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la engima remificarte, e¢ um 4s las que parti -
oipan en la bicefntesis del gluodgeno.

El estulio de la enzimm y 49 1a reeccidn que Oa-
talisn depenie 49 la existencia de un método adecuado
para la identificacion del preduste; nor lo tanto,
éste trabajo consta de dos partes :

1* Detemminecicn eclorimstrica del gluoogenc:

2® Engima remificante.

Antes 49 dgtallar 108 estudios realizados, s» hara
ura breve desoripcion de las propiedades del gluodgeno y

las engimns que interviersn en su metaboliemo.



INTRODUCOCION



¢GLUCOGEXNO

los hidratos de carbono s» atumnlan, principalmente en forma de gluodgene,
)n oaei todas las aslulas animmles.

Este polisecdride, como otros dsl tipo del almidgn, tiens un espectro carmo-
lerfatico de absoreicn en el infrarrejo. Hs observen tyes ploos &e ebeervicn en
las freeusncias 926+ 3; 938+ 3; 76012 ew™l. Todes los carbohidratos gue con-
onen unidades O¢-Duglucopirances presentan ol pico en 836 ex™ , misntras que
lolamente 108 glucanos con uniorse oxl - U tismen 108 ploos en 928 y 760 (1).

la estrustura quimica del gluodgero reoidn pudo ser estuligla con mayor ds-
alle cuando se desoridieron los mftedos de metilacisn, que pesmitieron estable-
w7 los principales $ipos de unida e las unidades cerstitwemtes. is{ s do-
oruingd que ee un homopolisscarido altsmsmte rerifiomlo, que contisme solmwxate
mdades 4 Duglucosiles femmnio cadenas con wniomss ox1l — 4, la® remas estdn
mbinsdas entre sf por wense o<1 -+ 6. Twmbien se encontre una pequefia preper-
ion do unlomesex) - 3 (2, 3). dste tipo &s estrustura perwite colocar ¢l gluoo-
»no on o] wismo grupo &8 polisscnrides que le¢ almiderss de plantas; s sabe
e difiste do la amilopectina (uno de 108 componentes del almiddn) solsmente on
1 gredo de remifieacidn.

Es imteresarte destacar gw Se ha encontredo gluodgeno en algunes plantas
fiveglodégene) (U) y un pelisecdrido semsjante a la smilopectina, en el higado
¢ algmos enfermos (Glucogemosis Tipo IV) (5, 6).



Xepiedades gersynles

a8 Soluciones actuosas tisnen un peder dextrorrotatoric de aproximsdamente

. Preserian uma epalestensia bSlansc-asulada &s tal imensidgd, e» en oon -
oidn de 1 4, por ejemplo, mo resultan sdecwsias para mediciense polarims -
le

1 gluodgeno da una celorasicn carwcterfstica con soluvciomss de iode en IX
i#{a on tomo ¢ imtensided segin o] origen del pelisaceride.

wr hidselieis eon doides winsrules dilufdos (SOME2 1.0-2.0 N) & 100° O
2«5 horus, 80 cbtisrs un 97 § de comvereion a glucosa. % ha emsen -
@lastesa (7) en 108 hidrelissics dsl glucdgenc ds higads de pelloe alimen-
on aamdidades Séxieas do galactosa. Peat y ocol. (B) encortrareon alge de
= (mltulose: 4[ot-glucepirandeido]-frustess) extm los productes ds la
de {-smilass sobre gluodgeno ds higado &s comsjo.

R 1as deterwinacionss de peso molecular se ocbtisren valeres do 1 a 10 x 106
= inilcan el peso promsdis, ya Q las preparacionss de gluodgeno Son po -
reas.

lertas protefmas como susro albimina, globulina y micsina pusden formar

jos con 61 gluoo@eno.

w dextrires ebtenidas por acoidn de la fosforilasa o 4o la P-smilesa tie-
cor afinidad por 1as proteimms;: eetas parecen asociarse con las rauas ox -
)8, HBosenfeld y col, (10) han estudiado la interacoidn protefna-gluodgenc,
i no ha sido establecida su naturalem.

) Concaravalina A (una globulim extmmfda 4o "Cansvalia encifomis®) forms
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um ossplejo inmseluble (11) que e produse preferertemente con glwodgence degm -
lados 0 con 1as dextrines de P-—nua (12).

Atslamisrto y purificagisn

El gluccgeno pusde extraerss de los tejidos con dlomli cencentrado a 100° C,
son hidsato ds cloral & 80° ¢ con dsido triclorcacétice fris. Bl mftedo mis usedo
)» o] desarrollado por Bermard y Pfliger. S diglemw ol tejido com solucicn con-
wrtreda de KON (20 - 60 £) & 100° C; de ésta marera 00 destruyen las protefmas ,
oidos mwléiocss, etc., y el glusdgeno es precipita de la solucidn oon alochel .
‘or reprecipitacionss sucesivas s cbtiene un gluodgeno purificado.

A partir e un homegeneisado ds higedo, Lesarow (13) obtwo ure frecoicn que
wiimerta & 14,000 rpm, formando una pastilla ssmitrunsparente qus se adhiere
‘ertemente al fondo del tubo. Lo llemo "glucdgeno partisulate” y tisre un peso
olacular del orden de 2 x 10% (sproximdamerte 100 veces mayor que e del glucs-
®0 oomin).

For extraccidn oon a&0ido tricloromsstico frfe Setten y Stetten (1N) obtu -
{eron preparedos de way alto prec mplecular.

Bn ommbie o1 glusegene extra{do por XOH, es sismpre de merer peSo molecular
m los anterieres.

Les mstodos e extreceidn han sido muy disoutidos (14). Se ha didho que el
(8 produes degredacicn de] glucogeno y que o1 7CA extrae selectivamente la frme-
ién de mayer peso moleeular o quiss agregmios de variss uh'nlumﬁu por im-
uesas. Queda por resolver min cual de los dos tipos de extraecion, alcalirnm o
sida, eenserva mejor ol estadio erigimal de)l gluodgene.



Ap)igls estyestumml

Bsts tema e5ta extensgmerts trutaio en el artfsulo ds D.J. Marmere (15).
pusden usar métedos quimicos o ensimatioos. Actualmeute se acepta para el glu-
pm la ostructure miltiremificada, en forme asborea, propmweta por Mayer (16).

Estrecture molecular del gluodgeno, pyopnesta por Meyer.
. 1 aedenn 1insal formmda por resifnes glucosiles unidos enoil- Y
» 1 panto de rmificscidn, unién gluscefiicmoc 1 - 6
| 1 grepo reduster 1ibre
1 tipos de esdana
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Oadoma 4 (oadera lateral) wumida por el carbeno reducter formanio una
uaios unidn OC1 6.

Oadens } (ondenas prinsipales) a la cual sc unsn wna © mis cadenes A;
ademss ¢lla misms ¢std wilda & 4rm cadema por el grupo e -
duster formanio una udon Orl 6.

Qedeze C , a dsta 50 unen etrms eademas, y o5 la que proheblemsnte tisme

on un axtyeme ol grupo redustor 1.

les cafomas individuales varfan considerublessnts en longitwi.

Un gluodgene de peso molecular del orden d 8 millomes, contisns aprexism -
serte 49,500 unidgies Dglucosa. Do detes alrededor dpl 8 £ corstitupen puntos
) resifioacién, o wa que hay 3.9 uniemss cx1 -+ 6 ¥ ¢l mismo mmro d¢ gru -
¢ fenrirales 0 punias no redvwsieras que correSporden a las Cadezes extermms ,
e lengited es do 6 a 9 unidades gluccses (17). En cmbio, ewtre dos uniocmes
1+ 6 existen 49 3 a U unidades glusosas, Beto da Oomo resultado um molscula
Iy cmpacta, ouya ferma no paress mr esfdrisa, sino wis Vien asimftrica (15).

las gluodgenos de distinbas fusmtes difieren mo sdle en 61 pseo molesular
lno tashidn en o1 gzdo do asimety(a molecular. Bn la Twbla -i- estén resumi-
» las propiedates ds1 glusdgend.



Ib)e -1~ Prppiedades del gluogsno

Propiedad Refereoncia
enlar 21510° | Harrep y Mamners, Neture.]l70 (1952) W19.
io de
v (@) % 10-14 Mammars, Adv. Carb. Chem. 12 (1957) 262.
s gluooea)
 miones X 1w 6 ¢
oterms 2 8.10 " .. L .
| P.nnoh-u % Loso " " " L] " L "
de las cadenns
s (residuos glucoea) 6=9 " " " " " " "
de las caderms
8 1lwego ds la
f -emilasa
s glm) 2.5 o n (] " ] ] (]
de las onderns Walkor-¥helan, BJ., 16 (1960) 264,
¢ luego G la
fosforilasa
0.(res1duos glucosa) 4
ds las cadenas inte- Manrere, Adv. Oath. Chem., 17 (1962) 373.
»siduce glucosa) p T
gon Concanavalina A + Ciforellt, J.A.C.5., I8 (1956) 2u8s.
n oon iodo TRITOn rojigo
pregencia dg
20 UEO = pr

(x) OL : son las iniciales de Chain Langth : repressnta el
némero de residuos Deglucosa vor grapo termimal.
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BEZINAS QUSRS INTBRYIZNAN ZX BL METABDOLIBNO

DAL GLUOCOGENO

a) SIFIRSIS N1, GLUOOGNND

Bo 1a astualidel se scepta @@ la bicsfmtesis sl fluségeno #¢ realisa =edian-
ts la intervencicn de dos glusesilirensfermsas, la UDP-Glusssa-glusigene-glwsesil -
trausferasa (18, 19) ¥ 18 ol Y1et 1 = € glucans 6-glucoeiltransferasa (20).

la primsru sintetise las uniomss otl - U alarganic 1as caderes. la esgunda ,
introduoe los puntos de remificecién al tsarsferir wn Srose & enxlema "1 - 4 g
otra cadena, formarmis las untomssod + 6.

UP-01uso ! uooeilt ®
Bdta engim ostalis la siguisnte reaccién:
NG + assphor — gZluoosil (o1 -+ 4) aseptor + WP

Igml g la fosforilasa de miseuls, requisre un polisscdride altaremte rumi-
ficado osme asepber (19). Bl glueogeno e degrwiado o8 61 mes efective.

