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OBJETIVOS

En esta Tesis, y dado que se estudia durante e] desarroilo, e] ióbuio

óptico que pertenece a 1a via visua], se va a medir 1a incorporación de

manosa radioactiva a proteinas en función de 1a edad .y de distintas con

diciones externas: qu, enucïeación, nutrición, etc. Tambiénse va a estudiar

e] efecto que produce sobre 1a sintesis y giicosiiación de proteinas e1 agre

gado de factores exógenos a1 medio de incubación. Habiéndose encontrado un

novedoso efecto de] suero, en e] proceso de incorporación de manosa tritiada

a proteina, en las partïCUlas de ióbuio óptico de embriones de p0110, toda 1a

üitima parte de este trabajo se va a dedicar a profundizar este fenómeno. Se

proyecta estudiar ios siguientes puntos:

. especificidad de Ios tejidos que responden a este factor;

especificidad de 1a especie anima];

actividad bioiógica de sueros provenientes de distintos animaies;

determinar si ias condiciones externas relacionadas con 1a vïa visua]

(1uz-oscuridad, enucleación, etc.) tienen alguna infiuencia en e] efecto

de] suero;

tendria interés caracterizar é] o ios factores de] suero estudiando aigunas

de sus propiedades e intentar su u1terior purificación;

finaimente se va a tratar de determinar Cuál es 1a etapa de 1a via

metabóiica, que va de manosa a giicoproteïna, donde e1 Suero ejerce su

efecto.



1. INTRODUCCION

El momento preciso y los cambios que tienen lugar durante el desarrollo

del cerebro varian apreciablemente en las diferentes especies (80). Se sabe

que la proliferación celular, la formación y el crecimiento del cerebro de

los animales y los seres humanosdurante la vida pre y post-natal, son afec

tados por los balances nutricionales y endócrinos. Por ejemplo, la desnutri

ción (81,82), la hipofisectomïa y la deficiencia tiroidea (83) y excesivas

concentraciones de hormonas tiroideas (84) y de glucocorticoides (84,82)

inhiben la sintesis de ácidos nucleicos, el nümero de células y la maduración

funcional del cerebro. Una gran variedad de procesos del desarrollo del

cerebro implican interacciOnes célula-célula que sen llevadas a cabo por gli

coproteïnas de membrana. En el sistema nervioso en desarrollo, estas molécu

las juegan importantes roles en eventos especificos, tales como adhesión

célula a célula (38,39,85,86), sinaptogénesis (87) y mielinización (88).

El cerebro está muy enriquecido (80-95%) en glicoproteïnas tipo N

glicosïdicas (89). La importancia de estas moléculas se enfatiza por la gran

cantidad de trabajos publicados acerca de la relevancia de la N-glicosilación

para la diferenciación neuronal (90,91) y para el ensamblado y mantenimiento

funcional de los canales de voltaje de Na*en células de neuroblastoma (37,92)

y de los receptores de acetilcolina en müsculo (36,93,94,95), entre otros.

Las glicoproteïnas tipo N-Asp se sintetizan vïa ciclo del dolicol

(68,69,70) c0mose detallará más adelante.

Estudios de enzimas con preparaciones microsomales del cerebro en

desarrollo han demostrado incrementos de la N-glicosilación de proteinas

durante la mieliniación (96,97) y sinaptogénesis (98). Ultimamente, se ha

estudiado la biosïntesis de glicoproteïnas en cultivos de células cerebrales

embrionarias de rata durante el desarrollo (99). En nuestro laboratorio se ha

desarrollado una técnica de microincubación de particulas de tejido nervioso



para realizar los estudios de la regulación de la glicosilación de proteinas

(40,41,100). En este trabajo por primera vez se mide la velocidad relativa de

glicosilación de proteinas a lo largo del desarrollo del lóbulo óptico. Se

encontraron diferencias notables en Cuanto a sintesis y glicosilación de pro

teinas en los distintos estadios celulares: proliferación, migración y

diferenciación, abarcando también el momentoen que ocurre la entrada de las

fibras del nervio óptico y la formación de redes de eferencias del lóbulo

óptico. Este "pattern" de velocidad relativa de incorporación de radioac

tividad a proteinas en función de la edad refleja la regulación endógena de

la glicosilación de las poblaciones de glicoproteïnas caracteristicas de cada

estadio del desarrollo del lóbulo óptico. Estas mediciones se realizaron uti

lizando el micrométodo de incubación de particulas de tejido nervioso en pre

sencia de medio minimo y concentraciones fisiológicas de glucosa. Fueron

preservadas las relaciones anatómicas entre las neuronas, células gliales,

endoteliales, etc., y se logró el estado estacionario de marcación a partir

de Man-23Hcon una alta eficiencia en la marcación de glicoproteïnas en incu

bación de hasta 24 hs.

Debe hacerse notar aqui, que el método de incubación de tejido nervioso se

desarrolló para corteza cerebral de rata y comprendía las condiciones de

incubación hasta 3 hs. En esta tesis se presenta una extensión temporal del

método en condiciones controladas durante 24 hs. Gracias a estas modifica

ciones ha sido posible marcar antígenos sintetizados durante el periodo de

incubación de 15 hs, c0mo es el caso de Thy 1.1, para luego ser reconocido

por su anticuerpo monoclonal. Con inCUbaciones de 3 hs no se hubiesen alcan

zado las actividades especificas Suficientes para su cuantificación. Por otro

lado, otra aplicación inmediata de las modificaciones al método de incubación

de particulas de tejido nervioso y su extensión a 24 hs ha sido posibilitar



1a reaiización de autorradiografias de geies de poiiacriiamida y 1a ampïisima

gamade ap1icaciones que esta técnica permite: giicoproteinas caracteristicas

de cada edad, glicoproteinas presentes bajo distintas condiciones, comomuta

ciones, presencia de antibióticos, suero u otros e1ementos agregados a1 medio

de incubación, etc.
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1.1. El lóbulo óptico gg pollo: caracteristicas

Aunque los primeros trabajos sobre el lóbulo óptico de pollo han sido

publicados hace más de una centuria (1) y ha sido objeto de un gran nümero de

estudios morfológicos (2,3,4,5,6,7,8,9,10,11) y embriológicos (12,13,l4,15)

desde ese momento, aün continüa atrayendo la atención por varias razones:

primero, presenta una estructura laminar ünica (en la mayoria de las aves

estudiadas no se reconocen menos de 15 capas celulares y plexiformes) que es

de particular interés para estudios citoarquitectónicos y sobre factores

relacionados en la regulación de la proliferación celular, migración y

diferenciación en el sistema nervioso; segundo, una representación precisa de

la retina sobre la superficie del lóbulo óptico (16,17) hace de esta estruc

tura un sitio ideal para el estudio del establecimiento de conexiones durante

el desarrollo embrionario; tercero, ya que el lóbulo óptico recibe la mayoria

de las proyecciones aferentes del ojo contralateral, lo hace especialmente

ütil para el estudio de los efectos de la deaferentación temprana sobre la

proliferación, diferenciación, migración y mantenimiento celular

(8,18,19,20,).

1.2. Desarrollo embrionario del pollo

El desarrollo de un animal es un proceso c0ntïnuo, sin embargo para su

descripción, es conveniente fijar ciertas etapas y compararlas con las prece

dentes y las posteriores. Cada etapa se ubica en una cierta posición en el

proceso continuo y un correcto ordenamiento de etapas es una condición "sine

qua non" para su interpretación. Esta tarea parecería muy simple ya que en

general el proceso del desarrollo va de lo simple a lo más complejo y esto

serïa asi, a no ser por el hecho de que en los distintos estadios

embrionarios, comoen los individuos adultos de una especie, existen diferen
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cias, de manera tal que no hay un embrión exactamente igual a otro.

Estas variaciones embrionarias se relacionan: primero, con la velocidad

de desarrollo de todo el embrión, por lo tanto luego de un detenninado tiempo

del proceso no hay dos anbriones que estén exactamente en la misma etapa;

segundo, con las velocidades relativas del desarrollo de los distintos órga

nos y tercero, con el tamaño del embrión, ya que embriones de una misma etapa

del desarrollo pueden variar de tamaño.

Aunque el periodo total de incubación es bastante c0nstante en el huevo

de gallina, de alrededor de veintiún dias, existe una gran variación en el

grado de desarrollo de embriones de una misma edad, especialmente durante la

primera semana. Esto se debe a tres factores principales: 1. Variación en el

periodo de latencia, es decir el tiempo que es necesario para que comience el

desarrollo del blastodermo enfriado, después que el huevo es colocado en

inCUbadora. Es equivalente en la naturaleza, al momentoen el que la gallina

empieza a empollar los huevos que fue poniendo en distintos dias; 2.

Variación de los factores fisicos durante la inCUbación; 3. Lo inherente a

variaciones propias de los huevos, tales como el tiempo que tardó el huevo en

atravesar el oviducto, la edad de la gallina al poner el huevo (ya que a

mayor edad, se observa un menor desarrollo de sus huevos). En este estadïo,

en todos los huevos ha c0menzado la formación de las capas germinativas y el

estado de desarrollo es bastante definido, aunque no absolutamente constante.

Cuando los huevos son enfriados, luego de la formación de las capas ger

minativas, el desarrollo cesa, pero es reiniciado cuando la temperatura sube

hasta el grado requerido para la incubación.

El periodo de latencia varia con la frescura de los huevos; es relativa

mente corto en huevos que han sido recientemente puestos y largo, en huevos

que han permanecido quiescentes algün tiempo luego de la formación de las



capas embrionarias. Es obvio que el periodo de latencia formará parte de una

porción considerable del tiempo de inCubación de las primeras etapas del

desarrollo másque de las últimas, por lo tanto dificulta la clasificación de

los embriones, especialemente en los primeros 4 ó 5 dias de incubación.

La temperatura a la cual se almacenaron los huevos antes de la incubación

influye sobre la viabilidad del embrión y el periodo de latencia. La tem

peratura ideal de almacenaje está entre 8 y 10°C, aunque no hay apreciable

desarrollo del embrión por debajo de los 27°C. En climas muy cálidos, por lo

tanto, la temperatura atmosférica puede ser suficiente para iniciar el

desarrollo del embrión. La temperatura limite superior a la cual los huevos

pueden desarrollarse, es de 41°C. La temperatura óptima es de 38°C, mantenida

uniformemente durante la incubación. Temperaturas que estén por debajo y por

encima del valor óptimo pueden retardar o acelerar la velocidad del

desarrollo durante los primeros 12 dias de incubación. Del dia 13 en ade

lante, la velocidad de crecimiento del embrión no es afectada por variaciones

en más o menos 3°C del valor óptimo. Esto se interpreta como que el pollo es

el primer animal poikilotermo (de sangre frïa) que gradualmente desarrolla

mecanismos de regulación del calor desde el dïa 6 embrionario en adelante, lo

cual lo hace independiente, dentro de ciertos limites, de la temperatura

ambiente.

Cuando se trabaja con incubadoras, otra causa de mortalidad frecuente en

los embriones ocurre alrededor del dïa 19, y está relacionado con la humedad

relativa, que tiene su valor óptimo entre el 60 o 65%.

De esto surge que aün bajo las mejores condiciones de incubación existen

suficientes causas de variabilidad en los embriones independientes del tiempo

de incubación. Por eso, se utilizan para la clasificación de las etapas del

desarrollo del embrión, características morfológicas externas independientes



-12

de 1a edad cronoiógica y de] tamaño de] embrión (12).

Nos centraremos en 1a descripción de 3 etapas que resultarán importantes

en esta Tesis, en 1a cua] se utiiizaron embriones desde 6 dïas de incubados

en adeiante. Resumiendo, deScribiremos las consideraciones efectuadas por

Hamburger y Hamiiton (12) de ias etapas 29, 36 y 43.

Etapa 32

Se corresponde con e] E6-6 1/2 (Fig. 1, A). Miembros: ias aias se incii

nan y forman un codo. E1 segundo "dígito" comienza a distinguirse más 1argo

que Ios otros. Se observan sembras de estrïas entre e] primero, segundo y

tercer "dïgito". Comienzana distinguirse ios dedos de ias patas por acanaia

mientos entre eiios y se observan rudimentos de] 5° dedo.

Etapa gg

Se corresponde con e] embrión de 10 dias. Miembros: ios segmentos dista

1es tanto de] ala como de 1a pata son más 1argos. La Iongitud de] tercer dedo

de 1a pata desde su fina] a1 medio de 1a juntura metatarsai es de 5,4:0,3

mm. Ei primordio de uña aparece en patas y "dígito" 1 de aias. Faita 1a pro

tuberancia de] "dígito" 2 del aia. E1 primordio de 1a cresta aparece como un

puente prominente 1evemente aserrado a 10 largo de 1a zona dorso-media] de]

pico. Un acanaiamiento horizontal es ciaramente visibie sobre 1a parte

superior de 1a quijada que es pobremente indicativa de 1a punta de 1a

mandibuia. Las ventaniilas de 1a nariz se presentan como hendiduras. La

iongitud de] pico desde e] ánguio anterior de ias ventani11as de 1a nariz

hasta 1a punta de] pico es =2,5 mm. Penachos de piumas germinaies: son

conspicuos y cubren 1a parte visibie paimïpeda de ias aias, porción tibio

fibuïar de patas. Párpados: una membranacubre 1a zona esciera] anterior y se
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Figura 1. Aigunos estadios de] desarroiio de] embrión de poiio según 1a serie

de etapas normaies de Hamiiton y Hamburger (12).

A. Etapa 29 (E6-E6 1/2) x 5. B. Etapa 36 (E10) x 1,5 y C. Etapa 43

(E17) x 9/10. Las descripciones más detaiiadas se encuentran en e]
texto.
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acerca a 1a córnea (Fig. 1, B).

Etapa.fl;

CorreSponde a1 E17. Ver Fig. 1, C. Pico: 1a iongitud desde e] ánguio

anterior de ias ventaniilas de 1a nariz, hasta 1a punta de 1a parte superior

de] pico=5mm. Tercer dedo de 1a pata: 10ngitud=18,óip,8 mm.

1.3. Desarrollo del cerebro: ióbulo óptico

Las consideraciones sobre e] desarroïlo del cerebro de embrión de poiio

que se harán a continuación, están basadas en 1a disección y cortes de

cerebros de embriones de 8 dias. En esta etapa, es posibïe reconocer Ios

comienzos de 1a arquitectura de] cerebro aduito, sin perder de vista 1a con

dición embrionaria.

La Fig. 2 muestra una sección ságito-media] de un embrión de 8 dïas.

Esta figura ha sido tomada de] capïtuio 8, The Nervous System, de (21),

página 308. En 1a Fig. 3 se observa un corte ságito-iaterai de] E8 dias que

fue tomada de] mismo libro (21), página 313.

E1 ióbulo óptico forma parte de] mesencéfaio y se corresponde con una

prominencia en 1a parte superior de 1a cabeza de] embrión, la cua] es más

marcada en estadios embrionarios más tempranos (Fig. 1, A).

E1 mesencéfaio sufre considerables cambios desde e] tercer dïa

embrionario. Las zonas dorso-lateraies crecen en tamaño, a1 mismo tiempo se

adeïgazan y tiene dos evaginaciones que forma los dos grandes lóbuios ópti

cos. Las zonas dorso-1atera1 y e] techo asï formado, forma una división dei

mesencéfaio conocida como tectum iobi optici. La zona ventro-laterai y e]

piso están muy adeigazados y forman 1a división basal de] mesencéfaio. E1

ventrïcuio de] mesencéfalo se convierte en un cana] (acueducto de Syivius),
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Figura 2. Sección ságito-med1a1 de un embrión de 8 días.

Se observa que e1 Ióbuïo óptico está ubicado en eI nmsencéfaïo.

Tomado de1 cap. 8, pág. 308 de (21).
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Figura 3. Corte ságito-Iatera] de un embrión de 8 dfas.

Tomado de] cap. 8, pág. 313 (21).



hacia el cua] se abren las cavidades de ios ióbuios ópticos.

1.4. Descripción del 192919 optico maduro

La presente descripción de la nnrfoiogia de] ióbuio óptico se basa en

trabajos de Caja] (22,23), Van Gehuchten (24), Huber y Crosby (25), Jungherr

(4) y Cowany co]. (2,6). Indudabiemente 1a caracteristica más importante dei

lóbuio óptico es su 1aminación. Presenta 6 estratos principaies ios cuaies

han sido nombrados, desde 1a superficie piai hacia adentro: 1. stratum opti

cum (SO), que contiene ias fibras de] tracto óptico; 2. ei stratum griseum et

fibrOSUmsuperficiaie (SGFS), que es 1a principal zona de fibras y céiuias

de] ióbuio óptico y que se puede subdividir en 10 15minas; 3. e] stratum gri

seum centraie (SGC), donde se iocaiizan ias neuronas que se corresponden con

las saiidas principaies de eferencias dei ióbuio; 4. ei stratum aibum

centraie (SAC), formado principaimente por ias fibras eferentes mieiinizadas

de] ióbuio; 5. stratum griseum periventricuiare (SGP) y 6. stratum fibrosum

periventricuiare (SFP). Ademásde estos estratos, hacia ei ventricuio tectai

está presente la capa ependimal (Fig. 4).

Desafortunadamente, no está dei todo ciaro cuái es 1a significación de

este “pattern” laminar de céluias y fibras. Este probiema se compiica por e]

hecho de que con la ünica excepción de 1a iámina "e" de] SGFS, cada una de

ias capas contiene a1 menos dos, y en aigunos casos 3 o más, tipos neurona

les.

Además, muy poco o casi nada se conoce a1 presente, acerca de 1a organi

zación sináptica dentro de una capa. Es dificil decir aigo acerca de las

posibies interacciones de ias diferentes fibras entrantes (extrïnsecas, aso

ciación, etc.).

Se distinguen 3 tipos neuronaies mayoritarios en el lóbuio óptico. La
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Figura 4. Fotomicrografïa de bajo poder a través de 1a porción centra] de]

lóbulo óptico de un poïïo de 6 días para 11ustrar su organización

citoarquitectónica.

SO: stratum opticum; SGFS: stratum griseum et fibrosum

superficiaïe; SGC: stratum griseum centraïe; SAC: stratum a1bum

centraïe; SGP: stratum griseum periventrÍCuïare; SFP: stratum

fibrosum periventrícu1are y e] epéndimo están marcados. Las 10

capas de fibras y 15m1nas de] SGFS están designadas (15m1nas a-j).

X58. Tomado de La Vai] y Cowan (6).
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primera es 1a pobiación de céïulas grandes, muitipoiares, caracteristicas dei

SGC (Fig. 5). Las dendritas de estas céiuias se ramifican a considerabie

distancia y sus ramificaciones terminaies pueden aicanzar 1a 15mina "C" de]

SGFS. Se conoce que a esa 15mina 11egan axones de 1a retina, con ios cuaies

se contactarian directamente. Además, dada su ampiia distribución dentro del

lóbuio óptico, ias dendritas'de estas céiuias podrian potenciaimente estar en

contacto con axones de céluias de capas cercanas. Los axones de estas céiuias

muitipoiares pasan el SACy claramente representan las principaies eferencias

tectaies: aunque se está estudiando su distribución, es posibie que se

proyecten dentro del tronco cerebra] y diencéfaio (26,27).

El segundo, y más numeroso tipo neurona], son céiuias piriformes,

radiaimente orientadas, que se encuentran principaimente dentro de ias capas

profundas dei SGFS (láminas "e-j" (Fig. 6). Este tipo ce1u1ar se distingue

por su campo dendrïtico elongado radiaimente, e] cua] tiene una expansión

horizontal 11mitada aunque se extiende Superficialmente casi hasta e] SO. La

mayoria de estas céluias reciben ias entradas directas de 1a retina y su

forma general sugiere que están especiaimente adaptadas para recibir infor

mación de una pequeña región de 1a retina y mantiene una precisa organización

retino-tópica. A1 mismo tiempo, sus terminaciones dendríticas a distintos

niveies dentro de] ióbuio, ias hace apropiadas para integrar 1a información

retina] recibida por ias neuronas tectaies orientadas horizontaïmente.

E1 tercer tipo ceiuiar (Fig. 7) se enCuentra predominantemente en ei ter

cio superficiai de] ióbuio (15minas “a-f" del SGFS).

Las dendritas de estas céiuias uSualmente se extienden circunferen

ciaimente dentro de una o dos 15minas y ya que SUS axones parecen tener una

distribución horizonta] similar, parecen estar reiacionadas con 1a moduiación

de 1a actividad excitatoria o inhibitoria de] primer y segundo tipos ceiu



Figura 5. Dos ejempios de Céiuïas mu1tip01ares grandes (neuronas de1 primer

tipo) que caracterizan e] stratum griseum centrale (SGC). Dendritas

dispuestas horizontaimente, extendiéndose a1 SGFS. Los axones de

estas céluias entran en e1 stratum album centraie (SAC). Una gran

céluïa estreliada caracteristica de] stratum griseum periventricu

Iare (SGP) se muestra junto con una céiuia ependima] (EP) cuyos

procesos pueden 11egar a 1a superficie pia]. Tomado de La Vai] y

Cowan (6).



-26

Figura 6. Células de 1as IEmÍnas profundas del SGFS.

La mayoría son neuronas piriformes (céïuïas de1 segundo tipo) con

sus campos dendrïticos orientados radiaïmente. Tomadode La Vai] y

Cowan (6).
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Figura 7. Aïgunos tipos ce1u1ares encontrados en 1as 15m1nas externas de]

SGFS.

A1 Iado de1 cuerpo neurona] se encuentra una letra indicadora de 1a

15m1na donde se ubica. La mayoría de las célu1as de 1as 15minas

externas (a-d) tienen disposición horizonte] (tercer tipo ceïuïar).

Aïgunas de 1as céïulas de 1as láminas profundas son tïpicas neuro

nas piriformes (céluïas de1 segundo tipo) con prominentes dendritas

ascendentes. Tomado de La Vai] y Cowan (6).
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lares.

Con la excepción de las entradas de la retina (Fig. 8), muy poco se sabe

de las conexiones aferentes del lóbulo. El cuadrante anterior y posterior de

la retina están representados en las zonas caudales y rostrales del lóbulo,

respectivamente. El cuadrante superior proyecta sobre la parte ventral y el

cuadrante inferior sobre la porción dorsal (16,2,28,29,30,31). Este arreglo

ordenado está determinado por la forma en la cual las fibras de la retina

llegan al SO y entran en un nivel apropiado del SGFS de una manera radial.

Existen observaciones (26) de aferencias al lóbulo óptico provenientes del

lóbulo opuesto.

Por estimulación eléctrica del nervio óptico se estudia la proyección

retino-tópica (16,28,29,30,32) y también por la actividad eléctrica

espontánea en el lóbulo hacia el final del periodo de incubación (33,34).

De acuerdo con Peters y col. (33), el lóbulo óptico de pollo no puede ser

activado por estimulación fotónica hasta cercano al final del periodo de

incubación. Las respuestas más tempranas se obtienen en E17.

1.5. Desarrollo_ge_l_Ebu_lo_ójt_icg

El desarrollo del lóbulo óptico de pollo entre los dias 4 y 18 de incu

bación puede ser dividido en 3 fases que presentan cierta Superposición. La

primera fase c0mienza en E3 y se extiende hasta E6, es el periodo de máxima

proliferación celular (Fig. 9, A). En este periodo el lóbulo consiste en poco

más que el epitelio neural original y las células tempranamente diferenciadas

ocupan inmediatamente una posición externa a esta capa. La máxima actividad

mitótica ocurre en la etapa 29 (20) que corresponde al E6-6 1/2. Como

reSultado de esta muy rápida proliferación celular, el tamaño del lóbulo

aumenta considerablemente.
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SGFS

Figura 8. Fibras de 1a retina que abandonan e] stratum opticum (SO) y ter

minan en e] stratum griseum et fibrOSum Superficiaïe (SGFS).

