO

INSULINA

29 MENSAJERO

?

GSK-3 INHIBIDA /

PPP-1 ACTIVADA

N/

GS ACTIVADA

NI
ESTIMULACION

SINTESIS DE

GLUCOGENO

Fig. gg: CONTROL HORMONALX_NERVIOSO DEL METABOLISMO ggL GLUCOGENOgg MUSCULO
EEQEEEEÉIIZÏ__—_—

Abreviaturas como en 1a Fig. 22.



_ 69 _

fisioïógico para 1as mismas. De modo simiiar, Larner et a1. demostraron
posteriormente que una preparación a1tamente purificada de gïucógeno sin

tetasa de músculo de conejo cataïizaba 1a sintesis de maitosa a partir de
UDP-Glc y gïucosa (121). Nuevamente, 1a aita concentración de glucosa
requerida para observar una sintesis significativa de maltosa, hizo descartar
a los propios autores 1a posibiïidad de que 1a giucógeno sintetasa pudiera
utiiizar "in vivo" aceptores tan pequeños comogïucosa, maitosa, maitotriosa,
etc.

E1 origen de] "primer" para 1a sintesis de] gïucógeno se habia p1an
teado aün antes de describirse 1a existencia de 1a gïucógeno sintetasa (105).
En 1951, Feigin et a1. informaron que una preparación de fosforiïasa de
müscuio de conejo era capaz de sintetizar gïucógeno en ausencia de aceptor
(154). Estos resuitados fueron corroborados con posterioridad por Cori et
a1., utiiizando preparaciones más purificadas (155, 156), pero ias evidencias
fueron dejadas de 1ado a1 demostrarse más tarde 1a existencia de "primer"
contaminando e] sustrato Gic-l-P usado en 1a reacción (157).

La fosforiïasa también fue invoïucrada en 1a sintesis "de novo" de]

gïucógeno en aigas azu1—verdosas. En base a 1a demostración de 1a sintesis

de] poiisacárido cataiizada por una isoenzima de fosforiiasa en ausencia de
"primer" (158), Fredrick postuió 1a siguiente hipótesis: existiría en aigas
una enzima, 1a UDP-Giczproteina transgïucosiiasa, que giucosiiaria ios gru
pos -0H de ios residuos serina de 1a fosforiïasa. Estos residuos glucosiïo en
1a enzima actuarian como "primers" para 1a fosforiiasa, la que Ios alargaria
a partir de Gic-l-P, hasta que tuvieran e1 1argo adecuado como para ser
sustratos de 1a UDP-GÏC:glucosiitransferasa.

Por otra parte, un mecanismo distinto fue propuesto por Gahan y Conrad,

quienes estudiaron 1a sintesis "de novo" de] giucógeno en 1a bacteria
Aerobacter aerogenes (159). Estos investigadores encontraron que una fracción
purificada de glucógeno sintetasa, Iibre de glucógeno, cataiizaba 1a sintesis
de poïisacárido en ausencia de aceptor exógeno. Esta reacción, que era muy

1enta, era estimuiada notabiemente por una proteina presente en e] sobrena
dante de 105.000 x g de ios cuitivos. A partir de ios resuïtados obtenidos en
experimentos de puiso y "Chase", conciuyeron que durante 1a sintesis "de
novo“ e] poïisacárido crecia por e] extremo reductor, y propusieron entonces



que e] aceptor inicial seria 1a propia glucógeno sintetasa. El esquema
biosintético "de novo" seria entonces similar a1 descripto para ios dextranos
(sección 1.2.3.2., Fig. 14).

Dentro de ios estudios pioneros sobre e] mecanismo de iniciación de 1a
biosïntesis de] giucógeno se destacan los trabajos de Krisman et a1. En ese

Iaboratorio se demostró iniciaimente que una fracción microsomai de higado de
rata, libre de giucógeno endógeno, cataiizaba 1a transferencia de restos giu
cosiio a partir de UDP-(14€)Gic a un compuesto insoiuble en TCA(160, 161).
Esta transferencia requería a1ta concentración de saies, y ocurría 5610 en
ausencia de aceptor, ya que a1 agregar giucógeno durante 1a incubación, 1a
totaiidad de 1a marca se incorporaba a una fracción soiubie en TCAe inso
1ub1e en etanoi. Por otra parte, en cuanto a1 compuesto insoiubie en TCA, 1a
radioactividad era soïubiiizada por tratamiento ácido suave, asi cano también

por tratamiento con enzimas amiioiïticas o proteoiïticas, indicando que e]
compuesto sintetizado. consistía en giucanos C{1,4 unidos a proteina.
Posteriormente, Krisman y Barengo confirmaron que este proteoglucano era un

intermediario en 1a sintesis de] giucógeno ya que, reincubando 1a fracción

insoiubie en TCA, sintetizada a partir de UDP-(14€)Gic en concentración FM,
con UDP-Gic mMy enzima ramificante, 1a marca radioactiva se recuperaba en un

compuesto que por distintos criterios se comportaba como giucógeno (162). En
base a estas evidencias experimentaies se postuió e] modeio para 1a ini

ciación de la biosïntesis de] giucógeno que se esquematiza en 1a Fig. 24. E1
mecanismo invoiucrarïa dos etapas: en 1a primera (A), cataïizada por una
enzima nueva iiamada giucógeno sintetasa iniciadora, se formarïan giucanos
(¿1,4 unidos a una proteina aceptora. En 1a segunda etapa (B), ios giucanos
de] proteogiucano asi formado servirïan comoaceptores para 1a giucógeno sin
tetasa y 1a enzima ramificante, sintetizándose moiécuias de gïucógeno unidas
a proteina. Este modelo es apoyado por estudios reaiizados en otros sistemas.
La sintesis "in vitro" de giucanos ck1,4 unidos a proteina ha sido reportada
en sistemas taies comoEscherichia coii (163, 164), Neurospora crassa (165) y
retina de vaca (166). En todos estos casos, 1a principa] evidencia de 1a
unión carbohidrato-proteïna reside en 1a precipitabilidad por TCAde los glu
canos sintetizados, y en 1a sensibiiidad de estos compuestos a1 tratamiento
con enzimas proteoiïticas.

\



o
UDPG‘

Proteína

Producto-Glucógeno

Sintetasa iniciadora del
7

Glucógeno
alta conc. de sales

Precursor

o
UDPG

*Glu_cqgenoSintetasaoRammcante

Figfi: MODELO _D_E_KRISMAN PARA H INICIACION QE ji BIOSINTESIS D_EL_
GLUCOGENO.



La existencia de una proteina unida al glucógeno sugerida en este
modelo se relaciona con un viejo problema referido al nétodo de extracción

del polisacárido. Algunos investigadores habian demostrado que los tejidos
contenían dos formas de glucógeno. Una de ellas, el "lioglucógeno", era
fácilmente extraible con agua o TCAdiluido, mientras que el glucógeno rema
nente, “desmoglucógeno”, sólo se podia extraer por digestión con solución
alcalina caliente (167). Se postuló que esta última fracción era insoluble en
TCAdebido a la presencia de proteina unida al polisacárido. Estas obser
vaciones fueron objetadas por Roe et al., quienes sugirieron que las dos
fracciones de glucógeno eran un artificio del método de extracción con TCA
(168). A pesar de las objeciones, la existencia de desmoglucógeno ha sido
reportada en müsculo cardiaco de rata (169), higado de rata (170), müsculo

esquelético de conejo (171), retina de vaca (166), asi como en el hongo
Ascobolus furfuraceus (173). En los casos de müsculo esquelético y retina se
ha sugerido que el aminoácido involucrado en la unión proteina-polisacárido
seria tirosina (171, 172).

Si bien el mecanismo esquematizado en la Figura 24 fue planteado ini
cialmente para la sintesis "de novo" del glucógeno, Krisman y Barengo han

sugerido que probablemente todos los polisacáridos se inicien unidos a una
estructura distinta del propio polimero (164). En tal sentido, las proteinas
parecerian ocupar un lugar preponderante comoaceptores para la sintesis "de
novo" de polisacáridos. Ya se han descripto los casos de los glicosaminogli
canos (sección 1.2.1.2.) o del manano (sección 1.2.2.2.), que existen "in
vivo“ como proteoglicanos. Otro ejemplo seria el de los dextranos (sección
1.2.3.2.), en el que el aceptor proteico seria la propia enzima, teniendo el
proteoglicano una existencia transitoria.

El almidón es otro polisacárido que parece iniciarse unido a una pro
teina. Slabnik y Frydman demostraron que una fosforilasa de papa era capaz
de sintetizar polisacárido en ausencia de "primer", y sugirieron que esta
isoenzima actuaria transfiriendo residuos glucosilo a partir de Glc-1-P a la
propia molécula enzimática, creando de ese modo su propio aceptor (173a).

Preiss et al. (174) aislaron distintas isoenzimas de la ADP-Glc:o(1,4
glucan-d1,4 glucosil transferasa de hojas de espinaca, una de las cuales
catalizaba la sintesis de polisacárido en ausencia de aceptor. Esta trans



ferencia requería a1ta concentración de saies y era estimulada por agregado
de a1bümina. Si bien iniciaimente los autores postularon que 1a transferencia
observada hnpiicaba 1a formación de un proteoglucano (174), en un trabajo

posterior demostraron 1a existencia de "primer" contaminando 1a preparación
enzimática (175). La aita concentración saiina era requerida entonces para
aumentar 1a afinidad de 1a enzima por e] aceptor contaminante y permitir que
1a sintesis tuviera lugar. Una conciusión similar fue propuesta por Wheiany

co]. para justificar 1a síntesis en ausencia de aceptor observada por eïios
en maiz du1ce (176). Por e] contrario, ios estudios iievados adeiante por
Cardini et a]. indican que en tubércuio de papa (177-179) se puede sintetizar
"in vitro" una gïucoproteïna específicamente a partir de UDP-Gic. Esta glu
coproteïna seria posteriormente usada como aceptor para ei aiargamiento de
los giucanos Ci1,4 a partir de ADP-Gic, UDP-Gic o Gic-l-P, constituyendo un
intermediario en 1a sintesis dei aimidón. Evidencias simi1ares han sido

reportadas en maiz (180). En cuanto a 1a unión giucosii-aminoácido, estos

autores han demostrado 1a existencia de giucosa unida a serina o treonina,
sugiriendo que ias cadenas precursoras dei almidón crecerïan sobre dichos
residuos (181).

Por otra parte, se ha encontrado que otros poiisacáridos, Comoe] para

miión (giucano Q1,3) de Eugiena graciIis (182) o e] giucano ©1,2 cïciico de
Agrobacterium tumefaciens (183) se sintetizan “de novo" unidos a proteina. En
ei caso de A¿_tumefaciens, e] giucano ciciico es un exopoiisacárido que seria
sintetizado como poiïmero iineai unido covaientemente a una proteina de 1a
membrana interna bacteriana y que, al iiegar a un largo de cadena de 17-24,
se 1iberarïa de 1a proteina y simuitáneamente se ciciizarïa (183).

1.4.2.0BJETIVOS QE ESTA TESIS

Comoya hemos mencionado, Bartiey y Dean (169) demostraron 1a existen

cia de giucógeno unido a proteina en corazón de rata. De acuerdo con sus
observaciones, airededor de] 50% dei giucógeno extraïbie por agua a 100°C

parecïa estar unido a proteina dado que era insoiubie en TCA.Por otra parte,
aproximadamente 25% de] giucógeno seguia unido a péptidos aün después de
digestión con soiución a1ca1ina caIiente. Las fracciones de giucógeno inso
iubie podian ser soiubiiizadas por incubación con enzimas proteoiïticas.



Estos resuïtados, si bien no demostraban una unión covaiente entre poii
sacárido y proteína, sugerïan una fuerte asociación de ambos, e indicaban que
el músculo cardíaco de rata podia constituir un sistema apropiado para estu
diar 1a sintesis “de novo" de] giucógeno.

E1 objetivo de este trabajo de tesis fue, entonces, tratar de eiucidar
e] mecanismo de iniciación de 1a biosintesis del glucógeno en músculo

cardíaco de rata. En base a ias evidencias obtenidas “in vitro" por Krisman
et a]. en hígado de rata (160-162) y g¿_cgli (163, 164), y a ios datos de
extracción de giucógeno reportados por Bartiey y Dean (169), se intentó
demostrar que en corazón de rata e] giucógeno se sintetiza "de novo" unido a
un aceptor proteico.



2.MATERIALES Y METODOS

2.1.SUSTRATOS ï_ENZIMAS AUXILIARES

2.1.1.3USTRATOS RADIOACTIVOS

(14€)giucosa 1-fosfato (220 Ci/moi) fue adquirido en New Engïand
NucIear. GDP-(I4C)giucosa (277 Ci/moi) provino de AmershamSearïe.

Los siguientes compuestos radioactivos fueron preparados por Susana

Raffo, Marta Eirin y Marta Bravo (Instituto de Investigaciones Bioquímicas
“Fundación Campomar“), a partir de (U-14C)giucosa, proveniente de NewEngIand
NucIear:

- UDP-(14€)giucosa (329 Ci/moi), preparada segün e] método de Thomas et a1.
(184), con 1igeras modificaciones.

- ADP-(14C)giucosa (90 Ci/moI), preparada segün Io descripto por Recondo et
a1. (185).

- (14C)qucosa 6-fosfato (329 Ci/moï), preparada segün 1a técnica de SIein
(186).

Todos Ios compuestos fueren utiiizados en Ios ensayos directamente o
desPués de diluirios con 10s respectivos sustratos no radioactivos (Sigma),
11evándolos a Ias actividades especificas que se indiquen en cada caso.

(14C)giucógeno se preparó utiIizando giucógeno Iibre de proteinas (ver
sección 2.1.3.) como sustrato en una reacción enzimática GS-l, como Ia
descripta en 1a sección 2.3.1. La actividad especifica fina] fue de 140.000
cpm/mg de glucógeno.

2.1.2.ENZIMAS AUXILIARES

Las siguientes enzimas provinieron de 1as fuentes mencionadas a
continuación: proteasa tipo VIII P5380 (subtiiisina; Iibre de actividad ami

Ioiitica, ver sección 2.3.3.» CK-amiiasa bacteriana tipo IIA A6380,
0k-ami1asa insqubIe A5386 y amiIoquccsidasa A7255, de Sigma Chemicai Co.;

Q-amiiasa de cebada, de MannRes. Lab.



2.1.3.PREPARACION QE GLUCOGENOLIBRE QE PROTEINAS

Se tomaron 10 mg de giucógeno de higado de conejo (tipo III, Sigma) y

se agregó 0,9 m1 de KOH33%, calentando a 100°C durante 20 min. Después de 1a

digestión alcaiina, se precipitó el giucógeno por agregado de 0,2 m1 de eta
noi 96%, recogiéndose e] precipitado por centrifugación. E1 giucógeno se
disoïvió en 0,1 m1 de agua y se agregó 1uego 0,5 m1 de TCA 10%. E1 sobrena

dante se separó por centrifugación, y e] glucógeno se reprecipitó por agre
gado de 1,5 volúmenes de etano] 96%. Después de separar e] precipitado por
centrifugación, e] giucógeno se redisoïvió en agua y se reprecipitó dos veces
más. E1 precipitado fina] de giucógeno se disoïvió en agua hasta una con
centración de 10 mg/m].

2.2.PREPARACION QE_ENZIMA

2.2.1.0BTENCION QE SEDIMENTOSQE_100.000 x_150.000 ¿ig

Se utiiizaron ratas Wistar cuyo peso osciiaba entre 200 y 300 g. Se
mantuvo a ios animaies en ayuno durante 3 dias y 1uego se ies inyectó intra

peritonealmente 20 unidades de insuiina bovina (Eiy Liiiy)/anima1. Después de
1 h ios animaies fueron decapitados. Aiternativamente, 1as ratas fueron aii
mentadas normaimente segün una dieta comünde 1aboratorio, hasta ser sacrifi
cadas. No se observaron diferencias significativas en cuanto a1 rendimiento o
ias propiedades de ias preparaciones enzimáticas obtenidas según ambos proce
dimientos.

Inmediatamente después de 1a decapitación, se extrajeron ios corazones
y se ios colocó en una solución que contenía sacarosa 0,25 M, EDTA-NapH 7,0

5 mMy 2-mercaptoetan01 10 mM(soïución A), mantenida a 0-4°C. Se utiiizaron

60-100 g de tejido por cada preparación (100 ratas).
Antes de ser homogeneizados, Ios corazones fueron mantenidos durante 48

h a 0-4°C cubiertos por solución A, 1a que se renovó varias veces.
Posteriormente, los corazones se cortaron tratando de dejar sóio e] müscuio,
y se eïiminaron cuidadosamente ios coágulos de sangre mediante una pinza, a

fin de evitar 1a contaminación con (j-amiiasa sanguínea.



El müsculo fue homogeneizado entonces en dos volúmenes (v/v müsculo) de

solución A que contenía PMSF1 mM(Solución B), utilizando un homogeneizador

Sorvall Omnimixer a velocidad máxima. Este y todos los pasos subsiguientes se
realizaron a 0-4°C.

El homogenato se centrifugó durante 20 min a 25.000 x g en una
centrífuga refrigerada marca Sorvall. El sedimento obtenido se lavó con un
volümen (v/v original) de solución B, reuniéndose los sobrenadantes de ambos

pasos (Extracto crudo).
El extracto crudo se centrifugó durante 3 h a 100.000 x g en una

centrífuga refrigerada marca Beckman (Modelo L5-50 o L8-80), y el sedimento

resultante se resuspendió en solución A, a una concentración final de pro

teínas de 50-80 mg/ml (fracción P100).
El sobrenadante de 100.000 x g se centrifugó luego a 150.000 x g

durante 3 h, y el sedimento obtenido se resuspendió del mismo modo que

P100 (fracción P150).
Las fracciones P100 y P150 fueron guardadas a -20°C, manteniéndose las

actividades enzimáticas en forma estable durante varios meses.

2.2.2.PURIFICACION DE LA GLUCOGENOSINTETASA

2.2.2.1.A_PARTIR QE SEDIMENTOSEE 150.000 ¿“g

La fracción P150 de la que se partió se obtuvo siguiendo el esquema
descripto en el punto 2.2.1., con la excepción de que el extracto crudo se
centrifugó directamente a 150.000 x g durante 3 h, a fin de obtener un mayor
rendimiento proteico. El sedimento así obtenido se resuspendió mediante homo
geneización en un homogeneizador vidrio-teflón, en glicina 50 mM,

2-mercaptoetanol S mM, EDTA5 mM, glicerol 25% (v/v) y PMSF 1 mM, ajustado a

pH 8,0 con NaOH(buffer C). A esta fracción se la denominó Sed150.

La posterior purificación de 1a fracción Sed150 consistió en los
siguientes pasos:
a) Cromatografía de intercambio iónico en columna gg DEAE-celulosa. La misma

se llevó a cabo segün se detalla en la sección 2.7.4. Las fracciones que
presentaron actividad enzimática se juntaron segün se indica en la Figura
43 (D1 y 02), y se dializaron exhaustivamente contra buffer C.



b) Cromatografía en coiumna geld-amino buti] agarosa. Las fracciones DI y DZ
(Fig. 43) se cromatografiaron en columnas delü-amino buti] agarosa, en 1as
condiciones descriptas en 1a sección 2.7.5. Las fracciones con actividad
enzimática se juntaron segün se indica en ia Figura 44 (DIA y 02A) y se
diaïizaron exhaustivamente contra buffer C.

Las distintas fracciones se guardaron fraccionadas a -70°C, man
teniéndose 1a actividad enzimática en forma estable durante varios meses.

La tabia de purificación correspondiente a este protocoïo se presenta
en 1a Tabïa XVII.

2.2.2.2.5 PARTIRE SOBRENADANTEE 25.000 ¿EL

La fracción sobrenadante de 25.000 x g se obtuvo segün lo descripto
en 1a sección 2.2.1. con ias siguientes modificaciones. Después de mantener
10s corazones durante 48 h a 0-4°C, ios mismos fueron homogenizados en dos

voïümenes (v/v müscuio) de buffer que contenía gïicina 50 mM, 2-mercap

toetano] 5 mM, EDTA 5 mM, giiceroi 25% (v/v) y PMSF 1 mM, ajustado a pH 8,6

con NaOH(buffer D). E1 homogenato se centrifugó durante 30 min a 11.000 x g,

y ei sedimento se reextrajo con un voiümen (v/v originai) de buffer D. Los
sobrenadantes de ambas centrifugaciones se juntaron (Extracto crudo) y se
centrifugaron durante 30 min a 25.000 x g. Se descartó e] sedimento, y e]

sobrenadante (Fracción Sob25) se purificó posteriormente por cromatografía en
coïumnas de DEAE-ceiuïosa y hLamino butii agarosa, según se detaiia en ias
secciones 2.7.4. y 2.7.5., respectivamente.

La fracción enzimática purificada (fracción DIA) se concentró por
ultrafiïtración a través de una membrana PM30 (Amicon Co). La fracción DIA

concentrada se guardó fraccionada a -70°C, manteniéndose 1a actividad
enzimática en forma estabie durante varios meses.

Esta fracción era semejante a 1a fracción DIA preparada a partir de

sedimentos de 150.000 x _g (sección 2.2.2.1) en cuanto a 1a actividad
específica, cinética y activación por Gic-G-P de 1as actividades enzimáticas
GS-l y GS-2.

Esta preparación se utilizó en Ios experimentos descriptos en las sec
ciones 3.7.2.2.1., 3.7.2.2.2. y 3.8.



2.3.MEDICION QE_ACTIVIDADES ENZIMATICAS

2.3.1.ENSAYO E! PRESENCIA QE "PRIMER". INCORPORACION QE GLUCOSA A_GLUCOGENO

SACTIVIDADGS-l).

La actividad de giucógeno sintetasa se ensayó segün 10 descripto por
Rothmany Cabib (187), con aigunas modificaciones.

Las mezclas de incubación contenían: giicina-NaOH pH 8,6 100 mM,

EDTA-Na pH 8,8 25 mM, DTT 5 mM, giucógeno 1% (p/v), GIc-G-P 9 mM, UDP-(140) 1

mM(400 cpm/nmoI) y 5-500 Pg de proteina enzimática, en un voiümen tota] de
0,1 mI.

Las inCubaciones se reaiizaron a 37°C, durante 105 tiempos indicados en
cada caso. Después de 1a incubación, 1as reacciones se detuvieron por agre
gado de 0,9 m1 de KOH33%, y 10s tubos se caientaron a 100°C durante 15 min.

E1 giucógeno se precipitó entonces por agregado de 1,5 m1 de etano] 96%,

separándose e] precipitado por centrifugación. E1 giucógeno se redisoIvió en
0,5 m1 de agua y se reprecipitó por adición de 1 m1 de etanol 96%. La preci

pitación fue favorecida mediante e] agregado de 2-3 gotas de soiución
saturada de acetato de amonio. E1 precipitado fina] de qucógeno (Fracción
KOH-EtOpr), recogido por centrifugación, se disoivió en 0,2 m1 de agua, se
transfirió a un via] de centeiieo y se contó Ia radioactividad con soiución
de Bray (188), en un contador de centeiieo liquido Packard (modeio 2002 o
3003) o Beckman (modeIo LS 8100).

Una unidad de actividad enzimática corresponde a 1a incorporación de 1

pmo] de qucosa a partir de UDP-Gic a1 qucógeno (Fracción KOH-EtOpr) por
minuto. La reIación de actividad de giucógeno sintetasa (%I) se refiere a1
cociente de ias actividades enzimáticas medidas en ausencia y presencia de
GIc-6-P 9 mM.

2.3.2.ENSAYO E! AUSENCIA QE "PRIMER". INCORPORACION QE GLUCOSA A PROTEINA

{ACTIVIDAD GS-Z!

La incorporación de glucosa en ausencia de giucógeno se determinó cano
se describe a continuación. Las mezcïas de incubación contenían: Mes pH 6,5
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100 mM, EDTA-Na pH 7,0 25 mM, DTT 5 mM, UDP-(14€)Glc 4 PM (700 cpm/pmoï) y

5-500 pg de proteina enzimática, en un voiumen tota] de 0,1 m1.
Después de incubar a 37°C durante los tiempos que se indiquen en cada

caso, las reacciones se detuvieron por agregado de 0,5 m1 de TCA 10% frio.

Los tubos se centrifugaron durante 10 ¡nin a 6.000 rpm en una centrífuga
refrigerada marca Sorvai], separándose dos fracciones: un precipitado pro
teico y una fracción solubïe en ácido.

E1 precipitado proteico se iavó dos veces con 0,5 m1 de TCA10%frio, y

finaimente con 0,5 m1 de n-butano]. El precipitado fina] (Fracción TCAPP)se
transfirió a un via] de centeiieo, y se contó 1a radioactividad con soiución
de Bray (188) en un contador de centeiieo 1ïquido.

Por otra parte, a 1a fracción soïubie en ácido se ie agregó 1 mg de

glucógeno como "carrier", y 1uego 1,5 voiümenes de etano] 96%, y se procedió

c0mo se describió para e] ensayo GS-l. E1 precipitado fina] de giucógeno
(Fracción TCAsoi-EtOpr) se disoivió en 0,2 m1 de agua, se transfirió a un
vial de centeiieo y se midió su radioactividad con soiución de Bray (188) en

un contador de centeiieo iiquido.
Una unidad de actividad enzimática corresponde a 1a incorporación de 1

pmo] de giucosa a partir de UDP-Gic a 1a fracción TCApppor minuto, caicuiada
después de] periodo "1ag" de 1a reacción.