Un aspecto imterveante de éota enyimm min no adlamdo e8 ¢l meoarismo ds ae -
tivecion por la G-6.P.

la estivided de extsuotes engimitices de higado de rata ests asociada con el
flucdgeno partieulado (19). Lnok (23) encontrd que o1 98 § ds la estividad ee se-
dimentable y eonfirmo que la ensima ests unmida al gluscgeno y no a los cemponen -
tes vesiculares de la frecoicn.

remif ) noosiltrarafernss
Trarefisrs variocs residucs glucosiles de una cedsna a otre similar ¢ a la mis-
=, imMroduoisnio los puntos e ramificacidn. Bn estos, ¢1 residue glucosa parti-
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pa on uniones por sus carborns 1, y 6.
b) ity 4C0ICh DEL_GLUOURHC

Fosforilasa dox} -» U-gluceo ; ortofosfato-pl:icosiltrmnsfemmsa.

la fosforilasa (22 = &) cataliga la siguiente peaccicn :

glusosa-)-fosfato + aceptor — Pi 4 gluooei) (X 1 U) aoeptor

Se considera qus "in vivo” ésta reaccicn esta desplapais er el sentide ds la
gredacion, eliminardo unidades glucosa; €sta acoidn 26 letiers cuandc quedian
rededor 38 U residuvos glucosilos por rama (2(°). #1 polisacarido resultants se
an f- dextrine o dextrine 1fmite de fosforilasa.

la fosforilasa de glucdgenc se encuertre en 408 formms: ums activa g 7 la
ta imotiva b (27). Yo han desarrollado muchas teorfas referertes a la inter-
wersion de gmbas formes. &1 conoepto actual 68 que la foeforilasa b se con -
srte on g, mediante wna fosforilacion con la participecidn de ATP y de uma en-
ma fosforilasa kinmsa espec{fica (28, 29). Lla reaccicn irverua es catalizala

¢ otra engima, una fosfatasa sspocffica (¥ - 32).

amilo ) -+ 6 gluoosidasa o engima dssramifiomnts.
is une engira que hidrolisa las unionescxl - 6 ds los vuntos de remifioacidn,

ando la ondena externa estd reducida a un unioco residuec glucosa.

Talker y "helan (33) dencetraron que des-uss de la acolon de la fosforilasa
odan 4 wnidedes glucosa por rama. Por lo tanto, paras que se efectus el proceso
. desreeificacion o8 mecesaria la participacion de dos engimas, uma transglucosia
Sa qu transfisre tres residuos glucosa de ura a otra rama alarganic una de las
denns, 7 la glucosidasa que 1e0isn entonces puede actuar elimirando la rema que

, quedado con un 8olo residwo glucosa.
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Los mismos moles sncorntraron gw la preparecion de amilo 1 -6 glucosidasa
tezila por Corl y Larnmer (31) comtisne estas dos actividades.
il trataniento suoesivo oon fosforilass y la mescla llamada amilo 1 - 6 glu-

y¢idasa ba pemitido verificar la estrustura del glucdgeno (35).

Transglucosilasas

Son engimes qu transfieren residuos glucosilos de una molécula & otra, s
oir, que redistribuyen uniones glucosfdicasexl - Y.

&0 una preparacion parcialments purificada de misculo d¢ oomejo, Girt y
1. (36) y 8tetten (37) han demostrado la presencia de una engima que actia sobre
dtosa y maltotriosa transfiriendo un residuo glucosilo@ll - ! de un oligosacs -
do dador a un aceptor adecuado.

En misculo ds corejo (38) ee ha encontredo uma ensima que tmnsfisre gluoosa
| uta molecula de maltosa a la posicion 6 de otra, formandso a1 trisacarido pano-
\ {0-0(-DG1ucopirancs11-(1 + 6)=00C ~lglucopi rancsil-(1 -» 4)=X Sglusopira -
sa . Bu mcoion es gsmpjaunte a la ensima ramificante.

ssto suglere (39) que actua una engima n otre segin que el substyuto sea un
igo o un polisacaride.

3rown ¢ I1lingworth (4O) ensontraron en el wdsculo de comejo uma oligo
1 » 4 glucantransfarasa, engima semejante a la descripta por Petrova (N1) en hi.
do de rata, qus no actia sobre maltcea o maltotriosa sino scbie oligosacaridos
periores, transfiere preferentemente una cadems de t1vs residuoce de gluooeas
1408 sn L]l —» b,

Recientemente Abdullah y Whelan (42) y Brown y col. (L3) desoribisron un pro-

50 de desrumificacion que no requisre fosfordlisis previa del gluodogemo. Sugle-



Ten g esurm per asoisn cadinads ds una tranaglwsesilase ¥ la seilo 1 - 6 glu -
cosidasa, mesarisme ssmsjante al prepwsto anterisnmnte pare la degredesidn ds la
dextring 1imite 49 fesforilasa (33). la trensferea dejurfa al desodiertc peque-
fas remss de una Sola glucoma, Scbre 108 e actwaria la ssilo 1 — 6 glusosidasa.
K1 producto lfmite de la aooidn tmnsferdsica-glucosiddsica serfa gluscea ¥ wn po-
liseearido 1imsal del Vipo amilosa.

cc=ppilose d of =), U-ginoano i glwoanchidrolpse

Beta engim dagrada 1as uniomes Gc-1 -+ 4 dgl glucdgero. Bl mauniswo de s
20016n ha side estuiialo por Olwarrfa y Torres (W4) quisnes ensartrmron e esta
ongina actta on des otapes. Ia prissre e repida y sorrespords a la ruptum de
1o ealeras exterieres &1 gluségero eon formmeien de maltotetymcea, maltotricsa
7 mltomstaoen, la segunia etapa o8 lanta y scxsiste ea la degradacidn de la
parts inmterna de la moldoula danic lugar a fragmentos rmmificados, maltosa y ps -
quias santidades de maltetricea.

Y-emilgsas 6 o¢ =1, =gluoaro-ginachidre]aey
Difisren do las Ot-mmilagas o @@ 1Deran 4o a um les resituos gludesa ,
emenganic por ol exireso mo reduster. Beta ongima ha sido encontreda sn higado

per Hoserfeld y Pepova (I5) y por Torres y Olawarrfa (US). Actda scbre glucdemo

y mlto-0l igosansridos.
la sseusncia de a00icn y 109 produstes &¢ reacoisn de 1as englmas descriptes
s¢ han yeunido en 1o que podrfa llamares ol OICIO INL GLDOOGNO (Pig. 1). Bn el

wismo ss incluyen ademis de las engimes que sotuan directemente scbre la molsdeu-
1a ds] glucdgeno, las que degwadan y yreordenan 1es produstos 48 rupture de este
mlisaciride.
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CICLG DEL. GLUCOGENO
1as corresjonden & enzimas cuya participacién en el ciclo sc¢ ha demostrado.
untos se refieren a enzimas cuya participacién en el ciclo no es segura.

sfatasa 8« -Amilasa

.88 9 Amilo 1,€ glucosidasa

‘orilaga 10 Truansglucosidasa (ihelan)

10 glucosiltransferasea 11 ¥-Arilasa

cante (€1-/-plucano:&1l-/-glucano 12 Trensglucosidasa (! ukomskaia;
€-glucosiltruneferasa) 12 Clipo 1,4-1,4 glucan‘ransfrasa (Illing-

(0= ji-clucano:urtot efato siu- Lorth)

coeiltrunsterusa; 1, Transglucosicasa {Stetten;
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TECNICAS OENBRALBS

a) PREPARACION IE RRACTIVOS

Cloruro de caleio ( 0120 puro )

Solucicn saturada a tempsratura asbiente ( 20° C ).
Soluoidn de Jodo-Joduro

260 mg de I2 resublimado y 2.6 ¢ de IK en 10 ml de agua destileda.

Regottvo de Jodo
S» mezclan 1 ml de solucicon saturada ds Cl20a y 0.5 ml de solucidn Iodo -

duro, Ssta mestla s guarda en un fresco color carmmsle con tapa esmerileda
ntro de la heladers; 6o corse:rva bien durante un mes.

Cloruro &s smonlp
Solucion sstureda a temperature ambiente ( 20° C ).

Gol de fosfato d» oalcio
Preparado segun Keilin y HEartree (5i). Parm ¢1l0 se mescla Cl20a y l’Dl-&loj .
precipitado que se forma a pil 7.4, despuss ds varios lavados, o8 el que se uti-

sa, on ooncent moiones apropiedas, ommo sdsorbente ds protefnas.

b) PHEPARACION D¢ POLISACARIDOS

Fitoginodgero

Gertilmente oedido por el Dr. Carles 5. Cardini.

Glueogero_staniard

Preparacicn ccmercial de Amerd Drug & Chemieal Co., New York, y de higado de

mjo de Mann Ressarch Iab., New York, ¢ preparedo segin Somogyi (U7).



luodgeny

0 sigw ume modificmcicn del oldsico metodo Prifiger.

Se 0coloca ol higado reoidn extmido en un vaso de precipitados con 2 xl de
D 0% (P/V) por ceda gyemo & tejido. Se calisnta en un bafic marfa hirviente
lurante tyes horms, agitando durants la primsr hora. Esta solusion se deja en
Nposo Gurants urm noche a tempereture mbisrte. So sepam en la superficis wn
xnglomsredo ds jabon que ocluye todas las impuresss sdlidas, y sl fidido perfeo-
'msnte claro, a veces gelatinoso, s¢ pasa a otro recipiente. El material edli -
lo ss suspends en un volumen de agua igual al del f1dido dscantado, se caliernta
wra qus 8l jabon se disperse y on ése momentic 6o agrega Clia hesta @ coagule
mvasente; se oxfrfa y filtr, reunisnio o1 1{quido cbtenido con el anterior.
o mids o1 Yolumen total y se agregan 50 ml de alcchol 95 $ por osda 100 ml de
olucion aloalina agitanio cont {murente. 81 se omite la segunda extrwocion,
's msossario d4luir el primer fldido alcalino econ un volumen igoal de agve pa -
w obtensr umn concertrecion firal de alcali de 3O § gqus 8 la mecesuria pars la
moipitasion oon alechol.