La indicación a1 1ado de cada trazado indica 1a IámÍna en 1a cua]

1a mayorïa de 1as ramificaciones tennina1es de cada fibra son

distribuidas. Tomado de La Vai] y Cowan (6).
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La segunda fase del desarrollo del lóbulo óptico se extiende desde E6 a

E12 y se caracteriza principalmente por la migración desde el epitelio neural

de un gran nümero de células diferenciadas y hacia el final del E12 se pueden

identificar los principales estratos y muchas de las subdivisiones de estas

capas pueden ser claramente reconocibles (Fig. 9, B). Entre el E6 y el E12 el

espesor del lóbulo aumenta 4 veces, lo Cual puede atribuirse a varios

factores:

1. migración de las células desde el epitelio neural;

2. desarrollo y crecimiento de los procesos de las neuronas "jóvenes" y

células gliales;

3. entrada de las fibras del nervio óptico desde el SO;

4. la formación del SAC que posee el mayor número de redes de eferencias

del lóbulo óptico.

Veamosun breve análisis de cada uno de estos factores.

1. Ya que la proliferación celular del epitelio neural cesa en el E12, no se

agregan nuevas neuronas luego de esta fase, las células gliales que han

migrado desde el epitelio neural, pueden dividirse “in situ" y, por supuesto,

las células endoteliales continüan proliferando hasta que el lóbulo se

encuentra muy vaSCularizado.

2. Con respecto al desarrollo y crecimiento de los procesos dendrïticos, se

conoce que éstos contribuyen significativamente a la formación de las capas

plexiformes.

3. Las fibras retinales alcanzan el lóbulo entre E5-E6, hacia el E8 lo rodean

y cubren, formando el SO y en el E10 lo invaden en la zona dorSOmedial. El

polo caudal del lóbulo es la ültima zona en ser inervada, lo que ocurre alre

dedor de E12.

4. El SACcontribuye a aumentar el espesor del lóbulo óptico ya que es uno de



los sistemas de fibras que se desarrollan más temprano en el lóbulo: E6.

La tercer fase en el desarrollo del lóbulo se extiende desde E12 a E18 y

está marcado por un crecimiento de las células y sus sistemas de fibras, que

se extienden en varias capas, y se canpleta asi la citoarquitectura del

lóbulo (Fig. 9, C). Las láminas externas del SGFS no se forman hasta unos

dias después de la entrada de las fibras de la retina. En caso de que no lle

guen los axones de la retina, esas capas no se formarán. Esto ültimo ha sido

muy estudiado por remoción del ojo en los estadios tempranos del desarrollo

del pollo (8).

Se hace finalizar esta 3° fase del desarrollo en el E18, ya que en este

estadio el lóbulo óptico ha alcanzado la citoarquitectura del estadio maduro

(ver Figs. 9 C y 4). Esto es un poco arbitrario ya que se conoce que el

desarrollo continüa en forma ininterrumpida luego de la eclosión (35).

1.6. Glicoproteinas en el sistema nervioso central

Se ha observado que las sinapsis del SNCse tiñen intensamente con téc

nicas para carbohidratos (42) y se han identificado numerosas glicoproteïnas

como componentes de la membrana sináptica (43,44,45). Por consiguiente,

resulta de interés estudiar el posible papel que estas moléculas pueden jugar

en la diferenciación y regulación de la actividad sináptica (46,47).

Varios autores han trabajado en la identificación y caracterización de

las glicoproteïnas de sinapsis tanto en sistema nervioso en desarrollo como

maduro (48,49,50,51,52,53,54,55,56,57,58,59,6U). Sin embargo, todavia existe

escasa información relacionada con el posible papel funcional de estas

moléculas en las sinapsis.

En la actualidad están siendo ampliamente estudiadas las moléculas rela

cionadas con el reconocimiento y la adhesión celular en el SNC. Al presente,



]a nejor caracterizada, es ]a mo]écu]a de adhesión ce]u]ar neurona] (NCAM).

Se ha demostrado que es una g]icoproteïna biosintetizada en e] cerebro y que

tiene funciones de adhesión entre neurona-neurona, neurona-astrocito y

astrocito-astrocito (61,62,63,64,102,103). Exiten otras g]icoproteïnas de

adhesión ce]u]ar como ]a L1 (101) y NILE (neuronal inducib]e ]arge externa])

]a cua] es inducib]e por e] factor de crecimiento neurona] (65) y que está

siendo muyestudiada en diversos ]aboratorios.

También son g]icoproteinas ]as mo]écu]as re]acionadas con ]a excitabi1i

dad neurona] (37), y otras mayoritarias en cerebro como Thy-1 Cuya función

permanece desconocida, aunque se ]as ha re]acionado con e] desarro]]o de] SNC

(38).

También son numerosas ]as g]icoproteïnas asociadas a mie]ina (105).

1.7. Biosintesis gg ]as g]icoproteïnas

En e] SNCexisten g]icoproteïnas 0-g]icosïdicas y en mayor nümero, N

g]icosïdicas (89). Estos grupos difieren en e] tipo de unión azücar ami

noácido, siendOcí -N-aceti]ga]actosamini]-serina/treonina y

(p-N-aceti]g]ucosamini]-asparagina, respectivamente. Difieren también en ]as

vias biosintéticas, siendo a través de un mecanismo aparentemente más sen

ci]]o en ]as 0-g]icosïdicas. Se rea]iza por adición directa y secuencia] de

monosacáridos cata]izada por g]icosi]-transferasas a partir de ]os

nuc]eótidos azücares respectivos a ]os po]ipéptidos nacientes (66,67).

La biosïntesis de ]as g1icoproteinas tipo N-Asp es a]go más comp]eja

(68,69,70). Si una proteina contiene e] trip]ete Asn-X-Ser(Thr), donde X es

un aminoácido indefinido, este resto es potencia]mente aceptor de un o]igo

sacárido que se unirá N-g]icosïdicamente a un grupo amino (71,72). E] o]igo

sacárido es ensamb]ado sobre e] ]ipido do]ico] (68), como se verá más
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adeiante. La mayoria de 1as estructuras de oiigosacáridos que se encuentran

unidos de esta forma están reiacionados con uno u otro de ios dos tipos

mostrados en la Fig. 10. La estructura A en esta figura es conocida comotipo

simpie, "high mannose" u oiigomanosil y 1a estructura B se conoce como tipo

compleja, "compiex" o iactosaminii (este disacárido Iactosamina tiene 1a

siguiente estructura: Ga1-4GicNAc).

Se puede observar que tanto ias estructuras A como B contienen una zona

proxima] pentasacárido idéntica formada por tres residuos de manosa y dos de

N-acetiiglucosaminas. Esto se expiica porque ambas estructuras comparten 1as

etapas iniciaies de su sintesis y sus diferencias, se producen posterior

mente, durante su procesamiento, como se verá más adeiante.

Todo e] oligosacárido oiigomanosii y el "core" proxima] de] oiigo

sacárido 1actosamini1 son ensambiados sobre e] difosfodoïico]. Los detalies

de este ensambiado se reSumen en 1a Fig. ll. E1 cicio de] doiicoi se pudo

estabiecer gracias a Ios trabajos reaiizados por Leloir y col. (68). Las

céiuias productoras de giicoproteïnas de exportación o de membranas sin

tetizan sus proteinas en ribosomas de] retïcuio endopiásmico rugoso. La N

giicosiïación procede de 1a siguiente manera: 1a adición de] oiigosacárido

(etapa 6 de 1a Fig. 11) OCurre durante o inmediatamente después de 1a sinte

sis de 1a cadena proteica. La giicoproteïna con 1a cadena proteica c0mp1eta,

ya sea que se encuentre en soiución en e] espacio Iuminar del reticuïo o

unido a 1a membrana, con sus oiigosacáridos expuestos hacia e] espacio iumi

nar, quedan expuestas a distintas hidrolasas (Fig. 11). Estas giucosidasas,

manosidasas y N-acetiigiucosaminii transferasas de ias etapas 10 y 11 mostra

dos en dicha figura actüan en ei reticuio endopiásmico rugoso y en e] aparato

de Goigi. En esta organela se agregan Ios residuos galactosii y por 1a acción

de 1as siaiiI-transferasas se conpietan ios oiigosacáridos tipo “c0mp1ex"

(68).
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2. MATERIALES 1 METODOS

2.1. Animaies

Se utiiizaron embriones de poiios Leghorn desde 6 dias hasta animaies

de 20 dias post-nata] de ambos sexos. Los huevos embrionados fueron obtenidos

de un expendedor iocai. Se mantuvieron en e] Iaboratorio en una incubadora a

38°C en ambiente hümedo.

Producida 1a eclosión, iuego de secar ios poliitos en 1a incubadora

durante por lo menos 8 horas, se criaron con dietas comerciaies (aiimento

baïanceado, Cargiil S.A.) y agua "ad 1ibitum". La temperatura adeCuada y qu

continua se Iograron con 1a aplicación de iuz bianca incandescente durante

las 24 horas.

En e] caso de embriones, 1a edad fue estimada de acuerdo a los criterios

morfológicos previamente descriptos (12).

2.2. InCubaciones

2.2.a. figglgs

En las incubaciones se empieó medio minimo esencia] de Eagie (Cat.

#410-1100-Gibco Co.) supiementado con 2,2 g/i de NaHC03(para Iograr un pH de

7,4 en atmósfera de aire con 5% C02 a 37°C) y giutamina para una con

centración fina] de 2 mM. Cuando corresponda, se indicará si se agregan o

quitan precursores o compuestos a1 medio de incubación.

2.2.b. Incubador de 992

Se empleó un inCubador Forma Sci., a 37°C de C02 en aire humidificado

para evitar 1a evaporación de] medio de incubación.
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2.2.c. Precursorgs radioactivos

Se empïearon Man-23H (15 Ci/mM); Leu-4,53H (60 Ci/mM) y deoxigluco

sa-14C (300 mCi/mM) de ARC Inc.

2.2.d. Pregaración de medios gg incubación radioactivos

La cantidad necesaria de preCursores radioactivos fueron evaporados

con aire a 37°C, en e] caso en que estuvieran disueitos en etanoi. Luego se

les agrega e1 medio de incubación adecuado para cada experimento.

2.3. Técnica_gg microcuitivos

2.3.a. Diseccióndello; lóbuios ópticos

Se decapitó a Ios animaies con tijera y se disecaron ios Ióbuios óp

ticos luego de una rápida separación de meninges. Se depositaron sobre papei

de filtro embebidos en medio.

2.3.b. Obtencióngg gartïcuias

Se cortaron Ios ióbulos ópticos en pequeños trozos con una hoja de

afeitar y se transfirieron a un tubo cónico de 10 m1 (Falcon Piastics Inc.)

con aproximadamente 7 m1 de medio, que se coïocó en baño de agua a 37°C. Con

pipeta Pasteur de 1 mmde diámetro, se aspiró y expeïió e] material unas 10

veces. En caso de ióbulos ópticos embrionarios de hasta 8 dïas, directamente

a1 disecarios se pasaron a1 tubo cónico, siendo aspirados y expeiidos entre 4

y 6 veces con pipeta Pasteur. E1 materia] se deja'sedimentar durante unos 30

segundos y luego se descarta e] sobrenadante.



2.3.c. Siembrae incubación della; particuias gg ióbuio óptico

E1 materia] sedimentado se sembró con pipeta Pasteur en microcavidades

(NUNC, Dinamarca, 7 mm diámetro x 12 mm de a1tura). Se sembraron unos 5 m1

(150 ug de proteina/cavidad). Luego se agregaron 50 u] de medio de incubación

(con los precursores correspondientes), y se resuspendieron 1as particulas

con una suave vibración de 1a piaca. Se utilizaron dos cavidades para cada

vaior experimenta].

E1 tiempo transcurrido desde 1a decapitación hasta e] inicio de 1a

incubación fue de tres minutos aproximadamente. La piaca se co1ocó en e]

incubador de C02 y a partir de ese momento se cronometró e] tiempo de incuba

ción.

2.3.d. Detención _d_e_La incubación l procesamiento M _1_amedición g

radioactividad en proteinas

La detención de 1a incubación se hizo con e] agregado de 2 m1 de soiu

ción sa1ina de fosfatos (PBS) a 0°C y pH 7,4. El materia] se resuspendió, y

se transfirió a tubos para su centrifugación a 3.500 rpm durante 1 minuto. El

sobrenadante se descartó y e] pe11et se sonicó (Branson Sonic) en 500 y] de

agua. Se separó una aiïcuota de 50 y] para la determinación de proteinas. A]

resto de] sonicado se ie agregó ácido tricloroacético (TCA)para iograr una

concentración fina] de] 10%. Se añadieron 50 y] de portador inactivado (10 mg

proteina/m1) y se sonicó nuevamente.

Los tubos se ca1entaron a 90°C durante 20 minutos en baño de agua para

iograr 1a hidrólisis de iïpidos intennediarios y acrecentar 1a coaguïación. A

continuación se procedió a1 lavado de] materia] como se indica en e] esquema

I. La proteina incubada 1avada se disoivió con NCS (Amersham Co.) 0,2 m1 a
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Esquema I. Lavado de 1a proteína incubada.

Material TCA(10%) caïiente (90°C-20 mín)
1nsoïub1e

Centrif. 3500 rpm l ._,_. desc. S.N.20 min
pe11et

sonicado con 1 m1 agua
y 1uego con 1 m1 TCA 10%

Centr1f. 3500 rpm l _——- desc. S.N.20 mín
pe11et

sonicado con 2 m1 de metano]

anmr. 3500rpm l __. desc. S.N.20 min
pelïet

secado con aire
i

(proteína incubada 1avada)
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56°C y agitación intermitente durante media hora.

E1 digerido se transfirió cuantitativamente con 1ïquido centeiieador

en base a toïueno-PPO (2,5 difeniioxazoi) a un via] de centeileo iïquido y se

neutraiizó e] áicali de] soiubilizador de tejidos (NCS) con 15 M1 de ácido

acético giacial (Merck). E1 conteo de radioactividad por cente11eo iiquido se

efectuó en un espectrómetro Beckman modeio 8.100. Las conversiones cpm a dpm

se efectuaron con estándares apropiados (NewEngiand Nucïear).

2.4. Determinación gg proteinas

Las determinaciones de proteinas se reaïizaron por e] método de Lowry y

co]. (73). Se empïeó como estándar una soïución de 1 mg/m1 de aibümina bovina

crista1izada y iiofiïizada (fracción V de Sigma Chem.Co.).

2.5. Medición gg mgn¿gqfien el mgglg_gg incubación

Se determinó por 1a desaparición de manosa tritiada en e] medio. A ios

tiempos que corresponde se obtuvo una alícuota de Su] de] medio de incuba

ción, previo a frenar ias mismas con PBS. Normaimente, se utiiizan 2 microca

vidades por cada vaior experimenta], significa que se tenian 10 M1 para cada

tiempo de incubación. Se agregó 1 m1 de agua y se pasaron 100 u] a un via}

para centeileo 1ïquido donde se agregaron 0,1 m1 de HC] 2 N y se secó bajo

corriente de aire caiiente. Este procedimiento se efectuó para eiiminar

3“20 y 3HC03' generados por 1a metaboïización de 1a Man-23H. Luego se ies

agregó iïquido centeiïador de Bray (74).
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2.6. Determinación gg glucosa eg el medio gg inCubación

Se midió enzimáticamente, con el "kit" c0mercial glucosa-oxidasa

(Boehringer Mannheim, GmbH). En los tiempos correspondientes se obtuvieron

alïcuotas de 10 ul del medio de incubación, previo a frenarlos con PBS. Cada

2 microcavidades se consideró un valor experimental, es decir que se tuvieron

20 AH de cada tiempo. Se les agregó 2 ml de glucosa-oxidasa y se incubó

durante 1 hora a temperatura ambiente para leer espectrométricamente a 510

nm, usando como blanco medio de inCubación libre de glucosa y de suero fetal

bovino (SFB). Los medios de incubación no generaron turbidez ni precipitados

con el reactivo empleado. Manosa en una concentración de 1 g/l no da colora

ción.

Los resultados obtenidos se expresan como desaparición de glucosa bug

azúcar/mg proteína/hora).

2.7. ggptación gg azúcares radioactivos

2.7.a. Captación _(i_<a_Ma_ri-23fi

Se midieron cada 15 segundos durante 10 minutos como máximo. Se incubó

el tejido (30Qï30 ug prot/tubo) en presencia de 5 ul de Man-23H/tubo en tubos

Eppendorf con 50 ul de nedio/tubo, en baño de agua a 37°C, con agitación

intermitente. A los tiempos correspondientes se frenó la incubación agregando

1 ml de PBS adicionado con 1 g/l de manosa frïa. Se consideró un tubo para

cada valor experimental. Luego de una centrifugación en la microfuge

(Eppendorf) durante 1 minuto; se descartó el sobrenadante. Se hicieron 2

lavados con PBScon manosa fria, antes de redisolver y sonicar el material en

200 ¿n de agua, de donde se tomó una alïcuota para la determinación de pro

teínas. Se centrifugó en la microfuge durante 10 minutos y todo el sobrena
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dante se pasó a un via] para centeïïeo 1ïquido donde se agregó mezcia

centeïladora de Bray.

2.7.b. Captación gg gïucosa-IÏQ

Se procedió como para medir captación de Man-23H. Se agregó 2,5 uCi

glu-14C/tubo en 50 y] de medio sin glucosa. Los 1avados se hicieron en PBS

adicionado con giucosa fria.

2.7.c. Captación gg deoxigiucosa-líg

Se determinó su captación c0mo se hizo para Man-23H. Se utiiizó 416

pCi DG-14C/tubo en 50 u] de medio/tubo. Los iavados se hicieron con PBS más

deoxigïucosa fria.

2.8. ACumuïaciónde ggoxigïucosa-6-fosfato-(14CQ. Modificación del método gg

Sokoioff

La determinación de ve1ocidad de consumo de giucosa en tejido nervioso

se basó en el uso de 2-deoxigiucosa-14C (DG-14€) como un trazador de 1a fos

foriiación de giucosa por 1a hexoquinasa. Una vez fosforiïada, 1a DGes atra

pada en e] tejido (75,76). Se incubaron partïcuias de ióbuios ópticos (15Q115

ug/cavidad) en cajas NUNCen 50 ¡ui de medio/cav. que contenïa 100 AJCÍ

DG-14C/cavidad. Se consideraron 2 microcavidades para cada valor experimen

ta]. En los tiempos correspondientes se frenaron las incubaciones con PBS+DG

sin marca, enfriado a 0°C. E1 materia] se resuspendió, se transfirió a tubi

tos Eppendorf y se centrifugó durante 1 minuto en microfuge (Eppendorf). E1

sobrenadante que contenïa 1a mayor parte del medio de inCubación se descartó

y e] pe11et se lavó 2 veces con PBS+DG°cano se indica en e] esquema II.

E1 pe11et 1avado se resuspendió en 300 ¿H de agua y se sonicó. Una
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Esquema II. Acumu1ac16n 14C-DG-6P

Incubacíón, se frena con:
PBS + DG° en tubo eppendorf

‘ _. SINO
pe11et

2 lavados PBS+DG°

l ——. SON.
peïlet

sonicar con 300 y] agua .. aïïc. para det. de proteínas

1 -—o desc. peHet
S N

Zn 5%

Bar1o 0,3 N

_._. desc. S.N.

pe11et
resuspender en 300 u] agua

(ésteres fosfóricos 1avados)



alïcuota fue entonces obtenida para la determinación de proteinas. Al resto

del sonicado se lo centrifugó en microfuge durante 10 minutos, se descartó el

pellet. Al sobrenadante se le agregó sulfato de zinc para una concentración

final del 5%y 0,3 N de concentración final de hidróxido de bario para preci

pitar los ésteres fosfóricos marcados, que se obtienen luego de una centrifu

gación en microfuge de 10 minutos en el pellet. Con su resuspensión en 300 ul

de agua se obtuvieron los ósteres fosfóricos lavados. Se pasan a vial para

centelleo liquido en solución de Bray con el agregado de 40 AJ] de ácido

acético glacial para compensar el pH.

2.9. Extensión temporal del micrométodode incubación gg particulas gg teiido

nervioso

Con el objeto de obtener una cinética lineal de incorporación de tritio

a proteinas a partir de Man-23Hdurante 24 horas de inCubación se procedió de

la siguiente manera.

Particulas de lóbulo óptico de embriones de pollo de 18 dïas se incu

baron a distintos tiempos durante 24 horas. La obtención de los explantos se

hizo bajo campana de flujo de aire controlado y con material de disección

estéril. Una vez obtenido el particulado se sembró (150,ug/cav) en cavidades

para incubación (LINBROScientific Inc., U.S.A., 17 mm de diámetro), jun

tamente con 1 ml de medio de incubación conteniendo 1 g/l de glucosa y 5-10

uCi de Man-23H. A los tiempos deseados se obtuvieron alïcuotas del medio para

medir glucosa remanente. Se utilizó una cavidad para cada valor experimental

y se procesó el material como se indica en Materiales y Métodos para medición

de radioactividad en proteina y la cantidad de proteina incubada.



-46

2.10. .ggggxg gg incorporación gg 323. .le gg poiiacriiamida.

Autorradiografïa.

Partículas dei tejido se incubaron en cajas de LINBROScientific Inc.,

U.S.A., de 17 mm,durante 1:30 horas. Se colocarOn 100,uCi 32P/cav.en presen

cia de 50Qï50¡ug prot/cav, juntamente con 250,u1 de medio (sin fosfatos)/cav.

Las incubaciones se frenaron con PBSenfriado a 0°C. E1 materia] se reSuspen

dió y transfirió a tubos apropiados. Se centrifugó a 3.500 rpm durante 5

minutos y se descartó ei sobrenadante. Luego de este 1avado, e] particuiado

se soiubiiizó con dodeci] suifato de sodio (SDS) al 2%en fosfato monosódico

5 mM(150 ui por tubo). Se sonicó y una aiïcuota de 20 ui se separó para

determinar proteínas. Otra aiïcuota de 50 A], se pasó a un viai para cen

teiieo iïquido y se ie agregó mezcia centeiiadora de Bray, para expresar 1a

entrada de fosfatos a1 tejido.

Otra parte, 30 ui, se precipitó con TCA ai 10% y se caientó a 90°C

durante 20 minutos, iuego se procesó para medir radioactividad en proteinas

como se indica en Materiales y Métodos.

A Ios 50.ui restantes se ies agregó cracking buffer para hacer un gei

(ver Materiales y Métodos).

2.11. Incorporación gg uridina-áfil_litgilgg nervioso

Se inCubaron 15Qi15 ¡19 prot/cav. con 10 ,ui uridina-3H/cau y 50 ¡Ji

medio/cam durante distintos tiempos hasta 70 minutos para medir ia cinética

de incorporación de radioactividad a RNAs.

Cada 2 microcavidades se consideró un valor experimenta]. Se frenaron

los cuitivos con PBS enfriado en hielo. Se transfirió e] materia] a tubos

apropiados para su centrifugación a 3.500 rpm durante 2 minutos. Se descartó
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e] sobrenadante. E1 pe11et se resuspendió en 600 y] de agua y se tomó una

aiïcuota de 40.u1 para medir proteinas. A] resto de] sonicado se 1e agregaron

600 An de TCA al 10% y carrier de proteínas. Se sonicó y centrifugó e]

materiaï durante 15 minutos a 3.500 rpm. Se descartó e] sobrenadante. Este

lavado con agua y TCA 10% se repitió otras 2 veces. Luego se agregó PBS, se

sonicó y centrifugó. E1 peiiet se resuspendió en 100,u1 de hidróxido de Na

0,2 N y se 10 incubó a 37°C durante 4 horas. Luego se pasó una aiïcuota a un

via] para contar centeiieo líquido y se ie agregó mezcia centeiladora de

Bray.