En los casos en que se indique, las mezclas de incubación se procesaron
segün e] método de los papeies de fi1tro tratados con TCA(189). Brevemente,
después de 1a incubación ias mezcias fueron adsorbidas sobre papeies Whatman

N° 4 (3 x 4 cm) pretratados con TCA20%, introduciendo ios mismos en forma de

roliito en los tubos. Una vez adsorbida toda 1a mezcia de reacción, Ios pape
les se retiraron de ios tubos y se coiocaron durante 10 min en un vaso de

precipitados conteniendo TCA10%frio (10 mi/papei), con agitación ocasiona].
Estos 1avados se repitieron tres veces. Posteriormente, 10s papeies se
lavaron dos veces con acetona, y finaimente se secaron bajo corriente de aire
caliente. Cada pape] se introdujo en forma de roiio en un via] de centelieo,

y se le midió 1a radioactividad (Fracción W4-TCA)con soiución centelïeadora
de 0,4% Omnifiuor (Packard) en tolueno.



2.3.3.ENSAYO QE_ACTIVIDAD AMILOLITICA

Se determinó usando 50 pg de (14C)-giucógeno 1ibre de proteinas (7.000
cpm) como sustrato en una mezcia de reacción de actividad GS-2, en 1a que se

habia anitido UDP-(14€)Glc. Después de 1a incubación, se agregaron 0,5 m1 de

TCA10%frio, y las mezcias se siguieron procesando como se describió para e]

ensayo GS-2 (sección 2.3.2.). Se determinó 1a radioactividad en e] precipi
tado fina] de giucógeno (Fracción TCAsoi-EtOpr).

Para 1a determinación de actividad muiioiitica en 1a preparación de
proteasa (subtiiisina), 1a enzima se incubó durante 48 h con (14C)—giucógeno,
en las condiciones descriptas en 1a sección 2.6.1. A distintos tiempos se
tomaron aiicuotas de 1a mezcia, y se ies agregó 3 voiümenes de etanoi en pre

sencia de acetato de amonio. Se determinó 1a radioactividad presente en ias
fracciones soiubie e insoiubie en aicohoi. En las condiciones descriptas, no
hubo iiberación de (14C)giucosa de] precipitado etanólico, indicando que 1a
subtiiisina estaba iibre de actividad amiioiitica.

2.4.RECUPERACION QE MUESTRAS RADIOACTIVAS

2.4.1.FRACCION TCAQE

Una vez determinada 1a radioactividad presente en 1a fracción TCApp, es
posibie recuperar ia muestra a fin de reusaria. Para ello, se retiró de ios
viaies con una pipeta Pasteur 1a mayor cantidad posible de Iïïquido cen
te11eador, tratando de no traspasar particuias de precipitado. E1 iiquido
remanente se agitó en Vortex a fin de resuspender la totaiidad de] precipi
tado, y se traspasó a un tubo. E1 liquido residuai se separó por centrifuga
ción, y Ios precipitados se 1avaron varias veces con metano], hasta eiiminar
ei oior y 1a f1uorescencia caracteristicas de 1a mezcla de Bray (como minimo
se reaiizaron 5 1avados)..Fina1mente se hicieron dos 1avados con éter, y 10s

precipitados se secaron bajo corriente de aire frio.



2.4.2.PAPELES pg FILTROTRATADOS(MM

Un procedimiento similar se llevó a cabo para recuperar muestras
radioactivas de papeles w4-TCA.En este caso, una vez finalizados los lavados

con metanol (10 ml/papel), se hicieron dos lavados con acetona y los papeles
se secaron posteriormente bajo corriente de aire frio.

2.5.TRATAMIENTOS QUIMICOS

2.5.1.HIDROLISIS ACIDA SUAVE

2.5.1.1.FRACCION TCApp

La fracción TCApp se resuspendió en 0,2 ml de HCl 0,1 o 0,01 N, segün

se indique, y se calentó a 100°C durante los tiempos indicados en la sección
Resultados. Después de la hidrólisis, se enfrió el tubo en baño de hielo, se
neutralizó con NaOH, y se le agregó proteina "carrier" y 0,5 ml de TCA 10%
frio. Después de centrifugar, el precipitado resultante se lavó con 0,2 ml de
TCA 10% frio, juntándose ambos sobrenadantes. El precipitado se lavó
finalmente con n-butanol, se transfirió a un vial de centelleo, y se contó la
radioactividad remanente con solución de Bray (188).

La fracción soluble en ácido se extrajo varias veces con 1 ml de éter

para eliminar el TCA, y se llevó luego a sequedad bajo presión reducida. El
residuo se resuspendió tres veces en 0,2 ml de piridina anhidra, llevando a
seco cada vez. Finalmente, se resuspendió en 0,2 ml de piridina anhidra, se
centrifugó y se separaron las sales de la fracción soluble. Esta última se
llevó a sequedad, se resuspendió en 0,2 ¡nl de agua, se transfirió a una
planchuela de vidrio, y se secó bajo corriente de aire frio. Las sales preci
pitadas se trataron de manera similar. En ambos casos se determinó la
radioactividad presente en'las muestras, leyendo las mismas en un contador de
flujo.

Alternativamente, la fracción TCAppse resuspendió en 0,5 ml de HCl
0,01 N, y se calentó a 100°C durante los tiempos indicados en la sección
Resultados. A continuación, se agregaron 2,5 ml de cloroformo: metanol (3:2)



y se recuperó 1a fase superior. La interfase proteica se iavó dos veces con

cioroformo: metano]: H20 (1:16:16), juntándose ios 1avados con 1a fase
superior de 1a primera partición. Esta fracción se transfirió a una
pianchuela de vidrio, se secó bajo corriente de aire, y se determinó su
radioactividad en un contador de fïujo.

2.5.1.2.PAPELES g FILTROTRATADOSMM

Una vez recuperadas 1as muestras N4-TCAcomo se indicó en 1a sección

2.4.2., se introdujeron ios ro11itos en tubos de ensayo y se agregó HC] 0,1 o
0,01 N, segün se indique, hasta cubrirïos. Los tubos se calentaron a 100°C
durante distintos tiempos, y 1uego se colocaron inmediatamente en un baño de
hieio. Los papeies se retiraron entonces de ios tubos, y se 1avaron con TCAy
acetona de forma simi1ar a 1a descripta en 1a sección 2.3.2. Finaimente, ios
pape1es se secaron y se contó 1a radioactividad remanente con quuido cen
teileador tolueno-omnifiuor.

2.5.2.PERMETILACION E_HIDROLISIS TOTAL QE_LA_FRACCION TCApp

La fracción TCAppproveniente de una reacción GS-2 incubada durante 120
min (28.000 cpm), se recuperó como se indicó en 2.4.1., y se sometió a

hidróiisis en presencia de HC] 0,1 N durante 10 min, como se describió en
2.5.1.1. Después de reprecipitar 1a mezc1a con TCA 10% frio, se separó 1a
fracción so1ub1e en ácido. La misma se extrajo cinco veces con 0,5 m1 éter, y

se 11evó a sequedad bajo presión reducida. E1 residuo, que contenía ios com
puestos 1iberados por 1a hidróïisis ácida suave, fue sometido a permeti1ación
e hidró1isis totai por e] Dr. Roberto Couso, siguiendo 1a técnica descripta
en 1a referencia 64.

Las muestras permetiiadas se anaiizaron por cromatografía en capa
deigada (ver Sección 2.7.2.).



2.6.TRATAMIENTOS ENZIMATICOS

2.6.1.DIGESTION ENZIMATICA Egg COMPUESTOTCAEQ

La fracción TCApp, proveniente de una incubación o recuperada después
de medir la radioactividad, se incubó con ias siguientes enzimas, en ias con

diciones que se detaiian a continuación (voiumen fina] 0,1 m1):

a)Ci-ami1asa: Tris-HC] pH 7,4 0,1 M, CaCIZ 5 mM y 0,2-0,3 unidades de
OX-amiiasa.

b) fi-amiiasa: Tris-HC1 pH 7,4 0,1 M, y 0,5-1 mg de e-amiiasa.
c) Amiiogiucosidasa: Tris-HC] pH 7,4 0,1 M, y 2,5-3 unidades de amiiogiucosi

dasa.

Las mezcias de reacción se incubaron a 37°C durante 48 h bajo vapores
de toiueno. Después de 24 h se agregó 1a misma cantidad de buffer y enzima.

d) Proteasa: Tris-HCi pH 7,4 0,1 M, CaC12 5 mM, y 0,5-1 mg de subtiiisina
(libre de amiiasa).

La incubación se 11evó a cabo bajo vapores de toiueno durante 7 dias a

37°C, agregándose cada 24 h 1a misma cantidad de enzima, buffer, y CaC12.
En todos ios casos las reacciones se detuvieron por agregado de 0,5 m1

de TCA 10% frio, y las mezcias se procesaron según se describió para 1a
hidróiisis ácida (2.5.1.1.). Se determinó entonces 1a radioactividad rema
nente en 1a fracción TCApp,y en ias fracciones soiubie e insoiuble en piri
dina anhidra.

Las fracciones soiubies en piridina anhidra correspondientes a 10s tra

tamientos con do P-amilasas _y amiiogiucosidasa, se anaiizaron por croma
tografía en pape] (2.7.1.), mientras que las fracciones soiuble e insoiubie
en piridina anhidra correspondientes a 1a digestión proteoiitica, se some
tieron a eiectroforesis en papei (2.8.1.).

2.6.2.DIGESTION QE_LA_GLUCOGENOSINTETASA Egg -AMILASA INSOLUBLE

La fracción enzimática D1A,obtenida como en 2.2.2.2., (0,1 m1, 380 mg
de proteina) fue incubada durante 1 Ii a 37°C con 3 unidades deCX-amiiasa

insoiubie en buffer Mes pH 6,5 0,1 M. Después de 1a incubación, se agregó 0,1

m1 de] mencionado buffer, y 1a mezcia se centrifugó a 8.000 rpm durante 20
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min. El sobrenadante fue separado cuidadosamente, tratando de evitar 1a con
taminación con 1a enzima inmovilizada, y se usó posteriormente como fuente
enzimática.

2.7.METODOS CROMATOGRAFICOS

2.7.1.CROMATOGRAFIA EE PAPEL

Las muestras a ser anaiizadas se sembraron en pape] Nhatman N°1 o su

equivalente Schleicher y Schuel] 2043a. La cr0matografïa se reaiizó en forma
descendente, usando n-butano] - piridina - agua (4:3:4) (190) c0mo soïvente
de corrida. La duración de 1a cromatografía fue de 48-72 h.

Los compuestos radioactivos se detectaron mediante e] pasaje de las
tiras cromatográficas por un radiocromatógrafo marca Packard (modeio 7202).

AIternativamente, 105 cromatogramas fueron cortados en tiras de 1 cm de

iargo, y se determinó la radioactividad de cada tira sumergiéndoia en so]u—
ción centeiieadora de 0,4% Omnifiuor (Packard) en toïueno, y contándoia con
un contador de centelieo.

Comostandard interno de azúcares, se utiiizó una mezcia de maitooligo

sacáridos, obtenidos por hidróiisis parcia] de ami]osa (191), los que fueron
detectados con e] reactivo aicaiino de nitrato de plata (192).

2.7.2.CROMATOGRAFIA E! CAPA DELGADA

La misma se reaïizó en p1acas de siiicagei de base de vidrio (SG 60,
Merck), utiiizando como soivente de corrida benceno-acetona-amonïaco-agua
(150:600:4,5:9).

Los compuestos radioactivos se detectaron mediante autorradiografïa de
ias piacas. Los standards usados (2,3 dimeti] giucosa, 2,3,6 trimeti] giucosa
y 2,3,4,6 tetrameti] giucosa) fueron provistos por e] Dr. Roberto Couso, y se
detectaron por calentamiento a 120°C de 1as piacas, después de vaporizar ias

mismas con H2504 5% en etano].



2.7.3.FILTRACION g! GELES

Se utilizaron columnas de Sephadex G-75 (Pharmacia). Las condiciones

especificas de cada cromatografía se indicarán en los casos particulares en
la sección Resultados. El volumen de exclusión (V0) y el volumen total (Vt)
de las columnas, se determinaron por los volúmenes de elución del azul

dextrano y del CoClg, respectivamente.

2.7.4.CROMATOGRAFIA QE INTERCAMBIO IONICO Efi_DEAE-CELULOSA

La fracción a cromatografiar se sembró en una columna de DE-52 (Whatman
Ltd) equilibrada con buffer C (2.2.2.1.) o D (2.2.2.2.). Después de sembrada,
la columna se lavó con buffer de equilibrio y las proteinas se eluyeron
mediante un gradiente lineal de NaCl en buffer de equilibrio.

El buffer de equilibrio, el tamaño de las columnas, la velocidad de
flujo, y el volumeny concentración del gradiente aplicado, se indicarán en
cada caso particular en la sección Resultados.

Las fracciones de interés se juntaron según se indique en cada caso, y
se dializaron exhaustivamente contra el buffer de equilibrio de la columna.

2.7.5.CROMATOGRAFIA g! COLUMNAQElÚ-AMINO BUTIL AGAROSA

Las condiciones particulares de la cromatografía en UJ-amino butil
agarosa (Sigma) serán detalladas en la sección Resultados.

2.8.METODOS ELECTROFORETICOS

2.8.1.ELECTROFORESIS Efi_PAPEL

El análisis electroforético se llevó a cabo en papel NhatmanN°1 o su
equivalente Schleicher y Shuell 2043a. Los buffers de corrida fueron: acetato
de piridina pH 6,5 1,2 M, o carbonato de amonio pH 9,0 0,2 M. La duración de

las corridas fue de 2 h, aplicándose 22-25 V/cm.

La posición de los compuestos radioactivos se detectó en un radiocro
matógrafo marca Packard (modelo 7202).



2.8.2.ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

2.8.2.1.GELES HQ_DISOCIANTES

La electroforesis en condiciones nativas se iievó a cabo en geies que
contenían 5, 5,5 o 6% de acriiamida (p/v), segün se indique en cada caso, y
Tris 0,1 M, EDTA2 mM, ácido bórico 0,1 M, pH 8,3 (buffer E). La reiación de

acriïamida: bis-acriiamida usada fue de 37,5:1. Los geies se armaron en los
aparatos Bio Rad modeio 220 (gei piano, 120 x 140 x 1,5 mm) o nndeio 150 A

(gei ci1índrico, 0,5 x 11,5 cm).
En los casos en que ios geies se uti1izaron para detectar 1a activi

dad de giucógeno sintetasa "in situ" (2.8.2.1.1.), se reaiizó una precorrida
con buffer E durante 15 min a 30 mA/gei piano o 4 mA/gei cilíndrico).

Las muestras se sembraron directamente en ios geies, diluídas en gli
cero] 20% (v/v), azui de bromofenoi 0,002% (p/v). E1 voiumen de las muestras

sembradas varió entre 50 y 150 F1. La corrida electroforética se reaiizó a
4°C con buffer E, a 10 mA/ge1 piano o 2 mA/gei ciiíndrico. La duración de la
eiectroforesis se indicará en cada caso particuïar.

É.8.2.1.1.DETECCION E GLUCOGENOSINTETASAg GELESm DISOCIANE

Después de ia corrida e1ectroforética, 1a posición de 1a giucógeno
sintetasa se detectó según e] siguiente procedimiento:
a)Incubación: Los geies se incubaron durante distintos tiempos a 37°C en una
mezcïa que contenía DTT 5 mM, EDTA20 mM, G1c-6-P 10 mM, giucógeno 1% (p/v),

Giicina-NaOH pH 8,6 50 mM, y UDP-G1c 10 mM o UDP-(14C)G1c 7 ¡JM (700
cpm/pmoi). La incubación se reaiizó en tubos de ensayo coiocados horizon

taimente, de nmdo de Cubrir ios geies con e] nfinimo voiumen de mezcia de

reacción. Después de 1a incubación, ias mezc1as se decantaron y se guardaron

a —20°Cpara su reutiiización. Los geies se lavaron entonces con abundante
agua corriente.
b)Detecci6n: Los geies incubados con UDP-Gic no radioactivo se coïocaron en

una solución que contenía 12 0,26%, IK 2,6%, buffer acetato pH 4,7 0,1 M. Los
poiisacáridos sintetizados aparecieron comobandas marrones o a2u1es, depen



diendo del largo del glucano (X1,4 formado. Los geles se destiñeron y man

tuvieron posteriormente en ácido acético 7%. En esta solución, las bandas
retuvieron su color durante varios meses. Cuando fue necesario, los geles se
tiñeron nuevamente, recuperando la intensidad original de las bandas.

En el caso de los geles incubados con UDP-(14c)Glc, los poli
sacáridos radioactivos sintetizados se detectaron ¡nediante la fluorografia
del gel, comose describe en la sección 2.8.2.5.

2.8.2.1.2.DETERMINACION DE PESOS MOLECULARESEN GELES N0 DISOCIANTES

El método usado fue el desarrollado por Hedrick y Smith (193), con
algunas modificaciones. Se polimerizaron geles cilindricos nativos de 5, 5,5

y 6%de acrilamida, y en cada uno de ellos se sembraron 40 Fl de una solución

que contenía 30 pg de albúmina sérica bovina cristalina (Sigma) en buffer D
(2.2.2.2.) _yazul de bromofenol 0,002% (p/v).

En condiciones nativas, la albúmina se asocia en distintos grados,
existiendo, además del monómero, otros isómeros de tamaño tales como dïmero,
trimero, etc.

Después de la corrida electroforética, los geles se tiñeron para
detectar proteinas (2.8.2.3.). Se visualizaron, en todos los casos, cuatro
bandas netas, que debian corresponder al monómero, dïmero, trimero y
tetrámero, respectivamente. Se determinó entonces, en cada gel, el
Rf correspondiente a cada banda, y se graficaron los valores de los Rf de
cada isómero versus la concentración de acrilamida. Comose observa en la

Figura 25, para cada isómero se obtuvo una recta, y todas las rectas se
intersectaron en un punto, corroborando que todas las bandas representaban
isómeros de tamaño. Finalmente, se sacó la pendiente de cada recta, y se gra
ficó el peso molecular de cada isómero (PMmonómero: 67.000) en función de la
pendiente de la recta correspondiente (Fig. 25). Dicha gráfica es lineal y
puede usarse como curva de calibración de peso molecular para cualquier pro
teina, siempre que se haya corrido de modo similar a la albúmina.

Por lo tanto, para determinar el peso nmlecular de la glucógeno
sintetasa nativa, se sembró en geles no disociantes de 5, 5,5 y 6%de acrila
mida la fracción DIA(ver 2.2.2.2.), y después de la corrida electroforética,
se determinó la posición de la banda enzimática segün se describió en la sec
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ción 2.8.2.1.1. Se obtuvieron asi los valores de Rf correspondientes a las
bandas de cada gel, y los datos se procesaron como se describió para la
albúmina.

2.8.2.2.GELES DISOCIANTESEE PRESENCIAQE_EQE

Los geles se prepararon en un aparato Bio Rad modelo 220 (gel plano,
120 x 140 x 1,5 mm), segün lo descripto por Laemmli (194). Los geles más

comunmenteutilizados fueron 7,5% (p/v) de acrilamida, pH8,8 (gel separador)
y 3% (P/v) de acrilamida, pH6,8 (gel espaciador).

Las muestras a analizar fueron dializadas contra agua y luego liofi
lizadas, o bien fueron llevadas a sequedad bajo corriente de aire caliente,
segün se indique en cada caso particular. En ambos casos, las muestras se
disolvieron por calentamiento durante 5 min a 100°C en una mezcla desnatura
lizante que contenía SDS 1% (p/v), 2-mercaptoetanol 5% (v/v), glicerol 20%
(v/v), Tris HCl pH 6,8 0,01 M y azul de bromofenol 0,002% (p/v). La electro
foresis se llevó a cabo a intensidad de corriente constante de 7 mAdurante

15 h, con enfriamiento mediante circolación de agua. El buffer de corrida

usado fue Tris 0,025 M, glicina 0,192 M, SDS 0,1% (p/v), pH 8,3.

2.8.2.2.1.DETERMINACION QE_PESOS MOLECULARESEE_GELES DISOCLANTES EQH_ÉQÉ

Las proteinas marcadoras utilizadas para la determinación de pesos
moleculares en geles desnaturalizantes fueron: miosina (músculo de conejo, PM

subunidad: 205.000); p-galactosidasa (EL ggli, PMsubunidad: 116.000); fos
forilasa b (músculo de conejo, PM subunidad: 97.400); albúmina (PlaSma
bovino, PM: 66.000); albúmina (huevo, PM: 45.000); anhidrasa carbónica

(eritrocitos bovinos, PM: 29.000); tripsinógeno (páncreas bovino, PM:

24.000); Q-lactoglobulina (leche bovina, PM subunidad: 18.400) y lisozima
(clara de huevo, PM: 14.300). Todas estas proteinas provinieron de Sigma
Chemical Co. (MH-SDS-70 y Mw-SDS-ZOOKit).

Los pesos moleculares de las proteinas en estudio Se determinaron
por interpelación en la curva de calibración, obtenida al graficar lug PMde
las proteinas marcadoras en función de los correspondientes Rf.



2.8.2.3.DETECCION QE PROTEINAS

Las proteinas se detectaron inediante tinción de los geles con el
reactivo de azul de C00massie (Coomassie Brilliant Blue R-250, Sigma), segün

lo descripto por Weber y Osborn (195).

2.8.2.4.DETECCION QE_CARBOHIDRATOS

La presencia de carbohidratos se detectó tiñendo los geles con el
reactivo del ácido periódico/Schiff (PAS), segün el método de Fairbanks et
al. (196).

2.8.2.5.DETECCION QE RADIOACTIVIDAD

Los geles que contenían muestras radioactivas fueron sometidos a
fluorografïa, segün lo descripto por Chamberlain (197). Para ello, los geles
se lavaron exhaustivamente con agua, y luego se colocaron durante l h en una
solución de salicilato de sodio 1 M. Los geles fueron secados entonces sobre
papel Whatman 3 MMen un secador de geles marca Bio Rad (modelo 224). Una vez

secos, los geles fueron expuestos a -70°C a peliculas preflasheadas de rayos
X (Kodak X-OmatS). Las placas se revelaron utilizando drogas comerciales.

2.9.0TRAS TECNICAS

2.9.1.0ETERMINACION QÉ_PROTEINAS

La misma se realizó según el método de Lowry et al. (198), utilizando
albúmina sérica bovina cristalina comopatrón.

2.9.2.0ETERMINACION QÉ_GLUCOGENO

La concentración de' glucógeno se determinó mediante el método de

Krisman (88). utilizando el reactivo de iodo-CaClg.



3.RESULTADOS Y DISCUSION

Comose mencionó en 1a sección 1.4.2., ei objetivo de esta tesis doctorai

fue la demostración de 1a sintesis de giucanos <i1,4 unidos a proteina, y su
pape] como intermediarios en 1a sintesis de] giucógeno de müscuïo cardiaco de
rata.

E1 modelo de Krisman para 1a iniciación de 1a biosïntesis dei giucógeno
(Fig. 24), postula dos etapas:
a) La sintesis "de novo" de giucanos <Xl,4 unidos a un aceptor proteico,

cataiizada por 1a giucógeno sintetasa iniciadora, y
b) 1a utiiización de estos glucanos c0mosustratos de 1a giucógeno sintetasa

y 1a enzima ramificante, para dar moiécuias de giucógeno unidas a pro
teina.

Por io tanto, si este modeio es correcto, a1 medir 1a actividad de trans
ferencia de giucosa a partir de UDP-Gic a aceptor endógeno en ausencia de
glucógeno, se puede estar midiendo tanto 1a iniciación sobre sitios 1ibres
de] aceptor proteico, comoe] aiargamiento de giucanos preexistentes, mediado
por 1a glucógeno sintetasa.

En consecuencia, en este tipo de estudios se han definido dos ensayos
enzimáticos. La actividad GS-l (sección 2.3.1.) corresponde a 1a medición
ciásica de 1a glucógeno sintetasa, esto es, 1a transferencia de giucosa a
partir de UDP-Glc a1 giucógeno agregado exógenamente. Esta reacción se mide
como 1a incorporación de (14C)giucosa al precipitado etanóiico obtenido
después de 1a digestión aicaiina de 1a mezcïa de incubación (reacción
KOH-EtOpr).

Por su parte, 1a actividad GS-2 (sección 2.3.2.) corresponde a 1a trans
ferencia de glucosa de UDP-Gic a aceptor endógeno, medida como 1a incor
poración de radioactividad a una fracción insoiubie en TCA 10% (fracción
TCApp), que correspondería a 1a sintesis de giucanos unidos a proteina
(proteogiucanos).

Si hubiera endógenamente giucanos no unidos a proteina, seria de esperar
que 1a giucosa se incorporara a una fracción soiubie en ácido y precipitabie
por a1coh01 (fracción TCAsoi-EtOpr). Lo mismo ocurriría si e] aceptor
endógeno fuera proteico, pero ios giucanos sintetizados sobre el mismo cre
cieran mucho en reïación con 1a porción proteica o se iiberaran de 1a misma
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por acción de enzimas amiloliticas, o bien si la proteina del proteoglucano
se hidrolizara por proteólisis. Por lo tanto, en el ensayo GS-2 también se
debe considerar la incorporación correspondiente a la fracción TCAsol-EtOpr.

Por ültimo, es importante tener en cuenta que el ensayo GS-2 puede repre
sentar también una forma de medición de la actividad de glucógeno sintetasa.

3.1.0BTENCION QE PREPARACIONES ENZIMATICAS ESTABLES

A fin de poder estudiar y caracterizar el sistema enzimático de ini
ciación de sintesis de glucógeno era necesario, en primer lugar, disponer de
preparaciones enzimáticas que tuvieran un bajo contenido de glucógeno.