El preoipitadc se deja decantar durante uma noche a tempemtura ambiente.
s sifora la 0apa clam del scbremmdante y ]l precipitado ss separa de]l resto
or comtyifugacion. Lusgo s8 10 lava varias veoes 0on una solucién de alcchol-
DEa % (1:2, V/V) hasta que ol 1{quido salga imocloro y una vet mis con alco-
0l 95%. K glusdgenc impuro se diguslve en agua; 188 part{ouless insclubles
» olimran por filtracidén. Se agrega o1 filtmdo CIX (&) hasta reaccicn scida

sl papel rojo Congo (color amul pardo). Ocn 61 cbjeto d& tersr wa mejor floou-
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laoidn del glusdgeno, 3¢ agregan 50 ml ds alochol SO § por omda 100 ml de solucién
7 e flitra. Al filtredo se agrega alcchol 95 $ hasta un volumen total de 850 ml
por cada 100 ml de solucion acuoss asida original. la conoertrecidn alcohdliom
firal e aproximedamente ds U5 % , euficients pars efectuar la precipitacién
ocompleta del glucogene en medic acido.

51 preoipitaio se deja sedimextar upa noche, 80 1o sepmre por dentrifugacicn
y 8o lawa 408 veces con alochol 45 4, doe con alcohol 95 § y fimlmente con dter.
S0 deja seomr ocbtenisndo un polvo blanco. kste productae tisre cantidad apreciable
de Olla que ®e pusde elimimar repzwcipitanio dos veoss ocon aloohol W5 %. 8t en
la precipitacicon final ol alochol eele causa opmoidad pero no precipitacidn, ee
debe a la susencia ds electrolitos: agreganio O,3 ml de OlNa O,) B por oeda
100 ml d8 fliildo precipita immdistamente el gluocdgsme.

snijoes 7 smi)opecting

Bstos polisaceridos, gentilmente oedidos por el Dr. Carlos #. Cardini, fusron
preparados segun ¢1 mitodo de Cowle y Greemwood (48), basado en el de Schoch (19),
a partir de almidon ds papm. 8¢ aprovecha la propiedad de clertos alcoholes camo
¢l butanol o ol timol de forwmr complejos imsolubles con la amilosa.

- Prepamcidn ds] almidon do pape: segun la tecniom descripta por Schoch (50).
So utiliztan papas levadas, psladas y cortadas en yrebanadas firas , g se tmatan
on 1icuadora oon 2 a 3 veldmsmes & agua destilada. la suspereicdn obtenida ee
filtra & trwwds 30 uma tels do zylon. Se repite ¢l tretamiento en licuedora
oon o] residup fibroso ques quada on sl filtro y ee vwlve a filtmr. 8¢ juntam
mbos filtredos que contisnen una Suspeneicn ds almiddn, se dsja sedimentar



e 1 horm; en este tismpo 1o grancs de magyor tamgflo forman wn precipitede
oy firse., So desecha 0] scbreradante y se resuspends el almiden en 20 é 30
e do agua dajando sedimentar. Este procedimiento se repite varias veoes
a obtensy un scbrensdante 1fmpide.

- Fraociongmiexio: se agrega una suspersicn de 2 g de almiddm en 4O ml 4
1 a 260 m] de agua en ebullioicn, y m» dsja hervir 30 mimtos; se enfrfa a 60°
despuse de agregar 0.5 g de timol en polvo, se mantisns a 60®* Adurente otres
domtos, Finalwente, se deja a tempsratura ssbiente durunte tres dfas con el
to do que @1 ocomplasjo amilosa-timol precipite completamsnte. Se separa sl
Hpitado por centrifugmeion, y el ecvremsdante que contisns la amilopectim,
efilita ¥ 1uasgo se hisrve a reflujo con metanol pars eliminar el timol. &
suslve on agua ¥y liofilita mwvamsnte oon 10 que ¢ odtieme exilopeotira pura.
Jomplejo emilosa-timel se dispsrsa en 200 ml de agua en edullioida, y 9 pre -
lta 1a amilosa ssturendo la solucidn oon butanol (20 ml) y dejanio snfriar len-
e, Bl complejo amiloes-butancl, se separe por sentrifugacicn y o lawa va-
) Yvooss Oon agua matureda con butamol.

Con o1 cbjeto de purifioar esta fraccisn se la redisuslve sn agua hirviende
) dar una selucion 0.2 § (P/V) de amilesa (tenienio em cuenta que el almiddn
upa contisme sproximsdsmente mﬂ.do axilem) , y se agega bdutanocl ( un vo-
o equivalents al 10 § de la solucion acuosa ); e deja enfriar ern forma len-
' dsepade de 24 ¢ 36 horas aparese ¢l precipitado del camplejo mmiloss-butancl.
Pars ovitar la retrogredacion psmmmnente, ¢l camplejo no dede moarss direeta-
#; primro se 1o dsshidrata por agitacicn con 10 veltumsres do butancl frie y



wgo » filtm, Esta cpsrerecicn se repite varias veces ¥ el producto final se

»oa on estufa al vacfo a T5° C.

Daxt =1fnite do smilopect >

Foeron preparadas por ¢1 metodo de Hestrin (51). Pare ello #e incuba durante
ma noche a 30° C bajo vapores e toluenoc, 1 g ds amilopectina ¢ gluodgeno oon
bng d» P-uihln (cuya preparacion se dsecribe mas adelarte) y 8 ml ds duffer
itrato 0.1 M pil 6.0 sn un volumsn total d¢ 20 ml. El polisacarido residual se
meoipita con 2 volumenes ds metancl y se separa por oentrifugacidén. Despuss de
limirar o1 alochol en un desecedor al vacfo, # repite la incubacidn oon ﬂ-n...
ahasta qus no se libera mas maltosa. la dextrina 1imite s purifica preocipitdn-
ola varias vooes Oon metancl 75 $ y dialisamioc al final.

Dextrives 1fmite de fosforilass de smilopecting y gluodgero

Ss cbtiemsn haoiendo actuar fosforilasa do misculo (51) scbre amilopectina

gluadgeno.

la metcla ds reaccion es la siguiente : polismcsrido 100 mg: buffsr fosfato
J5 M pil 6.8; olstefna mutra 0.015 M; fosforilass (owya preparacion se desoribe
is adelante) do 1la 3°F etapa de purifiocacicn en cantided correspordisrte a 5 mg
) protefma, on un volumen total ds 20 ml. 8¢ incuba a 30° C y e proceds en la

Isca forum qué Para la preparwcion ds la dextrima P-lhlto.



0) PHEPARACION IE MNSIMaS

Pastiam

B¢ prepara segin Ballou y Luck (52), agitando lentemente 100 g de grano de
1go medianc molido con 300 ml de agua destilada, durante media hora a tempere-

r mbisote. E] material grusso s¢ separa por csntrifugacion a 2.000 rpm. Ia
spersion de partf{culas finas 8¢ ocentrifuga a 0° C durante 20 mimtoe a 4,000 rpm.
seoremdante ( 200 = 210 ml ) tisne un aspscte twbio.

Todas las etapas siguientes se hacen a O - U4® C,

Al 1{quido sobremdante s¢ agrega un volumen igual de etanol redestilade (95 %)
{s. luego ®e oontima por unos mimtos la agitacion lenta. 38 deja sn repose
rintos y @1 precipitado qus flocula se dssoarta despuss de centrifugar.

Al scbrenadaris claro so agrega 1.8 veces su volumen de aloahol 95 %. Bste
un contenido aloch¢lico final ds aproximedamsnte 80 § en volmmwn. La cesola
agita lentamente dureante varioe mimtos y es deja un reto en reposc. %3 od -
) un precipitado blanco floculsmto, quo 80 lava varias veces con acetona frfa
luego se deja secar al aire.

¥l rendimiento ew do 0.9 g de P-.ihn por cada 100 g de trigo.

Jesforilasa de misculo
Para su preparacicn se siguid el metodo descripto per Cori y ool. (53). Con
L inyeccicn intraverosa ds 5 ml. ds pentcbarbital scdico (60 mg/ml) s anestesia

comJjo bien alimentado, que lusgo se sacrifioa por decapitecion dejandolo sangrar;
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antmml no debe termer comvulsionss.

Despuss de eliminar la piel se extrmen los misculos de las patas y lomo, se
i repidamente y o8 1levan a O - 4° C mantenisndo ésta tempsratura duramte to-
las cperaciones posteriores.

- ]1° stapa : l0s misculos s pasan dos veoess por wna ploxdora de carme y
rspenien imwdiatemente en un voluwn de agua destilada fria. Se agita con
l1la d vidrio y despuss G 10 minutos s filtra por uma gasa. Bl misenlo
ido se presiona blen con una espatula para recupsrar la mayor cantidad posible
1{quido, sin exprimir la gasa.

¥l f1ltrado se centrifuga 5 mimtos a 8.000 rgm y el scbrensdante seo
ira a trewds do papel O algoddn (agreganic, en el caso de umar algodom, Clain
la wmm conoentracidn final de 3 x 105 M ). Se mide el p & 10° O con sleetyodo
rdric (gensralmente esta a p 6.5 = 6.7) 7 se ajusta a il 6.4 eon buffer acete-
L Mde 4,6 ¢ con OIK 0.05 N. iuste agregado s¢ hace lentamente y oon agita -
a. Kl extracto, apsmas tmrbio, Se dializa contrm agua destilada durante 3 a 4
B, agitando ds vez en cuando las boleitas de dislisis. Todas las opsracionss
lo 1a extraccidn d» 108 orisculos hasta la dialisis s dsben realizar en menos
) horms. Bl oxtraoto dializedo se ajusta a fH 6.0 oon OlN ¢ acetato; despuse
moe mimtos  forma un pecinitado floculento qus @8 sspara centrifugando
000 = 10.000 rpm durante 5 mimutos. £l sobremadante claro se filtra a tmwde
mpe] Vhatmmn N® 1 plegado; al filtredo se agrega (OJEK conm mucho ouidado has-

legar a pH 6.B.
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= 28 otapg : la solucicn se precipita agregando sulfato de amonio hasta
0.41 de saturacion; esta concentmacion es aloansa agregamio 70 ml de solucidn
de sulfato de amonio satureda a t° ambiente ( pH 6.8 ) por eada 100 ml de extracte.
fo deja on reposo durante umm noche y ssdimsnta un precipitado floculento que =
sspara osnt rifuganio a 10.000 x g durante 20 mimtos.