2.12. Medicióngg la síntesis gg gangiiósidos a partir de giucosamina-ïfi

La medición se hizo de acuerdo a (77).

Se hicieron incubaciones de 3 horas coiocando lOlul giucosamina-3H/cav,

15Q115¡ug prot/cam y 50 u] medio/cav. Se consideraron 2 microcavidades para

cada valor experimenta]. Se frenaron 1as incubaciones con PBS, Iuego se

centrifugaron a 3.500 rpm durante 2 minutos y se descartó e] sobrenadante.

El peilet se resuspendió en 600 y] de agua y se sonicó. Una aiïcuota de

50 u] se obtuvo para detenninar proteínas. A1 resto dei sonicado se ie agregó

600.u1 TCA10%-ácido fosfotüngstico (PTA) a1 1%. Se centrifugó, descartando

e] sobrenadante. A1 peiiet se 10 lavó 3 Veces con 1 m1 de agua más 1 m1 de

TCA-PTA. Posteriormente se 1av6 con 1 m1 de agua, a1 pe11et se 1e agregaron 2

m1 de cloroformozmetanoi, 2:1, se centrifugó y se descartó e] pe11et. A1

sobrenadante se 10 pasó a viaies para contar centeiïeo Iïquido y se 10 seco.

Se retomó en 0,4 m1 de agua y 1uego se agregó 10 mi de cóctel de centeiieo de

dioxano-naftaieno-PPO.
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2.13. Caracterización gg productos

2.13.1. Proteóiisis

E1 materia] 1avado y seco proveniente de incubaciones con Man-23H,

procesado como se expïica en 2.3.d, se inCubó con 500 y] de buffer Tris-HC]

pH 7,8; 0,1 M, 5 y] CaC12 (10/u1/m1) y 0,2 mg de proteasa tipo VIII de Sigma

Chem. Co. La digestión se efectuó a 37°C en atmósfera de toiueno durante 3

dias, con 1 agregado de 1 alícuota de enzima por dia y e] agregado a ios 2

dias de 500,u1 de buffer.

Se agregó TCA hasta una concentración fina] de 20% en un voiumen

fina] de 2 m1. Se centrifugó a 3.500 rpm durante 15 minutos. A1 pe11et se ie

hicieron ios 1avados de] esquema III, 1a radioactividad de este peïiet

corresponde a 1a fracción resistente a 1a proteasa. A] sobrenadante se ie

agrega azu] de timo] y se extrae con 2 m1 por vez de éter saturado en agua

hasta obtener reacción neutra en 1a fase inferior (acuosa). En 1a fase

superior está el éter que extrae e] TCA. Finaimente se pasa 1a fase acuosa

(con oïigosacáridos) a un vial para centeiieo iïquido y se agrega mezcia cen

teiladora de Bray. Se obtiene-asi la fracción 15bi1 a 1a proteasa.

Se considera la radioactividad de 1a proteina 1avada inicial cono

100%. Para caICuiar 1a recuperación debe restarse a1 100% 1a Suma de 1as

radioactividades en 1a fracción lábii a 1a proteasa más, 1a de 1a fracción

resistente.
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EsquemaIII. Separación de productos de proteóiisis.

PROTEOLIZADO_. Alïcuota para radioactividad
inicial

Sonicar con TCA Cf = 20% Vf = 2 m1

3500 rpm
15 min

__. Sobrenadante .__, "P001"

Peliet
Sonicar con 1 m1 de TCA 10% 1 Extraer

con éter saturado
en agua

3500 rpm 2 m1/vez
15 min _. Sobrenadante hasta reacción

neutra de 1a
Pe11et fase inferior

_ (Azuï de timoi)
Sonicar con 2 m1 de etanoi-eter (2:1) ¿

Fase acuosa + 10 m1
liquido de Bray

3500 rpm ¿
15 min ._. desc. S.N. Conteo de

radioactividad
Sonicar con 2 m1 de metano] (Fraccion 15bi1

a 1a proteasa)

3500 rpm
15 min .4 desc. S.N.

Pellet + NCS 0.2 m1 + T01ueno PPO
secado con aire 60°C, 1 h " Ac. acético 15 ul

l
Conteo de radio
actividad (frac
ción resistente
a proteasa)
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2.13.2. Labilidad al ¿9199

E1 particuiado proveniente de 1 microcavidad inCubada con 150 AJCÍ

Man-23H, 15Q115 ug prot y 50 y] nmdio, durante 3:30 Horas se proceso como

sigue. Se 1av6 1a proteina como se indica en 2.3.d., agregándose un 1avado

con etanoizéter 2:1, previo a1 metanoi y secado. Luego se redisoivió en 200

¿n de agua. Se ie agregó 100 ¿n de HC] 12 N, se sonicó y se pasó a una

ampoiïa de vidrio lavando el tubo que centenïa el materiai con 2001u1 de

agua, liegando a un volumen fina] de 500 ui. Se se116 1a ampoïïa y se puso a

hervir durante 4 horas, con io cua] se consigue 1a hidróiisis de ios oiigo

sacáridos.

Se rompió 1a ampoiia para secar e] materia] con aire a 56°C con 10

que se evapora e] HC]. Luego se reaiiza una cromatografía en papel como se

explica a continuación.

2.13.3. Cromatografía gg page]

El material obtenido Iuego dei tratamiento ácido se redisoivió en 200

¡ul de agua para sembrar en papel WhatmanN°1. En otros carriles se agregaron

fucosa y manosa juntas y por separado, 1 umo] para cada azúcar, c0mo están

dares. Se cromatografió durante 30 horas en(ra-butano]:piridinazagua, 6:4:3.

Luego dei secado, el cromatograma se reveió por e] método térmico-UV

(78) y se marcaron las bandas de azúcares. Se cortó 1a tira proveniente de 1a

muestra hidroiizada en secciones de 1 cm y se midieron para radioactividad

empieando toiueno-PPO.



2.13.4. Tratamiento¿gg_ílggll suave

La proteina iavada y seca como se explica en 2.3.d., se sometió a una

fib-eiiminación como sigue. Se redisoivió 1a proteina (aprox. 200 ug) en l m1

de NaOH0,05 N, se sonicó y mantuvo a 25°C durante 24 horas. Luego se agrega

TCA hasta una concentración fina] de] 10% en un voiumen fina] de 2 m1. Se

centrifugó a 3.500 rpm por 15 minutos. Los lavados siguientes repiten ios dei

esquema IV. Obteniéndose en 1a radioactividad de] peliet 1a fracción no 15bi1

_aa álcaii suave. A ios sobrenadantes de] TCAque siguen a 1a B -e1iminación

se ies hizo una extracción de] TCAcon éter y 1a medición de radioactividad

en 1a fase acuosa en Bray corresponde a 1a fracción 15bii al áicali.

La recuperación se caICuIa c0mo 1a radioactividad inicial (100%)

menos 1a suma de las radioactividades de ias fracciones iábil y no 15bi1 a1

áicaïi.

La fracción 15bi] a1 áicaii contiene ios oiigosacáridos que tenian

uniones O-giicosïdicas a hidroxiaminoácidos comoserina o tre0nina.

El mismo tratamiento se repitió, pero disoïviendo 1a proteïna en

NaOH, 1 N durante 2 horas a 25°C con 10 cuai se puede estimar 1a cantidad de

gïicoproteïnas marcadas con 3H a partir de Man-23H con uniones N

glicosïdicas, ya que con 1a hidrólisis aicaiina fuerte se hidrolizan dichas

uniones.

2.13.5. Obtencióngg oiigosacáridos a partir gg iïpido-oligosacáridos inter
mediarios

E1 particulado se incubó durante 2 horas (aprox. 600 ug de proteina)

con 300 JJCÍ Man-23H y 1,5 m1 de medio en 3 cavidades cajas LINBRO (c/u

equivaiente a unas 15 microcavidades). Se frenó con PBS enfriado en hieio y



Esquema IV. Tratamiento con áicaii suave de31a proteïna marcada con 3H a par' tir de Man-2 H.

Proteïna _. aïïcuota para radioactividad inicia]
lavada y
seca ( 200 ug)

sonicar con 1 ml NaOH 0.05 N
25°C. 24 hs

G

sonicar con Vf = 2 m1 TCA, Cf = 10%

3500 rpm 1 _. sobrenadante _15 min
pe11et

sonicar con TCA 5%

3500 rpm 1 .. sobrenadante15 min
pe11et "P001"

o

sonicar con 2 m1 etanoï-éter (2:1) Extracción con éter
dei TCA

3500 rpm l _. desc. S.N. 615 min Medición de radio
peiiet actividad de 1a fase

¿ acuosa (Bray)(Fracción 15bi1 a1 áicaii)
sonicar con 2 m1 metanoï

3500 rpm l .. desc. S.N.15 min

peilet
O

secado con aire
O

NCS0,2 m1 _. toiueno PPO _. Medición de radioactividad
1 h a 60°C ác. acético (Fracción no 15bi] a1 áicali débii)

15 AH



se pasó ei material a 1 tubo apropiado para centrifugar a 3.500 rpm durante 2

minutos. Se descartó e] sobrenadante y e] pe11et se resuspendió en 0,25 m1 de

buffer (1 mMEDTA, 50 mMTris-C1H, 160 mM C1Na) y 0,5 m1 de metano] (79). Se

sonicó y se obtuvo 10,u1 para detenninar proteinas. A] sonicado se 1e agregó

0,75 m1 de cloroformo, se agitó y centrifugó 5 minutos a 3.500 rpm hasta

obtener una fracción acuosa superior clara, que se descarta. De esta par

tición de Foich (3:2:1, cloroformozmetanoi:agua), obtendremos ios ïïpido

oïigosacáridos chicos de 1a fase inferior y 105 1ïpido-01igosacáridos

grandes: Doi-PP (NAcGIuNH)2MangGiu1_3y Do]-PP-(NAcG]uNH)2Man5_9y proteínas

azücares de 1a interfase.

Para obtener dichos oligosacáridos se sigue e] esquema V.

2.13.6. Cromatografía gg oiigosacáridos

Se cranatografiaron en pape] Whatman N°1 las muestras usando cano

estándar (NAcGïuNH)2Man9G1U3marcado con 14C, durante 25 dïas en ei sistema

de soiventes butano]:piridina:agua, 4:3:4.

A] finaïizar 1a corrida cranatográfica, 1a tira que contenïa el

estándar se cortó y se detectó 1a radioactividad por barrido. La tira que

contenía Ios oiigosacáridos provenientes de 1a incubación se cortó en sec

ciones de 1 cmy se midió 1a radioactividad por centelieo Iïquido.

2.14. Determinación enzimática

2.14.1. Hexoguinasa

Como fuente de enzimas se utilizó homogenato de ióbuio óptico de

poiiitos de 2 dias, y su sobrenadante y peiiet, obtenidos 1uego de una

centrifugación a 35.000 g durante 15 minutos. De esta manera se midió 1a

actividad tota] en e] homogenatoi (1a actividad debida a 1a hexoquinasa
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EsquemaV. Lavado de 1ïpidos-oïígosacárídos intermediarios.

Interfase proteica de Folch
sonicado con 2 m1 de metano]

3500 rpm 1 __. desc. S.N.15 min

pe11et

cïoroformo-metanoï (2:1) 2 m1
3 veces

3500 rpm 1.. desc. S.N.15 min

pe11et

sonicado con 2 m1 de metano]
a 37°C

3500 rpm 1.. desc. S.N.
15 min

pe11et

sonicado con 2 m1 de agua
3 veces

3500 rpm l .. desc. S.N.
15 min

sonicado con
1 m1 de metano1

a

pe11et hümedo
Ó

1ïpido-oïigosacár1dos
1avados

sonicado con 1 m1 C13CH/CH3OH/H20(1:1:0,3), 4 veces
b

sobrenadantes
3

secado con N2
s

Iïpído-oïigosacáridos
secos



citoplasmática), al dosar sobrenadante. Al medir el pellet, se considera la

hexoquinasa asociada a mitocondrias (esquema VI).

Cada tubo de reacción contenía los siguientes c0mpuestos: 10 ,ul de

buffer fosfato 0,1 M pH 7; 25 ,ul de enzima; 5,ul fluoruro de Na 0,4 M; 5,ul

de cloruro de magnesio x 120 ¡umol/ml; 5 ,ul ATP x 150 ,umol/ml; 5 ,ul

glucosa-14€ (secar) y 15,ul de suero o de agua, en el control.

Se incubó 1 hora a 30°C. Para frenar la reacción se pusieron a hervir

durante 2 minutos. Para precipitar los ésteres fosfóricos se agregó 0,15 ml

de sulfato de Zinc 5%_y0,15 ml de hidróxido de bario 0,3 N. Se centrifugó a

3.500 rpm durante 15 minutos y se tomó una alTCuota del sobrenadante de 200

ul para medir la glucosa-14€ que resta en el medio. Al pellet se lo lavó con

solución diluida de sulfato de zinc e hidróxido de bario. Se centrifugó a

3.500 rpm durante 15 minutos. Se descartó el sobrenadante y al pellet se lo

resuspendió en 300 ,ul de agua, se les agregó 40 ,ul de ácido acético glacial

(Merck) y se pasó con mezcla centelladora de Bray a viales para contar cen

telleo liquido.

2.14.2. Tripsina l guimotripsina

Tanto la tripsina como quimotripsina se prepararon a una con

centración de 1 mg/ml. Se guardan a pH 3, -15°C en solución acuosa y el

ensayo se hace a pH 8, 37°C o temperatura ambiente.

Para el ensayo se utilizó una relación de 40 ¡ul de suero ultra

filtrado (0,7 ,ug/ml) a 15 ,ul de tripsina'o quimotripsina. Se incubó 30 minu

tos. Luego, las enzimas se inhibieron con sus inhibidores correspondientes

agregando 15 ul de inhibidor de tripsina (1 mg/ml) o bien 15 ,ul de inhibidor

chua para la quimotripsina. Dicho inhibidor c0ntiene PMSF0,5 mM, ácido

benzamidina 2 mMy ácido t-amino-n-caproico 1 mM. Se los incubó 15 minutos a
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Esquema VI. Actividad de 1a hexoquinasa

A.
H- , =to = Enzima

Centrif. 35.000 g
30 min

SN Peïiet -------- --- Enzima
l
0h---—-----—--—oEnfima

B.
Enzima

14C-gïucosa --------- -- 14C-giucosa-6-P
TP, Mg, F

i
Zn - Ba

Centrif. 3.500 g
15 min

Sobrenadante Precipitado
Se mide Se lava

14C-gïucosa X se mideremanente 4C-giucosa-G-P

A. Fuentes de enzima
B- 905 formas dE mEdÍP ¡a en?1ma. 14C-giucosa remanente en e] sobrenadante oesteres fosforicos precipitados en e] precipitado.



temperatura ambiente. La reïación de 1a enzima con su inhibidor debe ser de

1:1 en masa.

Este Suero, asï tratado, se agregó a las incubaciones estándar de

particuïas de ióbuio óptico para medir incorporación de Man-23Ha proteina.

2.15. Determinacióngg azúcares totales

La preparación de 1a muestra se hizo como sigue. Se tomó 1 lóbuio 6p

tico, se lo cortó en pequeñas secciones y se 10 pasó a un tubo con 500lu1 de

agua, se agregó 2 mi de TCA10%y se sonicó. Luego de caientar a 90°C durante

20 minutos, se centrifugó a 3.500 rpm, descartando e] sobrenadante. Se 1av6

e] peilet con TCA5%y etanoizéter (1:2). Luego de cada 1avado se sonicó, se

centrifugó a 3.500 rpm durante 20 minutos, descartando los sobrenadantes. E1

pe11et 1avado se redisoivió en 0,5 mi de agua. En cada tubo de ensayo se

agregó 20 u] de feno] 80% y 1,25 m1 SO4H2 concentrado. Se incubó a 100°C

durante 15 minutos y se ieyó en espectrofotómetro a 490 nm.

Se utiiizó como estándar glucosa 5 mM,entre 5 y 7OAH.

2.16. Aisïamiento 1 purificación de] factor inhibidor sérico

2.16.1. Ultrafiltrado del suero

Se procedió a reaiizar el uitrafiitrado de] suero, utilizando un

fiitro de Amicon con un "cut-off“ de 10 kD.

2.16.2. Coiumnagg intercambio lgglgglffigg

Se hicieron 2 pasadas de 8 m1 c/u de suero ultrafiitrado. Se t0maron

los eiuïdos superpuestos, midiéndose A280 de cada fracción de 2 m1. Se eluyó

conzA- Tris-HC] 50 mMpH 7,6.

B- Tris-HC1 50 mMpH 7,6 más 1 M CINa gradiente de 0 a 100% en B.
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2.16.3. le.gg pOIÍacriïamíd . Autorradiografïa

Para 1a preparación de uh ge] desnaturaïizante de poïiacrilamida se

procedió de 1a siguiente manera, de acuerdo a Laemmïi (108) con aïgunas

modificadiones. Se preparó persuïfato en e1 nnmento: 4 puntas espátuïa en 1

m1 H20 (hieIo) (140 mg/mï).

Solución acrilamida-bisácriIamida, en probeta 30 gr acrilamida:0,8

gr bisacriïamida en 100 m1 HZObidestiïada.

Colchón inferior: 6 m1 de so1uc16n de acri]amidazbísacriïamida.

2 m1 HZObidestiïada.

2 m1 Tris-C1H 1 M pH 8,7.

45 u] TEMED.

0,2 m1 persulfato.

Se esperan 3 minutos.

Acril-bis 12,5%: 12,5 m1 de soïución de acríï-bísacriïamida.

11,85 m1 Tris-HC] pH 8,7 1 M.

5,8 m1 H20 bidesti1ada.

0,3 m1 SDS.

25 u] TEMED.

100u] persuïfato.

Se voïcó hasta 4 cm de] borde.

Antes que polímerice agregar 1,5 m1'butano1 soluble en H20 (50% buta

no}, 50% H20).

Se esperan 15 minutos. Se 1ava bajo chorro de H20 destiïada y se seca

bien con pape] de fiïtro. Se coïocó e1 peine.

Stacking ge]: 0,46 m1 Tris-HC] 1 M pH 6,8.

0,9 m1 de 501ución de acriïzbisacri1amida.

75 MI SDS 10%.

7,5 A] TEMED.



Lievar a 7,5 mi con H20 bidestiiada.

25 u] persuifato.

Se sacó ei peine y se pasó a 1a cuba. Agregar buffer de corrida

arriba y abajo en 1a cuba.

Buffer de corrida: Tris-giicina: 57,6 gr glicina

12 gr tris 7-9

40 m1 10% SDS

H20 hasta 4.000 m1

Se siembran ias muestras.

Muestras: e] tejido incubado de] cua] se obtuvo una aiïcuota para

medir proteinas y otra para CPM, se trata con 20% TCA, a 95°C 20 minutos, se

io 1ava con etanoizéter, 2:1, metano] y se seca.

Se le agrega cracking buffer 50,u1 a cada muestra; iievar a coior

azu1 dei indicador con NaOH;caientar 1 1/2 a 3 minutos, a 100°C.

Cracking buffer: 10¡fl fi-mercapto.

5,u1 azu] bromo-feno].

50 u] Tris-CIH pH 8,7 1 M.

0,4 m1 urea 10 M.

Otra forma de preparar 1a muestra: tejido incubado, frenar con PBS,

descartar sobrenadante, resuspender e] precipitado con 50 u] de H20, sonicar.

Tomar una aiïcuota de 5,u1 para Lowry, otros 5,u1 para CPM. A1 resto agre

garie 50 ui cracking buffer y caientar.

Condiciones de corrida: I=cte=30 mA.

v_150v .

n_3-4w .

6 hs.

Se saca ei ge] y se io coioca en C00massie biue más fijador:
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3-5 gr Coomssie blue R250.

1 lt H20 45%metano], 9% acético, en

agitación durante 10 hs, aproximada

mente.

Para desteñir se utiiiza:

S .1.

S _¡.

S _¡.

Se

S ('D

20% metano],

7%acético, con esponjitas, 3 horas, en

agitación.

se 10 deja en agitación durante unas 10 hs, poner en 7%metano].

5%acético.

no, continuar con varios 1avados con H20 durante 1 hora.

se desea: saliciiato de Na, 1 M, 1 hora.

pone a secar, durante 4 horas.

hace 1a autorradiografia a -70°C con peiïcula Kodak X-OmatK, para

Posteriormente se hizo ei reveiado:

1°) Reveiador, aproximadamente 2-3 minutos.

2°) H20, detenedor, 30 segundos.

3°) Fijador hasta que se vean ias bandas.

4°) H20 para lavar bien.
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3. RESULTADOS

3.1. Cantidad gg proteina pg: lóbulo óptico en función gg la_ggag

Con el objeto de conocer la variación de los parámetros básicos del

tejido durante el desarrollo, se midió por la técnica de Lowry (73) la can

tidad de proteina presente por unidad de lóbulo óptico en cada edad.

Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 12. La cantidad de pro

teïna aumenta en forma lineal entre los 5 y 8 dias embrionarios. No se

observa prácticamente aumento en el dïa 8 hasta el ll y posteriormente, de

nuevo comienza a aumentar en forma apreciable hasta la eclosión.

Si se grafican las pendientes de la curva se tiene una medida de la

velocidad de crecimiento de un lóbulo óptico en función de la edad. Estos

resultados se observan en el inserto de la Fig. 12, donde se grafican cuatro

edades representativas. En el lóbulo óptico de embrión de 6 dïas, la aCumula

ción de proteinas es de 1 mg por dia. En el de 10 dias, la aCUmulación es

prácticamente nula (0,1 mg/dïa). Alrededor del de 16 dïas embrionarios, se

vuelve a los valores de 1 mg por dia, para nuevamente decrecer luego de la

eclosión.

3.2. Medicióngg azúcares totales por unidad gg lóbulo óptico en función gg

Lam
Para conocer cómoes la variación de la cantidad de azúcares totales por

lóbulo óptico en función de la edad, se aplicó la técnica colorimétrica del

fenol-sulfúrico a preparaciones de lóbulo óptico de embriones y pollitos

hasta los 21 dïas, cemo se indica en Materiales y Métodos.

Los resultados se observan en la Fig. 13. Inicialmente, desde los 6 a 8

dïas embrionarios la cantidad de azúcares aumenta linealmente. Luego se man

tiene prácticamente sin cambios hasta el embrión de 13 dïas. A partir de esa
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LOIO LOIB LOP7

l l 1 l l l I 1 I I 1 l l l 1
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Edad (días)

Cantidad de proteína por 1óbu10 óptico en función de 1a edad.

Las determinaciones se efectuaron apïicando 1a técnica de Lowry

por unidad de 1óbulo óptico.

En e] inserto se indica 1a veïocidad de crecimiento de] lóbuïo

óptico en cuatro edades representativas de su desarroïïo.
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Cantidad de azúcares totaies por ióbuio óptico en función de 1a

edad durante ei desarroiio.

Las determinaciones se reaiizaron aplicando ia técnica

coiorimétrica de] fenoi-suifürico a cada ióbuio óptico.

En ei inserto de ia figura se mide ia variación de ia cantidad de

azúcares totaies por ióbuio óptico y por dïa en 4 edades represen

tativas.
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edad, la cantidad de azúcares nuevamente aumenta en forma lineal hasta el

embrión de 20 dias. Después de la eclosión la cantidad de azúcares por lóbulo

óptico varïa muy poco.