Se probó inicialmente preparar la enzima a partir de corazones de anima
les ayunados durante tres dias e inyectados con insulina 1 h antes de morir,
lo cual tenia un efecto glucogenolitico en el caso de higado (161). Sin
embargo, este tratamiento no produjo diferencias significativas con respecto
a las preparaciones obtenidas a partir de animales alimentados normalmente.

En cambio, si se observó una disminución en el contenido de glucógeno al

preincubar los corazones enteros en solución de homogeneización durante 48 h
a 4°C, antes de su procesamiento. En estas condiciones, haciendo la centrifu
gación diferencial que se describió en 2.2.1. (excepto que no se agregaba
PMSFdurante la preparación), se logró incorporar glucosa a partir de
UDP-(14€)Glc a una fracción insoluble en TCA (fracción TCApp), utilizando

como fuente enzimática tanto P100 (sedimento entre 25.000 y 100.000 x g) como
P150 (sedimento entre 100.000 y 150.000 x g).

Como se observa en la Tabla VII, la preincubación produjo un notable

descenso en el contenido de glucógeno de la fracción P150 (10 veces),
mientras que la proteina disminuyó a la mitad. La caida en la concentración
de glucógeno se correlacionó con una gran disminución de la incorporación de
glucosa a la fracción TCAsol-EtOpr (90%). De modo semejante, la fracción
P100 obtenida después de la preincubación presentaba un mayor contenido de

glucógeno que P150 y, paralelamente, una mayor incorporación de glucosa a la
fracción TCAsol-EtOpr (Tabla VII).

Si bien se habia logrado disminuir el glucógeno presente en la fracción
P150, estas preparaciones, al igual que la fracción P100, eran muy
inestables, por lo que se debia preparar enzima muy frecuentemente. Este
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Tabia y_1_1:EFECTOEQ PREINCUBACIONgas CORAZONES.

FRACCION PREINCUBACION GLUCOGENO ACT. RELATIVA GS-2 (%)

ENZIMATICA 48 h 4°C ¡ng/m1 ¡Jg/mg prot. TCApp TCAsol-EtOpr

380 5,0 100 (4) 100 (56,6)

P150 + 37 1,1 125 12

P100 + 204 7,6 75 32

Las fracciones enzimáticas se obtuvieron segün se describió en 2.2.1., con 1a
omisión de PMSF. En e] caso indicado (—), ios corazones se procesaron inme
diatamente después de extraídos.
Los ensayos GS-2 se incubaron durante 40 min a 37°C, con UDP-(14€)G1c 1 mM
(1580 cpm/nmol).
Los vaïores entre paréntesis indican ias actividades especificas (nmoi
glucosa/mg proteina).
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hecho dificuïtaba Ios estudios, ya que en el caso de P150 tanto 1a incor
poración tota] de 1a radiomarca, como su distribución entre las fracciones
TCAppy TCAsoi-EtOpr, variaba de preparación en preparación. En cuanto a

P100, si bien 1a actividad especifica total era variable, siempre era mayor
la incorporación de radioactividad en 1a fracción TCAsoi-EtOpr.

Dado que se han descripto numerosas actividades proteoiiticas en müscuio
cardiaco de rata (199), se pensó que ias mismas podian causar 1a inestabi1i—
dad y variabiiidad de 1as preparaciones enzimáticas. En consecuencia, se
estudió 1a actividad de proteasa endógena mediante e] experimento que se

resume en 1a Figura 26. Cuando 1a fracción P150 fue cromatografiada en una
coiumna de Sephadex G-75, toda 1a proteina eïuyó en e] exciuido de 1a
coïumna. Lo mismo ocurrió cuando se sembró una mezcla de reacción de GS-2 sin

incubar (ei pico que eluye en e] Vt representa a1 EDTAde 1a mezcla de reac
ción, que interfiere con 1a coloración de Lowry). En cambio, cuando 1a mezcia
de reacción de GS-2 fue inCubada a 37°C durante 60 min, en ausencia o presen

cia de UDP-Gic, una fracción significativa de 1a proteina se inciuyó en 1a
coiumna, reveiando 1a existencia de una actividad proteoiitica.

En base a estas evidencias, se decidió agregar PMSF, inhibidor de pro
teasas de serina, durante 1a preparación enzimática, ta] comose describió en
1a sección 2.2.1. Como se muestra en 1a Tabia VIII, e] agregado de PMSFpro

dujo una estimuiación de 1a incorporación de giucosa a 1a fracción TCAppen

ambas fracciones enzimáticas, siendo mayor en e1 caso de P100. Por otra

parte, mientras que para P100 1a incorporación a 1a fracción TCAsoi-EtOpr
representaba 15%de 1a actividad tota], en e] caso de P150 esta última a1can
zaba a] 75%. E1 PMSF produjo, entonces, un aumento de 1a actividad

enzimática, y a 1a vez, una distribución diferente de 1a misma.
Por otra parte, cuando se estudió e] contenido de giucógeno de ambas

fracciones, se observó que en ambas habia po1isacárido en concentraciones
menores a las cuantificabies con e] método coiorimétrico usado (88).

La fracción P100, por 10 tanto, fue elegida comofuente enzimática. Estas
preparaciones eran bastante estabies, 1C que permitió encarar e] estudio de]
sistema.
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Tabïa VIII: EFECTO QEL AGREGADOQE PMSF DURANTELA PREPARACION ENZIMATICA.

ACTIVIDAD RELATIVA GS-2
(%)FRACCION PMSF 1 mM AGREGADO

ENZIMATICA DURANTE LA HOMOGENEIZACION

TCApp TCAsoi-EtOpr

100 (4) 100 (5)

p
100 + 325 40

- 100 (5) 100 (4)

P150
+ 160 600

Las fracciones se obtuvieron como se detaiió en 2.2.1., omitiendo PMSFsegún
se indica. Las actividades enzimáticas se midieron comoen la Tabla VII.
Los vaiores entre paréntesis indican ias actividades especificas (nmoi
giucosa/mg proteina).



3.1.1.DISCUSION

En esta sección se describieron las distintas etapas que llevaron a la
obtención de preparaciones enzimáticas estables.

El primer problema que se debió superar fue la alta concentración de
glucógeno de las preparaciones, lo cual representaba una obvia interferencia
en el estudio de la síntesis "de novo" del polisacárido.

Si bien la glucógeno sintetasa y la fosforilasa están sometidas a un
control hormonal que determina la concentración del glucógeno en los tejidos
(ver 1.3.2.3.; Fig. 23), los estudios llevados a cabo en músculo cardiaco de
rata indican que, en este caso, el contenido del polisacárido parecería man
tenerse independientemente de ese control. Asi por ejemplo, mientras que la
adrenalina pr0muevela conversión ln 1119 de fosforilasa b en fosforilasa a
tanto en müsculo cardiaco como esquelético, sólo provoca un efecto glucoge
nolïtico en este ültimo (200). Por lo tanto, en músculo cardiaco la activa
ción de la fosforilasa no provocaría obligatoriamente una degradación
significativa del glucógeno, desconociéndose el mecanismooperante.

De modo similar, la inyección o infusión continua de ratas con insu

lina, si bien produce un marcado aumento en la proporción de glucógeno sin
tetasa I cardiaca, no afecta consecuentemente la concentración de glucógeno
(200, 201)

Por otra parte, el hecho de que la administración de inSulina en anima
les ayunados no modifique el contenido de glucógeno del corazón, por contra
posición a la disminución observada en hígado de rata (161), concuerda con el
reporte de que la perfusión con insulina de corazones aislados, en ausencia
de glucosa, no produce variaciones en el contenido de glucógeno cardiaco
(202).

La disminución del glucógeno cardiaco observada como consecuencia de la

preincubación de los corazones a 4°C antes de su homogeneización (Tabla VII),
probablemente se deba a un efecto de anoxia, como el descripto por Huijing et

al. en corazones de rata aislados y perfundidos ig_vit¿g con buffer gaseado
con He-COZ(201). Estos autores observaron que en un periodo de perfusión de
10 min con los gases indicados, el glucógeno disminuyó al 6% del contenido
original. El efecto no se modificó por el agregado de glucosa al liquido de



perfusión. En nuestro caso, tampoco se puede descartar Ia acción de enzimas
de tipo amiioiitico, que degradarïan ei giucógeno durante 1a preincubación.

E1 hecho de que 1a disminución en e] contenido de giucógeno de 1a frac

ción P150 se haya correïacionado con una gran caida en 1a incorporación de
glucosa a 1a fracción TCAsoi-EtOpr (Tabla VII), sugirió que en este caso, 1a
radioactividad incorporada en esta fracción correspondía a 1a transferencia
de giucosa de UDP-Gic a1 giucógeno endógeno. Esto se confirmó por el hecho de

que P100 contenía más giucógeno que P150, y a1 mismo tiempo, incorporaba más
giucosa a 1a fracción TCAsoi-EtOpr (Tabia VII). Estos datos pennitieron con

firmar que e] giucógeno, aun cuando estuviera contaminando 1a preparación y
actuando como "primer" para 1a gïucógeno sintetasa, era soiubie en TCA,y por
10 tanto, e] compuesto insoiubie en TCA debia ser distinto, a] menos en
parte, de] giucógeno.

La presencia de proteasa endógena activa en ias condiciones de ensayo
de GS-2 (Fig. 26), está de acuerdo con 1a descripción de actividades pro
teoiiticas en músculo cardiaco de rata (199). Su responsabiiidad en 1a
inestabiiidad de ias preparaciones enzimáticas se demostró por e] hecho.de
que esta situación se revirtió con e] agregado de un inhibidor de proteasas,
e] PMSF.Este último produjo un notabie aumento de 1a transferencia tota] de

giucosa tanto en P100 como en P150 (Tabia VIII).

Dado que 1a mayor actividad especifica de GS-2 se encontró en P100, se
siguió trabajando con esta fracción enzimática.

Es importante notar que, dado que ei agregado de PMSFprodujo 1a dismi

nución de] giucógeno presente en ¡3100 y P150, ei gran aumento de incor

poración de glucosa a 1a fracción TCAsoi-EtOpr observado con P150 (Tabia
VIII), no se debió en este caso a 1a presencia de poiisacárido en 1a prepara
ción. Este resuitado se discutirá más adeiante, cuando se trate 1a probabie
reiación precursor-producto entre ios compuestos de ias fracciones TCAppy
TCAsoi-EtOpr (sección 3.2.8.).
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3.2.PROPIEDAI)ES gg! ACTIVIDADENZIMATICARESPONSABLEpeu INCORPORACIONpg

GLUCOSAAL_A FRACCION TCApp g AUSENCIA pg "PRIMER"

3.2.1.PROPIEDADES CINETICAS. CURVA DE UDP-GÏC Y CURVA DE TIEMPO

Cuando se estudiaron ias curvas de velocidad de GS-2 en función de 1a
concentración de UDP-Gïc, se observó una cinética compleja, con un gráfico de

Lineweaver-Burk no linea] (Fig. 27 A) que podia interpretarse tanto indicando
una cinética aiostérica con cooperatividad positiva, comosiendo e] resultado
de varias rectas con distinta pendiente. En consecuencia, estos datos no per
mitieron estabiecer si la sintesis de] compuesto insoiubie en TCAera catali
zada por más de una enzima o por una enzima aiostérica.

Es importante destacar que a ias distintas concentraciones de UDP-Gic
estudiadas, ias correspondientes curvas de tiempo presentaron un periodo
"lag" de actividad que variaba con 1a concentración (Fig. 28), y también con
1a preparación. La actividad GS-2, por 10 tanto, se tuvo que corregir en cada

caso descontando e] "iag" a partir de] cua] 1a cinética era iineal, lo que no
siempre fue fáci] de estabiecer con exactitud.

Como se observa en la Fig. 27 g, de todas las concentraciones de

UDP-Gic ensayadas, 1a de 14 PM fue 1a que produjo 1a mayor incorporación de
marca radioactiva, 10 cua] interesaba para la posterior caracterización de]
compuesto radiomarcado. Por esta razón, se eligió esta concentración para
reaiizar parte de ios estudios presentados en esta tesis.

La Figura 29 muestra ias curvas de incorporación de giucosa a 1as frac
ciones TCAppy TCAsoi-EtOpr en función de] tiempo, para concentraciones de

UDP-Gic iguaies a 14 FM y 4 FM. Cuando la actividad GS-2 se midió con UDP-Gic

14 PM, se observó 1a incorporación de giucosa tanto a 1a fracción TCApp(80%)
como a 1a TCAsoi-EtOpr (20%). En ambas fracciones 1a incorporación se

detectó después de un periodo "1ag", que variaba entre 10 y 30 ¡nin para
TCApp,y era mayor de 30 min para TCAso]-Et0pr. Por e] contrario, cuando ios

ensayos se hicieron con UDP-G1c4 FM, no se detectó marca radioactiva en 1a
fracción TCAsoi-EtOpr, aun a tiempos iargos de inCUbación.
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Fiq. 27: EFECTO DE LA CONCENTRACION DE UDP-GÏC SOBRE LA ACTIVIDAD GS-Z.
A5 C-‘rETicme-Tíïevñáver [WIÜLas ¡ñïzcïas de 1ncu5ac_1"6nfueron las Ehscríp

tas en 2.3.2. (0,5 mg P1001 con excepción de 1a concentración de UDP-(NC.1/ UDP-Glc se expresó en-M' y 1/v en min.M' .
B) Incorporación de ( C)g]ucosa a 1a fracción TCApp en función de 1a con
centracion de UDP-Gïc expresada en PM, para 20 min de incubación.
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ÜÜIS-Ï: C.

Las mechas de incubación fueron Tas descriptas en 2.3.2. (0,5 mg P100), con
excepción de Ia concentración de UDP-GTC. En todos Tos casos se agregaron
400 pmoI de UDP-(14€)Gïc (430 cpm/pmoI) y se compTetó con e] nucTeótido
azúcar frio hasta Ta concentración indicada en cada caso. Las mezclas se

jrncubaron por Tos tiempos indicados y se procesaron hasta obtener Ia fracciónCApp.
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Fi . 29: CURVA DE TIEMPO DE INCORPORACION DE GLUCOSA A LAS FRACCIONES TCA Y
_g——WIÏHOHEE.— — __——_ER_
Las mezclas de reacción de GS-2 (0,5 rng P100) se incubaron durante 1os tiem
pos indicados con UDP-(14C)Glc 14 ¡JM (I u, 120 cpm/pm01) a 4 ¡JM (o o, 430
cpm/pmoï). Los símboïos' llenos indican 1a fracción TCApp y 105 abiertos
TCAsol-EtOpr.



3.2.2.RELACION PRECURSOR-PRODUCTO ENTRE LA; FRACCIONES TCApp .1

TCAsoi-EtOpr.

A fin de estudiar 1a posibiïidad de que 1a radiomarca soïubie en TCAse
originara a partir de 1a fracción TCApp, se reaiizó una incubación en dos
etapas. Una mezcia de reacción de GS-Z se incubó durante 60 min con

UDP-(14C)G1c 14 PM, y se cromatografió 1uego en una coiumna de Sephadex G-75
(Fig. 30). E1 materia] radioactivo exciuido, que era precipitabie por TCAy
que contenía proteina, se reincubó posteriormente con enzima fresca y UDP-G1c
1 mMno radioactivo. Como se observa en 1a Tab1a IX, airededor de] 70% de 1a

radioactividad originaimente insoiubie en TCAse solubiiizó durante 1a rein
cubación, indicando que 1a radiomarca insoiubïe en ácido era precursora de 1a
que aparecia en 1a fracción TCAsoi-EtOpr.

Por otra parte, e] hecho de que 1a reincubación en ausencia de
nucïeótido-azücar soiubiiizara sólo ei 27% de (14€)91ucosa de 1a fracción
TCApp(Tabla IX), indicó que para que ei compuesto insoiubie en TCAse trans
formara en soluble, debia incorporar previamente cierta cantidad de restos
giucosiio de UDP-Gic.

3.2.3.EFECTO QE_EA PREINCUBACION

Después de preincubar ias mezcïas de reacción de GS-2 en ausencia de

nucieótido-azücar, 1a adición de UDP-(14€)G1c 4 pM (Fig. 31) 0.14 FM (Fig.
32) ilevó a 1a desaparición o disminución de 1os correspondientes "lags" de
incorporación a 1a fracción TCApp.

En cuanto a 1a fracción TCAsoi-EtOpr, en e] caso de UDP-Gic 14 pH 1a
preincubación produjo un efecto simiiar (Fig. 32), mientras que con UDP-G1c4

PM, después de 1a preincubación se detectó en esa fracción airededor de 10%
de 1a radioactividad tota] incorporada.

E1 efecto estimuiatorio de 1a preincubación es independiente de 1a pre
sencia de EDTAdurante 1a misma (Fig. 31). Por e] contrario, se requiere DTT.

Como se muestra en 1a Tabia X, su omisión produjo una disminución de cerca

dei 90% de 1a actividad de] contro] sin preincubar. Esta inhibición no se
debió a una inactivación enzimática irreversibie, ya que ei agregado de DTT
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Fig. 30: CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-75 DE LA MEZCLA DE REACCION DE GS-2.
Una ñEïcïa de reaccion ÉE'GS-Z (0,2_ETÏ'Ï_h5—P1005 se-ïncubo duraïïe 60 min a
37°C con UDP-(14€)Gïc 14rpM (120 cpm/pmol) y se sembró en una columna deSephadex G-75 (1,2 x 25,3 cm), equiïibrada con acetato de piridina 0,2 M
pH 6,5. La proteína se e1uy6 con e] mismo buffer, recogiéndose fracciones de
0,5 m1. Se tomaron aïïcuotas de 50 1 de cada fracción y se determinó en
eïlas 1a concentración de proteínas ( C1), 1a radioactividad tota] (CD), y 1a
radioactividad precipitab1e en papeïes de fiïtro N4-TCA(<9). Las fracciones
correspondientes a1 V0 se juntaron según se indica (E).
8.0.: Azu] dextrano. '



Tabïa ¿y RELACIONPRECURSOR-PRODUCTO¿Mi FRACCIONESTCApp 1

TCAsoi-EtOpr.

cpm en
TIEMPO DE REINCUBACION UDP-GÏC 1 mM

(min) TCApp TCAsoi-EtOpr

0 + 3200 (100) 0

+ 860 (33) 1740
40

- 2000 (73) 800

E1 pico E de 1a Fig. 30 se ïievó a sequedad bajo presión reducida y se
resuspendió en 0,1 m1 Mes 0,1 M, pH 6,5. Se tomaron aiïcuotas de 10 pi (4000
cpm) y se reincubaron durante los tiempos
ensayo de GS-2, con 0,5 mg de enzima P100, en ausencia o presencia de UDP-Gic

indicados en ias condiciones de

1 mM. Las mezcias se procesaron según se describió para e] ensayo de GS-2.
Los valores entre paréntesis indican e] porcentaje de radioactividad repreci
pitada por TCA.
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Fig. _3_1: EFECTO DE LA PREINCUBACION SOBRE M ACTIVIDAD (¡S-2 MEDIDA ¿DEWC ÏLMT' —
Las mechas de reacción de GS-2 (0,5 mg P100) se incubaron durante Ios tiem
pos indicados con UDP-(14C)GIC 4 ¡UM (ECI, 430 cpm/pmoI). En AA , Ias
mechas se preincubaron durante 2 min a 37°C en ausencia de nucIeótido
azücar, y después se agregó UDP-( C)GIc 4 pM. En 90 , se omitieron EDTA_y
UDP-GIcdurante Ia preincubación, y se agregaron Iuego en Ia incubación.
Los simboIos IIenos indican Ia incorporación en 1a fracción TCApp y Ios
abiertos en Ia TCAsoI-EtOpr.
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Fig. 2: EFECTO 91% Q PREINCUBACIONSOBRE LA ACTIVIM GS-Z MEDIDA- C r M.

Las mezcïas dfieïcción de GS-2 (0,5 mg P100) se incubaron durante 105 tiem
pos indicados con UDP-(14€)Gïc 14 ¡ur-1(3A, 120 cpm/pmoï). EnGO , 165
mezclas se preincubaron durante 30 min a 37°C en ausencia de nucïeótido
azücar, e] que se agregó durante 1a incubación. EnECl , las mezcïas se
preincubaron durante 30 m1'n con UDP-Glc 10 FM y 1uego se agregó UDP-(14€)Gïc
4luM (430 cpm/pmoï). '
Los símbolos Henos indican 1a fracción TCAppy 105 abiertos 1a fracción
TCAsoï-EtOpr.
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Tabla X: EFECTO DE LA PREINCUBACION SOBRE LA ACTIVIDAD GS-2._.—_———————.—_——

PREINCUBACION INCUBACION ACTIVIDAD GS-2
(pmoIes en TCApp)

No preincubada S.C. 7

S.C. - UDP-GTC + UDP-(14C)G]c 4 PM 18

+ UDP-(14C)G1c 4 PM 0,8

S.C. - UDP-GTC

- DTT + UDP-(14C)G1c 4 PM
+ DTT 5 mM 4

+ UDP-(14€)GIC 4 PM 0,4
S.C. - UDP-GTC

— DTT

- EDTA + UDP-(14C)G1c 4 PM
+ DTT 5 mM 5
+ EDTA 50 mH

Mezclas de reacción de GS-2 (0,5 mg P500) fueron preincubadas durante 20 miny Iuego incubadas durante 30 min a 37 C, con 1as omisiones y agregados indi
cados en cada caso.
S.C.: Sistema compIeto; (-): omisión; (+): agregado.



después de la preinCubación revirtió parcialmente la caida de la actividad
GS-2.

La desaparición del "lag" de incorporación a la fracción TCAppse veri

ficó también al preincubar las mezclas de reacción con UDP-Glc 10 pll no
radioactivo (Fig. 32). En este caso la velocidad inicial fue todavia mayor
que la obtenida cuando las mezclas se preincubaron en ausencia de nucleótido
azúcar. Sin embargo, a tiempos de incubación más largos, la incorporación de
glucosa cayó al 50%de los valores del control. Respecto a la incorporación

soluble en ácido, la misma fue lineal desde un principio (Fig. 32). Si bien
la incorporación final fue superior a la del control, la diferencia no repre
sentó la caida de radioactividad de la fracción TCApp.

3.2.4.EFECTO EQ CONCENTRACIONg PROTEINAS

Cuando se estudió el efecto de la concentración de proteínas sobre la
actividad GS-2, se observó un comportamiento dependiente de la concentración

de UDP-Glc. Así, con 14 PM la actividad total fue proporcional hasta 1 mg de
proteina, y la relación de incorporación a las fracciones TCApp y

TCAsol-EtOpr se mantuvo constante (Fig. 33 A).
Por el contrario, cuando los ensayos se hicieron con UDP-Glc 1 mMno

hubo dependencia lineal de la actividad para las concentraciones de proteina
ensayadas (Fig. 33 E). A partir de 1 mg de proteina, la incorporación total
se nmntuvo constante, y por otra parte, se invirtió la relación de trans
ferencia de glucosa a ambas fracciones. A la nnyor concentración estudiada,
la incorporación a la fracción TCAppdisminuyó, mientras que siguió aumen
tando en TCAsol-EtOpr.

3.2.5.EFECTO QÉ_LA TEMPERATURA

Comose observa en la Figura 34, la actividad GS-2 es dependiente de la
temperatura, manifestóndose en un rango estrecho entre 23°C y 37°C. Mientras

que el óptimo para la inorporación de glucosa a la fracción TCApp fue de
37°C, el correspondiente a TCAsol-EtOpr fue de 30°C. En los dos casos, la
actividad cayó rápidamente a ambos lados del óptimo, siendo totalmente inac
tiva a partir de 40°C.
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Fi . 33: EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA SOBRE LA ACTIVIDAD GS
Ái Eaï"mezclas dE_ïñEhbac1on fueron Tís descriptas en 273.2. con UD- C)Gic
14 pM (120 cpm/pmoi) y ias cantidades de P100 indicadas. E1 tiempo de incuba
ción fue de 60 min.
CJ, fracción TCApp;C), fracción TCAsoi-EtOpr; ID, ambas fracciones.
B) Las mezcias de incubación fueron ias descriptas en 2.3.2. con UDP-(14€)Gic
1 mM(1530 cpm/nmoi) y las cantidades de P100 indicadas. E1 tiempo de incuba
ción fue de 30 min.
Los simboios son iguaies que en A).
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Fig. 34: CURVAQE TEMPERATURAE ji ACTIVIDAD GS-2.

Las müclas de incubacion fueron 1as descriptas en 2.3.2., con 0,5 mg P100 y
UDP-( C)G]c 14 ¡JM (120 cpm/pmol). Las incubacíones se reaHzaron a 1as tem
peraturas indicadas durante 60 mín.
Los sïmbo1os Henos indican 1a fracción TCApp(100% = 300 pmoï), y los abier
tos TCAso1-Et0pr (100% = 79 pmol).



3.2.6.EFECTO DEL AGREGADODE GLUCOGENO

En 1a Tabla XI se puede observar que ei agregado de glucógeno a las

mezcias de incubación produjo una inversión en 1a distribución de 1a
radiomarca incorporada durante 1a reacción GS-2. Esto ocurrió independien
temente de 1a concentración de UDP-Gic.

Por otra parte, ia incorporación tota] de glucosa fue mayor (entre 2 y
5 veces, segün 1a concentración de UDP-Gic), indicando que e] giucógeno

exógeno era mejor cosustrato para 1a transferencia que ei aceptor endógeno.
Es importante destacar que cuanto mayor fue 1a concentración de

giucógeno agregado, menor fue ia incorporación en 1a fracción TCApp (Tabia
XI). Por 10 tanto, 1a radioactividad presente en esta fracción no era ei
resultado de 1a precipitación inespecïfica de (14€) giucógeno no unido a pro
teina, sintetizado durante ia reacción.