- 3% otapa 1 o1 pmoipitado que contiers fosforilasa, s disusive en 10 a
15 ml de agua destilada. la solucicn algo turbia se dialica mevamente durmrnte
60 a 80 mimtos contra agua destilsda fria. i1 tubo do dislisis e trarsfiere a
un vaso que contiene la siguiernte solucion ; 2.5 ml 48 clorhidrato de cistefma
0.3 M ¢ veresns 0.015 ¥, 100 ul ds glicerocfosfato de sodio 0.02 M y agma hasta
oampletar 50 ml { o) pil = ajusta a 6.6 = 6.8 ). 31 s azrega & 1a solucidn an-
terior Mia hasta una concentracidn fiml de 0.1 M, el rendimismto ds 108 orie -
tales mjora y ademmis s irhibe la comwersion ensimition de fosforilass g enb.
o sigw la dislisis durarte 16 a 20 horas mas, cmmbiando 3 a U veoss o1 1{quide
externo.

Segun los autores, en esta etapm oristalics la snsima. Bn mwetro case

» utilizd directamente la solucion contenida en o1 tubo de didlisis, porqus o

s® separaron crietales.

(- wxilas do uplive
Se cemtrifuge la saliva dursnte 10 mimtos a 2.000 rpm, y el scbreradente

» dilye 100 veces ocon agua destilada.

X - suilpng de higade

Ia anilasa centenida en 18 frnocion de "gluodgeno particulasde” de higado de
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ta, 80 prepard ssgun el prooedimiento descripto por Torres y Olevarrfa (6).

5l higado do una Tata bien alimertada s trata on un haw@missior con tres
Mmnes 40 agua destilada. la pastilla de glucdgero ocbtenida despufs de Ocentii-
mr a 25.000 x g se suspenis en agua y se precipita con acetona frfa ( -35¢ O ).
otrifugs nwvemmte y el precipitadoc e lava dos vecss con acetora fria y e
o al Yacfo on un desecader. XK1 preoipitadc de gluadgemo particuladc se disuel-
on buffer oitrato 0.5 M PE 6.4 llevanio la comosrtmoion a U mg/ml.

d) DETRRMINACION IE PROTEINAS

las protolrns = deterziman per el método de Kumitz y MoDomald (55) wtilisan-
como standard une solucion de albdmina oristalina de bovimo.

e) LDAT IE p.mmsxammmommm

fe inouba 1 mg de polisecdrido oon 0.03 mg d@ P-enilase y buffer citrato
BMapm6.00n un volumen finml 48 0.15 ml durante uma noche a 37° C, bajo
pores de tolusrmo. Se detisne la reaccidn, calentardo durente 10 mimtoce a 100° O
» mide o1 poder reducter ds una alfovota adecuada por el mstodo de Park y John-

a (%) on un volumn final de 2 ml.

£) LONGITUD FROMEDIO DB CADA (TI)

Hste valsr expresa ¢l mierv do unidales gluccsas per omla glucosa temminal.
yealisa ute oxideciém con periedato (57) y o8 determim :
a) 108 veldenss melativos do dlcall requeridos para titular el formiato 1i-

mde por 1a oxidacicn del glusageno y de wn standard de OX -aetil gluedeide, y
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b) las concernt moionss relativas dsl gluoogeno y del standam, medidas com el
stodo de la antrom.

la oxidacion se 1leva a csbo con metaperiodato de sodio 0.1 M durante U8 bho -
M a3l®C, on la oscuridad.

En un erlenmeyer con taps esmerilada se pipstea 1 ml de una soluoicn al 1 %
P/V) d gluodgeno, y en otro erlermeyer 1 ml de una solucién recien preparada de
c-amtil gluodeido al 0.1 % (P/V); ambos se colocan dentro do un baflo d8 hislo. 4
¥ia um ds las soluciomee frias o0 agrega 1.0 ml de soluoicn ds periodato, ®
iscla cuidadosamerte (sismpre dsntro del bailo ds hielo) y = dejan reaccionar
2 1a oscuridad durante 48 horas a U® C. Despuss ds este perfode de oxidacidn s
rega 0.1 ml 4o etilen glicol frio y s deja en la oscuridsd durmnte 1 hora a
mperatura spdisnte.

& preparar 408 blandes, utiliganio para ello sendos erlemwyers, agreganio
oada uno ds ell0e 1.0 ml de mstaperiodato de sodio 0.2 ¥ frio y 0.1 ml dp etilen
io0l. Las solucieres se mesclan y se dsjan estar en la oscuridad y a tempema -
ita asbisnte para assgurur la redunccidn campleta dsl periocdato; lusgo = agrega
0 ul ds soluciaon de gluoogeno a uno de 108 blancos y 1.0 ml de sclucidn deC(-ms-
1 gluoosido al otro, guardanio sshos en heladere hasta qus »» complete la oxida-
ion de 1a8 otras eoluciores.

la titulacion se realisa agregando 1 ml de IX 1 $ y 1 ml de tiosulfate 0.01 ¥.
, oxceso de tiosulfato s titula ocon una ®olucion ds Iodo 0.01 ¥ vsando unas go -
8 ds almidon al 1 § como inlicedor. E]1 valor cbtenido sn la titulacidn del
Arco msnos el de) enssyo da ¢l volumn ds iodo squivalemis al éoido férmico 14-

|mo



.33 a

2]l nfmero de unidades glucosas presentes en sl gluodgeno y en ol ox-metil gln-
jsido s» determina por el método de la antroma (58).

v A
longitwd pramedic ds cadera -——- x -9.
Vo N

WY Vo volumsnes utilisedos pama titular ¢l exceso de acideg del metil-

gluodsido (M) y dsl gluodgero (G).

A, 7 Ay : valores obtenidos en la determinacion oon antrona.

¢) DETERMINACION D§ AZUCARES

Nétodo de) fencl-sulfirigg

sste mftodo (59) permite dosar asdcares totales tengan o no el grupe reduoter
bre, es deolr que eirve parm msdir agicares simples, oligosscarides y polisscari-
..

Consisto on medir el color producido cuarndo se tratan eetas substancias oon
440 sulfirico concertrado y fenol. Be utilisza como testigo una solucion de glu-
sa.

- Proosdimiento: a 0.8 ml de mmstra se agresan 0.04 ml de fenol destilado

8 % y luego en forma brusos 2 ml de acido sulfdrico concertredo. Despuss de

s0lar s calisnta on baflo maria hirviente durante 10 mimtos, » erfria y lee

l*mm}l..
Metodo de la amtionp

Izual que el metodo anterior pemmite dosar agicarss totalss (58). Estos =

shidratan ep un medio 4 acido sulfdrico dando un derivado del furfural que se
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ndense 6on 1la antrona parw dar un pPusto asul gue o8 ¢l g o mide.
- Isactivo modificadp de gntyons (60): o8 diswelven O.4 g de antroma en
0 ml de SOMHP pro-endlisis. Nsta ¢olucicn =» pasa culdaiosesente a wn reel -

ste qu contiens GO ml de agum destilada y 15 ml ds etancl U5 &,

- Proesdiniento: se agregan 10 ml 481 reactivo a 1.0 ml ds mwetra. oo
lienta durante leimtolal(D'cynlnaﬁan}A.

X) blanco se hace on la missa forma pero wsando 1 al de agom en lugar
- wsstra.

Mitedo de Pagk y Johpson

Con éate metodo (56) se pusden determimar aguellos ardoaree que tisven el
wo reduster 1ibre.

Se basa on la propisded qus tiensn los asicares de reduoir, en medic aloaline,
8 iomes ferriciamrv para formar el Agul de Prusia on pressncia de iones f¥rricos.

- Reactivos: a) 0.5 g FPe(QW)EX3 disusltos en 1 1ityo de agua

b) 5.3 g 005Ma2 y 0.65g de OMK eon 1 litro de agma
6) 1.5 g 4e sulfato aminico férrice y 1 g de Dupamol,
disusltos en 1 lityo de S0OIEP2 0.05 K.

- Proosdiniento: a 3 ml de mmstra se le agregn 1 ml de la solucicn b) y
zl 4 la Solucidn a); despufs de megclar ss calisnta a 100° C dumante 15 mim -
5. 3 enfrfa y o0 agrega 5 ml ds la solucicn o), s0 dsja en reposc 15 mirmtos
tqantunnhhntoyuln.@on}&.

Similtanssmente Se prepara un blanco en ¢l qus Se reenplaga la meetra por
ua y 99 haoe o1 testigo con una solucion conocida de axdoar.

Pare esto volmen firal el método permite dosar smtre 0.005 - 0.05 ALmles

um.
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PARTA I

DETERMINACION COCLORINMATRICA
Dx L

GLUCOGENO COCE I0DO
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Hasta o1 precente, 108 mftodos usados para o1 dosmje colorimétrico dsl glu -
ogeno han consistido en la hidrolisis dsl polismcarido y posterior determinacidn
) 1a Zlucoea 1fberada ( 58 - 62 ).

los procedimientos bassdos en la formmcicn ds un eamplejo coloreado oon el
do han sido criticados por Lugon Morris (63) quien sefiald qus la imtensidad del
sler varfs mucho con la tempsratura y ol tipo de glucdgeno examimado. Ademis
maer y Scmers (64) obssrvaron quw la intensidsd de la colomacion ammenta por
| agregado de sulfato de amomio saturado.

la primm parte ds este trabajo ®» ded10¢ a la busqueda ds un mstodo simnle
reprodugible para el dosaje colorimstricoc del gluoogsno con iodo, en presencia
) altas conoentrenionss de sales. H)l mismo o8 apliceble a los polismodridos del
ipo ds1 alwidén y com 61 se puede distinguir entre el glucdgeno, la amilopectina
la snileSa.

Bote mitodo 80 wiilisd posteriomente para modir la astividad de la engime
mifioante.

BF7ECT0 DB DIFERBNTRERS SALSES

Se estudic la influencia qus tisren las diferentes sales on la reaccidn eo -
yrinftrica dsl gluodgeno con iodo. Oamo ® Ve en la Tebla I, la intensidad del
)lor smenta 40 4 a 7 veoss cegun la sal.