Comouna medida de la variación de la cantidad de azúcares totales por

dia, se calculan las pendientes del gráfico anterior para algunas edades

representativas. Los resultados pueden observarse en el inserto de la Fig.

13. En el lóbulo óptico de un embrión de 7 dias se acumulan aproximadamente

100 ,umoles de azúcares totales por dia. En el embrión de 10 dias

prácticamente no hay variación. Por otro lado en el lóbulo óptico del

embrión de 16 dias se aCumulan aproximadamente 200¡umoles de azúcares totales

por dia. En la región del plateau de la curva, luego del nacimiento, la

variación de la aCumulación de azúcares es casi nula, lo que se ejemplifica

con el dia P7 del inserto.

3.3. Cinética gg la incorporación gg leucina tritiada a proteinas durante_gl

desarrollo del lóbulo óptico gg pollo

Con el fin de conocer las caracteristicas de la incorporación de leucina

a proteinas se realizaron los siguientes experimentos: particulas de lóbulo

óptico de embriones desde 8 dias hasta la eclosión y pollitos de hasta 15

dïas (15Q115pg de proteina por cavidad), se incubaron en distintos tiempos

hasta 3 horas con Leu-4,53H. La proteina se procesó para medir radioactividad

como se indica en Materiales y Métodos.

Los resultados pueden observarse en la Fig. 14. Existe una incorporación

lineal de leucina a proteina en cada una de las edades medidas, lo cual

indica que p0r lo menos durante las 3 hs de incubación el tejido permanece

metabólicamente activo. La velocidad de incorporación del aminoácido no se

modifica durante la incubación y es caracteristica para cada edad.
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Comoun control de que la oferta de leucina tritiada durante la incuba

ción es casi constante, se t0maron alïcuotas del medio de inCubación de cada

cavidad a los distintos tiempos de incubación, y se graficó la radioactividad

remanente en el medio en función del tiempo de incubación. Puede observarse

en el inserto de la Fig. 14 que la desaparición de leucina tritiada del medio

de incubación es baja luego de 3 horas de incubación.

En la Fig. 15 se grafican las velocidades relativas de incorporación de

leucina tritiada a proteinas, caracteristicas de cada edad, que se calculan

de las curvas de la Fig. 14.

Cemo puede observarse en la Fig. 15 las mayores velocidades relativas

de incorporación de leucina a proteinas se obtienen con los embriones de 8

dïas, disminuyendo con la edad un poco antes del nacimiento (E16) y una nueva

onda de alta velocidad ocurre alrededor del momento de la eclosión, para

luego disminuir gradualmente.

3.4. Incorporación gg tritio a proteinas g partir gg manosa-235gn función gg

la cantidad gg proteina inCUbada

Con el objeto de lograr condiciones lineales de incorporación de tritio

a partir de manosa-23H, se inCUbaron cantidades crecientes de particulas de

lóbulo óptico de embrión de pollo de 16 dias, entre los 20-300 Mg de pro

teïna.

A las 2 horas de inCubación, el particulado fue procesado para la medi

ción de radioactividad en proteinas c0mose indicó en Materiales y Métodos.

El resultado se observa en la Fig. 16. Comola incorporación de tritio a

proteina es lineal hasta 200 ug de proteina por cavidad se ha utilizado en

todo este trabajo valores de proteina algo menores a 2004ug por cavidad.
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Figura 16. Radioactividad incorporada a proteina a partir de Man-23Hen fun

ción de 1a cantidad de proteina incubada por cavidad.

Se incubaron particuias de ióbuio óptico de embrión de p0110 de 16

dïas durante 2 horas en presencia de 10 pCi Man-23H/cavidad.
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3.5. Incorporaciónde tritio g proteinas a partir de manosa-23fien función de

la 912553 gg glucosa gg el medio gg incubación

Con el objeto de medir incorporación de Man-23Ha proteina durante tiem

pos más prolongados (hasta 24 horas) se hicieron algunos estudios previos

sobre la influencia de la cantidad de glucosa presente en el medio de incuba

ción.

Para obtener condiciones lineales de incorporación de tritio a pro

teïnas, se incubaron particulas de lóbulo óptico de embriones de pollo de 16

dias con 25 ul de medio (glucosa 1 g/l) por cavidad.

A los tiempos indicados se obtuvo una alícuota del medio de incubación

para la medición de glucosa remanente. El resto del procedimiento para la

medición de la radioactividad en la proteina, se siguió como se indica en

Materiales y Métodos.

Comose puede observar en la Fig. 17, la incorporación de tritio a pro

teïnas es lineal hasta los 90 minutos de incubación; a partir de este tiempo

prácticamente cesa la incorporación.

En la Tabla I se observan los valores de ug glucosa que quedan en el

medio. De estos resultados se puede estimar el valor aproximado de glucosa en

el medio necesario para la funcionalidad del tejido: valor umbral de 0.4 g/l.

Aunque este valor es bastante aproximado, se lo tendrá en cuenta más adelante

(ver 3-8).
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Figura 17. Radioactividad incorporada a proteïna a partir de Man-23Hen fun

ción de 1a oferta de g1ucosa en e] medio de incubación.

Se inCUbaron partïcu1as de 16bu10 óptico de embrión de p0110 de 16

dïas (15Q115,ug prot./cav.) en presencia de 10.pC1 Man-23H/cav. y

25,111 de medio (g1ucosa 1 g/1)/cav.



Tiempo Glucosa Concentración
de remanente de gïucosa

incubación 'en e] medio en e] medio

min N9 9/1

0 25 1

60 16 0,64

90 16-4,5=11,5 0,46
(teórico)

Proteina sembrada por cavidada'150,ug

Consumo de giucosa: 60 ,ug/mg prot/h

1'

Tabïa I. Gïucosa remanente en e] medio.

9 ug/150 ug prot/h

Las condiciones experimentaies son 1as de 1a Fig. 17.



3.6. Concentración gg azúcares en el medio durante la incubación

Con el objeto de comprobar que tanto la Man-23H como la glucosa desa

parecen del medio con la misma cinética cuando se inCuban particulas de

lóbulo óptico de embrión de pollo de 18 dias en las condiciones explicadas en

Materiales y Métodos, se diseñó el siguiente experimento: a cada tiempo fue

medida la desaparición de glucosa y manosa del medio de inCubación c0mo se

indica en Materiales y Métodos.

En la Fig. 18A se observa la incorporación lineal de tritio a pro

teinas. En la Fig. 188 y C se grafican los porcentajes de azúcares remanen

tes en el medio. Puede observarse que éstos son iguales cuando se utiliza

altas concentraciones de glucosa en el medio. Se verificó que la desaparición

de ambos azücares es lineal durante la incobación, lo Cual da idea de la pre

servación de la actividad biosintética del tejido.

Por lo tanto queda establecido que durante el tiempo de incubación de

las particulas de lóbulo óptico de pollo se necesitan niveles altos de glu

cosa (concentraciones superiores al umbral: 0,4 g/l).

De la curva de la Fig. 18C, se puede calCUlar que las particulas de

lóbulo óptico de embrión (18 dias) consumen 46 ug de glucosa por mg de pro

teïna, por hora ya que 100%de azücar en el medio equivale a 1 g/l de glu

cosa.

Se asume que en el SNCla manosa es utilizada por el tejido como la glu

cosa (106), entonces, la desaparición de glucosa calculada de la manera

siguiente debe coincidir con el valor medido experimentalmente.
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B. Desaparición de la radioactividad de Man-23Hdel medio en fun

ción del tiempo de inCUbación.
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inCUbación.

Desaparición de glucosa del medio en función del tiempo de

Los datos obtenidos en A, B y C corresponden a los mismos experi
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A glucosa=glucosa1 x AMan-23H
Man-2 H1

Luego, la glucosa remanente al fin de la incubación será:

115,ug glucosa x 2 uCi Man-23H des arecida
5¡MC1 Man-235

En la Fig. 19 se muestran los re5ultados obtenidos, donde puede obser

varse que ambos valores aproximadamente son similares. De esta manera se

comprueba que los dos azúcares desaparecen del medio indistintamente.

3.7. Incorporacióngg tritio a proteinas a partir de Man-235

3.7.a.Durante el desarrollo del lóbulo óptico gg_pgllg

Partículas provenientes de lóbulos ópticos de varias edades (entre

embriones de 6 dïas y pollitos de 21 dias), se inCUbaron en las condiciones

estándar antedichas, durante distintos tiempos hasta 3 horas. Para cada punto

experimental se emplearon 2 cavidades, al fin de la incubación se midió la

radioactividad especifica de la proteina como se indica en Materiales y

Métodos.

En la Fig. 20 se pueden observar las Curvas obtenidas para las diferen

tes edades, cuyas pendientes representan la velocidad relativa de glicosila

ción para cada edad y se grafican en la Fig. 21. Se encontró un máximoen las

edades más tempranas que se pudieron medir (embriones de 6 dias), luego de un

pronunciado descenso hacia el embrión de 10 dias, se tiene el segundo valor

máximo en los lóbulos ópticos de embriones de 18 dias. La velocidad de incor

poración de tritio a proteina disminuye marcadamente hacia la eclosión y

hasta los pollitos de 21 dias. No se han efectuado estas mediciones en anima

les adultos.
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Figura 19. Consumo de glucosa por mg de proteina y por hora.

Las condiciones experimentaies son expiicadas en 1a Fig. 18.

Con ios datos dei experimento contro], sin suero, se grafica en
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barra Dianca.
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Figura 20. Cinética de incorporación de Man-23Ha proteínas en función de]

tiempo de incubación.

Se utiïizaron partïcuïas de ïóbulos ópticos de pollo de distintas

edades. Las incubaciones se reaïizaron como se explica en

Materiaïes y Métodos.
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3.7.b. Caracterización de los productos formadosa partir de Man-2%!

Con la finalidad de caracterizar los productos formados a partir de

Man-23Hen condiciones de incorporación lineal, se siguieron los siguientes

procedimientos:

a. Tratamiento con proteasa.

b. Tratamiento alcalino.

c. Cromatografïa en papel de los carbohidratos radioactivos liberados luego

de hidrólisis ácida de los lïpidos intennediarios.

Se incubaron particulas de lóbulos ópticos de embrión de pollo de 18

dias en las condiciones del ensayo estándar durante 3:30 horas, un total de

40 cavidades (20 se usaron para el tratamiento alcalino y las otras 20 para

la proteólisis).

Para la cr0matografïa en papel de los carbohidratos radioactivos se

aumentó la radioactividad de la manosa (150¡pC1) en la incubación en una sola

cavidad durante 3 horas.

El procesamiento del material para cada uno de los tratamientos se

realizó como se indica en Materiales y Métodos.

Se encontró lo siguiente:

a. Tratamiento con proteasa: se solubilizó un 97,5% de la marca luego de esta

proteólisis, con una reCuperación del 78%.

b. Tratamiento alcalino Suave (0,05 M NaOH,24 horas a 25°C): fueron suscep

tibles un 5%de los productos marcados (O-glicosïdicos), con una recupera

ción del 97%.

c. Hidrólisis ácida fuerte y cromatografía en papel (HCl 2,5 M, 4 horas a

60°C): solamente se detectó manosa.

Estos reSultados están en la Tabla II y en la Fig. 22.



Tratamiento % sensibies % resistentes recuperación %

Proteoiïtico 97,5 (a) 2,5 78

Aicaiino suave 5,2 94,8 (b) 97

(a) Man-23Hen proteinas.

(b) Giicoproteïnas tipo N-giicosïdicas.

Tabia II. Caracterización dei producto insoiubie en TCAcaiiente formado a

partir de Man-23Hluego de 3:30 horas de incubación en condiciones

de 1inea1idad.

Detailes de ios procedimientos se indican en Materiaies y Métodos.
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Radiocranatograma de] hidroiizado ácido de la fracción insoiubie

en TCAcaiiente, que se obtiene de particulas de lóbuio óptico de

embrión de polio de 18 dias (lSQïlS/ug prot.) incubadas en una

cavidad en presencia de 150 ¡JCi de Man-23H y 50 ,u] de medio

durante 3 horas.

La cranatografïa se reaiizó durante 30 horas en

n -butan01:piridina:agua, 6:4:3. Las barras indican 1a posición de

ios estándares externos.
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3.8. Extensión tempora] del micrométodode incubación gg particulas gg tejido

nervioso

Las condiciones experimentaïes de] micrométodo de incubación de

partÏCulas de tejido nervioso para medir incorporación de Man-23Ha proteina

desarroilado en nuestro 1aboratorio, permite,si la fuente de carbono no es

Iimitante, un estado estacionario de marcación con niveies adeCuados de

oferta de] preCursor radioactivo, muyaita reproducibiiidad de los resuitados

y se preserva la actividad metabólica de] tejido.

Con e] objeto de obtener una metodoiogïa donde ios tiempos de incubación

sean más 1argos (hasta 24 horas) y se Cumpianestas condiciones, se estudió

la modificación de aïgunos parámetros de este micrométodo. Uno de ios incon

venientes que pueden surgir de extender e] tiempo de incubación de ias

particuias, es e] de 1a muerte ce1u1ar en e] centro de] explanto. Sin

embargo, no existen probiemas de difusión de ios nutrientes en particuias de

SNC (109) si se controla rigurosamente el tamaño de ias mismas (con una

distancia a1 centro como máximo de 50 um). Adicionaimente, 1a gran semejanza

en tamaño de ias partïcuias obtenidas, contribuyen a obtener datos represen

tativos de] tejido y reproducibiiidad de Ios reSuitados en ias incubaciones.

En este laboratorio se habia encontrado que para 1a obtención de

3H a proteinas con partículas decinéticas de incorporación lineaies de Man-2

corteza cerebra] es necesario ¡nantener niveies de giucosa por encima de]

umbra] de ios 0,5 9/1 (107).

De acuerdo a 10 ca1CU1ado (sección 3.6.) e] consumo de giucosa de ias

particuias de ióbuio óptico de embrión de pollo de 18 dias no Supera ios 50

¡ug por mg de proteina y por hora, si se inCuban hasta 200sug de proteina

por cavidad. Tomandopara mayor seguridad e] vaior 60,ug, se puede caICuiar



el consumo de glucosa en 24 horas de incubación, que serïa aproximadamente,

1,4 mg de glucosa por miligramo de proteina c0mo máximo.

Como en estos experimentos se inCuban 2001ug de proteina, conSumirán

aproximadamente 280 ug de glucosa durante 24 horas. El medio de cultivo uti

lizado contiene una concentración de glucosa de 1 g/l. Para asegurar una alta

oferta de glucosa durante las 24 horas de inCubación (por encima del umbral

de 0,4 g/l), se utilizó la relación proteina incubada a volumen de medio

igual a 2001ug de proteina por ml de medio. Se espera que la desaparición de

glucosa del medio nunca supere el 30%.

Los reSultados están graficados en la Fig. 23. En la Fig. 23A se muestra

que la incorporación de tritio a proteina procede linealmente durante las 24

horas de incubación.

Asimismo en la Fig. 23B y C se observa que la oferta de glucosa y

Man-23H durante las 24 horas decrece muy poco. Por otro lado, se c0mprueba

que los porcentajes de conSumo de glucosa y manosa son iguales en estas con

diciones de inCubación, asegurando que la relación glucosa a manosa radioac

tiva se mantiene constante durante toda la incubación.

En los experimentos recién mostrados se comprueba que la incorporación

de Man-23Ha proteina es lineal siempre que la oferta de glucosa sea ade

cuada. Esto se cumple en incubaciones de hasta 24 horas.

Comoun control se estudió el efecto de una oferta insuficiente de glu

cosa presente en el medio de incubación (2001ug por cavidad) sobre la incor

poración de tritio a proteina a partir de Man-23H.Se inCubaron particulas de

lóbulo óptico de embrión de pollo de 18 dias, 15Q115ug proteina en ZOO/ul de

medio por cavidad a distintos tiempos hasta 24 horas. Se utilizó 10 pCi del

precursor radioactivo por cavidad, las otras condiciones experimentales están

descriptas en Materiales y Métodos (sección 2.2.a.). A los tiempos correspon
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particuias de ióbuio óptico de embrión de p0110 de 18 dias

(15Q115,ug prot./cav.) en presencia de 10 uCi Man-23H/cav. y 1

m1 medio (giucosa 1 g/1)/cav.

B. Desaparición de giucosa dei medio en función de] tiempo de

inCubación.

C. Desaparición de Man-23H de] medio en función de] tiempo de

incubación.
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dientes se tomaron aiïcuotas para medir giucosa en ei medio, las incubaciones

se detuvieron y e] materia] se procesó como se indica en Materiaies y

Métodos. Se empleó una cavidad por punto experimenta].

Los resuitados pueden observarse en 1a Fig. 24. La incorporación de tri

tio a proteina a partir de Man-23Hes linea] hasta ias 21 horas de incubación

mientras que 1a oferta de giucosa supera e] valor umbra]. A partir de ias 21

horas de incubación existe una aparente detención en 1a incorporación. Este

reSuitado se corresponde con e] marcado decaimiento de 1a oferta de giucosa

en e] medio de incubación, que es de 200 ug en ei momento inicia].
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Figura 24. Incorporación de radioactividad a proteina a partir de Man-23Hen

función de] tiempo de incubación de hasta 24 horas, en condiciones

de iimitación de gïucosa en el medio.

Se incubaron particulas de lóbuio óptico de embrión de poiio de 18

dias en las condiciones estándares pero en un voiumen de ZOO/u]

medio (giucosa 1 g/i)/cav.



Efecto del suero

3.9. Sobrela cinética gg incorporación gg Man-235a proteina en lóbulo óp

tico de embriónde pollo de ¿g dïas durante inCUbacionescortas j} horas)

Un novel efecto del suero se encontró en experimentos preliminares de

esta Tesis sobre la cinética de incorporación de manosa radioactiva a

proteina. Se observó una reproducible y marcada disminución de esta incor

poración en presencia de 10-20%de suero fetal bovino.

Con el fin de estudiar con más detalle este fenómeno se diseñó el

siguiente experimento: partïCUlas de lóbulo óptico de embriones de pollo de

18 dïas se inCubaron bajo las condiciones estándar durante 3 horas. En el

medio de incubación se agregó 10% (v/v) de Suero. A los tiempos correspon

dientes se frenaron las inCubaciones y el material se procesó c0mo se explica

en Materiales y Métodos.

Los resultados se muestran en la Fig. 25. Se observa que con un 10% de

suero presente en el medio, existe una disminución del 40% en la incor

poración de tritio a proteina durante las 3 horas de inCubación con respecto

al control, sin suero.

3.10. Efecto gg distintas concentraciones de suero sobre la incorporación gg

Man-23Hg proteinas en lóbulo óptico de embrión de pollo gg ¿g dias

Con el objeto de establecer el efecto de distintas concentraciones de

suero sobre la incorporación de tritio a proteinas, se diseñaron los siguien

tes experimentos: se incubaron particulas de lóbulos ópticos de embriones de

pollo de 18 dïas bajo las condiciones estándar de incubación.

Al medio de inCubación se le agregaron distintas cantidades de suero

fetal bovino: 1, 2,5, 5, 10 y 20% (v/v). Las inCUbaciones se frenaron después

de 2 horas y el material se procesó siguiendo las indicaciones de Materiales
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Figura 25. Efecto de] suero sobre la incorporación de radioactividad a pro

teïna a partir de Man-23Hen fünción de] tiempo de incubación.

Particuias de lóbulo óptico de embrión de poilo de 18 dïas (15Q115

.pg prot./cav.) se inCUbaron con 10 uCi Man-23H/cav. y 50,u1 de

medio (o) y con e] agregado de 10% (v/v) de Suero feta] bovino por

cavidad (A). Cada vaior representa e] vaior medio i desviación

estándar de 5 experimentos.
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y Métodos.

Los reSultados se muestran en la Fig. 26. Se observa el efecto inhibi

dor en función de las cantidades de suero utilizadas. Con 20%de suero (v/v)

en el medio, la inhibición en la incorporación de Man-23Ha proteina supera

el 60% con respecto a los controles medidos con igual cantidad de agua o de

medio de incubación.

3.11. Efecto gg distintas concentraciones de suero fetal bovino sobre la

incorporación gg tritio a proteina a partir ge m¿¿¿g?uen el lóbulo óptico gg

embrión gg pollo gg ¿g gíg¿¿ durante ¿g Horas gg incubación

Con el objeto de establecer si el efecto del suero fetal bovino se

mantiene en incubaciones de tiempos más largos de las particulas de lóbulo

óptico de embrión de pollo, se realizó el siguiente experimento: se utili

zaron las modificaciones de las condiciones de microincubación para tiempos

largos: 24 horas (particulas del tejido, 150115pg proteina, 5 uCi Man-23Hen

1 ml de medio por cavidad). Las inCUbaciones se realizaron durante 18 horas,

utilizando distintas cantidades de suero. El material se procesó como se

indica en Materiales y Métodos.

Los resultados pueden observarse en la Fig. 27. Cuando se agregó suero

en el medio se encontró una disminución en la incorporación de tritio a pro

teïna con respecto al control (sin suero). La disminución es mayor cuando se

aumenta la cantidad de suero agregado al medio de inCubación. Puede obser

varse que en presencia de suero la cinética de incorporación de radioac

tividad a proteina es lineal lo que indicaria que durante las 18 hs de

incubación el factor del suero ejerce sin alterarse su efecto inhibitorio.
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Figura 26. Efecto de distintas concentraciones de Suero sobre 1a incor

poración de Man-23Ha proteina durante 2 horas de incubación.

Se inCubaron particulas de ióbulo óptico de embrión de poïlo de 18

dïas de acuerdo con Materiaies y Métodos (sección 2.3.). A1 medio

de incubación se 1e agregaron distintas cantidades (en voïumen) de

suero feta] bovino: 1, 2,5, 5, 10 y 20%. Cada barra representa

vaïor medio“: desviación estándar de 3 experimentos, cada uno por

duplicado.



-90

É

60" a";
m É
f8 l v

g ll
e [.O— Tumbonas)\
'53
CL

En

9
É

1° o MEM k1 5 10 2 ,

°/oS en el medio (v/v)

Figura 27. Efecto de] suero (distintas concentraciones) sobre 1a incor

poración de Man-23Ha proteína durante 18 hs de incubación.

Se utiïizaron partículas de Ióbulo óptico de embrión de polïo de

18 dïas (150 i 15 pg prot.) con S‘MCÍ Man-23H en 1 m1 de medio por

¿Evidad, con distintas cantidades de suero feta] bovino. Cada
barra representa el valor medio I DSde 3 experimentos.

Inserto: Cinética de incorporación de Man3-2Ha proteína. (o): sin

suero. (o): +20%suero.
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3.12. Efecto del suero sobre la desaparición gg glucosa g manosa del medio

después gg ¿g Horas gg incubación

Con el objeto de evaluar si el agregado de distintas cantidades (v/v)

de suero en los medios se incubación altera la utilización de glucosa por el

tejido, se midió la desaparición del azücar del medio luego de 18 horas de

incubación. En las incubaciones que se realizaron en el ensayo del efecto de

suero a 18 horas (sección 3.11.), se t0maron alïcuotas del medio de Cultivo,

previo al frenado de las incubaciones con PBS. En dichas alïCUotas se midió

glucosa remanente. Se utilizó el método de glucosa oxidasa para el dosaje de

glucosa en el medio y para el de la manosa radioactiva, se la midió direc

tamente como se indica en Materiales y Métodos.

Los resultados en función del Suero presente se observan en la Tabla

III, donde se comprueba que la glucosa en el medio no varia significativa

mente con respecto al valor control, sin Suero. También se puede apreciar que

hay una leve disminución del consumo de manosa por el lóbulo óptico.