La Figura 35 muestra ias curvas de tiempo de actividad de giucógeno

sintetasa (GS-1), medida como 1a incorporación de giucosa a partir de UDP-Gic
a poiisacárido exógeno (fracción KOH-EtOpr). A ias concentraciones de
"primerh ensayadas (0,01%, 0,1% y 1%) y UDP-Gic 1 mM, se observó que 1a reac

ción no presentaba "lag" de actividad.

3.2.7.PROPIEDADES COMPARATIVAS DE LA ACTIVIDAD GS-2 CON ¿Ji AQILYIDAD ¡DE

INCORPORACION DE GLUCOSA A_GLUCOGENO EXOGENO (GS-1)

3.2.7.1.EFECTO DEE DITIOTREITOL

La actividad GS-Z requiere 1a presencia de grupos -SH, independien
temente de 1a concentración de UDP-Gicutiiizada (Tabia XII). Sin embargo, ei

efecto fue más marcado a baja concentración de] nucieótido-azücar.
Por ei contrario, cuando se estudió ei comportamiento de 1a actividad

en presencia de giucógeno (GS-1), se vio que mientras que con UDP-Gic 4‘pM ia
ausencia de DTT provocaba una disminución de 80% respecto dei contro], con
UDP-Gic 1 mMsóio disminuïa 25% (Tabia XII).



Tabïa XI: EFECTO DEL GLUCOGENO SOBRE LA ACTIVIDAD GS-2.

ACTIVIDAD GS-2

MEZCLA DE REACCION GLUCOGENO TCApp TCAsoI-EtOpr

(%)
pmoï/h

0 42 (95) 2

S.C. UDP-Gic 4 PM 0,01 17 (9) 171

1 2 (1) 198

0 345 (86) 56

S.C. UDP-GIC 14 FM 0,01 73 (12) 547

1 12 (2) 784

h pm01/0,5 h

0 9439 (74) 3368

S.C. UDP-Gic 1 mM 0,01 7661 (27) 20489

1 1305 (3) 40141

Los ensayos se reaIizaron como en 2.3.2., con 0,5 mg P100 y UDP-(14€)Glc 4_FM
(430 gpm/pnoï), 14 M (120 cpm/pmoI), 6 1 mM(1580 cpm/nmol).
agrego segun se in ica.
Los vaïcres entre paréntesis indican e) porcentaje de giucosa incorporada en

1a fracción TCApp (100% = TCApp + TCAsol-EtOpr).S.C.: sistema comp eto.

E1 gïucógeno se'
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Fi . fi: CURVADE TIEMPOE ACTIVIDADGS-l. a
[as mechas Eleï’ncuBacwn fueron las descriptas en 2.3.1., con excepc1on de
1a concentración de qutógeno (O, 0,01%; Ü, 0,1%; o, 1%). Se empIearon
0,5 mg de P100 y UDP-(14C)GIC 1 mM(1580 cpm/nmoI) por ensayo.



Tabla lll: EFECTO DEL DTT SOBRE LAS ACTIVIDADES GS-I Y GS-2.

ACTIVIDAD GS-2 ACTIVIDAD GS-l
KOH-EtOpr

MEZCLA DE

TCApp TCAsol-EtOpr GIucógeno GIucógeno
REACCION , 1%

pmoI/h pmoI/10 min

S.C. UDP-GIc 39 0 44 194

4 pM

- DTT 0,5 0 6 40

S.C. UDP-Gic 345 56 ND ND

14-FN

- DTT 9 0 ND ND

pmoI/0,5 h nmoI/IO min

S.C. UDP-Glc 9439 3368 ND 38
1 mM

- DTT 841 0 ND 29

Los ensayos se
GS-2, con 0,5 mg P100, y Ias concentraciones de UDP-(reaIizaron segün se describió en 2.3.1.1X 2.3.2. para GS-l yC )GIc indicadas. E“.
qucógeno se agregó y el DTTse omitió según se indica.
S.C.: sistema compIeto; ND: no determinado.



3.2.7.2.ESPECIFICIDAD ggg NUCLEOTIDO-AZUCAR

Las actividades GS-l y GS-2 son especificas para UDP-Gic, ya que ni
ADP-Gic ni GDP-Gic fueron dadores para ambas reacciones. Esto se verificó

tanto usando como sustratos ios respectivos nuc]eótido—(14C)giucosa como

haciendo competir UDP-(14€)Gic 14 FM con un exceso (10 mM) de nucieótido
azúcares no radioactivos.

3.2.7.3.EFECTOELLH

En 1a Figura 36 se muestran ias curvas de actividad GS-l y GS-2 en
función de] pH. Mientras que el óptimo para 1a incorporación de glucosa a 1a

fracción TCAppfue de 6,5, 1a transferencia a1 giucógeno exógeno mostró su
óptimo de actividad airededor de pH 7,5. En e] caso de GS-Z, 1a actividad

enzimática cayó rápidamente a1 50% a ambos 1ados de] óptimo, mientras que
GS-l se mantuvo activa en un rango más ampiio.

3.2.7.4.EFECTO QE ACTIVADORESE INHIBIDORES

Comose observa en 1a Tabia XIII, la presencia de aita concentración

de EDTA,KF o CH3C00K,produjo 1a estimuiación de 1a actividad GS-Z, mientras

que (NH4)ZSO4y Na2504 1a inhibieron totaimente, aun en presencia de EDTA.

De las saïes ensayadas, e] EDTAprodujo 1a nmyor activación (Tabia
XIII). Por otra parte, ei efecto estimuiatorio de esta sai dependió de 1a
concentración de UDP-Gic, siendo menor a mayor concentración de] nucieótido
azúcar (Tabla XIV).

Respecto a 1a actividad en presencia de giucógeno (Tabia XIII), 5610
e] EDTAprodujo estimuiación, ya que KF no aiteró 1a actividad, y CH3COOK1a
activó o inhibió ligeramente, dependiendo de 1a concentración de giucógeno

usada. Por su parte, (NH4)2504y Na2504 también reSuItaron inhibidores de 1a
actividad GS-l.

A1 igual que con 1a actividad GS-2, 1a activación por EDTAdependió

de la concentración de UDP-Gic usada en e1 ensayo GS-l. Asi, en presencia de

UDP-G1c 1 mM sólo se produjo un aumento de 30% respecto a1 controi (Tabla

XIV). Por otra parte, 1a estimuiación con EDTAfue más notoria a baja con
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Fiq. 36: CURVA DE LAS ACTIVIDADESGS-l Y GS-Z.E‘Ïnïzcme reacmri-(OWFTÜEFBTÏÏS descriptasen 2.3.1. y
2.3.2. para GS-l (simboios abiertos) y GS-Z (simboios Henos), respec
tivamentc, con excepción de] buffer usado (0,1 M). Los tiempos de incubación
fueron de 1 h (GS-2) 6 10 min (GS-1). Los resuïtados se expresan reiativos a
1a máxima actividad (100%).
00, Mes;a ü , Mops;AA , giiciigiicina/NaOH.



Tabla XIII: EFECTODE SALES SOBRELAS ACTIVIDADES GS-l ï_GS-2.

A C T I V I D A D R E L A T I V A ( 1 )

S A L

GS-l KOH-EtOpr

A G R E G A D A GS-2 TCApp Gïucógeno

0,01 % 1%

Ninguna 100 (8) 100 (6) 100 (40)

EDTA 488 517 233

(NH4)2504 3 17 8

Na2504 12 18 20

KF 288 100 103

CH3C00K 288 50 138

EDTA + (NH4)2504 4 17 10

EDTA + Na2504 25 33 33

Las nmchas de reacción fueron Tas descriptas en 2.3.1. y 2.3.2. para S-1 y
GS-2, excepto que no contenían EDTA. Se usaron 0,5 mg P100 y UDP-(1 C)GTc
4 yM (430 cpm/pmoT). Las saTes se agregaron a una concentración de 100 mM.
Los vaiores entre paréntesis indican Tas actividades de Tos controles (GS-2,
pmoT/h; GS-l, pmoT/lo min).
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TabIa XIV: EFECTO DEL EDTA SOBRE LAS ACTIVIDADES GS-l Y GS-Z.

ACTIVIDAD GS-2
ACTIVIDAD GS-l

MEZCLA

KOH-EtOpr
DE TCApp TCAsoI-EtOpr GIucógeno 1%

REACCION

pmoI/h pmoI/lO min

S.C. UDP-GIc 39 (100) 0 194 (100)

4 PM

- EDTA 8 (21) 0 75 (39)

S.C. UDP-GIC 345 (100) 56 ND

14 PM

- EDTA 133 (39) 5 ND

pmoI/0,5 h nmoI/10 min

S.C. UDP-GIc 9439 (100) 3368 38 (100)
1 mM

- EDTA 5321 (56) 2117 29 (77)

Los ensayos se reaIizaron como en 213.1. y 2.3.2. para GS-l y GS-2 con 0,5 mgP100 y Ias concentraciones de UDP-( C)G1c indicadas. EI EDTAse omitió según
se indica.
Los vanres entre paréntesis indican e] porcentaje de actividad respecto a
SIC. I
S.C.: sistema compIeto; ND: no determinado.



centración de glucógeno (Tabla XIII).
En la Tabia XVse nmestra e] efecto de] agregado de distintos can

puestos sobre las actividades GS-l y GS-Z. Si bien ios nucieótidos de adenina
y uridina, asi comoNADP,inhibieron ambas transferencias en distinto grado,
en e] caso de ADPei efecto fue mucho más marcado con 1a actividad en ausen

cia de glucógeno.

E1 agregado de Gic-G-P, en cambio, produjo una notabie estimulación
de ambas actividades enzimáticas, siendo menor e1 efecto con 1a actividad en

presencia de giucógeno 1%.

Por último, ei agregado de 1,5-D-giuconoiactona, 2-deoxigiucosa o
giucosamina, no aiteró mayormenteias actividades estudiadas.

3.2.8.DISCUSION

En esta sección hemos estudiado aigunas propiedades de 1a reacción de
transferencia de restos glucosiio de UDP-Gic a un compuesto insolubie en TCA
en ausencia de giucógeno (actividad GS-2).

A fin de poder diSCutir aigunos de ios resuitados que se han presen
tado, debemos tener en cuenta que, como se demostrará más adeiante, durante

1a reacción en estudio se sintetizan giucanos Ci1,4 unidos a proteina
(proteogiucanos), ios que son detectados por 1a aparición de (14€)91ucosa
insoiubie en TCA 10%.

Comose mencionó anteriormente, 1a soiubilidad en TCAde ios proteoglu

canos dependerá de] tamaño de ias cadenas giucosïdicas en reiación con 1a
porción proteica: e] compuesto será insoiubie en ácido cuando ios giucanos
sean cortos y no interfieran en 1a interacción proteina-proteina; por e]
contrario, será soiubie cuando 1as cadenas giucosïdicas sean lo suficien
temente iargas comopara impedir 1a precipitación. Por otra parte, 1a degra
dación dei proteogiucano por acción de enzimas proteoiïticas o amiioiiticas
produciría 1a soiubiiización de marca radioactiva originaimente in501ub1e en
TCA, faiseando ios datos de sintesis de giucanos unidos a proteina.

Por 10 tanto, ios datos sobre ias propiedades de 1a reacción deben
interpretarse teniendo en cuenta estos factores.

E1 tipo de cinética compleja observada a1 estudiar 1a reacción GS-2 en
función de 1a concentración de UDP-Gic (Fig. 27), sugirió varias expiica



Tabla fl: ACTIVADORESE'INHIBIDORES 95% ACTIVIDADESGS-l 1 (ss-2.

A C T I V I D A D R E L A T I V A ( % )

M E Z C L A D E

GS-l KOH-EtOpr

GS-2 TCApp Glucógeno

R E A C C I 0 N 0,01% 1%

Sistema compieto 100 (39) 100 (31) 100 (93)

+ 1,5-D-giucono
lactona 69 52 127

+ 2-deoxigiucosa 100 87 128

+ NADP 10 26 28

+ glucosamina 69 64 131

+ Gic-G-P 300 442 185

+ UMP 5 6 18

+ UDP 0,5 3 8

+ UTP 0,5 3 9

+ AMP 20 15 52

+ ADP 3 13 33

+ ATP 3 6 14

Las mezcias de reacción fueronlbas descriptas en 2.3.1. y 2.3.2. para GS-l y
GS-Z, con 0,5 mg P100 y UDP-(
realizaron a una concentración de 10 mM.
Los vaiores entre paréntesis

C)G1c 4

(GS-2, pmoi/h; GS-l, pm01/10 min).
indican las actividades de]

M (430 cpm/pmoi). Las adiciones se¡u

sistema canpieto



ciones no excluyentes entre si. Una de elias es que 1a sintesis de] compuesto
insoiubie en TCA seria catalizada por una enzima alostérica.
Aiternativamente, e] producto nmdido en 1a fracción TCAppinvolucraria la
acción de más de una actividad enzimática, que podría ser tanto sintetizante
como degradante de uniones giucosïdicas (X1,4. En este caso, ias enzimas

podrian diferir en ei Kmpara UDP-Gic, o bien en e] tipo de aceptor sobre el

que actüan, esto es, e] largo de cadena de ios giucanos unidos a proteina que
ies sirven de sustratos.

El modelo de iniciación de biosïntesis de] giucógeno propuesto por
Krisman (Fig. 24) postuia 1a existencia de dos tipos de reacciones de
transgiucosiiación. La primera impiica la sintesis de 1a unión giucosii
aminoácido, y 1a segunda, 1a formación de uniones giucosïdicas (Á1,4. Dada 1a
diferencia entre ambas reacciones, es de esperar que 1a enzima que inicia 1a
cadena sea específica para esa reacción, y por 10 tanto, no actüe en 1a sin
tesis de uniones giucosïdicas CX1,4. Esta miSmaespeculación se apiicarïa aun
en e] caso de que 1a unión aminoacii-azücar involucrara a un azúcar distinto
de 1a giucosa: 1a enzima que transfiriera e] primer resto glucosiio de 1a
cadena tendría que reconocer comoaceptor aigo distinto a un residuo de glu
cosa. En este sentido, el mecanismo seria semejante a1 descripto para 1a ini

ciación de ios proteogiicanos (Fig. 14).
Dado que, c0mo se ha demostrado en núscuio esqueietico, 1a giucógeno

sintetasa puede utiiizar giucosa (121), maitosa o ¡uaitotriosa (122) cano
aceptores, pero a concentraciones muy superiores a ias fisiológicas, es de
esperar que exista a] menosotra giucosii transferasa que actüe j;¿3j12_entre
1a enzima iniciadora de 1a cadena y 1a giucógeno sintetasa.

Por 10 tanto, ei tipo de cinética observada (Fig. 27) podria interpre
tarse en función de] modeio de Krisman, que invoiucra 1a participación de más
de una actividad enzimática.

Sin embargo, es importante considerar que ei cosustrato aceptor de 1a
reacción, es decir, ios glucanos de] proteogiucano, se van modificando a
medida que transcurre e] ensayo. Goidemberg demostró con 1a giucógeno sin

tetasa muscuiar que, considerando 1a misma concentración de extremos no
reductores de distintos maitosacáridos, y dándoie e] vaior de 1 a 1a veloci
dad observada con giucógeno, 1a actividad reiativa en presencia de maito



tetraosa a maitohexaosa era 1/500, de Inaitotriosa, 1/5000, y de maltosa
1/14000 (122). Estos datos sugieren que, aun cuando e] ensayo GS-2 refleje 1a

actividad de una soia enzima, la giucógeno sintetasa, a medida que se alargue
1a cadena giucosïdica, el proteoglucano será un mejor aceptor para 1a
transgiucosiiación. Esta explicación justifica tanto e] tipo de cinética
observada en función de 1a concentración de UDP-Gic (Fig. 27), como los

periodos "iag" presentados por 1a actividad GS-2 en función de] tiempo, para
bajas concentraciones de UDP-Glc(Figs. 28 y 29).

E1 "lag" de incorporación a 1a fracción TCAppconcuerda con io repor
tado para otros sistemas de iniciación de sintesis de giucógeno, tales cono
müscuio de conejo (155), Aerobacter aerogenes (159), higado de rata (161) y

g¿_ggll (203), o de aimidón, como1a fosforiiasa de papa, particuiada (181) o
soiubie (204). En todos estos casos se pianteó que el periodo de 1atencia
refiejaba 1a necesidad de sintetizar un aceptor más apropiado para 1a reac
ción.

En e] caso especifico de este trabajo de tesis, se observó que e]
periodo "1ag" variaba con ias distintas preparaciones, y que aumentaba con e]
envejecimiento de 1a enzima. Estos hechos sugirieron que ias preparaciones
enzimáticas tenian proteogiucanos presintetizados, y que 1a variación de]
“1ag” indicaba 1a diferencia en ei iargo de ios glucanos preexistentes. En

este sentido, en g¿_ggli se demostró que ei periodo “1ag” de una preparación
aumentaba con e] envejecimiento de 1a misma, a] tiempo que disminuïa e] giu
cano endógeno unido a proteina, debido a 1a presencia de una actividad ami
101itica endógena (203).

En consecuencia, dado que 10s estudios de 1a reacción GS-2 y de sus

productos se reaiizaron a tiempos mayores que ios respectivos "iags", e]
sistema estudiado en e] presente trabajo de tesis no representó 1a iniciación
de 1a sintesis de] giucógeno, sino e] aiargamiento de ios intermediarios giu
cosïdicos unidos a proteina, mediado por 1a giucógeno sintetasa.

Si bien 1a formación de un aceptor más eficiente para 1a giucógeno sin
tetasa requiere una reacción dependiente de UDP-Gic, tai como 10 demuestra 1a

desaparición de] "iag" a1 aumentar 1a concentración de nucieótido-azücar
(Fig. 28) o a1 preincubar las ¡nezcias de reacción en presencia del ¡niSmo

(Fig. 32), e] efecto de 1a preincubación en ausencia de UDP-Gic (Figs. 31 y



32) sugiere un mecanismo aiternativo. Dado que aun con e] agregado de UDP-Gic

0,1 mMse observó un periodo de Iatencia (Fig. 28), es poco probable que el
mencionado efecto se deba a 1a presencia de nucieótido-azücar contaminando 1a

preparación enzimática. Una posibie expiicación podria ser 1a activación por
proteólisis, ya sea de 1a enzima o de] aceptor. Esto no ocurre en higado de
rata, donde 1a desaparición de] "1ag" tiene lugar sólo a1 preincubar en pre
sencia de UDP-Gic (161).

E1 hecho de que 1a radioactividad en 1a fracción TCAsoI-EtOpr apare

ciera con un "lag" mayor que en 1a fracción TCApp (Fig. 29, UDP-Gic 14 FM)
sugirió 1a posibiiidad de que 1a radiomarca originaimente insoiubie en ácido

pasase posteriormente a 1a fracción TCAsoi-EtOpr. Esto se confirmó con un
experimento de puiso y "Chase" en dos etapas, en e] que e] materia] radiomar

cado insoiubie en TCA, aisiado por cromatografía en Sephadex G-75 (Fig. 30),
se reincubó con un exceso de nucieótido-azücar frio y enzima fresca; 1a mayor
parte de 1a radiomarca insoiubie en TCA pasó a ser soiubie después de 1a
reincubación (Tabia IX).

Como se mencionó anteriormente, 1a soiubiiización puede explicarse
tanto por degradación amiioiitica o proteoiitica de] proteogiucano, comopor
aumento de 1a porción giucosidica frente a 1a proteina. De estas posibiiida
des, soio 1a amiióiisis justifica e] hecho de que, aün después de que comen—

zara a aparecer radiomarca soiubie en ácido, se siguiera incorporando

(14€)giucosa a 1a fracción TCApp (Fig. 29, UDP-Gic 14 pH), ya que en ios
otros casos se esperaría una caida abrupta en 1a incorporación a] compuesto
insoiubie. En consecuencia, en este estudio, e] ensayo GS-2 representó 1a
medición conjunta de por 10 menos dos actividades enzimáticas: 1a giucógeno
sintetasa y una actividad amiioiitica.

La existencia de una actividad amiioiïtica endógena se comprobó
mediante 1a determinación directa de 1a nfisma, midiendo e] glucógeno rema

nente después de incubar una cantidad determinada de poiisacárido con 1a

fracción P100: después de 24 h a temperatura ambiente e] giucógeno agregado
desapareció por compieto.

E1 requerimiento de UDP-Gic para que 1a soiubiiización tuviera iugar
(Tabia IX) indicó que e] compuesto insoiubie en TCAtenia que incorporar pre
viamente cierta cantidad de residuos de giucosa. Esto refleja entonces 1a



necesidad de un determinado largo de cadena glucosïdica por parte de la
enzima amilolitica, y explica la falta de incorporación a la fracción

TCAsol-EtOpr en presencia de UDP-Glc4 pM (Fig. 29). Esto justifica también
el hecho de que después de la preincubación, haya aumentado la incorporación

a partir de UDP-Glc 4 PM a la fracción TCApp(reflejando probablemente la
síntesis de glucanos más largos), y paralelamente haya aparecido marca
radioactiva en la fracción TCAsol-EtOpr (Fig. 31).

Otra evidencia de la existencia de una actividad degradante del pro
teoglucano, que podria ser la actividad amilolïtica antes mencionada, está
dada por el hecho de que, muy frecuentemente, al cromatografiar las mezclas

de incubación en columnas de Sephadex 6-75, como en la Fig. 30, la radioac

tividad precipitable por TCAdisminuïa en función del tiempo pasado después

de la corrida cromatográfica. Esto indicaba, como en el caso de g¿__ggll
(203), la existencia de una enzima degradante que actuaba, aun a O-4°C, sobre

el proteoglucano con el que cocromatografiaba.

Comose vio en la sección 3.1., el agregado de PMSFdurante la prepara
ción de la enzima produjo una notable estimulación de la actividad indepen

diente de "primer" presente en la fracción P150, aumentando fundamentalmente
la incorporación de glucosa a la fracción TCAsol-EtOpr (Tabla VIII). Dado
que en esta fracción el polisacárido endógeno era indetectable con el método
colorimótrico usado (88), el mencionado aumento no podía deberse a la trans
ferencia de restos glucosilo a glucógeno no unido a proteina. Por el
contrario, probablementeesta fracción tuviera una gran actividad de síntesis
de glucanos Ou,4 unidos a proteina, dando como resultado un gran crecimiento
de la porción glucosïdica y, en consecuencia, la solubilización del pro
teoglucano. Alternativamente, en esta fracción podria haber una mayor degra
dación del proteoglucano, y por lo tanto una gran provisión de "primers"
solubles para la glucógeno sintetasa.

En cuanto a la dependencia que muestra la distribución de la incor

poración de glucosa a las fracciones soluble e insoluble en TCA, en función
de la concentración de UDP-Glcy proteínas (Fig. 33), los datos reflejan, una
vez más, la complejidad del sistema en estudio, que involucra más de una
actividad enzimática, y representa el balance entre el largo de los glucanos
sintetizados, su solubilidad en TCA,y su capacidad de ser sustratos para la



degradación amiioiïtica.
Por otra parte, e) hecho de que 1a_incorporación a ias fracciones TCApp

y TCAsol-EtOpr tuviera óptimos de temperatura distintos (37°C y 30°C,
respectivamente; Fig. 34), podria refiejar 1a diferencia entre Ios óptimos de
1a gïucógeno sintetasa y 1a enzima amiïoiïtica.

Como se ha discutido en 1a sección 3.1.1., 1a presencia de giucógeno

endógeno en 1a preparación enzimática producía un aumento en 1a incorporación
de gïucosa a 1a fracción TCAsoi-EtOpr durante el ensayo GS-2 (Tabïa VIII).
Un efecto simiiar se observó a1 agregar poïisacárido exógeno (Tabia XI):
independientemente de 1a concentración de UDP-Gic ensayada, e] agregado de

glucógeno inhibió 1a incorporación de (14C)giucosa a1 compuesto insolubie en
TCA, pero aumentó notablemente 1a correspondiente a 1a fracción
TCASOI-EtOpr. Estos resultados coinciden con 10s obtenidos en higado de rata

(161) y EL ¿gli (203), y reflejan 1a competencia por 1a gïucógeno sintetasa
de dos tipos de "primers" diferentes: uno, que contiene proteina, es inso
1ub1e en TCA, mientras que e] otro, e] gïucógeno agregado, es un mejor
sustrato, y permanece soïubïe en ácido.

La detección de (14C)giucosa en 1a fracción TCApp aun en presencia de
"primer" exógeno (Tabïa XI) podria reerjar 1a actividad de una (11,4 g1uco
sii transferasa distinta de 1a gïucógeno sintetasa, y especifica para e)
aiargamiento inicial de] proteog1ucano, cuya existencia putativa ha sido
discutida anteriormente en esta sección. Sin embargo, dado que 1a nmncionada
incorporación_disminuye a1 aumentar e] po1isacárido exógeno (Tabïa XI), esta
hipótesis parece poco probabïe.

Aïternativamente, ta] como se mencionó a1 comienzo de 1a sección

Resuïtados y anteriormente en esta discusión, es más lógico suponer que 1os
ensayos GS-l y GS-Z refïejan dos formas distintas de medir una misma enzima,
1a gïucógeno sintetasa, y que e] efecto en discusión se debe a 1a activación
de 1a giucógeno sintetasa por una baja concentración de giucógeno, de modo
simi1ar a io descripto para 1a fosfori1asa (140).