Bl sulfato de smonio, citrato de Sodio y cloruro de calcio son las mas efeo-

ivas,



Se e11¢10 01 C12Ca pare los estudics posteriores dedido a que el sulfato de
monic ¥ el citrato d® sodlo producen la precipitacion del Muotgene cuands smamen-

& su concent acior.

febla I - ufectc do sales en la_reacoicn dsl glvedgeno don 1 0] iodo
la meecla de 1O or contleme: gluodeerc C.CE mg: I2 0.52 me:
IK ©2 my: y sal ¥’/ en wm volimsrn total de 1 H2 ml. Se hace el
blanco corresuondisnte a cada sal oon todos los reactivos menos
ol lucopeno.
Por 61 arTesmio de cadn sal se produoe un deeplagmniento de la
long:itd de omde del meximo de sbsorcicn. #n este orso todas

los lecturns eo hicieron a 500 m pL, que es ol maximn que corres-
porde al complejo glucogenc-iodo er Drolonoin de sulfato de a -
monio.
Sal agre;mia Cant 1dad ibsoreicn
(#recos)
Ba(CH3000)2 C.72 0.270
(2h ) 2HPOU C.05 C.2%5
(N ) F2Pol 0.43 C.315
Clitrato de sodio c.”m C. 0
EaCl 0.1 0.270
NhC1 c.M0 C.1%0
(rRu) 280l CRT c.37C
CaCl12 0.87 C.340
- - 0.050

(x) = lus cartidades indicedas de sal corresnonmier a 1.3 m1
de solucion saturada, excento pare el sulfato de amorio.

FUZRZA IONICA

Se deterring la influencis 4o la fuerza iénica scb™ la colommcidn del commle-

5 £ludogeno-30do, en predencia de distintas sales.
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8 } Influencia de la fyerza idmica _en la co/:rACién del conpleiio Glucéd=
10- 1040 en gresencxa de distintas sales.- Mezcla de reaccién: glucégeno,
’

6 mg; 1 518 mg; IK, 5,2 mg; volumen final, 1,52 ml. Aparato, espec-
>fotgmet§’o Beckmangfu a1 koo m}:. A, sulfate at at’nom'.o; Q,Pcitra"co az
lio; m, cloruro de calcio.
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FIG, 2. Espectro de absorciém del comilejo Glucdgeno-Iode en ;resencia de
cloruro de calcio,- @, Blanco con cloruro de calcio; O, Blamco sim clo-
ruro de calcio; e, Glucdgeno com cloruro de calcio (re.tado el blamco);
0, Glucégeno sin cloruro de calcio (restado el blanco).



Cbwrvardo la Fig. 1, se pwds oonclulr que pare ura dada fusrsa idnica corres-
vude aprorimadamsnte la misma intersidad de color, cualquisra ses la sal agzrosmda

|l medic.

CURVA DX ABSORCION

51 se agresa C12Ca a la mexala de reaccion, esta preserta el maximo de absor-
fon & U0 m M (Flx. 2) y 1a intensidat de color aumenta 10 veoces.

Kl sfecto del 012Ca sobre 01 blanco es poqueilo en el intervale de U460 - 600 mp,
b catbio a longitules de onda werores la absorcicn del blamco es muy alta y la
resencia del C12Ce 10 reduce a la mited.

Se estudis la influencia de cada uno ds los reactivos que participan en la
sm00ion mantenienio todas las demas condicionss constantes.

Ia Mg. 3 mwsta ol efecto de las diferentes concentracionss de Cl2Ca. Como
a sbsorcidn no varfa sprvoisblemente agregandoc mas ds 0.26 mg de 12 (ver PFig. L),
3 01110 esta cantidad para evitar blancos miy altos.

Un estudio similar, hacho con sl objeto de obterer una intensided de color
ndepsrdients de la concent mcién de IX, demostsd que esta ultima debe hallaree

1 un exoeso de 10 veoces ( P/V ) respecto del iode.

MeTODO ADOPTADO

in base a estos datos, se aloptd el siguiente procedimisnto: se agregau 2.€ ml
¢ reectivo ds 10do a 0.4 ml de unm muestrm que contenga entre 0.06 y 0.75 mg de

luoogeno por ml. Despuss de mesolar ss cbtiers uma solucidn 1fmpida de color
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?16, 3. Efecto de la concentracioén del cloruro de calcio.~ La mezcla de re-
accién estd constituida por: 0,1 mg de glucégeno; 0,26 mg de To; 2,6 mg de_ IK
y 1as cantidades indicadas de cloruro de calelo (soiucién saturada), el volu-
nen total es de 3,0 ml. Para cada concentracién de Cl2Ca se hace el corres-
pondiente blanco.
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ABSORCION A 460 mu

00 0?25 0.50 0.75

12 (m9)
'16. 4. Efecto del Todo.- La mezcla de reaccién esta constituida por 0,2 mg
le glucégeno; 1,7 g de_cloruro de calciogg 9,38 mg de IK y las cantidades in-
licadas de T> en un volumen final de 3,0 ml. Al valor para cada concentra-
:36p de iodo se ha restado su correspondiente blanco.
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n&MimmMonﬁnuMah&m}thmummmahoon-

mtracidn de glucdgero hasta 1 mg/ml (Fig. 5).

GLUCOGENO BN TEJI1IDOS

Para medir ol gluodgeno tisular se extrss con HOX segdn la tdonica comin (65)
voedisnio de la eiguiente maners ; =8 agregan 0.9 ml de HK 33 % a 100 mg de te -
do rectsn extrafdo ¢ a 0.1 ml ds un homogemeizedo. la mescla se ocalienta duran -
' @ mimrtos a 100° Cy se exdria. 51 se cbservan restos celulares se puedsn oli-
rar por cemt rifugnoidn. Al scbremadante l{mpido 80 le agrega 1.J ml de etancl
'S, = homogensisa y despuss ds calentar hasta ebullicicn incipismte se exfria
mdiatamente en un bafio de hislo pars facilitar la floculacisn del glusdgeno. 3e
secha o1 scbrensdante cbtenido por osntrifugecidn a 3,000 rpm duremte 15 mimtos
ol ttbo s celoca Lrwertido socbre un troso de papel absorbents, ko 08 meoesario
precipitar varias veces el glucogeno oamo ¢s habitual para otras téanicas. 8in
bargo, o8 myy importante meutralisar ol exceso de dloali agreganie C.2 ml d sc-
oicn satureda 4e CLNEY y megolanio cuildadosamsnte oon vma varilla ds vidrie. la
luoidn ds CLMEY debe mojar bien las paredes dsl tubo; lusgo, se calisenta 5 mim-
s a 100° O para elimizar o1 HONEY formedo, 80 onfria y se agiegan 0.2 ml do sgua
stilale y 2.6 ml del reactivo 4 10do, determinamio la absoreidn a WO mpk . o8
voesds on la misma forma con 108 blancos y los stamxiard (testigos) de glucogeno.

loe glucosenos do diferentes espscies no slempre dan 61 mimeo color; es oomve-

opts utilipar wn standard del mimmo origen.
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6. 5. Absoreién a 460 mDu en funeién de la concantrac16n de glucégeno.-
cla de reaccion: oruro de calcio, 1,7 g3 f 0,26 mg; IK, 2,6 mgy
icbégeno, en las concentraciones 1n61cg53c umen fmai 3,0 ml.
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Jo 6. Efecto de temperatura.- Mezcla de reaccidéni glucédgeno, 0,2 mgy
>rure de caleio, 1,7 g5 Ip, 0,26 mg; IK, 2,6 mg. Volumen final 3,0 ml,




RECUPARACION

Se comtrolo o1 metodo agregando cantidades conocldas de glucogeno a extmo -
os d8 tejido, owyo contenido se habia determimdo previamente.

Se obtwisron recupsraciomss de 100 + 5 %,

KFunCTO DX TEMPERATURA

40 ausencia de sales, un aumnto de temperatura produce una disminmcidn de
slor (63) del 37 % para un intervalo de 10® C. En ommbio, en presencia de Cl20a

) diemirucion es solamente del 11 $ ( ver Pig. C ).

LPECTO DXL pkKE

A pil neutro o acido, no hay variacion er la intensidad de color: se deben
ritar pH superiores a 7 puss el oolor dismirmuyw rapidsrente. Lste efecto ss debe

la desaparieion de I2 er. forms de hipayadito.
12 20" e—p 104 I° 4 ED

310 — 2a° 4 o3

#STABILIDAD D4l COLOR CON BL TIEMPO

- —

- ——

Como e ve en la Tabla II, la absorcion de 1a solucidn no var{s apreciablemen-

' on @1 intervalo de 1 hora.



Tebla II - dstabilided 4] color

la mescla 48 reaceion es igual que
1a desaripte en * MStodo sdoptado "

Pieepo Absoreion Teumo Absoroidn
(rdn.) (min.)
0 0.5% uo 0.520
5 0.580 50 0.%15
10 0.520 140 0.490
15 0.5 215 0.430
-+ 0.580 a las 24 ha. 0.u00

@LUCOGENO DE DISBTINTOS ORIGEUNES

S0 armaliparon gluoogence chtenidos de diferentes orfigemss y de animales en
istintes comdiolones, por el método del iodo y el del fenol sulfviriao (59);: se
10 oom standard glusdgeno de higado de rata.

los resultados s hap reunido er la Tedla III. Para una mejor interpretecicn
) los miemos se define el valor @ camo ¢l coclente entre 61 glucdgeno cbtenido por
| mstodo del ifodo y el hallado por la téonioca del fencl sulfiirico, expressdc srbos
D Bg.

Pare 61 gluacgero standard se adopta el valor do 1 para esa relacidn. Se ob -

)7va q@ los gluoogenos degradados dan valores moy bajos de R.
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Tebla I1] - Dstermimmcicn del valor R para distintos glucdgence

———— =

Metodo de analisis

Gluoogemd 1odo fenol svlfdrioo R
(mg de Olucog.) ( mg de Glucog.) |(1odo/f.mulfNirico)

do de oorsjio 1.08 1.06 1.02
o 1o sernierte hembra 0.7 0.92 0.5u
do d-. Urpi.nt. hermbra 1.3 1.5 00%
do de sapo macho 1.8 1.47 0.87
do de mata diabatica 1 1.16 0.86
vo ds rata diabetica 2.07 2.57 0.01
Ko d& rata en syumas 2.00 2.37 0.84
ko de mta normal lcw 1'15 0091‘
nlo de mata en syurms 0.59 1.05 0.5
nlo de ruta normal 1.02 1.22 0083
‘regma d6 rata pormal C.39 0.3 1.1
ragm 48 rata noreal 1.16 1.05 1.1
(regma de ruta normm}
(sulina 0.35 .32 1.1
mlo g rata digbetioa 0.3 o.7u 0.57
iring B ~1{nite 2.15 u.8% 0.5
'rima 1fmite 4 foeforilasa 2.7 5.1 0.53
rina de OC —andlasa 0.06 003 0.2

1os valeres de srbos métodos estan expresados en mg de
gluoogeno, referidos a un standard de higedo ds rata.