Estudiando este problema, más tarde se pudo comprobar que hay una liberación

de glicoproteïnas al medio estimulada por el suero. Por lo tanto, como se

esperaba, ya que el tejido nervioso utiliza indistintamente glucosa o manosa,

esta disminución en el consumo de manosa es aparente, ya que cuando se mide

radioactividad en el medio, se está midiendo manosa remanente más

glicoproteïnas liberadas. Ver Tabla VIII.

3.13. Incubaciones de particulas gg lóbulo óptico gg animales gg distintas

edades en presencia gg suero

3.13.a. Efecto gg distintas concentraciones gg suero sobre la incorporación

gg Man-23 ¡g proteïnas_gn lóbulo óptico de embrión_gg pollo de ¿g dïas

Con la finalidad de conocer el efecto de distintas dosis de Suero



-92

a. Porcentaje b. Consumo
t1=18 h de azücar de

conSumido ázucar

% Gïucosa Manosa Glucosa Manosa
suero
en e]
medio % % ,ug/mg prot/h pCi/mg prot/h

0 19,4 18,2 57,0 0,27

1 19,2 13,6 56,7 0,20

5 20,0 16,0 59,2 0,23

10 18,4 15,9 54,3 0,23

20 18,7 15,7 54,4 0,23

Tabïa III. Porcentaje de azücar consumido de] medio 1uego de 18 hs de incuba

c1on, en función de 1a cantidad de suero presente.

b. Consumo de azücares de]

cantidad de suero presente.

En e] contro] (sin suero) desaparecen 1026,ug de qucosa por mg de

¡nedio de

proteína durante 1as 18 horas de incubación.

inCUbación en función de 1a



sobre la incorporación de tritio a proteinas en incubaciones de lóbulo óptico

de embrión de pollo de 10‘ dias se realizaron los siguientes experimentos.

Partículas de lóbulo óptico de embriones de dicha edad se incubaron bajo con

diciones estándar en presencia de distintas concentraciones de suero (0, 2,5,

5, 10 y 20%, v/v) durante 2 horas. Una vez frenadas las incubaciones se

siguen las indicaciones de Materiales y Métodos para el procesamiento y medi

ción de la proteina radioactiva.

Los resultados se observan en la Fig. 28. A diferencia de los lóbulos

ópticos de los embriones de 18 dias, en esta edad (10 dias) no hay ningün

efecto debido a la presencia del suero en el medio de incubación. Esto se

observó en el rango de 2,5 a 20%.

3.13.b. Efecto gg distintas concentraciones de suero sobre la incorporación

ge tritio a proteinas en lóbulo óptico gg pollitos gg_g dïas

Hasta ahora se empleó tejido embrionario, para conocer la respuesta

del tejido del animal después del nacimiento y c0n el objeto de conocer el

efecto de distintas concentraciones de suero sobre la incorporación de tritio

a proteinas a partir de Man-23H,se diseñaron los siguientes experimentos con

pollitos de 8 dias.

Partículas de lóbulo óptico de pollitos se inCuban bajo condiciones

estándar. El medio de incubación se adiciona con distintas cantidades de

suero (2,5, 5, 10 y 20%, v/v). Se frenan las inCUbaciones a las 2 horas con

PBS y se procesa el material como se indica en Materiales y Métodos.

Los resultados se obServan en la Fig. 29. Vemos que el Suero produce

un efecto inhibitorio sobre la velocidad de incorporación de tritio a pro

teinas desde concentraciones de 2,5%. El efecto es más acentuado con con

centraciones de suero en el medio más altas. Esta inhibición es parecida a la
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Figura 23o InCOPPOPaCÍÓHde Man'23H a proteina en ióbuio óptico de embrión de

poHo de 10 dias en presencia de distintas concentraciones de

suero.

E1 tiempo de inCUbación es de dos horas.
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Figura 29. Incorporación de Man-23Ha proteína en función de distintas con

centraciones de suero.

Se concentraron partículas de.16bu10 óptico de po1lo de 8 días

durante 2 horas.



encontrada con los embriones de 18 dias.

3.13.c. Efecto del suero fetal bovino sobre la incorporación_gg tritio a pro

teinas durante gl desarrollo gg lóbulos ópticos gg pollo

Se habia enc0ntrado que el suero producïa distintos efectos en

lóbulos ópticos de embriones de 10 dïas, que en los de 18 dïas y en los

pollitos de 8 dïas. C0n el objeto de conocer el efecto del Suero durante las

edades que van desde los embriones de 6 dias a los pollitos de 10 dias, se

diseñaron los siguientes experimentos. Para poder poner de manifiesto las

diferencias de incorporación de tritio a proteina, en estos estudios se uti

lizó la dosis de 20% (v/v) que fue la que produjo mayor efecto inhibitorio

(Fig. 26). l

Partículas de lóbulos ópticos de dichas edades se inCUbaron bajo con

diciones estándar durante 2 horas. Se midió la incorporación de radioac

tividad a proteinas y la cantidad de proteina incubada siguiendo las

indicaciones expuestas en Materiales y Métodos.

Los resultados se grafican en la Fig. 30. Puede observarse que en

los distintos estadios del desarrollo la incorporación de Man-23Ha proteina

alcanza distintos valores en ausencia de Suero, mientras que en presencia de

20% de suero hay inhibición después de la etapa de proliferación celular

(aproximadamente dïa 9-11 embrionario). En el mismo gráfico se distingue una

zona (rayada) entre ambas Curvas que indica directamente la disminución de

incorporación producida por el suero. Para viSUalizar mejor este fenómeno en

la Fig. 31, se grafica el porcentaje de inhibición en función de la edad. Se

pone de manifiesto que en los embriones de 6 a 10 dias se observa una activa

ción en la incorporación de tritio a proteinas. En las edades embrionarias de

10 a 16 comienza a verse la inhibición en la incorporación de radioactividad
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función de 1a edad (o).

Efecto de] agregado de 20% de suero a1 medio (v/v) (o).
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a proteinas que se mantiene elevada hasta pollos de 10 dias.

3.14. Efecto del suero sobre la incorporación gg Leu-4,Sáfi a proteina en

lóbulo óptico gg embrión_gg_pgllg_gg¿g días

Con la finalidad de evaluar el efecto del suero en la sintesis proteica

se procedió a medir la cinética de incorporación de Leu-4,53H a proteïna en

presencia de 20% de suero en el medio de incubación. PartÏCUlas de lóbulo

óptico de embriones de pollo de 18 dias se inCUbaron distintos tiempos (hasta

3 horas) en las condiciones estándar. Se siguió el procesamiento indicado en

Materiales y Métodos. El resultado se muestra an la Fig. 32. Se puede obser

var un pequeño descenso en la incorporación de Leu-4,53H a proteinas en pre

sencia de suero.

3.15. Efecto del suero sobre la incorporación ge uridina-áfi a RNAen lóbulos

ópticos gg embriones gg pollo gg ¿g dias

En este trabajo se ha encontrado que (en presencia de suero) en el

lóbulo óptico de embriones de pollo de 18 dias hay una marcada inhibición en

la incorporación de Man-23Ha proteina y en cambio una pequeña diSminución en

la sïntesis proteica. Con el objeto de establecer el efecto del suero sobre

la incorporación de tritio a RNA a partir de uridina-3H se diseñó el

siguiente experimento: particulas de lóbulo óptico de embrión de pollo de 19

dïas se inCubaron como se indica en Materiales y Métodos con uridina-3H, en

presencia o ausencia de 5% SFB (v/v) en el medio de inCUbación.

El resultado se observa en la Fig. 33. Se enc0ntró un apreciable

descenso en la incorporación de uridina radioactiva a RNAen presencia de

SUEFO.
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Figura 32. Incorporación de Leu-4,53H a proteina en función de] tiempo de

incubación.

Se sembraron particuias de ióbuios ópticos de embrión de polio de

18 dias en ausencia de suero (o) y en presencia de 10% (v/v) de

suero fetai bovino en e] medio de inCUbación (o).
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Figura 33. Incorporación de uridina-3H a RNAen función de] tiempo de incuba

ción.

En ausencia (o) o presencia de 5% de Suero fetal bovino (o) en e]

medio de inCUbación de particulas de ióbuio óptico de embrión de

poilo de 19 dias. Los detaiies experimentaies están en Materiaies

y Métodos.
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3.16. Efecto del suero sobre la incorporación gg tritio a gangliósidos a

\Ipartir de glucosamin -%fien lóbulos ópticos gg embriones d 1 dïas

Para evaluar el efecto del suero sobre la incorporación de glucosamina

tritiada a gangliósidos en esta etapa del desarrollo del lóbulo óptico en la

cual se ha encontrado máximo el efecto de inhibición de la incorporación de

manosa tritiada a proteinas se diseñaron dos experimentos parecidos pero con

suero de distintas fuentes. Partículas de lóbulos ópticos de embriones de 17

dïas se inCubaron en presencia de glucosamina-3H y 20% de SFB (v/v) en el

medio de incubación (ver Materiales y Métodos) durante 2 horas. Se junta el

material de 2 Inicrocavidades y se procesa como se indica en Materiales y

Métodos.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla IV A . Puede obser

varse que la presencia de suero fetal bovino en el medio de incubación pro

duce un descenso en la incorporación de radioactividad a gangliósidos a

3-H en comparación con los valores control (sin suero).partir de glucosamina

Estos experimentos se repitieron agregándole suero de pollo de 3 dïas

al medio de incubación (20%, v/v) en las condiciones anteriores. Los resulta

dos obtenidos se muestran en la Tabla IV B. Comopuede observarse tanto con

SFB como con suero de pollo se obtiene un descenso en la incorporación de

glucosamina tritiada a gangliósidos.

3.17. Efecto de la luz o de la oscuridad durante el desarrollo del lóbulo

óptico sobre la cinética gg incorporación de radioactividad gg proteínas g

partir gg Man-zqfl

Existen mediciones electrofisiológicas en lóbulo óptico de embriones de

pollo en respuesta a la iluminación de retinas, desde embriones de 17 dïas



A. Suero feta] B. Suero de poiïo
bovino de 3 dias

Incorporación % de] Incorporación % de]
Condición qucosamina-3H contro] giucosamina-3H control
experimenta] a ganinósidos a ganinósidos

dpmx103/mg prot. 1 deXI03/m9 Prot %

Sin suero 30 100 66 100

+20% suero 23 77 42 64

TabIa IV. Incorporación de gïucosamina-3H a gangliósidos en partïcuIas de

16bu10 óptico de embrión de poIIo de 17 dias.

A. En presencia de 20% (v/v) de Suero fetaI bovino y B. de iguaI

cantidad de suero de poiio de 3 dias. Son 2 experimentos indepen

dientes, cada uno hecho por tripIicado, utiIizándose en cada caso

1as incubaciones sin agregado de Suero en e] medio como contro].
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(33). Con el objeto de evaluar el efecto que produce la luz sobre la incor

poración de manosa tritiada a proteinas en el lóbulo óptico de pollo durante

el desarrollo, se diseñó el siguiente experimento: se separarOn 2 poblaciones

de huevos embrionados de 16 dïas de edad. Ambas se mantuvieron en estufa a

39°C en atmósfera humidificada, sin agua y sin alimento, hasta dos dias

después de la eclosión. Una población fue iluminada en forma contínua con luz

blanca incandescente, mientras que a la otra se la mantuvo en la mayor

oscuridad. Luego se procedió a realizar las incubaciones de las partïculas de

los lóbulos ópticos bajo las.condiciones estándar.

Los resultados se muestran en la Fig. 34 A. Puede observarse un leve

descenso en la cinética de incorporación de manosa radioactiva a proteinas en

los lóbulos ópticos de aquellos animales que estuvieron en presencia de luz

contínua todo el tiempo.

Efecto del ¿2339 ¿92:3 los experimentos gg lg; l OSCuridad

Se repitieron los experimentos anteriores pero en la incubación de las

particulas de lóbulo óptico al ensayo estándar se le agregó 20%de suero. Se

procesaron las muestras comose indica en Materiales y Métodos.

Los resultados se grafican en la Fig. 34 B. Puede observarse que en

estas condiciones experimentales la presencia o ausencia de luz no afecta la

cinética de incorporación de radioactividad a proteina a partir de Man-23H.

Para visualizar mejor estos resultados, en la Fig. 34 C se grafican en

forma c0mparativa las curvas de los experimentos anteriores. Se observa que

en ambos casos (luz y oscuridad) la inhibición por el Suero es grande.

Además, la pequeña diferencia en la cinética de los experimentos controles

con luz o con OSCuridad, prácticamente se anula por la presencia de Suero.
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cinética de incorporación de Man-23Ha proteina a 16bu10 óptico de

poiio en función de] tiempo de incubación.

A. Sin agregado.de1 suero a1 medio y B. En presencia de 20% de

suero fetal bovino. Se incubaron particulas de lóbulos ópticos de

poïïos de 2 dïas (o) mantenidos siempre en oscuridad y (o) iiumi

nados en forma continua desde embriones de 16 dïas. C. Los experi

mentos con 1uz y oscuridad, en presencia y ausencia de suero (A y

B) se grafican juntos. Ver texto.
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Figura 34. Efecto de] tratamiento previo con 1uz u oscuridad sobre 1a
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3.18. Mediciónde la incorporación de radioactividad a proteina a partir de

manosatritiada con l _lg suerol variando las condiciones gg stress gaxunogg

M22 comida}

3.18.a. Privación estricta gg agua

Con ei objeto de conocer ei efecto de factores externos de stress

sobre 1a medición de incorporación de Man-23Ha proteinas en ióbulo óptico se

diseñaron ios siguientes experimentos: se dejó un grupo de animaies, desde e]

nacimiento hasta ios tres dias, sin agua ni comida, con luz bianca y a tem

peratura adecuada. Otro grupo de poiiitos fueron tratados en 1a misma forma

pero se les permitió beber agua "ad iibitum".

Se inCubaron ias partïcuias de ióbuios ópticos de ambos grupos en ias

condiciones estándar durante distintos tiempos hasta 3 horas aproximadamente.

Cada grupo se Subdividió para 1a incubación: en presencia o ausencia de suero

(controi). Se procesó e] materia] como se indica en Materiaies y Métodos.

Los resuitados están graficados en 1a Fig. 35 A. Se observa una

disminución en 1a incorporación de manosa tritiada a proteina en ios animaies

mantenidos durante 72 hs. con ayuno estricto de agua.

Los Ióbuios ópticos de ios animaies privados de agua o ios que

pudieron ingeriria "ad iib1tum" cuando se incubaron en presencia de suero

mostraron una marcada inhibición en 1a cinética de incorporación de manosa

radioactiva a proteina (Fig. 35 B).

Se observa además que en ambos casos se ilega a ios mismos vaiores.

Parecerïa que 1a diferencia en 1a historia previa de] anima] a partir de]

nacimiento (con o sin agua en su dieta durante tres dias) se refieja par

ciaimente en ias inCubaciones de ios ióbuios ópticos en ios controles, pero

en presencia de suero esta diferencia se anuia.
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Figura 35- Incorporadó" de Man‘23Ha proteina en función de] tiempo de incu

bación, ante condiciones de stress. Se incubaron particulas de

ióbuios ópticos de poilos de 3 dias.

A. Sin agregado de suero y B. En presencia de 20% de suero feta1

bovino en e] medio de incubación. Los animaies se mantuvieron

desde e] nacimiento bajo iuz continua y sin aiimento. Un grupo

sin agua (o) y otro con agua "ad iibitum" (o).
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3.18.b. Alggg gg comida

En estos experimentos como en ios recién descriptos se midió 1a

incorporación de manosa tritiada a proteina. Con e] objeto de establecer si

1a historia previa de] anima], ayunado o aiimentado “ad 11bitum“, infiuye en

esa cinética de glicosiiación de proteina, se diseñó e] siguiente experi

mento: se separaron dos grupos de animaies iuego de 1a eciosión. A uno de

eilos se ies Suministró aiimento baianceado especia] para poilitos recién

nacidos (Cargiil S.A.) y a1 otro se 10 privó de toda aiimentación. A ambos

grupos se ies suministró agua y se los mantuvo con 1uz bianca c0ntïnua y tem

peratura controiada. Luego de tres dias en estas condiciones se incubaron ias

particulas de ióbuio óptico de estos animaies en ias condiciones estándar en

presencia o ausencia de suero. La inCUbación se efectuó durante distintos

tiempos hasta 3 horas aproximadamente. E1 materia] se procesó para medición

de radioactividad en proteinas c0mose expiica en Materiaies y Métodos.

Los resuitados se muestran en 1a Fig. 36 A. Se observa un descenso

en 1a incorporación de tritio a proteina en ias inCubaciones de particuias de

ióbuios ópticos de poiio de 3 dias que recibieron aiimento baianceado y agua

frente a ios que sóio recibieron agua.

Cuando se efectúan estas incubaciones en presencia de 20% de suero,

se puede observar una brusca disminución en 1a incorporación de manosa tri

tiada a proteina (Fig. 36 B). En forma semejante a 10 que ocurria en 10s

experimentos con ayuno de agua, 1a presencia de suero en e] medio de incuba

ción enmascara 105 resuitados obtenidos por 1a privación de alimentos. Es

decir, en ios controies (sin suero) 1a alimentación en las primeras 72 horas

de vida de] poiiito produce una cierta disminución en 1a pendiente de 1as

curvas de incorporación de radioactividad a proteina pero en presencia de
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Figura 36o InCOFPOFaCÍónde Man-23H a proteina en función de] tiempo de incu

bación bajo condiciones de stress.

Se utiiizaron partïCUias de ióbuios ópticos de animaies de 3 dïas.

A. Incubados sin suero y B. con e] agregado de 20%de suero fetai

bovino en e] medio. Los poilos fueron mantenidos desde e] naci

miento bajo 1uz continua y con agua. Un iote sin aiimento (o) y

otro con ei suministro de aiimento balanceado "ad 1ibitum" (o).
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suero esta disminución es mucho mayor, 11egando a Ios mismos valores indepen

dientemente si ios animaies se han aiimentado o no.

Además, puede observarse que ias curvas en presencia de suero son

todas prácticamente iguaies en cuaiquiera de ias condiciones previas de los

poiiitos: ayuno de aiimento, privación de agua o Cuando ambos son

suministrados “ad 11bitum".

3.19. Efecto del corte de ias principaïgs aferencias nerviosas de] ióbuio

óptico sobre la síntesis 1 glicosilación gg sus proteinas

Se ensayaron animales de distintas edades (6, 9 y 19 dias) en todos los

casos, después de 5 dïas de 1a enucieación.

3.19.a. Cinética gg incorporación gg Man-235a proteina en ióbuios ópticos gg

poiiosgggïi,Mggfig enucieados
Con e] objeto de conocer e1 efecto de 1a enucieación sobre 1a incor

poración de tritio a proteinas en e] ióbuio óptico contraiaterai, se diseñó

e] siguiente experimento: dado que 1a mayor cantidad de aferentes de] ióbuio

óptico provienen de 1a retina de] ojo contraiateraï, se procedió a enucïear

de] 1ado derecho a poiiitos de 1 dïa, para medir 1a incorporación de tritio a

proteínas a partir de Man-23Hen e] ióbuio óptico del Iado izquierdo y com

pararia con 1a radioactividad medida en e] ióbuio óptico ipsiiaterai (recibe

10s axones de 1a capa gangiionar dei ojo de] mismo 1ado, en este caso e] iado

derecho). La medición se hizo 1uego de 5 dïas de 1a enucieación, durante ios

cuaies se mantuvo a ios poilitos bajo iuz bianca continua y se ies permitió

comer y beber agua "ad iibitum".

Partïculas de ióbuios ópticos de esos poiiitos de 6 dïas (que fueron

enucïeados e] primer dïa), contralateraies e ipsiiateraies a] ojo afectado,
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se incubaron bajo las condiciones estándares explicadas en Materiales y

Métodos, durante distintos tiempos hasta 4 horas aproximadamente. Se frenaron

las inCubaciones y se procesó el material como se indica en el experimento

anterior.

Los resultados se observan en la Fig. 37-1. La cinética de incor

poración de tritio a proteinas a partir de Man-23Hen el lóbulo óptico

contralateral se ve afectada con respecto al lóbulo óptico ipsilateral con

siderado como control. Se encontró una disminución en la incorporación de

radioactividad en el lóbulo óptico que no recibió sus aferencias normalmente.

3.19.b. ncorporación gg Leup4¡5;fi a proteina

Se repitió el experimento utilizando 2,5¡uCi de Leu-4,53H por cavidad

para medir la sintesis de proteinas en estas condiciones.

Comopuede observarse en la Fig. 37-II no hay alteración detectable

en la cinética de incorporación de Leu-4,53H a proteinas en los particulados

de lóbulo óptico del lado contralateral respecto al ipsilateral al ojo afec

tado en pollo de 6 dias, luego de 5 dias de enucleación.

3.19.c.PollosEgüflgágïgfi enucleados
Con el objeto de conocer si la enucleación produce un efecto detec

table en la síntesis y glicosilación de proteinas en lóbulo óptico de pollo

de 9 dïas, luego de 5 dias de enucleado, se procedió de la siguiente manera:

se incubaron las particulas de tejido como en los animales de 6 dias,

anteriormente descriptos, en presencia de Man-23H o de Lau-4,53H. Los

resultados se muestran en la Fig. 38, 1. C0mopuede observarse existe una

disminución en la incorporación de Man-23Ha proteinas en el lóbulo óptico

que no recibió los axones de la retina con respecto al control, ipsilateral
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Figura 37. Efecto del corte de las principales aferencias nerviosas del

lóbulo óptico sobre la síntesis y glicosilación de sus proteïnas.

C. Control (lóbulo óptico ipsilateral al ojo afectado).

A. Afectado (lóbulo óptico contralateral al ojo afectado).

I. Incorporación de Man-23H a proteína de lóbulos ópticos de

pollos de 6 dïas, luego de 5 dïas de enucleados.

11' I"COPPOFaClón de LeU'4»53H a proteína en los mismos animales.



E\
'é
o.

8‘
vgx AÁ C
'ca
'ï 1
E l.a
t:

A C

Figura 38. Efecto de 1a enucïeación sObre 1a síntesis y glicosiïación de pro

teïnas.

Se incubaron partículas de] Ióbulo óptico ipsilateraï a] ojo afec

tado (C, controï) y del Ióbuïo óptico contralateral (A, afectado),

a: de pollos de 9 dïas y b: de animaïes de 19 dïas. Ambos Iotes se

ensayaron 1uego de-5 dïas de enucïeados. Se midió incorporación de

Man-23H a proteínas en 1 y 3 e incorporación de Leu 4,53H en 2 y

4.
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a1 ojo afectado. En 1a Fig. 38, 2, se observan que no hay diferencias apre

ciables en 1a incorporación de] aminoácido a proteinas.

3.19.d.MQQMLMÉÉME enucieados
Se repitieron ios experimentos con animaies de 19 dias, ya que se

queria saber si en pollos de mayor edad, se mantenía ei efecto inhibitorio de

1a enucieación sobre 1a incorporación de Man-23Ha proteina.

Los resuitados se_muestran en 1a Fig. 38, 3. No se aprecian diferen

cias en la cinética de incorporación de tritio a proteinas a partir de

Man-23Hen ióbuio óptico contraiaterai respecto a1 ipsilaterai a1 ojo afec

tado.

Cuando se utilizó Leu-4,53H, no se observó diferencias en 1a incor

poración de] aminoácido a proteinas. Estos re5u1tados se muestran en 1a Fig.

38, 4.

3.19.e. Efecto del ¿3359 gn los estudios anteriores

Para c0mparar ei efecto de 1a historia previa de] anima], en este

caso e] corte de ias principaies aferencias nerviosas del 16bu10 óptico, con

e] efecto superpuesto de agregarie suero a1 medio de incubación, se diseñó e]

siguiente experimento. Se utiiizaron animaies de 6 dias, con 5 dïas de

enucleados ya que se observa en esta edad un efecto inhibitorio de 1a incor

poración de Man-23Ha proteina, c0mo se demostró en 3.19.a. Se ie agregó 20%

de suero fetai bovino a1 medio de incubación.