Por otra parte, 1a cinética de 1a reacción de incorporación de
(14C)gïucosa a1 po1isacárido exógeno (Fig. 35), confirmó 1a mayor efectividad
del giucógeno como sustrato de 1a gïucógeno sintetasa, ya que en su presencia

1a reacción ocurrió sin periodo "1ag". Esto también se verificó cuando se



analizó la incorporación de (14C)glucosa a la fracción TCAsol-EtOpr de un
ensayo GS-2 realizado en presencia de glucógeno exógeno (datos no mostrados).
Estas observaciones coinciden con lo reportado para la sintesis "de novo" de

glucógeno catalizada por extractos de núsculo de conejo (155), de A:_ag¿gf
genes (159) y de higado de rata (162). En el primer caso se demostró que el

sistema era tan sensible al agregado de "primer", que 3 pg/ml de glucógeno
abolïan totalmente el periodo de latencia observado en ausencia de poli
sacárido.

Aun cuando los ensayos GS-l y GS-2 representen la medición de la
glucógeno sintetasa, el estudio comparativo de ambas actividades no debe

revelar obligadamente propiedades similares, ya que como se mencionó
anteriormente, esta enzima es muy sensible a la variación del sustrato acep
tor. Esto se confirmó por el hecho de que en muchos casos, Cómo se verá a

continuación, el comportamiento de la glucógeno sintetasa durante el ensayo
GS-l en presencia de glucógeno 0,01% se aproximó más a lo reflejado por la
actividad GS-2, que a la miSmaactividad GS-l con glucógeno 1%.

Respecto del nucleótido-azücar dador, ambos ensayos demostraron especi
ficidad para UDP-Glc, comparada con ADP-Glc y GDP-Glc. Esto concuerda con la

aceptada especificidad de la glucógeno sintetasa de distintos tejidos de
mamíferos (98), la cual también puede usar como sustrato a ADP-Glc, pero con

una eficiencia mucho menor. Asi, por ejemplo, en músculo de conejo, a
igualdad de concentración, TDP-Glc reacciona a una velocidad igual a 1/20 de
la correspondiente a UDP-Glc(205).

En cuanto al efecto de DTT (Tabla XII), mientras que el ensayo GS-2

mostró una dependencia absoluta de grupos -SH, independientemente de la con"
centración de UDP-Glc, en el ensayo GS-l este requerimiento disminuyó al

aumentar la concentración de nucleótido-azücar o glucógeno. Asi, en tanto que
en presencia de glucógeno 1%, la ausencia de DTTrepresentó una inhibición de

80% del control con UDP-Glc 4 VM, con UDP-Glc 1 mMel ensayo se inhibió sólo
25%. Estos datos indican que la glucógeno sintetasa tiene grupos —SHesen
ciales para la actividad enzimática, los cuales son protegidos por la unión
del glucógeno o de UDP-Glca sus respectivos sitios enzimáticos. El requeri
miento de grupos —SHpara la actividad de la glucógeno sintetasa fue
demostrado por Kornfeld y Brown en músculo de conejo (205). Estos autores



— 129 

comprobaron que a1 almacenar ia enzima en ausencia de grupos -SH se perdía 1a
actividad enzimática, ia cua] podía recuperarse por agregado de cisteína,
giutatión o 2-mercaptoetanoi. Por otra parte, ia preincubación de una enzima
activa con p-hidroximercuribenzoato iievaba a 1a .inactivación totai de 1a
preparación, indicando directamente 1a presencia de grupos -SH esenciaies
para 1a actividad de 1a giucógeno sintetasa.

Tai como se vio en 1a sección 3.2.3., 1a estimulación de 1a actividad

GS-2 por 1a preinCubación en ausencia de nucieótido-azücar (Figs. 31 y 32),
dependía de 1a presencia de DTT, ya que su emisión producía una inhibición de

90%de 1a actividad de] controi sin preincubar (Tabla X). Este efecto no era
irreversible, ya que e] agregado posterior de DTT durante 1a incubación
revertía parciaimente 1a inhibición. Estos resuitados están de aCUerdocon 10
reportado por Sacristán y Rosell-Pérez en müscuio cardíaco de rata (206).
Estos autores demostraron que al preincubar los extractos en presencia de
2-mercaptoetano], 1a actividad de giucógeno sintetasa I, medida en ausencia
de Gic-6-P, aumentaba en función de] tiempo de preincubación (aproximadamente
10 veces en 60 min). Los autores conciuyeron, en base a datos adicionaies,
que durante 1a preincubación se producía 1a transformación de 1a giucógeno

sintetasa de 1a forma D a 1a I, mediada por 1a giucógeno sintetasa D
fosfatasa presente en 1a preparación. Por io tanto, aun cuando e] efecto

estimuiatorio de ia preincubación en ausencia de UDP-Gic (Figs. 31 y 32)
podría deberse a una activación proteoiítica de 1a enzima 0 de] aceptor, tai
como hemos discutido anteriormente, ios resuitados comentados recientemente

sugieren una expiicación alternativa. Así, 1a fracción P100 podría tener
actividad de giucógeno sintetasa D-fosfatasa, Ia que, en presencia de grupos
-SH, transformaría 1a giucógeno sintetasa D presente en I, y por 10 tanto, a]
incuhar posteriormente 1a mezcia con UDP-Gic se observaría una estimuiación
dei ensayo GS-2.

En cuanto a1 efecto comparativo de distintas saies, mientras que 1a
actividad GS-2 se estimuió por ei agregado de EDTA, KF o CH3COOK,sóio e]

EDTAactivo ei ensayo GS-l (Tabla XIII). La estimuiación de 1a actividad GS-l
fue mayor cuanto menor 1a concentración de] giucógeno, pareciéndose más a1

comportamiento de 1a enzima en e] ensayo en ausencia de poiisacárido (Tabia
XIII). Por otra parte, en ambos ensayos 1a magnitud de 1a activación dependió
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de 1a concentración de UDP-G]c, siendo menor a mayor concentración dei

nucïeótido-azücar (Tabla XIV).
En el modelo de iniciación de la biosïntesis del gïucógeno esquemati

zado en 1a Figura 24, se ha postuiado que 1a dependencia de alta con
centración saiina refieja una propiedad diferencia] de 1a enzima invoiucrada
en 1a iniciación respecto de 1a giucógeno sintetasa. Estas conclusiones se
basaron en e] hecho de que en higado de rata, e] ensayo ilevado a cabo en
presencia de gïucógeno 1%y UDP-Glc 1 mMera independiente de la presencia de

EDTA(162). Sin embargo, ios resuitados presentados en esta tesis referidos
a1 comportamiento del ensayo GS-l en presencia de bajas concentraciones de
giucógeno y/o UDP-Gic(Tabïas XIII y XIV), indican que e] efecto salino invo
lucra a 1a giucógeno sintetasa.

Es interesante destacar que Sacristán y Rose11—Pérezencontraron que 1a
conversión de 1a glucógeno sintetasa de corazón de rata de 1a forma D a 1a I

durante 1a preincubación con 2-mercaptoetan01, podia inhibirse con e] agre
gado de ATP-Mg++durante 1a preincubación; esta inhibición era a su vez
revertida totaimente por ei agregado de EDTA(206). Los autores interpretaron
estos datos como indicando 1a presencia en 1a preparación de una actividad de
giucógeno sintetasa quinasa, que actuaba inactivando por fosforiiación tanto
a 1a forma D como a 1a I. Dado que en nuestro caso, e] efecto estimuiatorio
de 1a preincubación en ausencia de UDP-Gic fue independiente de 1a presencia

de EDTA(Fig. 31), es poco probable que 1a activación causada por esta sa] se
debiera a sus propiedades como quelante de cationes, requeridos por alguna
enzima inactivante de 1a reacción (por ejempio, una quinasa).

Si bien 1a inhibición producida por (NH4)ZSO4y Na2504 sobre GS-l y
GS-2 (Tabla XIII) sugirió, una vez más, que ambos ensayos invoiucraban la
misma enzima, 1a giucógeno sintetasa, estos resuitados se contradicen con 10
descripto por Thomas et a1. para 1a enzima de corazón bovino (207). Estos

autores encontraron que Na2504 no afectaba a 1a gïucógeno sintetasa D (aun a
una concentración de 145 mM) mientras que activaba a 1a forma I, de modo

simiiar a Gic-ó-P y otros aniones divalentes, inorgánicos u orgánicos. La
Vmáx obtenida era iguai para todos ios activadores, en tanto que 10 que

variaba eran 105 respectivos A0’5; e] correspondiente a Gic-6-P, 5 yM, era e]
menor de todos los activadores ensayados. Por otro iado, 1a presencia con
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junta de dos activadores resultaba inhibitoria, indicando que la activación
afectaba al mismo sitio enzimático. Asï, Na2304 14 mMresultaba activador a
bajos niveles de Glc-6-P, e inhibidor a concentraciones mayores. Un efecto
similar fue descripto para la glucógeno sintetasa D de higado de rata: la
presencia de Na2304 10 mMinhibïa en un 80% la estimulación producida por
Glc-6-P (208). En consecuencia, la inhibición por sulfato de la glucógeno
sintetasa (Tabla XIII) podria interpretarse c0moreflejando la contaminación
de la preparación enzimática con Glc-6-P, pero dado que este efecto se
observó también con preparaciones purificadas de la enzima (ver

sección 3.5), esta explicación parece poco probable.
Es importante notar que en el caso de la glucógeno sintetasa de leva

dura, el sulfato se comporta como inhibidor cuando se lo agrega a una con

centración de 100 mM, y c0mo activador, a 10 mM (187). Dado que en el

presente trabajo de tesis no se ensayó el efecto a concentraciones menores
que 100 mM,es posible que, también en este caso, el sulfato se comporte como

un activador de la glucógeno sintetasa.
La respuesta frente al sulfato marca otra diferencia entre el sistema

de corazón y lo observado en higado de rata (161) y g¿_ggli (203). En ambos
casos el sulfato a alta concentración produjo una estimulación de la activi
dad en ausencia de "primer", resultando incluso más efectivo que el EDTAcano
activador. En corazón, por el contrario, la inhibición por sulfato se mantuvo
aun en presencia de EDTA(Tabla XIII).

Por otra parte, mientras que en higado de rata (161) y EL ¿gli (203),
la actividad GS-2 mostró un requerimiento absoluto de alta concentración
salina, en el müsculo cardíaco dicha actividad se detectó aün en ausencia de
sales (Tablas XIII y XIV).

El requerimiento de alta concentración salina fue demostrado además
para la actividad de almidón sintetasa independiente de "primer" presente en
hojas de espinaca (175) y en maiz dulce (176), asi como también para la sïn

tesis "de novo" catalizada.por la glucógeno sintetasa de E¿_ggll (209,210).
En todos estos casos se sugirió que las preparaciones enzimáticas contenían
glucanos no unidos a proteina, y que la alta concentración salina era
requerida para aumentar la afinidad de la sintetasa por el "primer" endógeno,
y permitir asï que la aparente sintesis "de novo" tuviera lugar. Dado que en
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e] caso de corazón 1a actividad independiente de "primer" se detectó aun en

ausencia de saies (Tabias XIII y XIV), y que además, ias saies ensayadas
tuvieron un efecto muydistinto, inhibiendo en algunos casos (Tabia XIII), y
activando en diferente grado, segün 1a concentración de UDP-Gic, en otros
(Tabla XIV), es poco probable que 1a activación por saies se debiera, en e]

presente trabajo de tesis, a 1a hipótesis recién mencionada.
El agregado de distintos activadores e inhibidores (Tabia XV) mostró,

a] igual que en e] caso de] EDTA,un comportamiento simiiar entre e] ensayo
GS-l con baja concentración de giucógeno y e] ensayo GS-2. Esto fue nás

notorio en e] caso de giuconoiactona y glucosamina, ya que mientras que ambos
compuestos inhibieron por igual Ios ensayos antes mencionados, resuitaron
iigeramente estimuiatorios de ia actividad GS-l en presencia de giucógeno 1%
(Tabia XV). Es interesante destacar que ios datos referidos a giuconoiactona
contrastan con 1a inhibición tota] reportada para 1a giucógeno sintetasa de

higado de rata (211) y de g¿_ggli (212).
Por otra parte, 1a inhibición provocada en ambos ensayos por ios

nucieótidos de uridina y adenina (Tabla XV) coincidió con io observado por

otros autores para 1a giucógeno sintetasa I de corazón bovino (207), e I y D
de higado (208) y müscuio de rata (100, 103, 213).

En cuanto a 1a estimuiación por Gic-6-P (Tabia XV), dado que la frac

ción P100 representaba una enzima muy poco purificada, dicho efecto podia
deberse no sóio a 1a activación de 1a giucógeno sintetasa I (100, 103), que
es 1a forma enzimática medida en ausencia de activador, sino también a 1a

presencia adiciona] de enzima en 1a forma D, ta] cano se ha diSCutido
anteriormente a1 tratar el efecto dei DTTdurante 1a preincubación.

En relación con este aspecto, Huijing et a1. (201) y Sacristán y
Roseii-Pérez (206) demostraron que 1a reiación de actividad (%I) de 1a

giucógeno sintetaSa de müscuio cardiaco de rata variaba de anima] en anima]
(entre 8 y 70%), correiacionándose de forma inversamente proporciona] a1 con

tenido de giucógeno de] tejido. Dado que la fracción P100 nO tenía QÏUCÓQGHO

detectable por e] método coiorimétrico usado (ver sección 3.1.), es probabie
que 1a giucógeno sintetasa se encontrara fundamentaimente en 1a forma I, y
por io tanto, que ei efecto de G1c-6-P se debiera principalmente a 1a activa
ción de esta forma enzimática.
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Respecto a ias diferencias observadas en ios óptimos de pH de ambos
ensayos (Fig. 36), 1a misma no es indicativa de que ias actividades GS-l y
GS-2 representen distintas enzimas. Thomas et a1. (207) demostraron que e] pH
óptimo para 1a giucógeno sintetasa I de corazón bovino dependía de 1a presen
cia de activadores, pasando de 7,0 en ausencia de efectores, a 7,9 en presen

cia de Gic-6-P o Na2504. Dado que e] giucógeno podria tener un efecto
activador sobre 1a enzima, tai como lo hemos discutido anteriormente en esta

sección, 1a diferencia de ios óptimos de pH podría deberse a 1a ausencia de
poiisacárido en e] ensayo GS-2. Alternativamente, e] corrimiento hacia 1a
zona ácida en el ensayo GS-2 podria refiejar 1a menor actividad, en ese rango
de pH, de 1a enzima degradante de] proteogiucano.

3.3.PROPIEDADES QE Lg; PRODUCTOSRADIOACTIVOS INSOLUBLES Efi_IQA_SINTETIZADOS

DURANTE LA_REACCION GS-Z

Los compuestos radioactivos insoiubies en TCA. sintetizados por 1a frac

ción P100 a partir de UDP-(14€)G1c durante ei ensayo GS-2, fueron sometidos a
tratamientos enzimáticos y quimicos, a fin de poder caracterizar su estruc
tura.

3.3.1.TRATAMIENTOS ENZIMATICOS. AMILOLISIS ï_PROTEOLISIS

Como se observa en 1a Tabla XVI, 1a incubación con enzimas degradantes

de uniones giucosïdicas (11,4, de] compuesto TCAppsintetizado en un ensayo

95-2 C00 UDP-(14€)G1c 14 FM, produjo 1a soiubiiización de 1a mayor parte de
ia radioactividad originaimente insoiubie en TCA.

Los productos radioactivos iiberados por ios tratamientos con

(X-amilasa, p-amiiasa y amiiogiucosidasa, cocronatografiaron con standards de
maitosacáridos, maitosa y giucosa, respectivamente (Fig. 37).

Por otra parte, 1a digestión dei compuesto TCAppcon proteasa iibre de
amiiasa, soiubiiizó 70% de 1a radioactividad (Tabia XVI). Los productos

radioactivos soiubiiizados no se movieron de] lugar de siembra cuando se ios
sometió a eiectroforesis en papei, tanto en condiciones neutras comoaicaii
nas.



TabTa ¿11: DIGESTION ENZIMATICA BEL COMPUESTOINSOLUBLE Éflgfiïy

TRATAMIENTO ENZIMATICO RADIOACTIVIDAD REPRECIPITADA CON TCA
DESPUES DEL TRATAMIENTO (%)

Ninguno 95

d -ami1asa 20

e -ami1asa 48
Amiiogïucosidasa 24

Subtiiisina 27

Las condiciones de Tos tratamientos fueron ias descriptas en 2.6.1. Los
c0ntroTes se reaTizaron omitiendo las enzimas durante 1a incubación. Las

fraccígnes TCApp tratadas provenían de una incubación de 60 min con
UDP-( C)G]c 14/JM.



origen M3 M2 Glc

«xamílasa

O

Gamflasa

x! . _Amubghmosdasa

F19. _31: CROMATOGRAFIA QE L0_S_ PRODUCTOS SOLUBILIZADOS P_0_R_ ENZIMAS
AMILOLITICAS. 

Los productos solubih‘zados durante 1os tratamientos con d- B-am'lasa y
amiïogïucosidasa (Tabla XVI) se cromatografiaron en pape] con n-butanol/
piridina/agua (4:3:4), comose describió en 2.7.1.
Gïc, glucosa; Mz, ma1tosa; M3, maïtotriosa.



3.3.2.TRATAMIENTOS QUIMICOS

3.3.2.1.HIDROLISIS ACIDA SUAVE

El compuesto radioactivo insoluble en TCA, producto de la reacción

GS-Z, es sensible a la hidrólisis ácida suave. Comose observa en la Figura
38, el tratamiento con HCl 0,01 N (pH 2) durante 15 min a 100°C de las frac

ciones TCApp sintetizadas durante distintos tiempos de incubación conn

UDP-(14€) Glc 4 PM, produjo la liberación de 60-70%de la radioactividad ori
ginalmente insoluble en ácido. Los productos liberados se reCuperaron en la
fase acuosa de una partición con cloroformo-metanol-agua (3:2:1). El porcen
taje de liberación se mantuvo más o menos constante en los conpuestos sin
tetizados a partir del periodo "lag".

El análisis por cromatografía en papel de los compuestos liberados
mostró que, independientemente de la duración del ensayo GS-Z, aun en las

muestras correspondientes al periodo "lag", sólo se detectaba un pico
radioactivo en el origen de la siembra, que aumentaba con el tiempo de inCu
bación (Fig. 39).

El estudio de la cinética de la hidrólisis ácida con HCl 0,01 N (pH
2), mostró que el 50%de la radioactividad liberada a la fase acuosa de la
partición cloroformo-metanol-agua (3 2:1) aparecia entre los 30 segundos y 1

minuto de hidrólisis (Figura 40). Este t1/2 fue el mismo para los productos
correspondientes tanto a 30 como a 60 minutos de incubación.

La misma cinética de hidrólisis con HCl 0,01 N se verificó cuando se

midió la radioactividad remanente en el compuesto insoluble en TCA. Comose

observa en la Figura 41 A) la hidrólisis ácida a pH 2 produjo la liberación
de 70% de la radioactividad originalmente insoluble en ácido, con un

t1/2 (tiempo de desaparición del 50%de la radioactividad liberada) entre 30
segundos y 1 minuto.

Por otra parte, cuando el compuesto insoluble en TCAresistente a la
hidrólisis con HCl 0,01 N, fue tratado con HCl 0,1 N, se liberó alrededor de
70% de la radioactividad remanente del tratamiento a pH 2, con un

t1/2 cercano a 2 min (Fig. 41 A). C0moresultado de ambas hidrólisis secuen
ciales se produjo la liberación de 90% de la radiomarca original, con un
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Fig. _3_s¿:HIDROLISIS ACIDA SUAVE m 2,0) D_E L_o_s PRODUCTOS E REACCION D_E_2__
Mezciï de reacción de GS-2 (0,5 mg P100) se incubaron por dupiicado con
UDP-( C)G]c 4 ,uM (430 cpm/pmoi) durante ios tiempos indicados y se proce
saron hasta obtener 1a fracción TCApp(Sección 2.3.2.). En una de 1as series
se midió 1a radioactividad (O). Los duplicados se sometieron a hidrólisis
con HC] 0,01 N durante 15 min a 100°C _v posterior partición con cioroformo/
¡netanoi/agua (3:2:1), tai comose indicó en 2.5.1.1., midiéndose 1a radioac
tividad Hberada a 1a fase superior (O).
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Los productos Hberados a "la fase acuosa (Fig. 38) se crOmatografiaron en
papel con n-butanoï/piridina/agua (4:3:4) comose describió en 2.7.1.
G1c, gïucosa; Mz, maïtosa; M3, ma1totr1'osa.
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Fig. fl: CINETICAEQ HIDROLISISACIDASUAVEM 2,0).
Dos series de mezclas de reaccion de GS-2 (0,5 mg P100) se incubaron con
UDP-(14€)Glc 4 pM (430 cpm/pmol) durante 30 (O) y 60 min (fi). Después de
obtener ias fracciones TCApp, se midió 1a radioactividad en una muestra de
cada serie (controi); ias restantes se sometieron a hidrólisis con HC]0,01 N
a 100°C durante ios tiempos indicados y posterior partición con cloroformo/
metanoi/agua (3:2:1), ta] comose indicó en 2.5.1.1. Se determinó la radioac
tividad liberada a 1a fase acuosa de 1a partición, expresándoia cornoporcen
taje de 1a radiomarca presente en e] contro].
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Fi . fl: CINETICAgg LA HIDROLISIS SECUENCIALmm ,0 Y 1.111,0.
M Mezcias de reaccion de GS-Z (0,5 mg P100; UDP- CTGic WM; 60 min a
37°C) se procesaron hasta obtener 1a fracción 1-14-TCA(Sección 2.3.2.), se
midió 1a radioactividad y se ias rECUperó (Sección 2.4.2.). Se ias trató
entonces con HC] 0,01 N a 100°C durante ios tiempos indicados (Q) y se ias
proceso como en 2.5.1.2. Después de medir la radioactividad, ias fracciones
H4-TCAse recuperaron nuevamente y se trataron con HC] 0,1 N a 100°C durante
los tiempos indicados (Ü), procesándose iuego como en 2.5.1.2. En (0) y
([1) se tomó como 100% 1a radiomarca origina] y 1a resistente a pH 2,0,
respectivamente. En (O)'se expresó 1a radioactividad resistente a pH 1,0
tomando como 100% 1a origina].
B) Mezcias de reacción como en A) se procesaron hasta 1a fracción TCApp. Se
midió 1a radioactividad de una de eHas (100%) _y las restantes se trataron
con HC] 0,1 N a 100°C durante 10s tiempos indicados (Si), procesándose con
TCA 10% como en 2.5.1.1.
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t1/2 menor de 1 minuto. Un reSultado similar se observó al someter las
muestras directamente a hidrólisis con HCl 0,1 N (Fig. 41 g).

Finalmente, es importante destacar que después de calentar el com

puesto insoluble en TCAadsorbido a papel de filtro (H4-TCA)a 100°C durante
10 min a pH 4,5, sólo reprecipitó 70%de la radioactividad original. Dicho
porcentaje se mantuvodespués de otro tratamiento similar. Por el contrario,
el tratamiento a pH 1 o 2 durante 60 min a 0°C o 37°C, no tuvo ningún efecto.

3.3.2.2.PERMETILACION E HIDROLISIS ACIDA TOTAL

Cuando los productos liberados del compuesto insoluble en TCA por
hidrólisis ácida a pH 1 fueron sometidos a permetilación y posterior
hidrólisis ácida total, y analizados por cromatografía en capa delgada, se
detectó la presencia de 3 c0mpuestos radioactivos (Fig. 42). La especie más
abundante cocromatografió con un standard de 2,3,6 trimetil glucosa, mientras
que las restantes, cuya intensidad era aproximadamente igual, comigraron con
2,3,4,6 tetrametil glucosa y 2,3 dimetil glucosa, respectivamente. Estos
datos indicaron que el compuesto radioactivo analizado era similar al
glucógeno, en cuanto tenía uniones glucosídicas (ï1,4 (que originaban la

especie principal 2,3,6, trimetil glucosa) y ramificaciones en posición C(1,6
(2,3 dimetil glucosa). El compuesto tetrametilado provenía de las glucosas de
los extremos no reductores, que tienen ocupada sólo la posición Cl.

Es importante destacar que aun exponiendo las placas autorra
diográficas durante un tiempo muyprolongado (4 meses), no se detectó la pre
sencia de otros compuestos.

3.3.3.DISCUSION

Los resultados presentados en esta sección permitieron confirmar que
durante la reacción GS-2 se sintetizaban,a partir de UDP-Glc, glucanos (11,4
unidos a proteína.

La sensibilidad del compuesto insoluble en TCAal tratamiento con enzi
mas de tipo amilolítico (Tabla XVI) demostró que la (14€) glucosa había sido
incorporada a un cmnpuesto que tenía, al menos en parte, las propiedades

estructurales del glucógeno. Así, poseía uniones glucosídicas CX1,4y además
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Fig. 5g: EÉÉMEEILACION g HIDROLISIS ACIDA TOTAL QE Lg; COMPUESTOS LIBERADOS1,0.
E1 tratamïEHÉ%-EE_?eaTÍzó según se describió en 2.5.2. Los compuestos per
metilados se anaiizaron por cromatografía en capa delgada con benceno/aceta
na/amonïaco/agua (150:600:4,5:9), como en 2.7.2. Se muestra un esquema de]
autorradiograma correspondiente a dos semanas de exposición.
1: 2,3,4,6 tetrameti] glucosa; 2: 2,3,6 trimeti] glucosa; 3: 2,3 dimetiT glu
cosa.
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estaba ramificado, ya que la inCuba'ción con p-amilasa liberaba 50% de la

radioactividad, valor que coincide con el correspondiente a la dextrina F
lïmite del glucógeno nativ (ver Tabla VI).