Irmediatamente despuss de extraer el tejido a aralisar
#0 hidroligs con KK 33 % y lusgo se toman alfouotas,
a partir ds 1as cumles 30 proocede segin @1 metodo g -

mmral.

Tecbisn o analizo el gluodgeno de eritrocitos., Pare ®u extracoldon e prooe -

ds acuerdo a J.B. Sidbury y col. (66). Los globulos se separan nor centrifugs -

1 ds sangre oitratada a 2.000 x g durante 15 mimitos

: ®8 lavan doe veoss oon

r0lén de ClNa 0.05 %, se tratan con iguval volumen de geido tricloromcstioco 2 %

ro homogereizanio bien ¢on une varilla de vidrio y se ocentrifugan a 2,500 rpm
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FIG. 7. Curva espectrofotométrica en presencia del reactivo de Iodo del
glucégeno obtenido de glébulos.-
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FIG., 8. Espectro de absorcién de los complejos amilopeotina-Iocdo y amilosa-

Jodo.- O, Amilopectina sin cloruro de calcieoy o, Amilopectina con cloruro

de calcio; m, Amilosa 8in cloruro de calcio; ®, Amilosa con clorurc de cal-
cio,




urunde 10 mirmtos. Rl scdbrenadants s dialise contmm agua dastilade durante 34 ho-
w. S0 tamm uwm alfeucta a 1a cual = 1o agvega ¢l reactivo de 1odo y = haos 6l
smetro del gluadgene (Pig. 7).

Ep et 10 experimsnic #0 Ssparuren 108 elementos ds la sangre ocon 6l cbjeto de
o7 on qué £IM00icn Se encusmire 6l glnodgeno.

s obbwro el plaswa por cerkrifugacidn a 2.000 sym. Los gldbulos fusron m -
areios aprovechardo la propisdad 4el dextrano de sedimentar 108 rojos y dejar en
wpersion 108 blancos. Ds las tres fmesciorme amalisgaias, plasm, glébulos rojos
Zculos blanoos, edlo s encortrd glucdgeno en la ultima. REsto coinside oon
Ares datos cbtenides cen téonicas histoquimiems (67).

OTRO0O8S POLISACARIDOS

F1 almidén soluble comezcial da cor @l 12 una colomwmcicn marren violeta con
bsoroicn miximm & 520 m 1. En ausencia de C130m, el color varfa de verds a aml ,
‘msdida qu smmerta la Ooncertrucidn de almidén. la sdsorcidn es properciomal en
1 rengo 4s 0.05 a 0.5 mg/ml.

la amilopectina, o] componsnts rumifissdo del almidén pressnta una sbsoroidn
'ui-asm-San}n,Mg. 8)., que nh'pln-hutnﬁon}nnmmhb C120a.
s intensidad del color s Guplica en presencia do la sal. Oon amilopescting des -
mdada por P-nm (dextrina P-lﬁdto) 1a absorcidn dimimye en un 30 £, per-
meciendo imvariable el Améx. . in ¢l caso del gluedgeno, en ommbio, los Améx.

» 1as dextrings 1fmites ddemimyen.
la axilosa pressrta o] miszo color aml con Amdx. & 690 m L en ausencia &
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FIG. 9. Eespectro de absorcién del glucdgeno vegetal eh presencia de) reacti-

vo de iodo.~
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P1G6. 10. Curvas espectrofotométricas de mezclas de¢ amilopectina y glucédgenc
con reactivo d¢ iodo,-
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pmesncia de 0120a (Pig. 8). El agregedc de] C12Ca dismimays wn poco 1a intensy -
lad del color.

En 1a Pigura 9 o pusde ver o) espectro 481 glucdgenc vegetal (gluodgene de
n{r) en pressncia del mactivo de iofo.

Con o1 ocbjeto de ver la Variacion qus s produce en la intersidsd éptice y en
1] miximo de abServidn de uma mesdla de smilopectina y glusogeno, se prepareren
wsclas de amboe eomponentes. In la 7ig. 10 s ven los espactros eorrespordientes
) 0pda unn 49 las mesblas. Ss obServa que la longitud de onia correspondients al
Mgimo de sbeoTcion pare cada una de las mesclas varia desds 520 mu. (A ex. pare
wilopectime para) hasta U0 m  ( D\ mex. parm Z1uodgeno puro).

in base a estos datcs, si = caloulan los coeficientes de extincién de amilo-
»otine y glwsdgeno pures a 520 y 46O )4 respsciivamsrte, S¢ pusde cbtener ume
'rmla general para 61 odlculo de las cantidades d» amilopsotima y glnedgsno pre-

Nmes on una negala, mediantes un sistemn 40 dos eumsiores.

)3 5@ m}‘- ees D.Oe 3 1.157; lzsm 3 aolh

imilopsctina
A W60 BM ... DO, ¢ 0.980; Eﬁm t 19.6
At 520 n’J.... D.0. t 0.715; Egsm s 14,3
Gluodgeno
1%

A' w -f'... D.0O,. } 0.9@; ﬂa.h& H 18.“



Iectura a WO m L : Iygy - G-bépmo * A3-}‘%,_.60 1)
Lactura a 520 L I‘S& = “5'1,.;520 + (!.lr.‘..‘lfsa (2)

A: longitud de onda;
D.0.: densidad outica.

3114’6‘0 y 35120 coeficlente de extincion a U0 o 520 m AL respectivamente.

A : cantidad de grilopectina en g/ml

G : cantidad de glucogeno en g/ml

IS&D y lygp : lectura ¢ sbsorcion medida a 520 ¢ U0 m )1 Tespect ivamente.

De las ecuaciones (1) y (2) s puede despejar :

. 1‘?"’" x L.520 = 14,3 x L.460
1%5.€

x 1/100 g/ml

Amilopectima: A

luodgero; 0 1 12" '%‘f’“:ﬂloo gfml
18.

Se probo este método con dextrano, imlima y manano. - Ninguno de ellos

forma complsjos coloreados.



PARTE 1]

BNZINA

RAMIPICANTS



la fommcion de 1as undomes Ot 1 =6, puntos de remificacidn en la molécula
de gluoogeno, ss lleva a cabo por uma engima que trarsfiere varios residuos glu-
cosilos, preszistentes en la molécula, ds urm a otra rem.

la Comigidn de Engimes de la Unidu Intermmoional de Bioquinios asigns a deta
ongima ol nombre decrl -« L. glucaro 6 - glucosiltrarsferasa (5.C.2.4.1.18). Pam -
bién figure en 1la bibliograffa como amilo-l,4 1,6 tmnaglucosidasa. Por rase -
e ds comodidad, en este trebajo la llamaremos Lngima Ramificante.

las engimas ramificantes estdn myy distribu{das en la raturalesa. Ean side
srtudialas en vegetales ( en cuyo caso se les 4316 ¢l noubre de "ensima Q' )(68-72).
levadura (73), "Polytomella acece" (74), "Neismssria perflava’ (75) y en tejidos
animales (20).

Cort y col. (76) cbservaron que la fosforilmsa cbtenida a partir de hfgado
0 cormson, a difsrencia de la de misoulo esqueletico, producfa un polisscarido
que 8¢ coloreaba de marron Gon el iodo. Lstos resultados fusron interpretados
oano evidencia de cortaminecion 48 la fosforilasa por uma ensima ramifiocants.

Ss ha descripto (20) la puw_'tmwn parcial do la amilo 1,U = 1,6 trursgln.
oosidama, cbtemida a partir de higaio y misculo de rata; pero m e ha logredo
separarlia ompletamente de la O¢ —smilass, principal contaminante.

Larrer (20) demostro qus esta ongima e® la responasble ds la aparicicn 4s loe
putos 4 remificacidu. Para ello, inoubd una dextrime Y-1fmte de glusdgeno
oon o4 G-1-P y fosforilasa. El polisacarido resultante marocsdo oon (nuou-cm
on las rames extermas, ' utilisado como subetrato do wm ensima aruda de higa-

de o de mueculo, y encontrd que algunos de los residucs glucosiles originalmente



unidos enor 1 o & aparecfan unldos en =1 » 6. Lste reordemamiento se efectusba
on aussncia de fdsfore inorgenico o de glucosa libre. Basdnioss en estas cbser -
Yaciores, Larmer postulc por primere ver e) mecanism 3@ aocion de la ensima ma -
mificarte, la oual formmr{a mwvas rums exteriores, transfiriendo un ssgmento de
calsra multos{dica, al carbono 6 de wn reeiduoc de glusosa aceptor.

Bn los estulios realisados hasta el presente se trmbajé oon o.xtnctoo poco
parificados en 108 cuales hay o¢-amilasa, que tarbien utiliss como swetrato las
remas axternas del gluodgeno o amilopectimm. Por lo tantc, la dismimcidn de
absoroicon dsbida al acortsmisnto de las cadenas se debe a la accion simltarsa
ds ambas ensimas.

Oon el cbjetn de estudiar la engima ramificante s® busoo un mitodo ds dster-
nineoicn espec{fioco que permitiera medir su actividad en extractos crudoe, en

presencia de OC —snilasa.

DETERMINACION

Ds LA ACTIVIDAD RAMITICANT:

—y

1a actividad engimdtica s determina por ol metodo d8 acoloracion com 1odo ,
midisnio la dismimcicn de la sbsoroidn a 520 m A despues de incwbar con amilopec-
tina camo substrato.

Salvo inicacion especial, la memola de remccidn cortiens 0.2 mg de amilo -
peotinn y engima en buffer citrato 0.3 ¥ pil 6.1 (volumsr fiml 0.1 ml).

51 tismpo de inowbacicn es e 30 mimutos y la temperatura 37° C.

Uma ves immotiveda la ennima, la megdla de reacoion #e diluye con agua hasta
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0.t ml, se agrega 2.6 ml del reactivo de lodo y se mide la sbsorcicn a 520 mpL
cortra un blanco de agva y reactivo de iodo.