En 1a Fig. 39 a, se muestran ios resuitados. Puede observarse que

en presencia dei suero, tanto ias particulas dei ióbuio óptico ipsiiaterai

como e] contraiaterai a1 ojo afectado disminuyen 1a incorporación de radioac

tividad a proteina. Además, en presencia de suero en e] medio de incubación
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Figura 39. Efecto Superpuesto de enucieación de] animal y de agregarle suero

a] medio de inCUbación sobre sintesis y giicosiiación de pro

teinas. Se incubaron partïcuias de ióbuio óptico C= ipsiiatera] y

A= contraiateral a1 ojo afectado. a: Animaies de 6 dias, luego de

5 días de enucieado. b: Animales de 3 dïas iuego de 2 dïas de

enucieados. Se midió incorporación de Man-23Ha proteína: 1 y 3 e

incorporación de Leu-4,53H a proteína 2 y 4.

-S= sin Suero.

+S= más 20% suero.
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ya no es detectable la diferencia entre el enucleado y el control (no

enucleado).

Los mismos re5ultados se encontraron con pollos de 9 dias con 2 dïas

de enucleados (resultados no mostrados) y pollos de 3 dias con 2 dias de

enucleados. Estos últimos re5ultados se muestran en la Fig. 39 b, respec

tivamente.

3.20. Cinética gg incorporación de Man-235a proteinas en higado de embrión

d pollo de 17 dïas

3.20.a. Efecto del suero

Con la finalidad de estudiar si el efecto del suero sobre la incor

poración de tritio a proteina es específico para el tejido nervioso, se

diseñó el siguiente experimento. Partículas de higado de embrión de pollo de

17 dïas fueron inCUbadas bajo las condiciones estándar utilizado para el

tejido nervioso.

Se midió la incorporaciófi de radioactividad a proteinas c0mo se

indica en Materiales y Métodos.

Los resultados se muestran en la Figs. 40 y 41. A diferencia de lo

que se observa en el lóbulo óptico, en higado no se encontró ningün cambio en

la incorporación de Man-23H a proteinas en presencia de 20% de Suero en el

medio de incubación respecto del control (sin suero).

3.20.b. Incorporación_ge Leu-4,Sáfi a proteinas ge higado

Con el objeto de evaluar el posible efecto del suero sobre la sint

esis proteica en higado, se procedió a medir la incorporación de Leu-4,53H a

proteina en presencia de suero fetal bovino (20% (v/v)) en el medio de

incubación. Las inCUbaciones se realizaron durante 2 horas en las condiciones
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Figura 40. Cinética de incorporación de Man-23H a proteínas de higado de

embrión de poiio de 17 dïas (o). En presencia de 20% (v/v) de

suero fetal bovino en ei medio de incubación (o).
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Figura 41. Incorporación de radioactividad a proteinas de higado de embrión

de poiio de 17 dias, a partir de Man-23H,(ay o de

Se reaiizaron inCUbaciones de 2 horas, en presencia de 20% (v/v)

de suero fetal bovino o sin suero, contro].

20

Leu-4,53H,( bi.



estándar.

El resultado se observa en el histograma de la Fig. 41, donde se

incluyen también como un control adiciona] la incorporación de Man-23Ha pro

teina en las mismas condiciones experimentales y en el mismo animal. Segün

estos datos, la incorporación del aminoácido a la proteina no se encuentra

alterada.

3.21. Efecto del suero sobre la cinética de incorporación gg radioactividad 3

proteinas gg la corteza cerebral gg rata gglá dïas

3.21.a. Incorporación ge_fian¿g%fien presencia gg ¿QEgg ¿22:2 en el medio

A fin de establecer si el efecto del suero sobre la incorporación de

radioactividad a proteinas a partir de Man-23Hse repetia en sistema nervioso

central de otra especie, se procedió de la siguiente manera. PartÏCulas de

corteza cerebral de ratas de 5 dias se inCUbaron bajo condiciOnes estándar.

Las incubaciones se frenaron a los tiempos correspondientes y se procedió

como se indica en Materiales y Métodos para la obtención de la radioactividad

incorporada a proteinas.

Como puede observarse en los resultados que se muestran en la Fig.

42, existe una disminución en la incorporación de tritio a proteinas provo

cada por la presencia de suero en el medio de incubación con respecto a los

valores centrol (sin suero).

3.21.b. Incorporación gg Man-235a proteina en función de la concentración

_ggsuero utilizada en gl medio

Con el fin de establecer si en corteza cerebral de rata de 5 dias, al

igual que en lóbulos ópticos de pollo, el efecto de la disminución de incor

poración de tritio a proteinas a partir de Man-23Hes una función de la can
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Figura 42. Cinética de incorporación de Man-23H a proteína de corteza

cerebra] de rata de 5 días (o).

Efecto de agregarïe 20% (v/v) de suero feta] bovino a] medio de

incubación (o).
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tidad de suero en e] medio de inCubación, se reaiizó e] siguiente

experimento: particuias de corteza cerebral de rata de 5 dïas se incubaron

bajo condiciones estándar con distintas proporciones de suero fetal bovino en

e] medio de incubación (2.5, 10 y 20% (v/v)) y e] controi sin suero, durante

2 horas. Para 1a medición de radioactividad en proteina y cantidad de pro

teïna incubada se siguieron las indicaciones que se explican en Materiaies y

Métodos.

Los resuitados obtenidos se muestran en ei histograma de 1a Fig. 43,

A. Puede observarse que 1a disminución en 1a incorporación de tritio en pro

teinas a partir de Man-23Hen corteza cerebra] de rata de 5 dias depende de

1a concentración de suero en e] medio de cu1tivo.

3.21.c. Incorporación gg Leu-4,5;fi en presencia de distintas concentraciones

gmïïLdiogg inCubación
Con e] objeto de conocer si 1a radioactividad incorporada a proteinas

a partir de Leu-4,53H depende de ias proporciones de suero presentes en ei

medio de incubación en corteza cerebra] de rata de 5 dias, se procedió como

sigue: se realizaron incubaciones de partïcuias de corteza cerebra] de rata

de 5 dïas durante 2 horas variándoïes ias proporciones de suero presentes en

e] medio: 0, 2,5, 10 y 20% (v/v). Las inCubaciones se hicieron bajo con

diciones estándar, utiiizándose 2,5 ,u] de Leu-4,53H por cavidad. Se

siguieron ias indicaciones de Materiaies y Métodos para 1a medición de

radioactividad en proteinas.

Los resuitados pueden observarse en e] histograma de 1a Fig. 43, B.

Se encontró una 1eve disminución en 1a incorporación de] aminoácido a

proteinas, 1a que es más marcada con mayores concentraciones de suero en e]

medio de incubación.
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Figura 43. Incorporación de radioactividad a proteínas en corteza cerebra] de

rata de 5 dïas en función de 1a concentración de suero feta]

bovino agregado a1 medio.

Se incubaron durante 2 horas en presencia de Man-23H (A) o de

Leu-4,53H (B).



3.22. Efecto del suero sobre la incorporación de radioactividad a proteinas

de la corteza cerebral de rata de 90 dïas

3.22.a. Incorporación gg Man-2;fi_ggpresencia gg 20%gg suero

Se realizaron estudios paralelos de incorporación de Man-23Ha pro

teinas en corteza cerebral de rata adulta, para conocer si el efecto del

suero se mantiene en esta edad. Partículas de dicho tejido se incubaron bajo

las condiciones estándar con 20% de suero fetal bovino en el medio. Los

resultados de la Fig. 44-A muestran que no hay un efecto inhibitorio del

suero importante en este tejido.

3.22.b. Incorporación de Leu-4,53fi en presencia de 20%de suero

El siguiente experimento se diseñó con la finalidad de establecer si

un efecto similar inhibitorio del suero sobre la incorporación de Leu-4,53H a

proteinas que se encontró en corteza cerebral de rata de 5 dïas ocurre en la

corteza cerebral de rata adulta. Para lo Cual se incubaron particulas de

tejido en presencia y ausencia de 20%de suero fetal bovino en el medio.

Los resultados se muestran en la Fig. 44-8. En la corteza cerebral de

rata adulta prácticamente no se observa la disminución de la sintesis de pro

teïna en presencia de suero.

3.23. Captación gg Man-235en lóbulos ópticos gg embrión gg_pollo gg gg dias

Se midió la captación de este azücar radioactivo por el tejido en

distintas condiciones experimentales:

- en las condiciones estándar (en presencia de glucosa) variando la oferta

radioactiva;

- incubaciones en presencia o ausencia de glucosa a tiempos relativamente
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Figura 44. Efecto de] suero feta] bovino (20%) sobre 1a incorporación de

radioactividad a proteínas de corteza cerebraï de rata de 90 dïas,

contro]= sin suero.

A. Incorporación de Man-23H.

B. Incorporación de Leu-4,53H.

Se hicieron incubaciones de 2 horas.



cortos (intervalos de 15 seg) y más largos (intervalos de 2 min);

- efecto del suero en embriones de dos edades (E6 y E18).

3.23.a. En presencia gg glucosa ¿Lente a dos dosis distintas gg oferta de

Ma_n-23u

Con la finalidad de evaluar si la captación de Man-23Hen presencia

de glucosa varia con la oferta del preCUrsor radioactivo, se diseñó el

siguiente experimento: particulas de lóbulos ópticos de embriones de pollo de

20 dias se incubaron durante distintos tiempos, hasta 10 minutos, en presen

cia de glucosa en el medio en tubos Eppendorf y en baño de agua a 37°C (300 1

30,ug prot/tubo, 5 ó 15,uCi Man-23H/tuboy 50,ul medio/tubo). Se frenaron las

incubaciones y se procedió.como se indica en Materiales y Métodos para la

medición de captación de precursores radioactivos y cantidad de proteina

incubada.

Los resultados se muestran en la Fig. 45. Se observa que la cap

tación de Man-23Hen presencia de glucosa es función de la oferta de radioac

tivo agregado al medio.

3.23.b. gg presencia g gg gg glucosa gg__l_medio

En casi todos los experimentos descriptos en el presente trabajo se

han incubado las particulas de lóbulo óptico con Man-23Hen presencia de con

centración fisiológica de glucosa en el medio. Para detenminar si la cap

tación del azücar radioactivo no se altera en presencia o ausencia de glucosa

en el medio, se efectuaron los experimentos Cuyos resultados se muestran en

las Figs. 46 y 47. Los detalles experimentales de la incubación c0mo los de

su ulterior procesamiento están explicados en la sección Materiales y Métodos

(Captación de azúcares radioactivos).
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Figura 45° CaptaCÍón de Man’23H en función de] tiempo de incubación y de 1a

oferta de radioactivo en ei medio.

Particu1as de Ióbuios ópticos de embrión de poiio de 20 dïas se

incubaron en presencia de 50,111 de medio conteniendo 50 ,ug de giu

cosa más 5uCi de Man-23H (o) o 15 ¡uCi de Man-23H (o). Otras con

diciones experimentaies en Materi a1es y Métodos.
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Figura 46. Captación de Man-23H en función de] tiempo de incubación medido

cada 15 segundos en ausencia de giucosa (o) o presencia de 1 g/1

de gïucosa en e] medio (o).

Se inCUbaron partïcuias de ióbuio óptico de embrión de poHo de 20

dïas con 15 uCi de Man-23H.
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Figura 47. Captación de Man-23Hen función de] tiempo de incubación hasta 10

minutos, en ausencia (o) o presencia de 1 g/i de glucosa (o) en e1

medio de incubación conteniendo 5 uCi de Man-23H. Se utiïizaron

16bu10s ópticos de embriones de 18 dias.
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Puede observarse en esta serie de experimentos que 1a captación de

Man-23H parece no alterarse por 1a presencia o no de giucosa en e] medio de

incubación, ya sea medida a intervaios de 15 segundos en incubaciones cortas

(Fig. 46 o a intervaios de 2 min en incubaciones más 1argas (Fig. 47).

3.23.c. Efecto del suero sobre la captación gg flgn¿g%fi

Con 1a finalidad de conocer e] efecto del Suero sobre 1a captación de

Man-23H, se efectuó e] siguiente experimento: se procedió a medir 1a cap

tación de Man-23Hen partïcuias de ióbuios ópticos de embriones de p0110 de

dos edades (E6 y E18), siguiendo 1as indicaciones de Materiaies y Métodos. En

el medio de Cultivo se agregó 20% (v/v) de Suero fetai bovino. Se quiso, de

esta manera, conocer si hay aïguna reiación entre 1a disminución de 1a incor

poración de tritio a proteinas a partir de Man-23Hen presencia de suero con

1a captación de] azücar radioactivo en estas condiciones.

Los resultados de una serie de experimentos se presentan en 1a Fig.

48. Puede observarse que no hay alteración en 1a cinética de captación de

Man-23H en presencia de suero con respecto a1 contro] (sin suero) en ias

incubaciones de ias particulas de ios ióbuios ópticos de embriones de 6 dïas.

Este resuitado no es inesperado ya que en ios embriones de esta edad

aparentemente e] suero no afecta 1a incorporación de Man-23Ha proteina. En

cambio, tenia más interés estudiar también, en e] caso de los embriones de 18

dias, ya que como se vio en ios experimentos de 1a Fig. 25 e] suero tiene un

marcado efecto inhibitorio sobre 1a incorporación de Man-23Ha proteina. Como

se muestra en 1a Fig. 49 tampoco hay aiteración en 1a cinética de captación

de Man-23Hpor e] tejido en presencia de suero. Este interesante resultado se

va a anaïizar en 1a sección Discusión, ya que indicarïa que de todas 1as eta

pas metabóiicas intermedias en 1a incorporación de manosa a giicoproteïna, e]
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Figura 48. Captación de Man-23H en 16bu10 óptico de embrión de p011o de 6

dïas.

Se inCubó en 50,u1 de medio, sin g1ucosa, conteniendo deCi de

Man-23H sin suero (o) o en presencia de 20% (v/v) de Suero feta]

bovino (o).
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Figura 49. Efecto dei suero sobre 1a captación de Man-23H.

Se incubarOn particuïas de ióbulos ópticos de embrión de poiio de

18 dias en 50 u] de medio sin giucosa, en presencia de 5,uCi de

Man-23H(o), sin suero o con 20% (v/v) de suero feta] bovino (o).



suero no afectarïa la primera etapa (entrada del azücar) y posiblemente lo

haria en alguna etapa posterior (metabolización de la Man-6-P). Además, puede

observarse que la captación de Man-23Hes levemente mayor en los lóbulos óp

ticos de embriones de 6 dïas respecto al de 18 dias.

3.24. Cinética gg captación gg glucosa-IÏQ l gg 2-deoxiglucosa gg lóbulos

ópticos gg embrión.gg.p_9_l_l_9__LEfecto del suero

Debido a que el tejido nervioso metaboliza indistintamente glucosa y

manosa, tenïa interés estudiar si la captación de glucosa es o no afectada

por la presencia de suero en el medio de incubación. Además, se repitieron

estos experimentos con un‘ análogo de la glucosa, la 2-deoxiglucosa. Esto

tiene la ventaja de que puede medirse la aCUmulación del éster fosfórico

dentro de las células, ya que la 2-deoxiglucosa-P no se metaboliza o lo hace

muy lentamente quedando atrapado en el tejido. Esta caracteristica de la

2-deoxiglucosa será utilizada en los experimentos siguientes (medida Su acu

mulación en el tejido), pero antes conviene dilucidar si su captación, medida

a tiempos cortos es o no afectada por el suero. Se incubaron particulas de

lóbulos ópticos de embriones de pollo de 16 dias en un medio sin glucosa más

2,5,uCi de glucosa-14€ en presencia o ausencia de suero. Las incubaciones se

frenaron cada 15 segundos con PBS + glucosa frïa y luego se siguieron las

indicaciones de Materiales y Métodos para medición de captación de azücares.

Los re5ultados se muestran en la Fig. 50. Puede observarse que la cap

tación de glucosa-14C en particulas de lóbulo óptico en presencia de suero

fetal bovino en el medio no sufre variaciones apreciables respecto a los

valores control, sin suero.

Los experimentos con la 2-deoxiglucosa se muestran en la Fig. 51.

Se inCUbaron particulas de lóbulos ópticos de embrión de 19 dïas con
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Figura 50. Captación de gïucosa-14C en función de] tiempo de incubación.

Se midió en partïcuïas de 16bu10 óptico de embrión de p011o de 16

dïas en medio sin glucosa, sa1vo 2,5 uC1' de glucosa-14€, sin suero

(o) o con 20%de suero feta] bovino (o).
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Figura 51. Captación de Z-Qeoxigïucosa-14c en 15bu1o óptico de embrión de

polïo de 19 dïas.

Se utiïizó medio de incubación sin gïucosa, con 5 uCi de

deoxigïucosa-14C sin suero (o) o con 20% de suero feta] bovino

(o).
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5 uCi 2-deoxiglucosa-14C en presencia o ausencia de suero. Se frenaron las

incubaciones con PBS + 2-deoxiglucosa fria (1 g/l) y se siguió el procesa

miento indicado de Materiales y Métodos para la medición de captación de

azúcares. Puede observarse que la cinética de captación de 2-deoxiglucosa-14C

en lóbulo óptico es lineal durante los 6 minutos en que fue medida. No se

encontraron diferencias en presencia de suero en el medio respecto a las

inCubaciones control (sin suero).

3.25. Modificaciones gl métodogg_lg deoxiglucosa-IÏQ para la medición gg la

utilización gg glucosa

Con el objeto de medir la velocidad de utilización de glucosa en tejido

nervioso se desarrolló el siguiente experimento que se basa en el uso de

2-deoxiglucosa-14C como un trazador de la fosforilación de la glucosa por la

hexoquinasa en el tejido. El fundamento bioquímico delu uso de este análogo

de la glucosa se explicó en el experimento anterior.

PartïCulas de lóbulos ópticos de embriones de pollo de 18 dïas se incu

baron con 2,5,ul DG-14Cen presencia o ausencia de Suero durante distintos

tiempos hasta 90 minutos aproximadamente. A los tiempos indicados se frenaron

las incubaciones y se precipitarOn los ésteres fosfóricos como se indica en

Materiales y Métodos para la acumulación de deoxiglucosa-6-fosfato-14C.

Los resultados se muestran en la Fig. 52. Puede observarse la cinética

de eCumulación de radioactividad en lóbulo óptico de embrión de pollo. La

linealidad de los resultados obtenidos es canparable a la anteriormente

descripta para utilización de glucosa (Fig. 18 C) medida mediante la técnica

enzimática de glucosa oxidasa. Además, en la Fig. 52 se demuestra que no hay

modificaciones en el c0nSumode glucosa en presencia de suero respecto a los

valores control (sin suero).
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Figura 52o ACUWUÏaCÍÓ"de 14C-deoxigiucosa-ó-P en e] tejido en función dei

tiempo de incubación.

Se utiiizaron particulas de lóbuio óptico de embrión de p0110 de

18 dias en 50 ¡11 de medio con 1 g/1 de giucosa y 2,5 ,u] de

deoxigiucosa-14C. Los detalles de ias modificaciones a1 método

Sokoioff se presentan en e] texto. Se midió sin suero (o) y c0n

20% (v/v) de suero fetal bovino en e] medio de incubación (o).
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3.26. Efecto del suero gn la utilización de glucosa en el lóbulo óptico gg

embrionesÉMELQIÉM.
Con el objeto de evaluar el consumo de glucosa durante el desarrollo

embrionario del lóbulo óptico y su posible modificación por la presencia de

suero, se midió el consumo de glucosa por el método de deoxiglucosa-14C. Se

incubaron particulas de lóbulos ópticos de embriones de 6, 10 y 18 dïas en

presencia de 20% de suero (v/v) en el medio de inCubación durante distintos

tiempos hasta 2 horas aproximadamente. El material incubado se procesa como

se indica en Materiales y Métodos para medición de aCumulación de

deoxiglucosa-6-P.

Los resultados se muestran en la Fig. 53. Se observa que las cinéti

cas de acumulación de radioactividad no se modifican por la presencia de

suero en el medio de incubación. Adicionalmente, se observa que dichas acumu

laciones, indicadoras del consumo de glucosa, tienen valores similares

durante las edades embrionarias estudiadas, siendo levemente mayores en los

embriones de menor edad (6 dïas).

3.27. Mediciónfiin vitro" gg la actividad gg la hexoguinasagg lóbulo óptico

EM, Efectogglïiïg
Con el objeto de explorar si la ,disminución de la incorporación de

Man-23Ha proteinas en presencia de suero pudiera deberse a un efecto sobre

la hexoquinasa, se procedió a determinar "in vitro" la actividad de esta

enzima en ausencia y presencia de Suero fetal bovino cono se indica en

Materiales y Métodos. Estas mediciones se efectuaron de dos manosas: a)

precipitación directa del éster fosfórico y b) diferencia de la concentración

de glucosa al tiempo inicial y al fin de la incubación. En el Esquema VI-B
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Figura 53. ConSumo de gïucosa medido por ei método de 14c-deoxig1ucosa en

función de] tiempo de incubación.

Se incubaron particulas de ióbuios ópticos de embriones de poiio

de 6, 10 y 18 dias, sin suero (o) y agregándoie 20% (v/v) de suero

feta] bovino a1 medio de incubación (o).
u,
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puede verse e] diseño experimenta].

En 1a Fig. 54-a se observa que cuando se utiliza homogenato como fuente

de enzima 1a actividad de 1a hexoquinasa en presencia de suero es menor que

en e] contro] (sin suero). Esta diferencia se conserva aunque mucho menos

marcada, cuando se utiliza 1a fracción soiubie o e] precipitado (hexoquinasa

asociada a membranas). En estos experimentos 1a medición se efectuó direc

tamente precipitando ios ésteres fosfóricos.

Los mismos resuitados se obtuvieron cuando se midió 1a actividad de

esta enzima como diferencia de] nive] de giucosa de] medio de incubación

(Fig. 54-b).

Además, se midió 1a actividad de 1a hexoquinasa de ióbulo óptico de

poilo de 6 dias "in vitro" a los 20, 40 y 60 minutos, utilizándose homogenato

como fuente de enzima.

Los resuïtados calcuïados en forma indirecta midiendo 1a desaparición

de giucosa-14C de] medio se muestran en ias Fig. 55. Se encontró que 1as cur

vas con y sin suero tienen un cruce airededor de ios 25-30 minutos de incuba

ción. Por otro 1ado, ias Curvas no mantienen buena Iineaïidad, 10 que es más

visibie en e1 experimento con Suero.

Cuando 1a actividad de 1a enzima se midió por el método directo

(precipitación de] ester fosfórico) e1 resuitado que se obtiene fue e] mismo.

Se efectuó además otra serie de experimentos midiendo 1a actividad de

1a hexoquinasa utiiizando deoxigiucosa como Sustrato. Los re5u1tados se

muestran en 1a Fig. 56. En todos los casos se midió acumuiación de

deoxigïucosa-6-P. Cuando se mide por diferencia de] nive] de 1a deoxigïucosa

del medio, e] resuitado que se obtiene es simiiar.

Si se c0mparan Ios resultados de todas las mediciones de hexoquinasa a

partir del lóbuio óptico de pollo (Figs. 54, 55 y 56) se puede inferir que
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Figura 54. Medición “1'n vitro“ de 1a acti'vidad de hexoquinasa de Ióbuïo ópt

ico de poHo.