La presencia de glucosas radioactivas formando parte de uniones glu

cosïdicas oU,4, y O{1,4 y 0‘1,6 (puntos de ramificación) fue confirmada
mediante la permetilación e hidrólisis total de la fracción TCApp(Fig. 42).
La presencia de (MC) glucosa en puntos de ramificación reveló la existencia

de enzima ramificante en la preparación enzimática P100, y confirmó por otra
parte, que la misma puede actuar sobre glucanos d 1,4 unidos a proteina, tal
como se postula en el modelo de Krisman (Fig. 24), y como se ha discutido
anteriormente en la sección 3.2.8.

La naturaleza ramificada del compuesto insoluble en TCAdifiere con lo

observado en higado de rata (161) y Len, donde los productos sintetizados

eran lineales, ya que por incubación con P-amilasa eran convertidos en 90-99%
a maltosa.

Por otra parte, los porcentajes de degradación con d-amilasa y ami
loglucosidasa obtenidos en este trabajo de tesis (Tabla XVI), coinciden con
los reportados para el glucógeno nativo (Tabla VI), los cuales son menores

que los correspondientes a la amilosa (86). Por lo tanto, los mayores valores
de hidrólisis con d-amilasa y amiloglucosidasa informados para higado de rata
(161) y E_.&Ï'Í_ (203), reflejan, nuevamente, la diferencia estructural del
compuesto sintetizado en corazón y en los sistemas antes mencionados.

La estructura ramificada de los compuestos sintetizados permitió
descartar que la presencia de (14€) glucosa en la fracción insoluble en TCA
se debiera a la sintesis de glucanos (¡1,4 lineales no unidos a proteina,
retrogradables en medio ácido.

Por otra parte, la sensibilidad de la (14(2) glucosa presente en la
fracción TCAppal tratamiento con proteasa libre de amilasa (Tabla XVI), con
firmó que la insolubilidad en ácido de la radiomarca se debia a la sintesis
de glucanos (41,4 unidos a proteina. Al igual que con la degradación ami

lolïtica, los proteoglucanos de corazón se proteolizaron en menor grado (70%)
que los correspondientes a higado de rata (97%; ref. 161). La diferencia
podria deberse a la presencia en corazón de glucanos ramificados o de mayor
tamaño que los de higado, causando de algün modo un impedimento estérico para



1a acción de 1a proteasa.
La falta de nmviïidad eiectroforética de ios productos soiubilizados

por 1a proteóïisis, sugirió que ios péptido-gïucanos re5u1tantes eran dema
siado grandes comopara migrar en una eiectroforesis en papei. E1 gran tamaño
podria deberse no sólo a 1a porción glucosïdica, sino también a] péptido.

En Cuanto a 1a hidróiisis ácida suave, dado que ias uniones glucosïdi

cas d1,4 y (11,6, u otras uniones giicosïdicas, no se r0mpen en ias con
diciones ensayadas (pH 1 y pH 2; ref. 161), es iógico suponer que 1a
sensibiiidad observada refïeja 1a ruptura de ias uniones gïucosii-aminoácido,
o gïicosii-aminoácido, si 1a iniciación de 1a cadena invoïucrara a un azúcar
distinto de 1a giucosa.

Es importante notar, en primer término, que 30% de las uniones
aminoacii-azücar de] proteogiucano son extremadamente 15bi1es, por cuanto se
iiberan por calentamiento a 100°C durante 10 min a pH 4,5.

Dado que 1a hidróiisis a pH 2 1ibera 60-70% de 1a radioactividad de]

compuesto TCApp con un t1/2 menor de un minuto (Figs. 38, 40 y 41 A), y que

1a hidrólisis a pH 1 Iibera 20-30%de 1a radiomarca remanente, con un tl/z de
2 minutos (Fig. 41 A), si se tiene en cuenta además que un 30%de ias uniones
se rompen a pH 4,5, se podria conciuir que existen tres tipos de uniones

diferentes. E1 hecho de que ias uniones sensibïes a pH 1 tengan un t1/2 mayor
que ias 15bi1es a pH 2, fav0rece 1a interpretación de que a1 menos estos dos
tipos de enïaces son distintos; dado que no se estudió la cinética de 1a
hidróiisis a pH4,5, no se pueden sacar conciusiones a1 respecto,

Por 10 tanto, e] proteoglucano de corazón tendría a] menos dos uniones
aminoacii-azücar diferentes. Las caracteristicas de 1abi1idad ácida de ambas

unienes (tl/z de 1 y 2 minutos, respectivamente) se asemejan a ias de un
éster fosfato: e] tl/z de Glc-l-P a pH 1 es de 1,5 min (214).

E1 porcentaje de ruptura de 1as uniones aminoacii-azücar sensibies a pH
2 se mantuvo más o menos constante, independientemente de] tiempo de inCuba

ción de 1a muestra tratada (Figs. 38 y 40). Este dato sugiere que, si bien
existen a1 menos2 sitios de giicosiiación diferentes, los mismosson alarga
dos indistintamente.

Por otra parte, la faita de moviiidad cromatográfica de ios compuestos
1iberados por pH 2, aun los provenientes de muestras incubadas durante el
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periodo "lag" (Fig. 39), confirmó la presencia de glucanos preformados sobre
la proteina aceptora, cuya existencia fue discutida en la sección 3.2.8.

Rybicka demostró, mediante técnicas histocitoquïmicas, que en fibras
musculares cardiacas de perro existen estructuras celulares que contienen
glucógeno y proteina a la vez (215). Estas organelas, denominadas glicosomas,
se encuentran libres en el citoplasma, o asociadas a reticulo endoplásmico
(ER) o filamentos intermedios (IF) (216). Estas particulas podrian implicar
uniones covalentes entre polisacárido y proteina, o reflejar la capacidad de
adsorción al glucógeno de las enzimas relacionadas con el nmtabolismo del
mismo(glucógeno sintetasa, fosforilasa, enzima ramificante y desramificante,
entre otras; refs. 98, 217). El tratamiento del tejido muscular en frio con
acetato de uranilo a pH 4,1 o con buffers ácidos produce la destrucción de
los glicosomas libres, disociando la proteina del glucógeno (215). Por el
contrario, este tratamiento no afecta la estructura de los glicosomas unidos
a ER o IF (216). Sin embargo, el tratamiento ácido suave en caliente produce
la depolimerización de los filamentos intermedios, lo cual liberaria a los
glicosomas unidos, y por consiguiente, los volveria sensibles a la destruc
ción por ácido (216).

Por lo tanto, la labilidad ácida de los proteoglucanos sintetizados 1g
¿E1133podria relacionarse con la sensibilidad al ácido de los glicosomas,
libres o unidos a ERe IF, existentes in_ïilg_en mÜSCulocardiaco.

La sensibilidad al ácido de las uniones glucano-proteïna fue demostrada
también para los compuestos insolubles en TCAsintetizados a partir de pre
paraciones enzimáticas de higado de rata (161), EL coll (203) y EL ¿53351
(165). En estos casos sólo se estudió la sensibilidad de los cempuestos a la

hidrólisis a pH 1, encontrándose que el t1/2 era de 4 min. Este hecho sugiere
que la unión aminoacil-azücar del proteoglucano de corazón seria diferente de
las presentes en los mencionados sistemas.

Por otra parte, la unión covalente del intermediario enzima-dextrano,
involucrado en la sintesis.de dextranos de bacterias (Fig. 14; ref. 82), tam
bién resultó sensible a pH 2.



3.4.PURIFICACION DE LA GLUCOGENOSINTETASA

E1 bajo grado de purificación de ias preparaciones enzimáticas usadas en
Ios experimentos reseñados en ias secciones anteriores, dificultaba 1a
demostración definitiva de 1a unión g]ucano—proteína en ios productos de 1a
reacción GS-2. Es por elio que se decidió encarar 1a purificación de]
sistema.

3.4.1.CROMATOGRAFIA Éfi_COLUMHAQE_DEAE-CELULOSA

E1 sedimento entre 25.000 y 150.000 x g de músculo cardíaco de rata,
obtenido c0mose indicó en 1a sección 2.2.2.1., se sometió a cromatografía de

intercambio iónico en columna de DE-52. COmose observa en 1a Figura 43, 1a

actividad GS-l eiuyó de 1a coiumna como un pico ancho entre 0,18 y 0,4 M

NaCi, mientras que 1a actividad GS-2 apareció como un pico más estrecho, a

una concentración de aproximadamente 0,22 M NaC]. Se juntaron entonces, por

una parte, aqueiias fracciones que presentaban tanto 1a actividad GS-l como
1a GS-2 (D1, Fig. 43), y por otra parte, aqueiias que tenían sóio 1a activim
dad GS-l (02, Fig. 43).

Es importante destacar que no se detectó giucógeno retenido en 1a
columna.

3.4.2.CROMATOGRAFIA E! COLUMNAQE UJ-AMINOBUTIL AGAROSA

Las fracciones D1 y D2 se sometieron por separado a cromatografía en

columna de Ú)-aminobuti1 agarosa. Comose muestra en 1a Fig. 44 A, 1a activi
dad GS-l presente en Dl (Fig. 43) eiuyó nuevamente como un pico ancho, entre
0,1 y 0,3 MNaC], mientras que 1a actividad GS-2 se detectó 5610 en ias frac

ciones correspondientes a 0,11-0,18 M NaC]. Se juntaron ias fracciones que

contenían ambas actividades, GS-l y GS-2 (DIA, Fig. 44 A).
La Figura 44 E_muestra e] perfii de elución de D2 sometido a crana

tografía en (d -aminobuti1 agarosa. La actividad GS-l eiuyó a una con
centración de NaCi de 0,25-0,4 M. No se detectó actividad GS-2 en ninguna

fracción de 1a coiumna. Las fracciones se juntaron segün se indica en 1a Fig.

44 g_(02A).
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Fi . 43: CROMATOGRAFIA EN DEAE-CELULOSA.
E mïeriai de] paso-2' (Tabia XVII) se sembró en una co1umna de DE-52
(2,2 x 10,5 cm), equiïibrada con buffer C (Sección 2.2.2.1.). La eiución se
hizo con un gradiente de' 0-0,7 M NaC] en buffer C (200 mi). Se recogieron
fracciones de 4 m1 a 0,7 mI/min. Se determinó actividad de GS-l (O), GS-Z
(A) y proteínas (a). Las fracciones se juntaron como se indica (Dl y DZ) y
se diah'zaron contra buffer C.
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Fi . 44: CROMATOGRAFIAEN w-AMINOBUTIL AGAROSA.
M [a7racc1on ÜI (Fig.-43) se sembro en una coiumna de w-aminobutfi agarosa
(0,9 x13 cm), equiïibrada con buffer C (Sección 2.2.2.1.). La elución se
hizo con 50 m1 de un gradiente Hnea] 0-0,6 M NaC] en buffer C. Se recogieron
fracciones de 1 m1 a 10 'rnl/h. Se determinó actividad GS-l (0), GS-2 (A) y
proteinas. Las fracciones se juntaron según se indica (DIA).
B) La cromatografía de la fracción D2 (Fig. 43) se hizo como en A. Las frac
ciones se juntaron como se indica (02A).



La Tabla XVII esquematiza 1a purificación de 1as actividades GS-l y
GS-2. La actividad en presencia de "primer" se purificó 65 y 90 veces

(respecto de] sobrenadante de 25.000 x g) en las fracciones DIA y 02A,
respectivamente, con un rendimiento muyalto. Por otra parte, 1a actividad en
ausencia de "primer" fue purificada 20 veces (fracción DIA), con un ren
dimiento de 26%.

3.4.3.DISCUSION

Los resuitados presentados en esta sección sugirieron que e] extracto
de corazón de rata sometido a purificación, contenía a] menos dos especies
diferentes de giucógeno sintetasa (actividad GS-l). Asi, mientras que 1a
enzima presente en Dl (Fig. 43) era capaz de giucosilar tanto a1 gïucógeno
exógeno como a un aceptor endógeno, 1a sintetasa de 1a fracción DZ (Fig. 43)
sólo tenia actividad dependiente de "primer" exógeno.

Cemose ha discutido en ias secciones 3.2.8. y 3.3.3., 1a actividad
GS-2 detectada en 1a fracción enzimática P100 se debia a1 aiargamiento de
glucanos (11,4 unidos a proteina, preexistentes en 1a preparación, mediado
por 1a giucógeno sintetasa. A modo de confirmación, como se verá en 1a sec

ción 3.6.2., ias actividades GS-l y GS-2 están cataiizadas por una mismapro
teina de 1a fracción DIA (Figs. 47 y 48). Dado que 1a actividad GS-Z depende
de 1a presencia conjunta de 1a giucógeno sintetasa y de] aceptor proteico, 1a
detección de 1a misma en 1a fracción D1 podia deberse, simplemente, a que e]

aceptor cocromatografiaba con 1a enzima en esas fracciones, sin por eïlo
impiicar que D1 y D2 fueran sintetasas distintas. Sin embargo, ei hecho de
que Dl y DZ hayan eiuido en posiciones diferentes en una crOmatografïa en
ü}—aminobuti1 agarosa (Fig. 44), indicó c1aramente que ambas fracciones
tenian alguna diferencia. La misma podria deberse a 1a presencia de pro
teogiucanos fuertemente asociados a 1a especie Dl. Este hecho expiicarïa no

sóio 1a detección de actividad GS-Z en Dl, sino también e] diferente compor
tamiento cromatográfico de DIA y 02A.

Las diferencias observadas en e] rendimiento y purificación de ias
actividades GS-l y GS-2 (Tabia XVII) no contradicen e] hecho de que ambas

reacciones estén cataïizadas por 1a mismaenzima. Estos resuitados refïejan,
probablemente, una mayor pérdida de] aceptor proteico requerido en e1 ensayo
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ACT.
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TOTAL.ESP.
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FracciónDl25,3 FracciónDZ39,7

4.(d-aminobutil
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GS-Z, que de la enzima.

En cuanto a la purificación, las actividades especificas de la activi
dad GS-l de las fracciones más puras, DIA y l)2A, fueron ¡nenores que las
informadas por otros investigadores para corazón de rata (218) y de buey
(128,129). Cohen et al. demostraron que la glucógeno sintetasa de músculo

esquelético de conejo era inactiva cuando se la preparaba a partir de extrac
tos carentes de glucógeno, activándose por preincubación con el polisacárido
(113). Por lo tanto, las diferencias mencionadas pueden deberse a que, en el
presente trabajo de tesis, los extractos enzimáticos carecían de glucógeno
(sección 3.1.), mientras que en los casos nombrados anteriormente, la enzima
se purificaba asociada a polisacárido, endógeno o exógeno.

Por último, es interesante destacar que la glucógeno sintetasa presente
en el sedimento de 150.000 x g se comportó como si fuera soluble al ser cro

matografiada en DEAE-celulosa (Fig. 43). Estos resultados sugerian que la
enzima y el aceptor proteico no eran proteinas integrales de membrana, sino
que estaban asociadas débilmente a ellas, o bien formaban parte de un

complejo particulado, del que se separaban como consecuencia del aumento de
dilución previo a la corrida cromatográfica.

Apoyandoesta hipótesis, se vio que, cuando se queria recuperar el pro

ducto de reacción de GS-2 sintetizado por P100, mediante centrifugación de la
mezcla de reacción y posterior lavado del sedimento hasta no detectar
radioactividad en el sobrenadante de 100.000 x g, sólo se recuperaba 5-10% de

la radiomarca medida en la fracción TCAppde un ensayo paralelo, Esto indi
caba que el aceptor proteico, que originalmente sedimentaba a 100.000 x g, se
solubilizaba al diluir la mezcla durante los lavados, sugiriendo entonces,
que estaba adsorbido a una partícula o asociado periféricamente a membranas
microsomales.

Estas particulas o asociaciones a membranas celulares podrian tener
relación con los glicosomas (215,216), cuya existencia "in vivo" en corazón
de perro fue discutida en la sección 3.3.3.



3.5.PROPIEDADES DE LA ACTIVIDAD GS-Z EN LA GLUCOGENO SINTETASA PURIFICADA

{FRACCION DIA!

En resguardo de 1a brevedad, en Ias secciones siguientes sólo se

mostrarán aqueiios datos que difieran con 10 observado para Ias preparaciones
enzimáticas microsomaies, o bien que no hayan sido estudiados en Ias mismas.
En este sentido, Ias curvas de temperatura y pH, Ia especificidad del
nucIeótido-azücar, y eI efecto de DTT, EDTA,Na2504, (NH4)2504, y nucieótidos
de uridina y adenina, para 1as actividades GS-l y GS-2 de Ia fracción purifi
cada DlA (TabIa XVII), fueron simiIares a Io descripto y discutido en Ias
Figs. 34 y 36, Tablas XII, XIII y XV,y sección 3.2.8., respectivamente.

3.5.1.EFECTO DE GIc-6-P Y OTROS AZUCARES FOSFATO

EI agregado de GIc-6-P en Ios ensayos de 1a actividad GS-2 catalizados
por Ia fracción enzimática DIA, produjo un aumento en Ia incorporación de

(14C)giucosa a partir de UDP-Gic a Ia fracción TCApp(TabIa XVIII). En cuanto

a Ia enzima DZA, que no tenia actividad GS-2 basa] (TabIa XVII), Ia presencia
de] azúcar fosfato permitió detectar dicha actividad (Tabla XVIII).

Por otra parte, taI como ocurría con las preparaciones enzimáticas

microsomaies (P100; TabIa XI, sección 3.2.6.), eI agregado de altas con
centraciones de giucógeno durante eI ensayo GS-2 cataIizado por DIA o DZA,
produjo un aumento de 1a incorporación total, y paraIeIamente, una inversión
en Ia distribución entre Ias fracciones TCAppy TCAsoI-EtOpr (TabIa XVIII).
En presencia de GIc-6-P, Ia transferencia a1 qucógeno agregado (fracción
TCAsoI-EtOpr) aumentó aproximadamente ai dobIe (Tabla XVIII).

La Figura 45 muestra Ias curvas de incorporación de qucosa a Ia frac

ción TCApp, para eI caso de DIA. Independientemente de Ia presencia de
GIc-6-P, se observaron dos pendientes distintas: una, correspondiente a1
periodo inicia], durante- e] cua] Ia incorporación era baja, y otra,
posterior, en Ia que Ia veiocidad aumentaba pronunciadamente. En presencia de
GIc-6-P, e] cambio de veIocidad ocurrió a tiempos más cortos.

Por e] contrario, en eI caso de 02A (datos no mostrados), mientras que

en ausencia de GIc-6-P no se detectó actividad GS-Z (aun incubando 1as



Tabla XVIII: EFECTO DE G1c-6-P SOBRE LA ACTIVIDAD GS-2.

(14C)GLuc05A (pmoi/mg prot) INCORPORADA

MEZCLA DE DlA 02A

REACCION TCApp TCAsoi-EtOpr TCApp TCAsoï-EtOpr

Completa 11 0 0 0

+ Gic-6-P 9 mM 630 23 283 20

+ Giucógeno 1% 36 4490 61 10776

+ Gic-6-P 9 mM 40 7577 64 22731
+ Giucógeno 1%

Las condiciones fueron ias descriptas en 2.3.2. para e] ensayo GS-2. Gic-6-P
y giucógeno se a_reqaron según se indica. La incubación se reaiizó durante
30 min con UDP-(1 C)G]c 4_pM (700 cpm/pmoi). Las fracciones enzimáticas DIA y
DZAcorresponden a 1a Tabla XVII y Fig. 44.
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mezclas durante 2 horas), en presencia de azúcar fosfato 1a cinética fue
simiiar a 1a observada con DIA (Fig. 45).

Por su parte, 1a actividad en presencia de glucógeno mostró su máxima

velocidad desae e] comienzo de la reacción, tanto para DlA (Fig. 4) cano para
D2A (datos no mostrados).

Todos ios datos que se muestran a continuación corresponden a ensayos
realizados con ia fracción DIA, 1a cuai presentaba 1a mayor incorporación de
giucosa a1 compuesto insoiubie en TCA.

E1 agregado.de (14€) Gic-6-P de distintas actividades especificas, en
presencia o ausencia de UDP-Glcno radioactivo, permitió descartar que ei
azücar fosfato actuara como dador de restos giucosilo, ya que enrfinguna de
ias condiciones ensayadas se detectó incorporación de radiOmarca a ias frac

ciones TCApp o TCAsoi—Et0pr.
En cuanto a 1a especificidad de 1a activación, e] efecto estimuiatorio

se observó también con ribosa 5-fosfato, trehaiosa 6-fosfato, manosa
6-fosfato, fructosa l-fosfato, fructosa 1,6 difosfato, giucosa 1,6 difosfato,
y ribuiosa 5-fosfato, en orden decreciente de activación (Tabia XIX). Es
importante destacar que estos compuestos estimuiaron de forma shniiar 1a
actividad GS-l (datos no mostrados).

Por su parte, giucosa 1-fosfato no fue efectivo como activador de GS-2
(Tabia XIX). Más aün, cuando se agregó (14€) Gic-l-P, en presencia o ausencia
de UDP-Gicno radioactivo y/o giucógeno, no se detectó incorporación de glu

cosa a ninguna fracción, indicando, por 10 tanto, que DIA no tenia actividad
de giucógeno fosforiiasa. '

3.5.2.EFECTO QE_MALTOSACARIDCSï_BAJAS CONCENTRACIONES EE GLUCOGENO

Cuando se estudió ei ensayo GS-2 en presencia de bajas concentraciones
de giucógeno iibre de proteinas (Tabia XX), se vio que e] agregado de hasta
0,05 mg/mi de poiisacárido (concentración detectada por e] método usado, ref.
88) no estimuiaba 1a incorporación de glucosa a 1a fracción TCApp. Por e]
contrario, e] giucógeno iibre de proteinas sóio activó 1a transferencia de
giucosa a 1a fracción TCAsoi-EtOpr. Es interesante notar que cuando el
glucógeno se agregó en aita concentración (10 mg/mi), se observó un pequeño
efecto activador sobre 1a incorporación a ia fracción TCApp(Tabias XVIII y
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Tabla lll: EFECTO DE AZUCARESFOSFATO SOBRE LA ACTIVIDAD GS-2.

AGREGADO (14C)GLUCOSA (pmol/mg prot) INCORPORADA EN

TCApp TCAsoi-EtOpr

Ninguno 9 0

Giucosa-G-P 364 35

Ribosa-S-P 127 13

Trehaiosa-G-P 75 10

Manosa-6-P 60 0

Fructosa-l-P 32 10

Fructosa-1,6-diP 21 0

G]ucosa—1,6-diP 16 0

Ribuiosa-S-P 16 0

Gïucosa-l-P 9 0

Pi 9 0

Las
UDP {Ïwdiciones fueron ias descriptas en 2.3.2. para e] ensayo GS-Z, ConC)G]c 4 ¡Mi (700 cpm/pmoi) y ios agregados ue SE indican en con
centración 9 mM. La enzima usada fue DlA (Tabla XVII ; e] tiempo de incuba
ción fue de 30 min.



Tabïa EL: EFECTO QE MALTOSACARIDOS 1_BAJAS CONCENTRACIONES QE GLUCOGENO SOBRE

LA ACTIVIDAD GS-2.

(14C)GLUC0SA (pmol/mg prot) INCORPORADA

AGREGADO - Gïc-ó-P + G1c-6-P 9 mM

TCApp TCAsoï-EtOpr TCApp TCAsoï-EtOpr

Ninguno 9 0 364 35

Glucógeno
(mg/m1)

0,001 8 0 366 123

0,005 9 0 391 620

0,01 9 1 335 1325

0,05 9 56 284 3255

io 3o 4123 33 7172

Glucosa 7 0 351 34

Maltosa 9 0 293 39

Maïtotriosa 10 0 340 41

Maïtotetraosa 11 0 352 30

Maïtosa a
maltoundecaosa 7 0 238 154

Las condiciones fueron 1as mismas que en 1a Tab1a XIX. G1ucógeno y Glc-G-P se
agregaron según se indica; 105 restantes compuestos se ensayaron a una con
centracion de 90 mM.



XX).

ResuItados similares se obtuvieron aI estudiar e] efecto de] agregado

de qucosa y distintos maitosacáridos. Comose muestra en Ia Tabla XX, glu
cosa a ma1t0undecaosa no siervieron como "primers" para Ia transferencia de
qucosa a partir de UDP-Gic.

3.5.3.DISCUSION

En Ia sección 3.4.3. se discutió Ia posibiIidad de que Ia diferencia
entre Ias fracciones enzimáticas DIAy DZA(Fig. 44) radicara en Ia presencia

de proteogiucano asociado a Ia giucógeno sintetasa DlA. Sin embargo, dado que
en presencia de GIc-6-P Ia enzima DZAmostró actividad de incorporación a Ia

fracción TCApp(Tabla XVIII), es Iógico concIuir que 02A también contenia a]

aceptor proteico requerido por GS-2.
Se podria piantear entonces, que 02A representaba e] verdadero sistema

de sintesis "de novo" de] giucógeno, teniendo, a diferencia de DIA, un acep
tor proteico con Ios sitios de iniciación Iibres. Esta posibiIidad fue
descartada ya que, mientras que en ausencia de GIc-6-P no se detectó incor
poración a TCApp aun incubando durante 2 horas, en presencia de este com
puesto, Ia transferencia, aunque baja, ocurrió desde e] canienzo de 1a
reacción, aumentando Ia veiocidad a Ios 10-15 min, a1 iguaI que en e] caso de

DIA (Fig. 45).
Por otra parte, ei hecho de que Ia transferencia a1 compuesto insoiubie

en TCAse haya detectado por agregado de un clásico activador de Ia qucógeno
sintetasa, comoes GIc-6-P, sugirió fuertemente que esta enzima era Ia invo
Iucrada en 1a reacción cataiizada por DZA.