En o1 ameo de utilisar engima purifioada, se agrega 0.02 mg &s protefma y la
Teacoidn se interrumme calentando 2 mimutos a 100° 0. Oon prepamociornss crudas
1a anrtided de ergimm agregada €8 0.01 ml y la reascion se dstismes agregardo
0. ml ds HOK 33 $: lusgo se igus el proosdimiento descripto en la Parte I

corresponiiemie a gluoagero de tejidos.

DETERMINAOION

Dk LA ACTIVIDAD O(-AMNILASICA

la actividat Ot_anilasica se detemina midisnic la dismimeicn de la ghsor -
bancia a WO m/A cuando wtiliga gluadgero como Substmto. La mesola de yeaocoidn
y ol preesdimientoc utiligado, Son los miswos que pare la ensgime rmmifiocante, pero

enpleanio 0.2 mg de gluodgeno en lugar de amilopsetira.

DEATXRMINAOCION DE LA ACTIVIDAD

- ——— —

RAMIPICANTE EXN PRESENCIA DEX-AMILASA

e it — . —

Se posds caloular la interferencia de 1la Ol -amilasa en la determinacion ds 1a
ongima remifiocante realisando por separadc medidas oon glucdgene y emilopectina oo-
mo substratos.

Se ha encentrado que la ensima remificante no actia scbre el gluocgenc de hf -
gado de corejo (determinado por el método 4 Golorecion con el iedo), comportariente

sinilar al ds la engima rmnificante ds levadura estudiada por Gunja y ool.(73).



Pusde cbservarse en la Tebla IV que la dismimnoion de uab-ouiéngsao-ya
obtenida al incubar O(-amilasa de saliva o de "gluedgero particulado con amilo-
pectima bajo las condicionss previmmsmte dssoriptas, ¢s aproximadgmante igual a
la dismimicidn que nobthu.usom}.amno se incuba con Flusogene. Por lo
tarto, sste ultimo substrato o evmleado parm medir la activided Ot-smilssica.

81 se utilisa amilopsctine oamo swbstrato, la accion similtansa ds las dos ensi-
mad produce un efecto aditivo. Por lo tanto, se pmeds expresar la asttvidad de
1a engima remnifiocante, en extmotos oruics, oomo la diferencia ertre la dismim-
clén de absorecion a 50 m LM oon sbstmto de amlopectina y 1a dismimocion a

uéo mps usando gluodgeno como substrato.

A actividad ramificante- A absorciocn « A sbsoreién

520 T3]
(:&-t::‘:) (:ub-tr:t’:)
(amilopsotina) (g1uedgeno)

Se apliod este método pare expresar la purificacién de la ensima ramifi -

cante a partir del extmste erulo,



-5 -

Tabla IV - Detemmingoicn ds la activided remificante en presencis de o< -gmilass

Para 1a mescla ds reacoidn y determinacion de la actividad,
se proosde esgin lo desoripto anteriormsnte. En los exps-
rimentos 1 y 2 #e utiliza cx-exilasa do saliva y 48 gluoo-
g@no particulsdo respectivamente. En ¢l 2° experimento se
use como control un tubo calentade 10 mimtos a 100° C pa-
m imctivar la engima. En asbos experimsntos se utilism
onyima yemificante de la Wltina etapm de purifioscidn. la
astividad ss ezpresa Oomo dismimueion de deneided Optica

a 1a lorngitud de omla correspordients al miximo de ebeor-
cidn dsl substrato utilissdo.

Sabstrato

Experimento Engina Aailopecting Gluedgeno
- 5520 mu 4460 mu

1 Ramificante 0.160 0
Amilasa de seliva 0.425 0.135%
Ramificante +
Amilase do saliva 0.628 0.0

2 Remificante 0,105 0
imilasa do higado 0.0%0 0.110
Remificante +

Amilasa 4o higado 0.210 0.090
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PURIFICACION

DB LA BNZINA RAMITICANTS

Todas las operuciomnss s llevan a cabo & ywma temperatura & 0 - 2° C.

Preparacicn de los extractos de tejidos

las ratas se alimsntan con 80lucicn concentrada ds sacarosa "ad 1ibitum" dun-
rante 5 6 6 horas, o bien por sonda, en dosis ds 2 a 3 ml cada hora, proceso que
se repite U veces: 1lusgo de la ultima sonda se deja al animal en reposo durante
3 horas y se lo sacrifica dandols un golps en el cusllo. Kl higado se extrss in-
mediatarente y 8 corta sn pequeilos trogos que se lavan dos veoss cop solucicn
fria dv sacarcsa 0.25 M qu contiers versems 107 M, pars eliminar 1a sangre.

los trosos se desintegran en un homogeneizador de vidrio 4sl tipo Petter,

con tres volumenes de sacarosa 0.25 N-wversene 10"3

M.

Por centrifugacion a 5.000 x g durante 15 mimutos, se elimingn oélulas ente-
ras, restos celulares y micleos. El sobremadante (Bxtracto crudo) se centrifuga
a 5.000 x g durarte 15 minutos, descartandose ¢l ssdimento. B1 mevo sobrensdan-
te s centrifuga en la ultracentr{fuga preparativa Spinco, modelo L, a 105.000 x g
durante 45 mimtos. El sobrenadants l{mpido de esta dltima centrifugacidn se as-
pira cuidadosamente con una pipeta evitando el arrestre de pelfculas de grasa que
flotan en la superficis. la mayor parte de la actividad remificante se recupera

en esta fraccion 1{mpida, ds color mmarillento, mientras que la amilasa queda rete-—

nida en la pastilla do glucogeno particulsdo.
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Tratgmionto oon gel ds fosfato &9 cgplcio
Se cemtrifugan Ui ml de una suspensicn de gel de fosfato de calcio (80 mg/ml) y

se descarta @) sobreradante., K1 precipitedo dsl gel, se resuspenis en B ml del
scbrensdante ds 105.000 x g. BEsta suspension se dgja durante 15 mimtos a O°® C
con agitacidn oonsiomal y ee elimime el precipitado por oentrifugacicn a 25.000 x g.

Ssta operacicn 29 repits uma veg con el scbrensdante.

Pmeipitecion con sulfsto de smonio

51 meve scbreradanto que provisns de 1a 2® adsorcicn con gel se precipita
con igm) volumen de Solucion de sulfato ds amomio saturmda a 4® C pH 6.8. Se
deja en reposo 15 mimtos a 0° O agitande occasicmalmente y lusgo se centrifuga
duzunte 15 mimutos a 25.000 x g. Bl precipitado de prote{ms se resuspends en
buffer (1/8 dsl volwmn origimil de extracte erude) y se dialisa con agitacién
comtra 1 11tro de soluwidn de glutation 10~ M, durante 2 horas, casblanio el
1{quido externc despuse de 1 hora.

Se oncortré que el glutation impide la immotivecidn de la engima durante la
dialisis. Bl dialigedo resultante contiers aproximadsments 16 mg d¢ protefna/ml.
Como s» pusde ver en la Tabla V, la actividad especifica mrenta 35 veces despuss

de cetas otapas ds purifiocacidn.



Tabla V - Purifioncidn de la engims

Se prepararon las diferentes fraociorss y ensayaron sus actividades de
acuedo a lo descripto antericrmente.
la actividad ramifioante es expresa como la diferencia entre 1la dismi.
moicn de 1a sbsorcion a 520 mp y 1a dtsmimoidn a N0 LTS

Volumen | activi. | Protefra| actividad | Factor |Recu-
dad total Espeoi- de pera-
’mﬁn ramifi. fica parift- C16B
carte oacion
Absorcion
(=) (me) |z protelna $
xtrecto arudo 10.4 91 1185.6 o.2u 1 100
jobrered. 25.000 x g 9.2 276 676.2 o.n1 1.7 95
soorenad. 105.000 x g 8.0 a6 294,14 0.73 3.5 | ™
» Sobrenad. luego
lo adsorcidn en gel
ls fosfato de calclo 8.0 n4 85.6 1.7 71 9.5
julfato de amonio
r diallels 8.0 136 16 8.5 3545 u7

Cuvando se inoube la engima ramificante purificada, con amilopsctina o amiloea
durante 18 horas a 37° C bajo vapores de tolueno, no se liberan agicares reductores:
por lo tanto, 8 paosde considerar que la prepamcicn ests l1ibre de Of.gmilasa. Inou-
bando en las mismas cordicionss con un gran exceso de dextrine P-lﬁmlto de amilopec-

tina, tampooo se lidermn apicares reductores. Rsto indica que le ensima purifioada no

PROPIBDADES

DE LA ENZIMA

tiens actividad detectable ds amilo 1 -» 6 glucosidasa (25).
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Incubanio esta ensima con dextrano no @8 cdeervé cambio en el poder redus -
tor ni en ol color con el iodo. PFor 1o tanto, estas preparaciones esaten 1ibres
de la dextraro 1 -» 6 gluoosidasa descripta por Rosenfeld & col. (78) en tejidos
animales.

la engima purificeia ¢8 may estable y se puede gnardar sin perdida de ac -
tivided durante dos meses a -15° C, ya sea como solucidn concentrada o como

precipitado de sulfato de smonio.

CIRETIOCA

Camo se ve sn la Fig. 11, 1la actividad es proporcional a la concentra -
cién de engima dentro ds clertos 1fmites. Los ensayos de aotividad engima -
tica o llevan a cabo slempre dentro de estos 1fmites de concentracidn.

2D 1a Fig. 12 se ve la variacion ds la aotividad enszimatica ocon la con-
cont racion de substrato. la curva de la Fig. 13 muestm la variacion de la

actividad engimatica en funcion del tiempo.

PHEH OPTIMO

Cano 8 puede ver en la Fig. 14, en presencia de buffer citrate sl pH
corresponiiente al maximo de actividad es 6.U. Se obtisns mayor actividad

con este duffer que oon Tris-oitmato de la misma molarided.
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PROTEINA (mg)

Relacién entre actividad y concentracién 4e enzima.-

0.08

ciones ®oi, las descriptas anteriormente.

mp

o

o
)

DISMINUCION DE LA ABSORCION A 520

FI1G. )2.
aceclién.-

o
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o
N
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o
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0.12

0.16

las condi-

[{

) S

04

06
AMILOPECTINA (mg)

Efecto de la concentracién de substrato en la velocidad de re-
Las condiciones son las de un ensayo standard.



BALES

la engima ramificante de higado, igzual que la enzima Q de papa, Tequisre clsr -
tas seles para dssarrollar al maxiro su actividad.