Se utih’za como fuente de enzima e] homogenato y 1as fracciones

de] sobrenadante _y peHet de una centrifugación a 35.000 g por 30

minutos. Los detalles metodo1óg1‘cos figuran en Materí a1es y

Métodos. Las mediciones se hacen sin suero (-S) y con 25%de Suero

fetaï bovino agregado a1 medio (+5) e inCUbando durante 1 hora. Se

grafican 1os ésteres fosfórícos precipitados eng y 1a diferencia

entre 14C-gïucosa inicia] menos 1a remanente en e] medio, en g.
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Figura 55. Medición "in vitfo" de 1a actividad de 1a hexoquinasa de 16bu10

óptico en función-de] tiempo de incubación. Se usó homogenato como

fuente de enzima, 14(Z-glucosa, sin suero (o) y con 25% de suero

feta] bovino en e] medio (o).



-l42

soL

.7, A

Í 1.o
e
D.
U

zo

o.
-S eS

Figura 56. Mediciones de 1a enzima hexoquinasa de ióbuio óptico de poiio.

Se midió 1a acumuiación de 14C-deoxigiucosa-ó-P, utilizándose

homogenato como fuente de enzima, en presencia o ausencia de suero

a distintos tiempos de incubación: A. 1 min; B. 5 min y C. 40 min.
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aparentemente e] suero disminuye en forma ieve Su actividad.

El significado bioiógico de estos resultados es dificil de interpretar

debido a las Iimitaciones que tiene este tipo de estudio "in vitro".

3.28. Medición de Iïpido-azücargs intermediarios de] camino de] doiicol en

Ióbulos ópticos de embrión gg 90110gg ¿g dïas con suero gg el medio gg incu

bación

Con e] objeto de profundizar e] conocimiento dei efecto que 1a presen

cia de suero en e] medio de incubación produce sobre 1a incorporación de

Man-23Ha proteinas, se realizó e] siguiente experimento: particulas de

16bu10 óptico de embriones de poiio de 18 dias, se incubaron durante 2 horas

como se indica en Materiaies y Métodos (2,2¿p,2 mg prot/cav, 100 ,uCi

Man-23H/cav y 500 ¿H medio/cav). Se usaron cajas Nunc de 16 cavidades, se

inCUbaron 3 cavidades con suero 20% (v/v) en e] medio y 3 controies, sin

suero. A1 finaiizar 1a incubación el materia] se procesó para 1a obtención y

análisis cromatográfico de oiigosacáridos derivados de ios 1ïpido-azücares

intermediarios comose indica en Materiaies y Métodos.

Los resuitados se muestran en 1a Tab1a V. Se observa una apreciabie

disminución de G3: (GicNAc)2MangGIC3 y de GZ:(GïcNAc)2MangGic2 en presencia

de suero con respecto a1 vaior control, sin Suero. Conviene destacar que esta

disminución es simi1ar a 1a observada en la incorporación de Man-23Ha pro

teïna por efecto del suero.
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Tabia V. Medición de iïpido-azücares intermediarios de] camino de] doiicoi en

16buïos ópticos de embrión de poiio de 18 dïas con suero en e] medio

de incubación.

Los vaiores numéricos se obtuvieron de]

ios oiigosacáridos.

Carbohidratos totales
unidos G3 (a) G2 (b)

a1 dolicoi
Condiciones

experimentaies
% % %

dpm/mg prot. contro] cpm contro] cpm contro]
L

Contro] 5.553 100 673 100 288 100

+20% suero 2.912 52,4 369 54,8 247 85,7

(a) GB = (GicNAc)2Man9GIC3
(b) GZ = (GicNAc)2MangGlc2

análisis cronatográfico de
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3.29. ncorporación gg Man-235a proteina en presencia gg sueros de distinta

especies

Con e] fin de evaïuar si ei efecto inhibidor de 1a incorporación de

tritio a proteinas se produce solamente en presencia de suero feta] bovino se

diseñó e] siguiente experimento. PartïCuias de ióbuios ópticos de polio de 18

dïas se incubaron en medios que contenían igua] proporción de sueros prove

nientes de distintas fuentes: cabaiio, vaca, embrión de poilo de 18 dias,

poiiito de 7 dias, ternero y humano. En todos 105 casos 1a concentración de]

suero en ei medio fue de] 20% (v/v). Las incubaciones se frenaron a las 2

horas. E1 material se procesó para 1a medición de incorporación de tritio a

proteinas como se indica en Materiaies y Métodos.

Los resultados de 1a Fig. 57 muestran que 1a disminución de 1a incor

poración de Man-23Ha proteina es producida por todos ios sueros testados,

independientemente de su fuente de origen.

3.30. Tratamientos efectuados sobre el suero antes gg_¿u incubación

3.30.a. Calentamiento x variación del BH

Para evaiuar 105 efectos de] ca1entamiento, pH y una combinación de

ambos sobre e] suero, se realizaron Ios siguientes experimentos:

A. Caientamiento: Se fraccionó e] suero feta] bovino y se procedió a caien

tarïo a distintas temperaturas, durante los tiempos indicados: 60°C-30 minu

tos, 80°C-10 minutos, 95°C-15 minutos, 95°C-45 minutos y 95°C-90 minutos y

luego se centrifugó. B. Variación del BH: Distintas fracciones de Suero se

11evaron a pH 4,5 - pH 2,5 - pH 10 durante 12 horas y Iuego de centrifugar1o

se neutraiizó a pH 7,4 para su inCUbación. C. Combinación gg caientamiento l

variación gg BH: Se hicieron ias siguientes combinaciones: 60°C-30 minutos 
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Figura 57. Incorporación de Man-23Ha proteinas en presencia de 20% de suero

proveniente de distintas fuentes.

Se incubaron particulas de ióbulo óptico de embrión de poiio de 18

dias en las condiciones expiicadas en Materiales y Métodos.
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pH 4,7; 80°C-10 minutos-pH 4,5; 95°C-15 minutos-pH 4,5; 95°C-45 minutos-pH

4,5 y 95°C-90 minutos-pH 4,5.

Partïculas de lóbulos ópticos de embriones de pollo de 18 dïas se

incubaron en c0ndiciones estándar utilizando 20%suero (v/v) a los que se los

trató con calentamiento, pHo ambos.

Se siguieron las indicaciones de Materiales y Métodos para la nmdi

ción de radioactividad en proteinas. Las inCubaciones se frenaron luego de 2

horas.

Los resultados se muestran en la Fig. 58 A, B y C. En A) puede obser

varse que el suero calentado en las distintas condiciones no produce

variación respecto al control (sin calentar). En la Fig. 58 B se observa que

el tratamiento de pHno altera los reSultados.

En la Fig. 58 C se muestran las combinaciones de calentamiento y pH.

No se producen variaciones con respecto a la disminución en la incorporación

de radioactividad por la presencia del suero en el medio de incubación.

Estos reSultados son bastante sorprendentes y se van a discutir en la

sección siguiente.

3.30.b. Dializado

Con el objeto de evaluar el efecto de dializar el suero y comprobar

si el efecto inhibitorio de la incorporación de Man-23Ha proteinas se man

tiene se realizaron los siguientes experimentos: se dializó durante 24 hs el

suero fetal bovino para lo Cual se colocó 1 ml en bolsita para diálisis con

"cut-off" en 1, 3,5, 8 y 12 kD y se utilizó agua ó ClNa 0,15 M con numerosos

cambios de 2 litros del liquido y agitación continua. También se testó el

Suero fetal bovino dializado cemercial (Gibco). Siempre se utilizó 20%(v/v)

de suero en el medio de inCUbación. PartÏCUlas de lóbulos ópticos de
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Figura 58. Tratamientos efectuados sobre ei suero antes de su incubación con

particuias de ióbuio óptico de embrión de poiio de 18 dias.

A. Caientamientos. B. Variación de] pH y c. Combinación de caien

tamiento y variación de pH. Se mide incorporación de Man-23H a

proteinas en presencia de 20% de] suero tratado o sin suero,

contro].
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embriones de poiio de 18 dias se inCUbaron en condiciones estándar durante 2

horas. E1 materia] se procesó como se indica en Materiaies y Métodos.

Los resuitados se observan en 1a Fig. 59-a, donde se observa que no

hay aiteración en el efecto inhibidor producido por e] suero sobre 1a incor

poración de 3H a proteina cuando ei suero previamente es dializado con

"cut-off“ de 1, 3,5 y 8 kD. Sin embargo, a] diaiizar con “cut-off" de 12 kD,

1a inhibición fue menor.

3.30.c. Uitrafiitrado

Con e] fin de conocer e] efecto de 1a fracción uitrafiitrada de]

suero en 1a incorporación de Man23Ha proteinas se diseñó el siguiente

experimento: se utiiizaron filtros de Amicon "cut-off" 30 .y 10 kD y se

midieron tanto e] efecto del fiitrado como e] del concentrado en ias

inCUbaciones. La concentración de suero agregado a1 medio siempre fue de 20%

(v/v).

Partïcuias de ióbuios ópticos de embriones de poiio de 18 dias se

incubaron bajo condiciones estándar durante 2 horas. Los experimentos se

hicieron por tripiicado. E1 materia] se proceso c0m0 se indica en Materiales

y Métodos para medir radioactividad en proteinas y proteina incubada.

Los resuitados que se presentan en 1a Fig. 59-b muestran que tanto

ios concentrados como los fiitrados ("cut-off" 30 y 10 kD) inhiben 1a incor

poración de radioactividad a proteina en 1a misma proporción de] suero que se

inciuye en e] histograma como contro].
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Figura 59. Tratamientos realizados a1 suero feta] bovino previos a su incuba

ción con partïcuias de lóbulo óptico de embrión de p0110 de 18

dias.

Se grafica en cada caso e] porcentaje de] contro] (sin suero).

a. Suero dializado y b. Suero ultrafiitrado. Se dan detalies de

estos tratamientos en Re5u1tados.

Sf= suero fiitrado y Sc= suero concentrado.



3.31. Caracterización del suero uitrafiitrado (Fcut-off" PM=10¿gl

3.31.a. Incorporación_gg Leu-4¡5%Hg proteinas

Para verificar si e] pequeño efecto de] suero en 1a incorporación

de Leu-4,53H a proteina se mantiene con preparaciones más purificadas y con

centradas se diseñó ei siguiente experimento: partïCUias de 16bu105 ópticos

de embriones de poiio de 18 dias se inCubaron en presencia de 20% (v/v) de

suero uitrafiitrado (Amicon"cut-off" 10 kD) en condiciones estándar durante

3 horas. E1 material se proceso como se indica en Materiaies y Métodos para

incorporación de tritio a proteínas.

E1 resuitado que se grafica en 1a Fig. 60 muestra que el suero uitra

fiitrado disminuye en forma apreciabie 1a incorporación de Leu-4,53H a pro

teina. Se magnifica asï 1a pequeña inhibición mostrada por e] suero sin

tratar (Fig. 32).

3.31.b. Variaci6n_ggl pfi_ï_caientamiento

Con el objeto de evaiuar ei efecto dei tratamiento (pH y temperatura)

de] suero uitrafiitrado con Amicon de "cut-off"=10 kD sobre 1a incorporación

de Man-23H a proteina se diseñó ei siguiente experimento: partïCuias de

lóbuios ópticos de embriones de poiio de 18 dïas se incubaron durante 2 horas

con Man-23Hy en presencia o ausencia de suero tratado como se indicará a

continuación. Distintas alicuotas de] suero uitrafiitrado fueron tratadas con

caientamiento a 80° durante 10 min, calentamiento a 60° durante 30 min y e]

mismo procedimiento pero a pH 4,7. Además se iievó durante un dïa e] pH dei

suero uitrafiitrado a 2,5 6 a 10 para 1uego neutralizario para ser agregado

en ei medio de inCUbación. Se procesó el materia] como se indica en

Materiaies y Métodos para 1a medición de radioactividad en proteinas. Los
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dpmx10/mgprot/hora

m o l

MEM MEM‘SHO

Figura 60. Veïocídad reïativa de incorporatíón de Leu-4,53H a proteínas de

16bu10 óptico de embrión de po110 de 18 días.

‘EEM= Medio sin suero; MEM+ SF10= En presencia de 20% de suero

u1traf11trado (“cut-off“= 10 kD). El tiempo de incubación fue de 3

horas.
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resultados de la Fig. 61 muestran que el suero ultrafiltrado no es afectado

por las variaciones del pHy del calentamiento en cuanto a su efecto sobre la

incorporación de Man-23Ha proteina. Estos reSUltados son semejantes a los

obtenidos con el suero total.

3.31.c. Preincubación del suero con guimotripsina 1_tripsina

Con el fin de establecer el efecto que produce la inCUbación con

quimotripsina y tripsina del suero fetal bovino previo a su agregado al medio

de incubación, se diseñó el siguiente experimento: se digirieron las pro

teïnas del suero con tripsina o quimotripsina; luego se inhibieron dichas

enzimas c0mo se explica en Materiales y Métodos y posteriormente se procedió

a agregarlos en el medio de inCubación: 20% (v/v). Partículas de lóbulos óp

ticos de embriones de pollo se incubaron con Man-23H durante 2 horas. El

material se procesó cono se indica en Materiales y Métodos para la medición

de incorporación de radioactividad a proteinas.

Los resultados se muestran en la Fig. 62. Se incluyeron los efectos

de los inhibidores de las enzimas c0mocontrol agregados en forma individual.

Se observa que tanto la preinCUbación del suero c0n tripsina c0mo quimotrip

sina evitan la inhibición de la incorporación de Man-23Ha proteina mientras

que los inhibidores solos no tienen ningün efecto. Esto sugiere que la inhi

bición del suero es producida por un factor de naturaleza proteica.

3.32. Intercambio iónico en columnagg ¿ELE¿mgg gl del suero ultrafiltrado

Con el objeto de purificar el factor sérico que está en la fracción

ultrafiltrada (filtro de Amicon "cut-off“ en PM=10kD), se pasó dicha frac

ción por la columna mono Q de FPLC. Se utilizó c0mo eluyente A: Tris-HCl 50

mMpH 7,6 y B: Tris-HCl 50 mMcon un gradiente superpuesto de 1 M ClNa, de 0
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dpmn10-3/mgprot/h

pH 2,5 pH 10 | PH 4.7, fi 80¿C

L 0 60°C 30min 10mm
Sf IO

Figura 61. Tratamientos efectuados a1 suero fetal bovino uitrafiitrado por

fiitro de "cut-off" 10 kD. Se midieron efectos de variación de pH,

caientamientos y tratamiento c0mbinado sobre 1a velocidad de

incorporación de Man-23Ha proteinas de lóbulo óptico de embrión

de polio de 18 dias.
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140}

dpmx10-3/mgprot/h

inhI T

Figura 62. Efecto de 1a digestión de ias proteinas de] suero sobre 1a veioci

dad de incorporación de Man-23Ha proteinas dei ióbuio óptico de

embrión de poiio de 18 dias.

Se utiiizó Q= quimotripsina, inh. Q= inhibidor de quimotripsina,

T= tripsina e inh. T= inhibidor de tripsina, S= suero.
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a 50%. Se tomaron fracciones de 1 m1. En ia Fig. 63 A se muestra ei perfil de

absorvancia a 280 nm de cada fracción. En 1a Fig. 63 B se separaron ias frac

ciones A, B, C y D que corresponden a:

A: aiïCUotas de ios tubos 1, 3, 5, 7 y 9.

B: 11, 12, 13, 14 y 15.

C: 17, 18, 19, 20 y 21.

D: 22, 23, 24, 25 y 26 (diaiizadas contra agua).

Se formó un “pooi” de ias aiïcuotas de ios tubos indicados y se agre

garon en proporción de 20% (v/v) a1 medio de incubación de

particulas de ióbuios ópticos de embriones de poiio de 18 dias incubados con

Man-23H. Se agregan ios controies de medio con 20%de suero uitrafiitrado y

de MEMsoio. Puede observarse que e] grupo D es ei que inhibe más 1a incor

poración de radioactividad a proteinas.

3.33. Esguemagg purificación

E1 objeto de] tratamiento de] Suero uitrafiitrado (pasaje por coiumna

MonoQ - FPLC) ha sido concentrar e] factor deseado y a 1a vez conseguir eii

minar ias otras proteinas, hormonas, saies, etc., que se encuentran en e]

suero.

En 1a Tabia VI se muestra e] esquema de purificación obtenido iuego de]

uitrafiitrado de] Suero con filtro Amicon("cut-off"=10 kD) y pasaje por cro

matografía de intercambio iónico. En cada paso se utilizó c0mo unidad de com

paración, e] efecto de inhibir un 60%1a incorporación de Man-23Ha proteina

en función de 1a cantidad de proteina de] suero necesaria para producir ei

mismo efecto.

Se observa que ei uitrafiitrado (“cut-off"=10 kD) purifica 42 veces

mientras que 1a columna de intercambio iónico, 8.400 veces.
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Figura 63. Columna de intercambio iónico (MonoQ) por FPLC de] suero uïtra

fiïtrado.

A. Perfi] de A280.

B. Incorporación de Man-23H a proteínas de 16bu10 óptico de

embrión de p0110 de 18 dïas en función de] agregado de 20% (v/v)

en e] medio de inCUbación de a1ïcuotas de] eïuido de 1a coïumna

Mono Q.

Se incïuye 1a incorporación de Man-23H de] medio soïo y con e]

agregado de 20% de suero ultcafiltrado como contro1es (lïnea de

trazos).
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Condición ug prot.
experimenta] por ensayo(a) Purificación

Suero total 525 1

Suero uïtra
fiïtrado 12,5 42

FPLC (fracción D) 0,0625 8.400
L

Tabïa VI. Esquema de purificación de los factores proteicos de] suero que

producen 105 efectos estudiados en SNC.

(a) La unidad de comparación uciiizada ha sido inhibir un 60% 1a

incorporación de Man-23Ha proteínas en función de 1a cantidad de

proteínas de cada fracción necesaria para producir dicho efecto.



3.34. gel desnaturaiizante de la fracción inhibitoria gg_la coiumna33.19395

Para conocer la cantidad de proteínas presentes en 1a fracción D diaii

zada de 1a coïumna de intercambio iónico se realizó un ge] de acriïamida-po

1iacri1amida desnaturaiizante (Fig. 64). En carriles paraieios de] ge] se

corrieron muestras de suero fetal bovino sin tratar y de estándares de peso

moïecuiar (97,4, 66, 45, 29, 20,1, y 14,2 kD).

Puede observarse que se obtuvieron unas proteínas de peso moiecuiar

aparente de aproximadamente 14 kD, otra de 60 kD y otra de 66 kD, io que

indica que se ha conseguido purificar apreciablemente e] factor proteico

responsabie de 1a inhibición, aunque no a homogeneidad.

3.35. Efecto gel suero uitrafiitrado ("cut-off" ¿g ¿gl sobre la fosforiiación

gg proteinas 112.1119:

Con e] objeto de evaiuar el posible efecto de] suero sobre 1a fos

foriiación de proteinas, se diseñó e] siguiente experimento: partículas de

ióbuios ópticos de embriones de poiio de 18 dïas se ensayaron para medir 1a

incorporación de 32P tota] a ias mismas, como se indica en Materiaies y

Métodos.

En 1a Tabia VII, 1, puede observarse un aumento de 5 veces, en 1a cap

tación de 32P que se produce en presencia de 20%(v/v) de Suero uitrafiitrado

en e] medio de inCUbación.

Cuando se investigó cuá] era 1a radioactividad asociada a] materia]

precipitabie por TCAcaiiente (Tabla VII, 2), se encontró que el suero pro

duce un aumento en ios niveies de incorporación de fosfato. Para estudiar si

este aumento podïa estar a nivei de proteinas especificas, ei 1isado de
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—97.1.

'—6&O

—45.0

—29.0

- 20.1
- 14.2

. 123
Figura 64. Ca11e í: be; ¿égáafú;álizante de 1a fracción D de 1a coïumna de

intercambio iónico con efectos inhibítorios sobre 1a incorporación

de Man-23Ha gïicoproteïnas de Ióbuïo óptico de p0110.

Ca11e 2. Estándares de peso moïecuïar.

Calïe 3. Suero fetal bovino.



1. Capsación 2. Inc rporación
de 2p de 2P a TCA

Condiciones
experimentales

dpmx10‘3/mg_prot/h deX10'3/m9 PPOt/h

Sin suero 291 33

+20% suero 1.499 141

Tabïa VII. Efecto del suero uïtrafiltrado ("cut-off" 10 kD) sobre la fos

foriïación de proteïnas "in vivo“.

1. Captación de 32P.

2. Incorporación de 32P a] materia] macromo1eCu1ar precipitabïe

por TCAcaïíente.
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particuias fue sometido a una eiectroforesis en ge] de poiiacriiamida. E1 ge]

"mostró (Fig. 65) que no hay aparentemente diferencias CuanIitativas en 1as

proteinas fosforiiadas en presencia o ausencia de suero. C0nviene aclarar

que en ios carriles C y D se sembró aproximadamente 1a misma radioactividad.

3.36. gjggtg del suero sobre la iiberación gg_giicoproteïnas ¿g_ggglg

3.36.a. Marcación ¿gn_mgn¿gqfi

Para evaïuar si e] tejido nervioso, en presencia de suero en e] medio

de incubación, libera mayor cantidad de glicoproteïnas recién sintetizadas,

se diseñó el siguiente experimento: partÏCUias de lóbuios ópticos de embrión

de poilo de 17 dias se incubaron durante 21 hs con 30,uCi de Man-23Hy 500,u1

de MEMen cada cavidad. Se agregó 20% (v/v) de suero feta] bovino. Cada

experimento se hizo por tripiicado.

Una vez transcurrido e] tiempo de inCubación se pasó ei particuïado

junto con e1 medio a un tubo Eppendorf. Luego de centrifugar en la microfuge

se separan el precipitado y e] sobrenadante. A1 precipitado se 10 procesó

como se indica en Materiaies y Métodos para medición de incorporación de

radioactividad a proteinas. Comose muestra en 1a Tabia VIII-1, se encontró

e] reSUitado esperado: marcada disminución en 1a incorporación de Man-23H a

proteinas de 1as particulas incubadas (intraceiuiar).

En 1a centrifugación inicia] de 1as particulas incubadas se obtuvo un

sobrenadante, se 10 procesó de 1a siguiente manera: se lo separó en dos par

tes, una de 501u1 y otra de apr0ximadamente 450,u1 que se guardó para un

estudio uiterior. A los 50 ,u] se les agregó c0mo "carrier" proteïnas de

ióbulo óptico (SUD/ug) y manosa frïa (una punta de espátuia) y 500,u1 de TCA

25%, se 10 caientó a 90°C durante 20 minutos. El resto de] procesamiento se

indica en Materiales y Métodos para medición de radioactividad en proteinas.

Como puede observarse en 1a Tabia VIII-1, se encontró 3,6 veces mayor can
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Figura 65. Eiectroforesis en ge] desnaturaiizante de poiiacriiamida de

32P-proteïnas de ióbuio óptico de poiio.

Carrii A. Estándares de peso moiecular.

Carriies B y C. Incorporación de 32P a proteinas en presencia de

suero feta] bovino en 1a incubación (se sembró e] ge], carri] B,

tres veces más materia] que en ei carril C).

Carrii D. Controi: incorporación de 32P a proteínas sin suero en

ei medio de inCUbación.
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tidad de Man-23Hasociada ai material TCAinsoiubie extraceiuiar cuando se

midió e] medio de inCubación que contenïa 20% (v/v) de suero, que e] contro],

sin suero, 1uego de 21 hs de incubación con partiCUias de ióbuio óptico de

embrión de polio de 17 dias.