En consecuencia, es probabIe que 1a actividad GS-2 en presencia de

GIc-6-P se debiera a Ia acción de 1a giucógeno sintetasa 02A sobre un aceptor
proteico endógeno qucosiIado en menor grado que eI asociado a Ia fracción
DIA. Sin embargo, dado que 02A no se siguió estudiando, no se puede descartar
definitivamente que esta fracción tuviera, además de Ia gïucógeno sintetasa,
una actividad de giucosi] transferasa iniciadora y/o aIargadora inicia] de
Ios glucanos unidos a proteina, y que esta/s actividad/es fuera/n
dependiente/s de GIc-G-P.

EI hecho de que dos especies distintas de qucógeno sintetasa par



cialmente purificadas se mantuvieran asociadas a1 aceptor requerido para 1a
actividad GS-2, sugirió que 1a propia enzima podria actuar cano aceptor de 1a
gïucosilación. Esta hipótesis será discutida más adeiante, en 1a
sección 3.6.4.

Respecto a 1a activación por azúcares fosfato (Tabla XIX), e] compor
tamiento paraïelo de 1as actividades GS-l y Gs-2 corroboró que ambas reac
ciones estaban cataiizadas por 1a qucógeno sintetasa. Por otra parte, estos
resuitados coinciden con Ios reportados por Rose11—Pérezy Larner a1 estudiar
la especificidad y requerimientos estructuraies de 10s activadores de 1a
glucógeno sintetasa de músculo de perro (219). La activación observada con
fructosa l-fosfato (Tabïa XIX), que carece de ias caracteristicas deter
minadas en e] nwncionado trabajo (oxhidriio en C2, fosfato en C6 y anilïo

piranósico), probabiemente se debiera a 1a contaminación con G]c-6—P.
Comose ha discutido anteriormente, e] criterio de insoiubilidad en TCA

(Fig. 45, Tabla XVIII) o de sensibiiidad a proteóïisis (ver sección 3.3.1.)
de] producto de reacción de GS-2, no eran suficientes para concluir que dicho
producto era un glucano (X1,4 unido covaientemente a proteína.
Aiternativamente, se podria piantear que, aunque DlA no tenia giucógeno,

podria haber cantidades muypequeñas de giucanos (¿1,4, ios cuales, en ausen
cia de enzima ramificante, eran aïargados por 1a giucógeno sintetasa, for
mando iargos giucanos Iineaies. Los giucanos de] tipo de 1a amiiosa se

insoiubiiizan en medio ácido aun sin estar unidos a proteina. Sin embargo,
los datos presentados en 1a Tabïa XX indicaron que 1a giucógeno sintetasa

presente en 1a fracción DlA no era capaz de sintetizar giucanos insoiubïes en
TCAa partir de "primers" exógenos no unidos a proteina (maitosacáridos o
giucógeno). Por 10 tanto, se descartó 1a posibilidad de que 1a actividad GS-2
se debiera a 1a retrogradación de glucanos (#1,4 iineaies sintetizados sobre
aceptores endógenos 1ibres de proteina.

3.6.D_E_TECCION g fi ACTIVIDADES css-1 1 GS-2 PRESENTES En _L_A_G_LUCOGF.N0

SINTETASA PURIFICADA¡DESPUES QE_ELECTROFORESIS Efi_GELES QE_POLIACRILAMIDA

Efl_CONDICIONES NATIVAS



3.6.1.0ESARROLLO QEL METODO

Se puso a punto un método simpie y sensible de determinación de 1a
actividad de glucógeno sintetasa en geïes nativos de poïiacrilamida. Las con
diciones de incubación y posterior detección de 1a actividad han sido
detailadas en 1a sección 2.8.2.1.1. de Materiaies y Métodos.

En forma breve, e] método consiste en incubar 10s geies, después de 1a

corrida e1ectroforótica en condiciones nativas, con UDP-Gicy giucógeno, en
presencia o ausencia de Gic-6-P. Dado que e] producto de 1a reacción per

manece unido a la enzima que está fijada en 1a matriz de] ge], es posibïe
ubicar 1a posición de 1a banda enzimática mediante 1a detección de los giuca
nos sintetizados. Para e110, después de 1a reacción, ios geies se tiñen con

una soiución de I2-KI o se autorradiografïan, segün se hayan incubado con
UDP-Gicfrio o radioactivo, respectivamente. La aparición de coior marrón por
tinción con iodo indica 1a formación de un glucano ramificado dei tipo de]
gïucógeno, mientras que bandas pürpuras o azuies revelan 1a presencia de giu
canos ramificados de] tipo de 1a amiiopectina, o iineaies cono 1a amilosa,
respectivamente.

Las consideraciones especificas respecto a1 anáiisis de 1a fracción DIA
mediante este método se discutirán en ias secciones 3.6.2. y 3.6.3.

Cuando se tiñen con Iz-KI geies no incubados 0 bien incubados sin
UDP-Gic, no se detectan bandas reactivas. Por 10 tanto, 1a aparición de ban
das coloreadas no es e] simpie resuitado de 1a unión a 1a enzima de "primer"

endógeno o exógeno, sino que requiere que haya actividad enzimática.
Comose muestra en 1a Fig. 46 (carriï 1), ya a ias 10 horas de incuba

ción se puede detectar actividad enzimática; tiempos de reacción mayores
(Fig. 46, geïes 2 y 3) dan c0mo resuitado, no sólo un aumento de intensidad
en 1a banda, sino también un cambio de coior de] marrón a1 azui (geï 3). Esto

indica que ios giucanos sintetizados son más 1argos y 1inea1es, c0mo seria de
esperar para e] producto formado por 1a giucógeno sintetasa a partir de un
"primer" ramificado, durante una incubación larga en ausencia de enzima rami
ficante. Estos datos demuestran que e] método detecta 1a variación estruc
tura] en cuanto a1 grado de ramificación de] poïisacárido formado, y por otro
1ado, que 1a enzima no se inactiva durante 1a incubación.
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FUNCIÓN QEEÏTÍÉÑPO.

_La eïectroforesís y 1a detección enzimática se 11evaron a cabo como se
describe en 2.8.2.1.1. Los geles se incubaron con glucógeno, UDP-Glc y
G]c-6—Pdurante 10 (gel 1), 24 (geï 2) ó 72 hs (geï 3). Las bandas de activi
dad se detectaron con Iz-KI. E1 coïor observado fue marrón (ge1es 1 y 2) o
azu] (gel 3).



Resultados similares se obtienen cuando los geles se mantienen hasta 4

dias a 0-4°C antes de ser inCUbados. En consecuencia, la enzima también per
manece activa durante varios dias en frïo cuando está incluida en la matriz

del gel.
Por otra parte, los productos de reacción permanecen firmemente aso

ciados a la enzima, ya que aün después de muchos meses en solución de

desteñido, las bandas recuperan su intensidad original al ser teñidas nueva

mente con el reactivo Iz-KI.
Las bandas coloreadas desaparecen por incubación con (X-amilasa, con

firmando que los productos detectados contienen uniones glucosïdicas <X1,4.
En cuanto a la sensibilidad del método, la misma se constató comparando

la variación de la intensidad de las bandas por el agregado de Glc-6-P
durante la incubación. Comose observa en la Fig. 47 (geles 3 y 4), después

de incubar con Glc-6-P, las bandas se colorearon más intensamente con Iz-Kl.
Aun cuando no se hizo una determinación espectrofotométrica de las bandas,
estos reSultados se correlacionaron con la detección de la actividad GS-l en

solución (4,5 y 10,3 Fmol/mg prot. h, en ausencia o presencia de Glc-6-P,
respectivamente).

Por otra parte, en el caso de la enzima usada, dos de las bandas de
actividad que eran claramente detectadas por coloración con iodo, apenas se
visualizaban por tinción con el reactivo de Coomassie (flechas en Fig. 47,
gel 5). Estos datos indican que el método usado es muy sensible, detectan
dose, en este caso partiCular, 0,0075 unidades de glucógeno sintetasa (Fig.
47, gel 3).

La concentración de UDP-Glc o glucógeno en las mezclas de incubación
puede reducirse a 1 mM o 0,1%, respectivamente, requiriéndose entonces
mayores tiempos de reacción. Sin embargo, la reutilización de las mezclas de
incubación, sin pérdida de sensibilidad, permite el uso de concentraciones
mayores (UDP-Glc 10 mMy glucógeno 1%), que reducen sustancialmente el tiempo

de los ensayos, sin afectar la economia de los mismos.
Por último, el método puede utilizar también UDP-(14C)Glc. Las mismas

bandas de actividad se detectan por incubación de los geles con nucleótido
azücar frio (Fig. 48, carril 2) o radioactivo (carril 4).
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Fig. 47: DETECCION DE LAS ACTIVIDADES GS-l Y GS-2 EN GELES DE POLIACRILAMIDA.
[a fííïcion DÍA ¡SO-fig—5?ote1na se semBro_en gelíï nativdífide 5%de acrila
mida y se sometió a electroforesis comose describió en 2.8.2.1. Posterior
mente, los geles se tiñeron para detectar proteinas (gel 5) o se incubaron a
temperatura ambiente con UDP-Glc 10 mMen ausencia (geles 1 y 2) o presencia
(geles 3 y 4) de glucógeno 10 mg/ml. En los geles 2 y 4 se agregó Glc-6-P
9 mM. El tiempo de incubación fue de 24 h para los geles 1 y 2, y 12 h para
los geles 3 y 4. La actividad se detectó por tinción con Iz-KI.
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Fig. 48: SINTESIS DE (13€)GLUCANOS 1,4 EN GELES DE POLIACRILAMIDA.mrïtïcion "sïsó‘memtro oreïïsenuñmío de6%de
vacriiamida comose describió en 2.8.2.1. Posteriormente, se cortaron tiras
de] %ei y se tiñeron ipara detectar proteínas (1) o se incubaron con
UDP-( 4C)G]c 7 ¡JM (700 cpm/pmoi), en ausencia (3) o presencia (4) de
giucógeno 10 mg/mi. En (2) se incubó como en (4) con UDP-Gic 10 mM, y se tiñó
con Iz-KI.



3.6.2.DETECCION DE LAS ACTIVIDADES GS-l Y GS-Z

Cuando la fracción enzimática DlA fue analizada segün el método recién

descripto, se observó que, aun en ausencia de glucógeno (Fig. 47, geles 1 y

2), habia sintesis de glucanos (11,4 que se teñian con el reactivo de Iz-KI.
Más aün, las bandas de actividad aparecieron en la misma posición que las
detectadas en presencia de "primer" (Fig. 47, geles 3 y 4).

Las bandas activas fueron tres en todos los casos (flechas en Fig. 47,
gel 5): todas ellas se detectaron en ausencia de Glc-6-P (Fig. 47, geles 1 y
3), y la apreciación visual de la intensidad de las bandas indicó que se can
portaban en forma diferente frente al agregado del activador. Asï, mientras
que la banda de menor movilidad electroforética parecia responder poco a la
presencia de Glc-6-P, las restantes mostraron una mayor sensibilidad (Fig.
47, comparar geles 1 y 2, y 3 y 4).

Resultados similares se obtuvieron usando UDP-(14€) Glc durante la

incubación. Comose observa en la Fig. 48, en presencia de glucógeno (carril
4) se detectaron tres bandas radioactivas que coincidían con las coloreadas
por el reactivo de iodo (carril 2). En ausencia de polisacárido, se visuali
zaron las mismas bandas radiomarcadas (carril 3), aunque comparativamente la

especie más móvil era mucho menos activa en ausencia de glucógeno que las
restantes (Fig. 48, comparar carriles 3 y 4).

El agregado de Pi (20 mM) durante la inCUbación no alteró el esquema

mostrado en la Fig. 47. Por otra parte, no se detectaron bandas de actividad
cuando los geles se incubaron con glucógeno, Glc-1-P y 5' AMP, en lugar de

glucógeno, UDP-Glcy Glc-6-P. Estos datos confirmaron que DlA no tenia acti
vidad de glucógeno fosforilasa (sección 3.5.1., Tabla XIX).

Es importante destacar que no se detectaron reacciones positivas cuando
geles no incubados se tiñeron con los reactivos de ácido periódico/Schiff 6
Iz-KI.



3.6.3.0ETERMINACION DEL PM DE LA GLUCOGENO SINTETASA

Comohemos visto en la sección anterior, después de someter la fracción
DlA a electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones no desnaturali
zantes, se detectaron tres bandas con actividad de glucógeno sintetasa (Figs.
47 y 48). La disponibilidad del método de detección "in situ" permitió deter
minar el PM de estas formas nativas de la enzima, y establecer, al mismo

tiempo, la relación existente entre ellas. Para ello se utilizó el métodode
determinación de PM de Hedrick y Smith (193), que ha sido descripto en
detalle en la sección 2.8.2.1.2. de Materiales y Métodos.

Comose observa en la Fig. 49, las tres bandas de glucógeno sintetasa

representaban isómeros de tamaño, ya que las rectas correspondientes a cada
una de ellas se intersectan en un punto (ver 2.8.2.1.2.). El PM aparente
calculado para cada una de las bandas fue de 270, 350, y 430 kDa (Fig. 49).

Considerando que el monómero de glucógeno sintetasa de corazón tiene un PH

aparente de alrededor de 90 kDa (128, 129, 220), las especies nativas detec
tadas serian respectivamente, un trimero, tetrámero y pentámero.

La especie pentamérica parecería ser la más abundante en la fracción
DlA (Fig. 47, gel 5) y la más activa en ausencia de glucógeno y/o Glc-G-P;

por su parte, el trimero y el tetrámero estarian en una proporción mucho
menor, y el trimero seria el menos activo en ausencia de glucógeno (Fig. 48,
gel 3).

3.6.4.DISCUSION

En esta sección hemos presentado el desarrollo de un método de medición

de actividad de glucógeno sintetasa en geles de poliacrilamida, y su uso para
el análisis de las actividades GS-l y GS-2 presentes en la fracción
enzimática DlA.

Los métodos disponibles para la detección de la glucógeno sintetasa en
geles de poliacrilamida son limitados, y pueden dividirse en dos tipos:
aquellos en los que las proteinas se eluyen del gel para determinar la acti
vidad enzimática, y aquellos que utilizan la detección "in situ" en los geles
enteros. En el primer caso (221, 222), la desventaja principal reside en que
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1a recuperación en 1a eiución dependerá dei tamaño de 1a proteina, y por 10
tanto, este tipo de análisis puede faisear ios datos, sobre todo con prepara
ciones no purificadas.

En cuanto a ios ensayos que invoiucran 1a detección "in situ" en e]
ge], se han descripto varios, en reiación, no sólo con 1a giucógeno sin
tetasa, sino con otras (X1,4 giucan sintetasas, como 1a aimidón sintetasa y
1a fosforiiasa de plantas. Uno de estos métodos utiiiza amiiosa exógena cono
"primer" para 1a reacción (223). Este ensayo es poco práctico debido a 1a
baja soiubiiidad en agua de 1a amiiosa. Otros métodos usan amilopectina (223,
224), giucógeno (223-225), amiiosa (226) o amiiodextrina (111) inciuidos en

1a matriz de] ge]. La presencia de poiisacárido en e] ge] puede retardar 1a
migración eiectroforética de las proteinas, dando una baja resoiución de las
bandas, y en conseCuencia, siendo de poca utiiidad en ei anáiisis de prepara
ciones no purificadas.

E1 método detaiiado en ias secciones 2.8.2.1.1. y 3.6.1. presenta 1a
ventaja de combinar 1a detección "in situ“ con e] uso de un "primer" exógeno

aitamente soiubie, como e] giucógeno. Dado que ias mezclas de reacción son

congeiadas y reutiiizadas, es importante usar un "primer" soiubie a fin de

evitar el caientamiento que destruiria a] UDP-Gic.
La reutiiización de ias nezcias, por otra parte, es ventajosa tanto

desde e] punto de vista de] ahorro de reactivos, como de] tiempo de prepara
ción de las soiuciones.

La detección “in situ" permite que,una vez que se ha iogrado una buena
separación de ias proteinas, si existe más de una banda con actividad, se
pueda compararias en e] mismo ensayo. Además, se puede tener un registro per
manente de ios experimentos, simpiemente mediante 1a retinción de ios geies.

Finaimente, 1a sensibiiidad de] método puede mejorarse usando UDP-(14€)

Gic, 10 que permite además transformario en un ensayo cuantitativo, mediante
la densitometria de ios autoradiogramas correspondientes a ios geies radioac
tivos.

En cuanto a1 análisis especifico de DlA mediante este método, 1a detec

ción de 1a sintesis de giucanos d1,4 en ausencia de "primer" después de
eiectroforesis (Figs. 47 y 48) recuerda e] hecho de que D2A(Fig. 44) también
permanecía asociada a1 aceptor proteico requerido para 1a actividad GS-2
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(Tabla XVIII). Estos datos sugirieron dos expiicaciones aïternativas. La pri
mera es que 1a giucógno sintetasa y e] proteogiucano aceptor permanecieron
asociados durante 1a e1ectroforesis, y previamente, durante e] proceso de
purificación. Este hecho indicarïa una fuerte unión entre ambasproteinas.

La segunda expiicación es que 1a giucógeno sintetasa es capaz de

autogiucosilarse, constituyendo su propio aceptor proteico. En este sentido,
es interesante destacar que Nimmoet a]. (113) reportaron que 1a giucógeno

sintetasa purificada de müscuio esqueiético de conejo se conportaba cono una
glicoproteina en cuanto se unia a concanavalina A, se teñia débilmente con e]
reactivo de] ácido periódico/Schiff, y contenía restos giucosilo, detectados
por cromatografía gaseosa.

Comose verá en 1a sección 3.7.2.2., el tamaño de aiguno de ios produc
tos de reacción de GS-2 es menor que e] correspondiente a1 monómero de 1a

giucógeno sintetasa de corazón (128,129,220). Sin embargo, dado que 1a enzima

es degradada proteoiïticamente con ¡nucha faciiidad en distintos extractos
(119,126,127,220), y que DIA es una fracción parciaimente purificada, 1a
hipótesis de 1a autogiucosiiación de ia sintetasa no debe ser descartada en
base a 1a observación mencionada.

En cuanto a1 peso nmiecuiar de 1a forma nativa de giucógeno sintetasa

presente en 1a fracción 01A (Fig. 49) ios resuitados indican que existen a1
menos tres formas activas, que serian isómeros de tamaño, correspondiendo a]
trimero, tetrámero y pentámero, respectivamente. Es importante aciarar, sin
embargo, que 10s pesos moiecuiares de ias formas aparentemente tetramérica y
pentamérica, se caicuiaron por extrapoiación de 1a curva de caïibración en 1a
zona de mayor peso moiecuiar; por 10 tanto, es probabie que se hayan subesti
mado ios vaiores reaies.

Por otra parte, dado que 1a reiación de actividad en ausencia y presen
cia de Gic-6-P (% I) es de 80-90% para 1a especie enzimática no fosforiiada
(I o GSa), y de 1-20% para ias especies fosforiiadas en distinto grado (D o

GSb) (100,103), a1 no haber reaïizado un estudio cuantitativo de ias
correspondientes actividades especificas, no se pueden sacar conciusiones
respecto a1 tipo de forma enzimática que representa cada isómero. Sin
embargo, en e] caso de 1a especie aparentemente pentamérica es muy probable

que 1a misma represente una forma I de glucógeno sintetasa, ya que 1a apre
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ciación visual de] ge] sugirió una baja respuesta ante e] agregado de
Glc-G-P. (Fig. 47).

Takeda et a1. (111), siguiendo un enfoque semejante a1 realizado en
este trabajo de tesis, encontraron que en músculo de conejo existían varias
formas activas de giucógeno sintetasa. Estas especies nativas también eran
isómeros de tamaño: trimero y tetrámero para 1a forma D, y dimero y tetrámero

para 1a forma I.

Asimismo, ios datos reportados en 1a iiteratura para e] peso moiecuiar
de 1as formas nativas de distintas especies varian desde 140 kDa a 500 kDa,
mientras que en todos ios casos ios respectivos ¡nonómeros tienen un peso

moiecuiar más uniforme, de 85 kDa a 93 kDa (100,103). Asï, 1a forma D se ha

encontrado como trimero en müscuio de conejo (111,227) e higado de rata

(100), como tetrámero, en müscuio de conejo (111), riñón de cerdo (100), y
como dimero y hexámero en higado de rata (100). Por su parte, 1a forma I de

1a enzima se ha encontrado comotetrámero (100,111,113,211), dïmero (111,211)
y posiblemente también como hexámero (211) y octámero (113). La diferencia en

e] tamaño de ias formmas nativas de 1a enzima parece deberse a que 1a misma

tiende a formar agregados en ciertas condiciones, en particular 1a forma I en
ausencia de giucógeno (227). Aunque ias causas no han sido ciarificadas, ei
estado de fosforiiación de 1a enzima parece jugar un papei importante en 1a
formación de ios agregados.
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3.7.PROPIEDADES DE LOS PRODUCTOS DE LA REACCION GS-Z SINTETIZADOS POR LA——_—_———“—_
GLUCOGENO SINTETASA PURIFICADA

3.7.1.TRATAMIENTOS ENZIMATICOS. AMILOLISIS ï_PROTEOLISIS

Cuando ei compuesto TCApp, sintetizado en un enzayo GS-2 por DIA, se

sometió a degradación con (Á-amiiasa, amiiogiucosidasa o proteasa Iibre de
_¡amiiasa, en ias condiciones descriptas en 1a sección 2.6.1., se produjo a

soiubiiización de 1a mayor parte de 1a radioactividad originaimente insolubie
en TCA. Los porcentajes de degradación fueron simiiares a ios obtenidos con

ios productos de reacciónn de P100 (Tabia XVI).

E1 análisis por cromatografía en pape] de ios productos iiberados por
ias enzimas amiioïïticas mostraron maitosacáridos y giucosa para CX-amiiasa y
amiioglucosidasa, respectivamente (datos no mostrados).

3.7.2.ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

A fin de confirmar de manera inequívoca que 1a (14€)giucosa proveniente

de UDP-(14€)Gic se incorporaba, durante e] ensayo de GS-2 cataiizado por 1a
giucógeno sintetasa purificada, a un compuesto proteico insoiubie en TCA, 10s
productos de dicha reacción se anaiizaron mediante eiectroforesis en geies de
poiiacriiamida, tanto en condiciones nativas comodisociantes.

3.7.2.1.CONDICIONES NATIVAS

Cuando una mezcia de reacción de GS-2, incubada durante 30 min con

UDP-(14C)Gic4 FM, se sometió a eiectroforesis en ge] de poiiacriiamida en
condiciones nativas, se observó 1a presencia de a1 menos tres bandas radioac

tivas móviies (Fig. 50 E, carrii 2), que comigraban con proteina (Fig. 50 A).
E1 mismo esquema se obtuvo después de incubar en presencia de G1c-6-P,

variando soïamente 1a intensidad de 1a radiomarca detectada (Fig. 50 EJ
carri] 3).
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Fig. gq: ELECTROFORESIS ¿EL g_E_L_RF; POLIACRILAMIDA ¿[i CONDICIONES NATIVAS E
Q; PRODUCTOS D_EúREACCION _D_E_(BS-2.

Mezcias de reacción de GS-Z (50 pg DIAS se incubaron durante 30 min en ausen
cia (carril 2) o presencia (carril 3) de G]c-6—P 9 mM. En (1) se sembraron
150 pg de DIA. La electroforesis se Hevó a cabo en un'gei piano de 5% de
acrilamida como se describió en 2.8.2.1. EnA se muestra 1a tinción con azu]
de Coomassie y en _B_1a correspondiente autorradiografïa de] ge].



3.7.2.2.CONDICIONES DESNATURALIZANTES

3.7.2.2.1.EXPERIMENTOS QE_PULSO. DIGESTION QQfl_C*-AMILASA

E1 anáïisis eiectroforético en ge] de poliacriiamida en presencia
de SDS, de una mezcia de reacción de GS-2 inCUbada durante 10 min con

UDP-(14€)Glc 4 PM y Gic-G-P 9 mM, mostró cinco bandas radioactivas (Fig. 51
A, carrii 4, I a V). Las dos de mayor movilidad eiectroforótica (I y Il), que
aparecían en 1a zona de mayor resolución de] ge], eran bandas anchas muy

difusas. Por e] contrario, 1as bandas que migraron menos (III a V), presentes
en una zona de poca discriminación de peso moiecuiar, eran mucho más netas.

Las bandas I y II fueron ias que se marcaron más intensamente, y
por otra parte, ias únicas que se percibieron en ausencia de Gic-G-P (Fig. 51
5, carri] 3).

A tiempos de inCubación más iargos (30 y 60 min) 1a marcación tota]

fue mayor, pero e] esquema fue simiiar: se detectaron cinco bandas radioac
tivas (Fig. 51 A) carriïes 5 a 8, I' a V'), que migraron un poco menos que

ias presentes a ios 10 min (I a V). Por otra parte, ia marcación fue mayor en
1as bandas de menor movilidad. Resuitados semejantes se obtuvieron indepen

dientemente de 1a presencia de G1c-6-P, ya que sólo varió 1a intensidad de 1a

radiomarca (Fig. 51 A, comparar carriies 5 y 6, y 7 y 8).
En cuanto a1 esquema de bandas proteicas, no hubo diferencias en

ninguno de ios casos anaiizados (Fig. 51 g).
Cuando 1a mezcïa de reacción de GS-2 se precipitó c0n TCA 10%y se

anaiizaron e1ectroforéticamente las fracciones insoiubie y soiubie en ácido,
Se vio que toda 1a radioactividad se recuperaba en 1a fracción insoiubie en

TCA(Fig. 52 fi! carrii 8). Además, e] esquema de proteinas y radioactividad
era igual a] observado con 1a mezcia de incubación sin precipitar (Fig. 52.5
y 5, comparar carriies 4 y_8).