3.36.b. Marcación ¿gg Lg! í¿g%fi

Con 1a finaiidad de estudiar si e] suero produce una iiberación de

proteinas recientemente sintetizadas se diseñó e] siguiente experimento: se

inCubaron particuias de ióbulo óptico de embrión de poiio de 17 dias con 25

y] de Leu 4,53H durante 21 hs siguiento 1as indicaciones de Materiaies y

Métodos (ver 3.8.) para las inCubaciOnes proiongadas. Se midió 1a radioac

tividad incorporada a1 particuiado y también 1a asociada a1 materia] TCA

caiiente insoiubie de] medio de incubación, a1 fina] de ias 21 hs de incuba

ción de] tejido.

Los resultados se muestran en 1a Tabia VIII-2. Puede observarse que

ias proteinas que se 1iberan a1 medio en presencia de suero tienen 2,9 veces

mayor radioactividad que ias de] contro], sin suero.

3.37. Incorporación gg radioactividad g proteinas totaies (intra 1 extraceiu

1ares)

Con e] fin de evaïuar si e] suero afecta 1a cantidad de radioactividad

tota] asociada a] materia] TCAcaiiente insoiuble se procedió de 1a siguiente

manera: se sumó 1a marca incorporada a proteinas en e] tejido más ias pro

teinas iiberadas a1 medio, tanto si 1a inCUbación se hizo en presencia o

ausencia de Suero feta] bovino. Se va a estudiar este probiema con 1a mar

cación en Man-23H y en Leu 4,53H.



Intraceïuïar Extraceïuïar Tota]
Condiciones
experimentaïes

cpm % cpm 1 cpm %

1. Sin suero 130.146 91 12.650 9 142.796 100

+20% suero 51.793 53 46.360 47 98.153 100

2. Sin Suero 267.871 82 59.960 18 327.831 100

+20% suero 111.066 40 166.740 60 277.806 100

Tab1a VIII. Incorporación de radioactividad a proteïnas totaïes. Efecto de]

suero.

1. A partir de Man-23H.

2. A partir de Leu-4,53H.



3-37.a-¿MEME
Se t0maron los datos de 3.39. que se muestran en 1a Tabïa VIII-1.

Puede observarse que el porcentaje de marca en las proteinas intraceiuiares

pasa de ser e] 91%de] tota] en e] controï (sin Suero) a1 53% en presencia de

suero. Hay una mayor proporción de radioactividad en las g1icoproteïnas

extraceïulares en e] medio cuando se inCUba en presencia de suero. Es de

hacer notar que mientras sin suero las gïic0proteïnas radioactivas son prin

cipaïmente intraceïuiares, en presencia de suero 1a distribución de 1a marca

es aproximadamenteigua] (gïicoproteïnas intra y extraceiuiares).

3.37».¿MEL‘LULÉH
Se confeccionó 1a Tabïa VIII-2, a partir de ios datos de 3.40.1.

Puede observarse que haciendo 1a marcación con Leu 4,53H, a] iguai que con

Man-23H,existe una distribución de 1a marca distinta en 1as proteïnas intra

ce1u1ares y ias de] medio en presencia y ausencia de suero.



4. DISCUSION

En este trabajo se ha encarado el estudio de la regulación de la glicosi

lación de proteina en tejido nervioso de pollo. Se ha usado el lóbulo óptico

como sistema modelo debido a que desde el punto de vista de su fisiología es

un tejido relativamente sencillo, ya que la mayoria de las aferencias ner

viosas vienen de la retina, habiendo sido ampliamente estudiado en qué

momento del desarrollo se forman las conexiones neuronales. Además, mor

fológicamente, es fácil de disecar. Esto ha permitido poder interpretar mejor

los resultados obtenidos con animales de distintas edades.

Durante el transcurso de estos estudios, buscando reguladores exógenos del

proceso de glicosilación, se encontró un novedoso efecto del suero. Este

disminuye marcadamente la incorporación de manosa tritiada a proteina

mientras que influye poco en la sintesis de proteina. C0mose va a discutir

más adelante, lo más llamativo de este efecto es que parece ser especifico

del sistema nervioso y que el tejido embrionario responde en forma distinta

segün la edad. Ademásel factor responsable es una proteina presente en los

sueros de todas las especies estudiadas, resistiendo tratamientos bastante

drásticos de pHy calentamiento.

Para un mejor ordenamiento de la diSCUsión de los hallazgos presentados en

esta Tesis, se los analizará en las siguientes secciones.

4.1. Sintesis l regulación de glicoproteïnas en _l lóbulo óptico gg pollo

durante gl desarrollo

Aunque el lóbulo óptico de embrión de pollo es una estructura muy estu

diada hasta el presente, no se han hecho mediciones de la glicosilación de

proteinas durante su desarrollo, y tampoco estudios sobre su regulación.

Previamente a esos estudios, en esta Tesis, se han efectuado mediciones de

algunos parámetros básicos, comola velocidad de crecimiento del lóbulo óp



-168

tico. Los re5ultados que se grafican en la Fig. 12 muestran que la velocidad

de crecimiento es alta cuando tranSCUrre la etapa de proliferación celular

(lóbulo óptico del embrión de 6 dias: L0-E6). En la etapa de migración celu

lar L0-E10 es baja. En el periodo que coincide con la formación de las 5

últimas capas del lóbulo, la aCumulación de proteinas por dia y por unidad

aumenta, para volver posteriormente a los valores basales. Es decir que se ha

encontrado una correlación entre los estudios morfológicos, (en cuanto a

tamaño, espesor, número de capas e histoquimica) y la velocidad de creci

miento medida como acumulación de proteinas. Paralelamente se midieron

azúcares totales por lóbulo óptico en función de la edad, encontrándose un

perfil muysimilar al de proteinas acumuladas (Fig. 13).

Con el objeto de encontrar si durante el desarrollo del lóbulo óptico

hay una correlación entre la variación de la acumulación de azúcares y pro

teinas por un lado y la velocidad relativa de sintesis de las correspondien

tes macrOmoléculas, se efectuaron los experimentos mostrados en las Figs. 15

y 21.

Primero se midió la velocidad relativa de sintesis de proteinas durante

el desarrollo, encontrándose que la máxima incorporación de Leu-4,53H a pro

teinas por mg prot. y por hora se tiene durante la etapa de proliferación

celular. Ademásotro pico de alta incorporación se encontró previo a la eclo

sión (Fig. 15).

Luego se midió la velocidad relativa de glicosilación de proteinas en el

lóbulo óptico en función de la edad (Fig. 21). Al igual que en el caso de

sintesis de proteinas se encontró que hay dos valores nñximos: uno en la

etapa de proliferación celular y otro un poco antes de la eclosión.

De los resultados recién discutidos, se puede observar que hay una buena

correlación entre la acumulación de proteinas totales y su sintesis. Lo mismo

OCurre entre la variación de la acumulación de los azúcares totales y la
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velocidad de glicosilación.

Por otro lado, tiene además interés estudiar la posible dependencia

entre la existencia de aceptor proteico y la glicosilación. En 1983, Lennarz

(122) encontró que si no hay aceptor proteico disponible, aün en presencia de

dolicol-monofosfato, se detiene la reiniciación del ciclo del dolicol (Fig.

11). Por consiguiente tiene mucho interés determinar si en el lóbulo óptico

hay una dependencia entre la sintesis de proteina y la regulación de la gli

cosilación. Analizando los. resultados expuestos en las Figs. 15 y 21, se

puede concluir que ambos procesos se modulan en forma paralela durante el

desarrollo. Aunqueésto era algo teóricamente previsible, no obstante tiene

interés el haberlo podido c0mprobar experimentalmente en un sistema biológico

en evolución.

4.2. Efecto del ¿ugrg sobre la incorporación de manosal leucina tritiadas a

proteina en gl lóbulo óptico gg pollo

C0mo se comentó más arriba, uno de los hallazgos más sorprendentes e

interesantes efectuados durante el tranSCurso de esta Tesis es el del efecto

del suero en los procesos metabólicos anteriormente mencionados. Se encontró

una marcada disminución de la incorporación de manosa tritiada a proteinas

(Fig. 30). Lo llamativo de este fenómeno es que el tejido responde en forma

diferente a la presencia del Suero, segün su estadio del desarrollo (Fig.

31). Durante la etapa de proliferación celular hay un leve aumento en la

incorporación de Man-23Ha proteinas, mientras que se observó una marcada

disminución en la 3ra. etapa del desarrollo del lóbulo óptico, es decir

durante la finalización de la maduración de su citoarquitectura, luego de la

llegada de los axones provenientes de la retina.

Trabajando con el lóbulo óptico de embrión de pollo de 18 dias, se vio

que la disminución de la incorporación de Man-23Ha proteina es dosis depen
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diente (Fig. 26). Esto se mantiene también en inCUbaciones de hasta 18 horas

(Fig. 27). Agregando 20% (v/v) de suero fetal bovino en e] medio se obtu

vieron valores de] 40%con respecto a1 control, sin suero.

En Cuanto a1 efecto dei suero en 1a sintesis de proteinas se encontró

una pequeña disminución en 1a incorporación de Leu-4,53H a proteina en ióbuio

óptico de embrión de poiïo de 18 dïas ante 10% de suero feta] bovino en e]

medio de inCUbación (Fig. 32).

Todos ios experimentos realizados hasta ahora se habïan efectuado en

16bu10 óptico de embrión de poïio. Tenïa interés estudiar 1a especificidad de

otros tejidos con respecto a1 suero. Se encontró que no tenia efecto sobre 1a

incorporación de Man-23H (Fig. 40) ni Leu-4,53H a proteína en higado de

embrión de poilo de 18 dias (Fig. 41), c0mo tampoco se encontró que no tenia

ninguna inf1uencia en riñón y puimón (resuitados no mostrados). Además se

midió su efecto en tejido nervioso de otra especie, encontrándose una dismi

nución en 1a incorporación de Man-23Ha proteinas de corteza cerebral de rata

de 5 dïas (Fig. 42) siendo también dosis dependiente (Fig. 43).

Trabajando con 16bu10 óptico de poilo se probaron sueros provenientes de

distintas fuentes (cabaïio, ternero, vaca, p011o de 7 dïas y embriones de 18

dias, y humano), se encontró que todos e11os disminuyen apreciabiemente 1a

incorporación de Man-23Ha proteinas (Fig. 57).

E1 marcado efecto dei suero en e] proceso de gïicosiiación de proteina

resultó aigo inesperado. Buscando información sobre trabajos reiacionados con

este tema_en otros 1aboratorios, se encontró que, aunque en genera], se con

sidera que 1a presencia dei suero es indispensabie en cultivos de neuronas

(40,112), otros investigadores tratan de reempiazar 10 que eiios consideran

un "fiuido biológico indefinido“, por e] agregado ai medio de cuitivo

sintético de hormonas, factores de crecimiento y otros sustratos

(113,114,115). Por otro 1ado, estudios previos realizados en cuitivos de
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neuronas (120) indicaron efectos tóxicos del suero fetal bovino durante la

anoxia, aunque no se han aislado aün los factores del suero que lo provocan.

Otro efecto inhibitorio fin 11359" sobre la via biosintética de gangliósidos

es producido por el suero, especialmente por una proteina de aproximadamente

70 kD (121).

Nuestros resultados recién diSCutidos unidos a los hallazgos c0municados

por otros laboratorios nos llevó a efectuar una serie de estudios sobre el

posible factor del suero responsable de todos estos efectos. Esto lo vamos a

discutir en la Sección 4.4.

4.3. Efecto del ¿22:9 sobre otras vías metabólicas 1 ¿ü¿ relación con la

historia previa del animal

Dado que el suero es una compleja mezcla de factores, hormonas, metabo

litos, etc., se efectuaron dos distintas clases de series de experimentos: en

la primera se analiza la historia previa del animal (anterior a la disección

del lóbulo óptico) y en la segunda, una serie de efectos del Suero a nivel de

incorporación de 32P1, 91uC056m1n6-3Hy uridina-3H. Además se encontró un

marcado efecto en las glicoproteïnas recién sintetizadas liberadas al medio

(Tabla VIII).

Con respecto al primer punto, las variables utilizadas fueron luz y

OSCuridad, ayuno de agua o de alimento o suministro “ad libitum“ de ambos y

enucleación (lóbulo óptico contralateral y control ipsilateral), ver

Resultados. En todos los casos se pudo observar diferencias en la incor

poración de Man-23Ha proteina. Por ejemplo, disminución en el caso de la

luz, de ayuno de agua, de suministro de alimento y enucleación. Lo más llama

tivo de los resultados encontrados es due el efecto del suero en todos los

casos anula las pequeñas diferencias producidas en la historia previa del

animal, provocando siempre una marcada inhibición en la incorporación de
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manosa radioactiva a proteina.

Con respecto al segundo punto, la presencia de suero produce un aumento

del 500% en la captación del 32P1 y Su incorporación al material TCA inso

luble caliente (Tabla VII), en cambio tanto con uridina-3H o glucosamina-3H,

el suero produce una disminución de incorporación de tritio en RNA y

gangliósidos respectivamente (Fig. 33 y Tabla IV). Estos reSUltados pueden

considerarse preliminares y comose dijo al principio, debido a la c0mpleji

dad de la composición del suero hace que sea dificil evaluar la significación

biológica de los mismos.

4.4. Naturaleza del factor sérico l su posible sitio de acción gg el metabo

lismo celular

Recapitulando los principales hallazgos efectuados en esta Tesis, se

refieren al suero que cuando está presente en el medio de incubación, dismi

nuye marcadamente la incorporación de Man-23Ha proteina. Dos aspectos impor

tantes interesaba profundizar en este estudio. Uno se refiere a la

naturaleza del factor del suero responsable de esa inhibición y el segundo se

refiere al sitio en la via metabólica, que va de la manosa a la glicopro

teïna, en que actüa este factor. Se aclara que podria ser más de un sitio e

incluso podria ser por una vïa indirecta. Dada la compleja mezcla en la com

posición del suero y para determinar cuál es el o los factores responsables

de los fenómenosbiológicos encontrados en este trabajo, fue conveniente pri

mero estudiar algunas propiedades para conocer su naturaleza y luego intentar

su purificación. Los experimentos realizados en este sentido, que se muestran

en la Fig. 58, indican que la disminución de la incorporación de Man-23Ha

proteinas por el Suero se mantiene inalterada aunque previamente se hayan

efectuado tratamientos drásticos de calentamiento y variación de pH. Además,

este factor sérico no es dializable (Fig. 59) y cuando se lo pasa a través de



—173

fiitros Amicon (10 y 30 kD), conserva su efecto bioiógico (Figs. 60 y 61). E1

tratamiento con tripsina y quimotripsina indicarïa que este factor es de

naturaieza proteica (Fig. 62).

Una vez que se diiucidó 1a naturaieza de este factor, se intentó 1a purifica

ción de] mismo segün e] esquema de 1a Tabla VI. Básicamente consiste en dos

etapas: una uitrafiltración y una coiumna de intercambio iónico (FPLC). Se

aicanzó una purificación de 8.400 veces y e] producto más puro corrido en

e1ectroforesis en geies de poiiacriiamida muestra tres poiipéptidos prin

cipaies (Fig. 64). La unidad de medición utiiizada es 1a cantidad de pro

teïna que disminuye en un 60%1a incorporación de Man-23Ha proteina.

Con respecto a1 segundo probiema que se va a enfocar, se refiere a1

sitio en 1a via metabóiica en ei cua] actüa este factor. Por razones de

ciaridad, conviene antes anaiizar en forma resumida ei esquema metabólico de

utiiización de manosa y su incorporación a ias giicoproteïnas en e] ióbuio

óptico de poiio (Esquema VII). E1 primer paso es 1a fosforiiación de estos

azücares por 1a hexoquinasa I. Una vez dentro de 1a céiuia, 1a manosa sigue

dos vias principaies: isomerización de Man-6-P a Fru-6-P, entrando en ei

metaboiismo intermedio de la céiuia. En 1a otra via, hay una transferencia

de] fosfato de Man-6-P, dando Man-l-P. Luego se forma e] correspondiente

nucieótido azücar (GDP-Man)y e] iïpido intermediario (DMP-Man).Ambosentran

a1 cicio de] doiicol c0mo se vio en 1a Fig. 11.

En 1a etapa de 1a isomerización cuando se usa Man-23H, es en esta etapa

donde el tritio se intercambia con ei agua, eiiminándose 1a marca de ios

intermediarios metabólicos siguientes, ya sea 1a via de sintesis de ami

noácidos, formación de ATPy de carbohidratos, etc.

Se estudiaron en profundidad dos etapas en este esquema metabólico: 1a

primera, entrada de 1a manosa y su fosforilación, y 1a üitima etapa, que

comprende el cicio de] doiicoi y 1a transferencia dei oiigosacárido a 1a pro
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teïna aceptora.

Estudiando esta ültima etapa, se aislaron los intermediarios del ciclo

del dolicol y se encontró que el efecto del suero es aproximadamente similar

en los lipido-azücares intermediarios y en las glicoproteinas recién sin

tetizadas (Tabla V). Puede observarse en dicha Tabla, que en el lïpido oligo

sacárido precursor inmediato de la sintesis de glicoproteïnas (G3) el suero

produce una disminución de 45% de la manosa radioactiva incorporada con

respecto al control. De esos reSultados se puede concluir que el suero ejerce

su efecto en una etapa previa a la formación del dolicol monofosfato manosa

(DMP-Man)y otros intermediarios.

Por consiguiente, la otra posibilidad de explicar la disminución de la

incorporación de manosa tritiada a proteina en presencia de suero podria ser,

la entrada de manosa a la célula y su ulterior fosforilación. C0mose explicó

en Resultados, se estudió la captación de Man-23Hpor particulas de lóbulo

óptico de embrión de pollo de 18 dias, no encontrándose ninguna diferencia en

presencia o ausencia de suero, por lo menos hasta 10 min de incubación (Fig.

48). C0moun control, se hizo el mismo experimento pero con embrión de pollo

de 6 dias, con o sin Suero y tampoco se encontró ninguna diferencia (Fig.

49).

Comose dijo anteriormente, el tejido nervioso utiliza indistintamente

glucosa o manosa (106), luego tenia interés verificar si la captación de glu

cosa podïa ser afectada por el suero. Al igual que lo observado en el caso de

la manosa, el suero no parece afectar la entrada de glucosa a la célula (Fig.

50). Incluso cuando se utiliza el análogo, 2-deoxiglucosa, tampoco se obser

van diferencias (Fig. 51).

Cuando se estudian estos problemas a tiempos largos (18 hs) y se mide el

consumo de glucosa (utilizando desaparición en el medio medido

enzimáticamente) y el de manosa tritiada (medición directa de radioactividad



en e] medio) se encontró que mientras e] Suero no afecta e] consumo de gïu

cosa, en cambio aparentemente disminuirïa e] de manosa (Tabia III). Comose

dijo en su oportunidad, esta disminución es 5610 aparente, ya que hay una

incrementada Iiberación de radioactividad en e] materia] TCAcaliente inso

1ub1e a1 medio (Tabla VIII).

Comono se ha profundizado más este probiema, se desconoce hasta e1 pre

sente si se trata de liberación de giicoproteïnas a1 medio o de ruptura ceiu

lar inespecïfica que podrïa estar aumentada en presencia de suero. Esto va a

ser estudiado en e] futuro.

También se midió consumo de 2-deoxigïucosa, con ióbuios ópticos de

embriones de p0110 de distintas edades, se observó que e] suero no afecta

mayormente este conSUmo(Fig. 53). Poriotro 1ado, se efectuaron mediciones

"in vitro" de 1a actividad de 1a hexoquinasa I de ióbuïo óptico de po1lo de 6

dïas (Figs. 54, 55 y 56). Se observó que e] suero tiene un pequeño efecto

inhibitorio, pero, dada 1as limitaciones que tienen estas mediciones "in

vitro", no se puede saber si esta diferencia es suficiente para expiicar e]

efecto de] suero sobre 1a incorporación de manosa tritiada a proteina.

De acuerdo con ios datos obtenidos en esta Tesis, aunque aün no se

conoce 1a etapa metabólica precisa en que podrïa actuar e] factor dei suero,

hay que descartar 1a entrada de 1a manosa a 1a céluïa. Por otro 1ado deberïa

ser una etapa anterior a 1a sïntesis de DMP-Many por consiguiente a 1a

entrada de 1a manosa a1 cicïo de dolicoi (Fig. 11 y Esquema VII).



Esquema VII. Camino metabóh’co de 1a manosa hasta su incorporación en las

gh'coproteïnas

Man —,—>Man-6-P——> Man -1-P

DMP-Man<- GDF-Man\ /
Ciclo del
Dolicol

Proteína

Proteína-oligosacárido



5. CONCLUSIONES

Se ha estudiado en esta Tesis la regulación de la glicosilación de pro

teinas de lóbulo óptico de pollo durante el desarrollo. Se utilizó este

tejido nervioso porque es fácil de disecar y morfológicamente está muy bien

caracterizado, recibiendo la mayoria de SUSaferencias de la retina contrala

teral.

Durante el desarrollo del lóbulo óptico se encontró una buena correlación

entre la variación de la acumulación de aaücares y proteinas por un lado y la

velocidad relativa de sintesis de proteinas y su glicosilación. Además, por

los resultados encontrados parecería que ambos procesos se modulan en forma

paralela en función de la edad del animal, ya que hay aparentemente una

dependencia entre la regulación de la glicosilación y la sintesis de pro

teïna.

Estudiando los reguladores exógenos de la glicosilación de proteinas se

encontró un novedoso efecto del suero en la misma. Utilizando el micrométodo

de inCUbación de partÏCUlas de lóbulo óptico de embriones de pollo de distin

tas edades, se midió la incorporación de Man-23Ha proteinas, en presencia o

ausencia de Suero. Se encontró que ejerce una marcada disminución, que es

dosis dependiente, mientras que influye poco en la sintesis de proteinas. Lo

interesante de este fenómeno es que el tejido responde al suero en forma

diferente de acuerdo a su estadio del desarrollo. Además, este efecto parece

ser especifico del sistema nervioso, habiéndoselo encontrado en dos especies

distantes en la evolución: aves y mamíferos.

Se enfocó el problema de determinar el sitio de la vïa metabólica (manosa

a glicoproteïna) en el cual actüa el suero. Se encontró que la captación de

azúcares a la célula (manosa o glucosa) no se ve afectada. Por otra parte, en

las últimas etapas (lïpido-azücar intennediarios ---- glicoproteinas), incu
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bando particulas de lóbuio óptico con Man-23Hya se observó e] pronunciado

efecto inhibitorio de] suero a nivel de ios iïpidos intermediarios. Aunque,

aün, no se ha podido determinar con precisión en qué etapa ocurre este

fenómeno, debe estar, en caso de ser un efecto directo, posibiemente a nivei

de éster fosfórico o de nucieótido-azücar.

Con respecto a 1a naturaieza de] factor de] suero responsab1e de esta

inhibición, Ios ha11azgos más saiientes de este trabajo son:

. éste se encuentra en todos ios sueros (de poïlo a humano);

. es una proteina, no dializabïe, que resiste tratamientos drásticos de

caïentamiento y variación de pH;

. fue purificada parciaimente (8.400 veces), dando en eiectroforesis

desnaturaiizantes en geïes de poiiacriiamida tres po1ipéptidos de

aproximadamente 66, 60 y 14 kD.

(ll-LE)“, h

/
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7. ABREVIATURAS

PBS:

TCA:

NCS:

SFB:

DG:

SDS:

PTA:

L0:

E:

FPLC:

D:

DMP:

Man:

GBP-Man:

soïución saïina de fosfatos

ácido tricloroacético

solubiiizador de tejidos (AmershamCo.)

suero feta] bovino

deoxigïucosa

dodeci] suifato de sodio

ácido fosfo-tüngstico

16bulo óptico

embrión de p0110

fast protein liquid chromatography

doïicoï

dolicol-monofosfato

manosa

guanidina-difosfato manosa
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