Por otro Iado, 1a totaiidad de ias bandas radioactivas detectadas
contenían glucanos Ci1,4, ya que todas e11as eran sensibles a 1a degradación

con (X-amiiasa (Fig. 52 g, comparar carriies 3 y 4).
A su vez, cuando una mezcia de reacción de GS-2 a 1a que se habïa

agregado giucógeno Iibre de proteinas, se sometió a e1ectroforesis en con
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Fig. _5_1: ELECTROFORESIS EN GEL D_E_POLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE 2; _D_E_1:95
PRODUCTÜSQE_REÁÉCÏÜÑ_DE GS-2. '_‘ '_"

Mezclas de reacción de GS-Z (8G’fii5 se incubaron en ausencia (carriies 1, 3,
5, 7) o presencia (carriles 2, 4, 6, 8) de Glc-6-P 9 mM.Alicuotas de 20 pi
(25 ¡Jg l)1A) se tomaron. a 0 (carriïes 1 y 2), 10 (carriles Z3y 4), 30
(carriles 5 y 6) y 60 (carriles 7 y 8) min, y se sometieron a e1ectroforesis
en un ge] de 7,5% de acrilamida en presencia de SDSta] como se describió en
2.8.2.2. Los pesos moiecuiares de ias bandas I-V y I'-V' se caicuiaron como
en 2.8.2.2.1. Dye indica 1a posición de] azu] de bromofenoi. En ¿_se muestra
1a autorradiografïa de] gei; en.g 1a tinción de proteinas.
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Fig. 52: ANALISIS ELECTROFORETICO DE PRODUCTOS QE REACCION QE GS-Z DIGERIDOS
LÜW EZ-ÁilEÁÉA Ü PÑPÜÍPInÁÜÜS CON CA.

Mezcias de_reacción de GÉ-Z (20 pg D1Á)—sé-Ïncubaron por tripiicado durante
60 min con Gicm6-P 9 mM. Posteriormente, se incubaron durante 60 min más, en
ausencia (carriies 4, 7 y 8) o presencia (carrii 3) de 1,5 unidades de

-ami1asa 1ibre de proteasa. Después de 1a incubación, ias mezcias se iie
varon a sequedad (carriies 3 y 4), o se precipitaron con TCA 10% y se
separaron ias fracciones so1ub1e (carril 7) e insoiubie (carrii 8) en ácido.
En un experimento paraieio, 1,5 unidades de CX-amiiasa (carrii 2), 10 pg de
fosforiiasa b (carrii 6) y una mezcia de 1,5 unidades de CXLamiiasay lOng
de fosforiiasa b (carrii 5) se incubaron durante 60 min en ias condiciones de
GS-Z, omitiendo DIA y UDP-(14€)G1c. En estas condiciones, 1a C%—ami1asano
mostró actividad proteoiitica (comparar carriies 5 y 6, panei A).
Carrii 1, standards de PM: myo, miosina (PM205.000); ga], -ga1actosidasa
(PM116.000); Phb, fosforiiasa b (PM97.400); Bsa, albúmina serica bovina (PM
66.000); Ova, ovaibümina (PM45.000). La e1ectroforesis se 11ev6 a cabo en un
gei de 7,5% de acriiamida, tai como se describió en 2.8.2.2. Dye indica 1a
posición de] azui de brOmofenoi; ias flechas señaian posiciones de comigra
ción de proteina y radioactividad. En fi_se muestra 1a tinción de proteinas
de] ge1 y en 5_e1 correspondiente autorradiograma.
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diciones similares a ias de 1as Figs. 51 y 52, se vio que toda 1a radioac

tividad quedaba entre e] 1ugar de siembra y los primeros miiïmetros de] ge]
de poro grueso (5%; datos no mostrados).

Por lo tanto, dado que ni los maitosacáridos ni e] giucógeno iibre
de proteinas migran en ias condiciones en las que se reaiizaron estos experi
mentos, ios datos presentados en ias Fig.s 51 y 52 indicaron ciaramente que

1a glucógeno sintetasa purificada (DIA) sintetizó, en ausencia de glucógeno,
giucanos d1,4 unidos a proteina.

3.7.2.2.2.EXPERIMENTOS DE PULSO Y "CHASE". DIGESTION CON AMILOGLUCOSIDASA

A pesar de que ios experimentos de puiso con UDP-(14C)Glc 4/.1M
mostrados en 1a sección anterior demostraron 1a sintesis de giucanos CX1,4
unidos a proteina, los mismos no aciararon 1a reïación existente entre ias
distintas bandas radioactivas, detectadas ya a tiempos reiativamente cortos
de marcación (10 min, Fig. 51 A, carri] I a V).

A fin de confirmar que 1a presencia de varias bandas se debia a]

diferente grado de giucosiiación de] aceptor proteico, y no a 1a existencia
de varios aceptores, se reaiizó un experimento de puiso y "chase". Una mezcia

de reacción de GS-Z se incubó con UDP-(14€)Glc 4‘pM y G1c-6-P 9 mMdurante 10
min, y Iuego se siguió 1a reacción por otros 110 min en presencia de UDP-Gic
5 mM.Se tomaron aiicuotas a distintos tiempos, y se ias sometió a electro
foresis en gel de poiiacriiamida en presencia de SDS. Comose observa en 1a

Fig. 53, e] esquema durante e] pulso fue simiiar a1 mostrado en 1a Fig. 51 g,
Asi, a ios 2 min de puiso (Fig. 53, carri] 1), 1a radioactividad apareció en
1a zona de bajo PM, principaimente en dos bandas difusas de airededor de 52 y

66 kDa, respectivamente menores que ios correspondientes a I y II (Fig. 51 A,
carri] 4). En 5 min de puiso (carrii 2), 1a radiomarca en 1a zona de bajo PM
aumentó, pero 1as bandas marcadas aparecieron iigeramente retrasadas; además,
también se detectó (14C)gïucosa en 1a zona de mayor PM, predominantemente en

tres posiciones correspondientes a 130, 195 y más de 200 kDa, respec
tivamente. Después de 10 min de puiso (carrii 3), se hizo aün más evidente
que e] tamaño de ios productos que se marcaba era mayor. Esto fue más claro

todavia después de] "Chase": Iuego de 20 min de dilución (carril 4), la
radioactividad en 1a zona de bajo PMdesapareció casi por canpieto, excepto
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Fig. 53: PRODUCTOS DE REACCION DE GS-Z MARCADOS CON PULSO Y "CHAS ".

Una máïcla de reaccïñh de GS-Z ÉE'Incubo auranfé_TU m1n cdfi UDP-(É4c)alc 4/uM
y luego se hizo un "Chase" con UDP-GM 3 mM. Se tomaron chuotas de 1a
mezcla (13 pg DIA) a Ïos 2 (carrH 1), 5 (carrH 2) y 10 min (carrH 3) de]
pulso, y a 105 20 (carrfl 4), 50 (carril 5) y 110 min (carril 6) después de]
"Chase" y se sometieron a eïectroforesis en un ge] de 7,5% de acrilamida en
presencia de SDS como en 2.8.2.2. Los pesos moïecuïares de 1as bandas
radioactivas se caïcularon como en 2.8.2.2.1. tomando e] "punto medio de cada
banda. Se muestra 1a autorradiogr‘afïa de] ge].



por una banda de 63 kDa; la radiomarca apareció en la zona de mayor PM.

Durante tiempos más largos de "chase" (50 y 110 min, carriles 5 y 6,
respectivamente) se vio que el tamaño de los productos sintetizados habia

aumentado, ya que la movilidad de las bandas radioactivas disminuyó con el
tiempo de inCubación. Más aün, se encontró (14C)glucosa asociada al gel de
poro grueso y el lugar de siembra.

Por lo tanto, durante las condiciones del "chase" de UDP-Glc las

especies de bajo PM(Fig. 53, carriles 1 a 3) se transformaron en especies de
alto PM(carriles 4 a 6).

Por otra parte, cuando una mezcla de incubación correspondiente a
un "chase" de 50 min, se incubó con amiloglucosidasa, las bandas radioactivas

originales de alto PM(Fig. 54, carril 1) desaparecieron, dando lugar a ban
das de mayor movilidad electroforética (carriles 2 a 4). Más aün, incuba
ciones largas con amiloglucosidasa (60 min, carril 5, y 120 min, no mostrado)

produjeron la desaparición total de la radioactividad, aun la presente en la
banda de 63 kDa, que permanecía durante el "chase" (Fig. 53, carriles 4 a 6).

Por lo tanto, durante el "chase" con UDP-Glc, las especies de bajo

PM (Fig. 53, carriles 1 a 3) se transformaron en productos de mayor tamaño
(carriles 4 a 6), los que volvieron a reducir su PM por degradación ami
lolïtica (Fig. 54, carriles 2 a 4). Estos resultados indicaron, entonces, que
los glucanos (11,4 unidos a proteina sintetizados durante el pulso, fueron
alargados por la glucógeno sintetasa durante la dilución con UDP-Glc, para
dar productos de gran tamaño que siguieron unidos a proteina.

3.7.3.DISCUSION

Hemosdemostrado previamente que una preparación parcialmente purifi
cada de glucógeno sintetasa de músculo cardiaco de rata (DlA) catalizaba la
incorporación de (14C)glucosa a partir del UDP-(14€)Glc a una fracción inso

luble en TCA(Tabla XVIII)t
Los productos radioactivos sintetizados eran glucanos (X1,4, ya que la

digestión con CX-amilasa o amiloglucosidasa del material insoluble en ácido
liberó maltosacáridos o glucosa radiomarcados, respectivamente (Sección
3.7.1.). Dado que en las condiciones del ensayo GS-2, el TCAno precipita

oligo o polisacáridos (Tabla XX), los glucanos C*1,4 sintetizados durante la
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Fiq. ¿83: _Cfl AMILOGLUCOSIDASAEQ; PRODUCTOSMARCADOSM PULSOl
Una mezcïa de GS-Z se incubó 10 min con UDP-(14€)Gic 4¡uM y iuego 50 min con
UDP-Gic 5 mM. Se agregó entonces 0,06 unidades de amiiogiucosidasa y ia
mezcia se incubó durante otros 60 min. Se tomaron aiïcuotas (13 pg 01A) a O
(carrii 1), 5 (carrii 3), 10 (carril 2), 30 (carrii 4) y 60 min (carril 5)
después de] agregado de amiiogiucosidasa, y se sometieron a electroforesis en
un ge] de 7,5% de acriiamida. Las condiciones de 1a corrida eiectroforética,
autorradiografia y determinación de peso mo1ecuiar son ias mismas que en 1a
Fig. 53.



- 180 

reacción debian estar unidos a una aglicona.
La naturaleza proteica de la aglicona quedó demostrada por la sen

sibilidad del compuesto radioactivo insoluble en TCAa la digestión con pro
teasa libre de mnilasa (Sección 3.7.1.), y más concluyentemente, por la
migración electroforética en geles de poliacrilamida de los (14C)glucanos,
tanto en condiciones nativas (Fig. 50) como disociantes (Fig 51 A_y 53).

Dado que se obtuvieron iguales resultados analizando la mezcla de reac

ción completa (Fig. 52 g, carril 4), o bien la correspondiente fracción inso
luble en TCA(carril 8), se concluyó que si la unión entre glucano y proteina
no era covalente, debia ser lo suficientemente fuerte comopara resistir con
diciones tan desnaturalizantes comola precipitación ácida y el subsiguiente
calentamiento en SDS. Este hecho llevó a descartar, una vez más, la idea de

la simple contaminación con glucano CX1,4 no unido a proteina como explica
ción de la actividad GS-2.

En el caso de la marcación con UDP-(14C)Glc 4‘pM, se observó una buena
correlación entre la detección de la reacción GS-2 en función del tiempo

mediante la autorradiografïa del gel (Fig. 51 A) o mediante la incorporación
a la fracción TCApp(Fig. 45). Asï, en ambos casos se vio tanto el "lag" de

10 min en la incorporación de (14C)glucosa en ausencia de Glc-6-P, COmOla

activación causada por este compuesto. Además, se conprobó que Glc-G-P
actuaba estimulando la incorporación de radiomarca a las mismas proteinas que
se marcaban en su ausencia (Fig. 51 A).

Un aspecto importante a considerar es que, como DIA tiene aceptor ya
glucosilado (ver Sección 3.8.), si el mecanismo de acción de la glucógeno
sintetasa sobre este proteoglucano involucrara el alargamiento de varias
cadenas a la vez, es lógico pensar que los (14C)glucanos sintetizados sobre
el aceptor serán relativamente heterogéneos en cuanto a su longitud. Dado que
las porciones sacaridicas son muyimportantes para el comportamiento electro
forótico de las glicoproteïnas (228), pequeñas diferencias en el largo de las
cadenas glucosïdicas modificarán la nmvilidad del aceptor proteico, dando

como resultado bandas que migren contiguamente.
De acuerdo con esta idea, los esquemas de radioactividad obtenidos en

los análisis electroforéticos (Figs. 51 A_y 53) mostraron regiones anchas en
lugar de bandas netas, siendo esto más evidente en la zona del gel de mayor



discriminación de PM(Fig. 51 A, I y II, y Fig. 53, zona entre 52 y 66 kDa).
E1 experimento de puiso y "Chase" permitió confirmar definitivamente

que 1a zona ancha radioactiva detectada entre 52 y 66 kDa durante ei pulso de

2 min (Fig. 53, carri] 1), se debïa a distintos grados de giucosilación de un
aceptor proteico, y no a 1a existencia de varios aceptores distintos. Asi, se
vio ciaramente que ias especies de menor PM (Fig. 53, carriies 1 a 3) eran

convertidas en ias de mayor tamaño por incubación con una concentración miii
moiar de UDP-Gic.

E1 hecho de que no se hayan detectado variaciones en el esquema pro

teico durante e] puiso (Fig. 51 g) o durante ei puiso y "Chase" (no mostrado)
indicó que e] aceptor proteico que participaba en 1a reacción representaba
una proporción muy baja de ias proteinas presentes en 1a preparación
enzimática.

Por otra parte, la digestión con amiiogiucosidasa de ios productos de
gran tamaño sintetizados durante ei "chase" regeneró ios compuestos de bajo

PM, para finaimente degradar toda 1a radioactividad (Fig. 54). Esto ocurrió
incluso con 1a banda de 63 kDa, indicando que 1a misma también representaba

giucanos <11,4 unidos a proteina, aunque no se explica por qué no fue

alargada durante e] "chase" (Fig. 53, carriies 4 a 6).
Los resuitados presentados en esta sección indicaron, de modo

conciuyente, que 1a fracción enzimática D1Atenia aceptor ya giucosiiado que
fue aiargado iniciaimente con UDP-(14€)G1cmicromoiar. Estos giucanos c¡1,4
radioactivos fueron, a su vez, usados como "primers" y eiongados por la
giucógeno sintetasa para dar productos de aito PMque siguieron unidos a pro
teina, ya que por digestión con amiiogiucosidasa se voivió a tener bandas
radioactivas que migraban en electroforesis. Estos compuestos de alto PM
tenian un comportamiento eiectroforético simiiar a1 dei giucógeno iibre de
proteinas, en cuanto a que no se movían de] lugar de siembra o penetraban un

poco en e] ge] de poro grueso.

La importancia de estos datos reside en dos puntos fundamentaies:
1) La demostración de 1a unión covaiente giucano-proteïna, a través de 1a

migración eiectroforética de (14€)giucanos en condiciones fuertemente
desnaturaiizantes (TCAy SDS) en ias que giucanos iibres de proteinas no
se mueven, y



2) La comprobación de que esos giucanos unidos a proteina son utilizados para
la formación de productos de aito peso molecuiar, que se comportan igual

que e] giucógeno nativo.

Este último hecho es muy reievante, ya que muchas de 1as criticas rela
cionadas con la iniciación de 1a biosintesis de] giucógeno y de otros

poligiucanos, piantean como ünica demostración válida de] modelo esquemati
zado en 1a Fig. 24, 1a caracterización de 1a unión giicosii-aminoácido. Si

bien es cierto que este punto debe ser resueito, existe un aspecto critico
reiacionado con e] mismo, y es que previamente se debe demostrar que 1a gïu
coproteïna o e] proteogiucano a] cua] se ie ha de caracterizar 1a unión

aminoacii-azücar es un intermediario en la biosïntesis de] poiisacárido en
cuestión. En este sentido, consideramos que los resuitados presentados en
este trabajo de tesis aportan evidencias conciuyentes de 1a sintesis "in
vitro" de glucanos (11,4 unidos a proteina en müscuio cardiaco de rata, que
pueden considerarse comointermediarios en 1a biosïntesis de] giucógeno.

Respecto a otros sistemas, Aon y Curtino (166) reportaron que una pre

paración de membranas de retina bovina que sedimentaba a 100.000 x g y que
contenía glucógeno endógeno (300 nmoies giucosa/mg proteina), incorporaba

(14C)giucosa a partir de UDP-(14€)Gic 2 mM, a una fracción insoiubie en TCAy
a otra, soiubie en ácido e insoiubie en aicohoi. Los productos radioactivos
presentes en ambas fracciones no penetraban en un ge] de 5,6% de acriiamida
después de eiectroforesis en presencia de SDS, y 10 hacian soio en ios pri
meros miiïmetros de] ge], en e] caso de un ge] en gradiente discontinuo de

2,6 a 5,6% de acriiamida. Dado que e] giucógeno nativo iibre de proteinas se

comportó de igua] modo en nuestro caso (aün con un ge] de 5% de acrilamida),

no creemos que este criterio sea váiido para indicar 1a presencia de proteina
unida covaientemente a 10s giucanos radioactivos.

Por otra parte, en e] mismo reporte, estos autores informaron que 1a

fracción solubie en TCAe insoluble en aicohoi que se aisiaba de ias membra
nas de retina (iiamada proteogiucógeno), mostraba una banda que se movïa unos

pocos miiimetros en un ge] en gradiente de poiiacriiamida con SDSde 3 a 5,6%

de acriiamida, y que se teñïa con azu] de Coomassie y con ácido periodico/
Schiff. Nuevamente, 1a presencia conjunta de carbohidrato y proteina en com
puestos que permanecen en e] 1ugar de siembra o que difunden un poco en un



gel de poro grueso, no indica forzosamente la asociación covalente entre
ambos.

Los mismos autores, en un trabajo posterior (168), postularon que el
aminoácido involucrado en la unión glucógeno-proteína del proteoglucógeno de
retina sería tirosina. El material que analizaron correspondía al pro
teoglucógeno antes mencionado, digerido con proteasas, cromatografiado en una
columna de Sepharosa CL-4B (cerca del volumen de exclusión de la columna),

precipitado con alcohol y finalmente iodinado con Na1251. El compuesto iodi
nado fue digerido posteriormente con (i-amilasa y amiloglucosidasa, dando un
producto radioactivo muy pequeño, que fue identificado por cromatografía
líquida de alta presión como monoiodotirosina y, en menor proporción,
diiodotirosina. Los autores propusieron finalmente que el glucógeno de retina
está unido O-glicosídicamente al grupo —0Hfenólico de la tirosina.

Varios puntos no quedan claros en este trabajo. En primer lugar, 0
metiltirosina es completamente resistente a la iodinación (229), no enten

diéndose por lo tanto cómo se puede iodinar el proteoglucógeno si el -0H de
la tirosina está bloqueado por un resto glucosilo.

En segundo lugar, el 70% del Inaterial iodinado proveniente de pro
teólisis y posterior amilólisis del proteoglucógeno (que luego mostró ser
monoiodotirosina y diiodotirosina), eluyó en una columna de Bio Gel P2 super
poniéndose ligeramente por delante de un standard de glucosa libre. Dado que

esta columna discriminaría pequeñas variaciones de peso molecular dadas por
restos glucosilos o aminoácidos adicionales, este resultado indicó que el
pico radioactivo contenía solo iodotirosina (monoo di), pero no glucosil u
oligosacariliodotirosina, ni tampoco aminoacil-iodotirosina. Por lo tanto,
llama la atención que, tratándose de un material de tan alto peso molecular
(1.000 kDa en Sepharosa CL-4Bya después de proteólisis), el proteoglucógeno
se haya degradado totalmente hasta dar tirosina-glucógeno y no glucógeno
péptidos, y además, que posteriormente, la porción glucosídica de este
material se haya digerido'totalmente sin dejar siquiera un resto glucosilo
unido al aminoácido.

Dado que, como se ha mencionado varias veces, el glucógeno posee una

gran afinidad por ciertas proteínas, entre ellas muchas de las enzimas de su
metabolismo (98, 217), hay que ser muy cauteloso cuando, en un caso cono el



recién mencionado, se trabaja soio con un materia] no purificado que resuita
de iodinar giucógeno no radioactivo.

Otro sistema de estudio de proteoglucógeno "in vivo" fue analizado por

Wheian y co]. en músculo de conejo (167). Estos autores demostraron que una
proteina de 37 kDa, que junto con otras copurificaba con glucógeno, contenía
10-30 moïes giucosa / mo] péptido, aün después de digestión con Cfi-amiiasa y

amiiogiucosidasa. La proteólisis de esta gïucoproteïna dio comoresuitado 1a
aparición de giucopéptidos en 105 que aumentaba 1a proporción reiativa de
tirosina. Por otra parte, 14%de 1a tirosina tota] de 1a gïucoproteïna de 37
kDay 100%de 1a tirosina de] giucopéptido, eran resistentes a iodinación con

Na1251o a nitración con tetranitrOmetano, reacciones que requieren 1a ioni
zación de] grupo -0H fenóïico de 1a tirosina (229,97). Estos datos ilevaron a

Ios autores a sugerir que los grupos fenóiicos bioqueados correspondían a 1a
unión glucosii-tirosina de] proteogiucógeno de músculo de conejo. Es intere
sante destacar que si bien 1a unión postuiada fue 1a misma que 1a propuesta

por Aon y Curtino para e] caso de retina (168), las evidencias presentadas

fueron exactamente opuestas.

3.8.DIGESTION QÉ_ LA_ GLUCOGENO SINTETASA PURIFICADA fDlA) ggfl_ c(-AMILASA

INSOLUBLE

A fin de confirmar 1a preexistencia de giucanos CX1,4 unidos a proteina,
1a fracción DIA se sometió a degradación amiiolitica. Comose observa en 1a

Tabia XXI, después de preincubar 1a preparación enzimática con CK-amiiasa
insoïubie, 1a actividad GS-Z presente en 1a misma se redujo significativa
mente, independientemente de 1a presencia de Gic-G-P.

La disminución observada no se debió a 1a soiubiiización de 1a CK-amiiasa

durante 1a preincubación, ya que no se detectó actividad amiiolitica cuando
1a fracción DIAtratada se incubó directamente con (14C)giucógeno.

Por otra parte, 1a actividad GS-l no fue afectada por 1a preincubación

con 1a enzima degradativa (Tabla XXI).
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Tabia lil: PREINCUBACIONQE_LA GLUCOGENOSINTETASA LEBACCION DIA} Egg

gg-AMILASA.

ACTIVIDAD RELATIVA (%)
ACTIVIDAD

FRACCION Gic-6-P
CONTROL TRATADA CDN

ENZIMATICA CÁ-AMILASA

100 44
GS-2 TCApp

+ 100 27

100 89
GS-l KOH-EtOpr

+ 100 94

La fracción DlA se incubó con C(-ami1asa insoiubïe y se procesó como se
indicó en 2.6.2. Un contro] en e] que se habia omitido 1a cX-amiïasa se trató
de modo similar. Las actividades GS-l y GS-2 se determinaron como en 2.3.1. y
2.3.2. Las incubaciones se reaïizaron durante 1 h en ausencia o presencia de
G1c-6-P 9 mM.



3.8.1.DISCUSION

En las Secciones 3.4.3. y 3.5.3. se discutió la posibilidad de que la
detección de la actividad GS-Z en la fracción DIA reflejara la presencia de
aceptor glucosilado asociado a la glucógeno sintetasa purificada. Esto fue
apoyado, por otra parte, por el hecho de que ya en 2 ¡nin de pulso con

UDP-(14C)Glc 4 ym (Fig. 53, carril 1), se haya detectado una zona ancha de
productos radioactivos que diferian en el tamaño de las porciones
glucosidicas.

El hecho de que la preinCubación con CK-amilasa de la fracción

enzimática DlA haya producido una disminución de 60-70% de la actividad GS-2

de la misma, sin afectar la actividad GS-l (Tabla XXI), indicó que la activi
dad independiente de "primer" exógeno se debia a la presencia de glucanos

Cil,4 endógenos.
Dado que en la Sección 3.7. hemos demostrado que los productos de reac

ción de GS-2 consistian en glucanos CKI,4 unidos a proteina, se puede
concluir que los glucanos endógenos asociados a la enzima estaban asociados a
proteina. Comohemos mencionado en la Sección 3.6.4., el aceptor podria ser
la propia glucógeno sintetasa o bien una proteina fuertemente asociada a la
misma.

Por lo tanto, tal comose ha discutido anteriormente, la reacción 05-2
representaba, en músculo cardiaco de rata, la elongación de glucanos CXI,4
unidos a proteina y no la iniciación de la sintesis propiamente dicha.

Hemosvisto que las actividades independiente y dependiente de "primer"
se detectaron en la misma posición después de electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones nativas (Figs. 47 y 48), sugiriendo que ambas
actividades enzimáticas estaban catalizadas por la glucógeno sintetasa. En
consecuencia, el proteoglucano endógeno digerido por el tratamiento con

CX-amilasa era el "primerï_para la glucógeno sintetasa en el ensayo GS-2, y
representaba el producto de la primera etapa de la iniciación de la biosinte
sis del glucógeno, esquematizada en la Fig. 24.

La actividad GS-2 remanente, después del tratamiento de DIA con

CÁ-amilasa (Tabla XXI) podria representar la verdadera sintesis "de novo" del
glucógeno, o deberse a una degradación incompleta del proteoglucano endógeno.
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