Extre las sales ensaysdas (ver Tabla VI) el citrato de sodio 0.3 M produse el

ofeato mayor. Bl Mn*?, Mg'®, molibdato de amonio y p-cloromsrcuribensoato de scdie,

son irhibidores.

Tabla VI - BEfecto de sales en 1a actividad remifiocgnte

Ias incubacionss ss llevan a cebo en las comliciomes desariptas,exaspto
qw la concentraoion de buffer es 0.01 M para 61 experimento 1, y 0.3 M
para el experimento 2. Se higo sl blanco corTespordients para cada sal.

kxperizsnto Sal Concent raoion mtviﬂad(”
(M) Relativa.

1 Ninguna - 1
Borato de sodio 0.2 lou
Acetato de amonioc 0.2 1.6
Citrato de sodio 0.3 2.06
Citmato de sodio 0.1 1.54
Molibdato de amonio 0.0u6 0.24
Aocetato de magmesio 0.6 o.M
Cloruro de magnesio 0.2 o
p=cloromercuribenzoato 0.0001 0

2 Ninguma - 1
EDTA 0.01 1
MgCl2 0.01 0.33

(x) 8¢ toma camo 1 la actividad sn ausencia de sales.
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F1G. 13. Actividad enzimitica en funcién del tiempo,- La mezcla de incuba~

cién contiene por ml: 3,2 mg de amilopectina en duffer citrato 0,3 M; enzi-

ma, cantidad corrnpondiente a 4 mg d¢ proteina, B¢ incuba & 3IJ7* C. A cada uno

de los tiempos mdicadosi se_sacan alicusttl gea‘jorgg {i" inactivan agregin-
m €

DISMINUCION DE LA ABSORCION A 520 m

dolas a una meszcla de 0,35 e e vo de iode.
100 -
80f -
e | ]
<
a 801 T
<
a t )
=
= 40t .
<
a0t -
0 'y e '
c 5 6 7 8
pH

FIG. 14. pH éptimeo en:a, buffer citrato 0,3 M y 0,02 mg de enzime;
s buffer Trisecitrato 0,3 M y 0,08 ng de enzima,
Las demis ccndiciones segin lo descripto anteriormente.
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BE¥YRO0TO DBE POSIBLES ACTIVADORKES

Barimr y ocol. (74) informaron que la tramsglucosilacidn catalisads por la en-
gima remificante ds "Folytamella coeca” se acelera vor el agregado de di, tri, y oli-
gosaonridos. Con el objeto de ver si la engima ramificante ds higado pusde eer acti-
vada por oligosacaridos, Se emssyaron las signientes suwstancias ; maltosa, maltotrio-
sa, hidrolisados parciales de amilopeotina, de gluodgeno y de amilosa. En ningdn caso
pado cbservarse activacion. Hstos resultados concuexdan con 1os obtenidos por larmer

y Uwsh (77) quienes ensayaron maltosa, isamltosa ¥y pancsa.

FORMACIONR DE UN
POLISAGCABIDO SEMEJANTIE AL GLUCOGENXO

Acoign scbre amilopectinpg

Al inoubar amilopsotina oon engima ramificante de higado, ®e cbtieme uwn poll -
sacarido semsjante al gluocgeno. kste polisacarido tiems, en presencia dsl resctive
de 10do, un espectro de abSorvicn que 0oincide oon el del glucogeno ¢on un A méx. &
u60 ™AL (Fig. 15). los datos ds 1a Tsbla VII mestran que ha sxwntaic 1 némero de
ramas, medidas por ¢l método del periodato y por insubacion con P-nnau Los va -
107es oon 8imilares a 108 que figuran en la literatura (15) para distintos gluodge -
nos, qu tispen una longitud promedio de 9 a 18 unidades glucosa y o1 limite dop-d.-
lolisis entre 39 - 45 4, pero no ocoinciden exactamsnte con los cbtenides utiligande

glucégeno camercial como ocontiol .



Tebla VII - Efecto de ]a engima renificante scbre la smilopsctine

’

) --n olisi tud dic de ter.

mingles po rednotores

Megola ds remcoidn: 60 mg de amilopectina, cantidad de ongime
remifioante correspondiismte a 6.4 mg do prote {ma, buffer ci-
tmato 003 M pE Gou-

Volwen total : 7.0 ml.

Comtrol, iguml qw ol amterior, poro agreganio ensima al fi.
pal de la incwaocién. Despuds de inowbar uma noche a 37° C
bajo vapores de tolusno 8¢ agregan 2 voldmenss de metanol.
Kl preoipitado que 26 obtiens cortirifugamio a 2.000 rpn we
lava dos veces oan una mescla de metanoli:agna (3:1), 9 re-
disuslve en un pequsfio volumen de agua y s¢ dialisa para o-
liminar las sqles. S toman alfouotas para cwda expsrimento.

» , F-nuouu- Longitud promedio| Grupee no
Polisacarido de Cadera reduatores
%) (av) (%)
Amilopoctima 53 23 'R
Axilopectim +
Bonisa remifieante 50 18 5.6
Gluoogeno 3 15 6.7
ion ds o, de

E1 resultalo del oxperimerto efectuad oon dextrina f-lfxite de amilepse -
tira es desoribe en la Tabla VIII. la onsima remificants produce un deSplasa -
miento de 520 a 460 mp en sl Améx., ua dissimcidn en la longitud promedio
4s cadema y formaocidn de mevas rems, lo que se demwstya por la accidn de la

ﬁ-ihu q» lbera maltosa.
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Tabla VIII - Acoion de 1a enyimg remificante sobre la dextrimm E.;_ggg.

de smilopectine
Sistens oomleto : igual qu para la Tabla VII
Longitnd | ibsorcicn | Amix. | Puantloltets
pramedio a
Subet rato d» cade- 580 mp
n&.
(é1L) (= ) (%)
Dextrine P~ 1mite
de amilopectim 16.4 0.760 520 -
Nextrioa P- 1fmite
de amilopectina ¢
ergima ramificante 11.7 0.590 ue0 8

Accidr scbre otros polisaodridos

En 1a primera parts ds este trabajo 8¢ demostrd ques en presencia del ve -
activo de iodo la longitul de omda correspomiiente al méximo de absorcion es
L€o mu para el gluodgeno, 520 ®u para amilopectina y var{a entre 46O y 520 m L
para meaclas de abos.

Las curvas de la figure 16 muestran un desplasamisnto en o1 A max. después
ds incubar 1a engima Temificants de higadc con almiddn d@ trigo, almiddn de mafe
waxy y amilosa.

Se deduoe que @8tos polisacaridos le sirven de substrato.
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FIG. 15. Bspectro de absorcién en presencia del readtivo de iocdo del po-
lisacarido que se obtiene por accién de la enzima ramificante sobre ami-
lopectina.~ Se emplean las condiciones descriptas en la Tabla VII.

B, Amilopectina; @, Amilopectina después de la incubacion con enzima
ramificante; 4 , Gluedgeneo.

A i
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W

TIG. 16. Espectros de absorcién_de los polisacar _
tive del iodeo, antes (simbolos llenos) ‘y' después zsfmholos vacios) de ipcu-

Yar con enzima ramif icante de higado.” Las condicloneas Son las ya descriptas.
A, A : Amilcsa; O , @t pelisacirido del maiz waxy; O,M: almidén de trigo.

n presencia del reac-
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CONOLUSIONES

Xl oftodo de colorecion oon iode, descripto en la primera parte ds este tra -
bajo, o8 répido y simple. E1 ocolor es estable y no varia aprecisblemsnte con la
tamperatura.

81 se reduce a la cuarta parte los volumemss de telos 1los reactivos ss pusden
medir onntidades tan pequefias cemo 0.02 mg de glucdgeno.

108 polisaocdridos que por hidrclisis liberan agdoares reduotores psro eque ro
forman caomplejo con el iodo, no interfieren.

No existe uma correlasidn estyiota entre les resultados odtenidos ocen el pre-
osdimiento desaripte y con los métodos clasicos, pussto qus estos dltimos miden
residuos hexosas, mjentrms qus o1 color deSarrollado oon ¢l reactivo de 1edo de -
pende ds la longitud de la cadema (79 - B1). For lo tanto, este método o8 mis es-
peaifico para o1 glucogeno.

las oadenas exterisres &1 gluodgenc dsssupsfian un papsl my importamts en la
rencoion colorimstrica. a8{, por ejemple, cuanio se haoe actuar la fosforilasa que
deja wolamente 4 residuos gluoosiles en las remas exteriores, la absoreion se redu-
coenwn & %, mismtms que con el polisacaride que resulta s la socisn 4e la
P -antlase, @e dajs 2 & 3 residuos gInovsiles, ls sbservisn dismimpe e w 13 £.

S defini¢ un valor R que expresa la relacidn entre 1os mg de gluodgenc od -
tenidos por el método del 4o0do y por el del femol lulﬁ.ﬂﬂ. Este valor es 1 pam
ol xlucogero utilissdo como staniard y es vtil para diferenciar wn glucédgeno non-

mal ds un degredado, en cuyo ocaso ol wvaler de R 8 baje.
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Los experimentos realisadoe con mesolas de gluodgeno y amilopsctina dewusssmn
que la lorgitnd de onla de)l méximo de absercién (Amax.) estd campreniida entze los
valores correspordientes al gluoigero (60 mp) 7 a 1a exilopsctina (520 mu) purce.
Se dednos qus el mix, estd relasionado cen ol graio de rmmificasidn del polisesari-
do. HBsto conousyda con 108 datos yecientemente publicedos por Archidald y col.(B82).

X1 método propmsto no pemite cbtemer informacicon cuantitativa scdre las va-
riaciores en preporgicn y distribucicn de 1as unionsecxl -+ 6 en el mbstmato. 8in
esbargo, determimamio ol Amxx. d81 camplejo pélisacarido-iedo se pusde diferenciar
un polisacdrido del tipe de gluodgeno de uno dsl tipo de amilopectina. Esto resulsd
my dtil para ol estuiio de la engima remificante.

S1 se utilisa la emilopsctimm ocomo substrato de la ensima ramificerte, el pro-
dusto resultante es un polisacarido del tipo del glucogero.

31 hecho de que la engima ramificante o tenga accicn detectsble (medida por
el aftodo del 1ode) mobre o1 glusdgemo d8 higado de ocomejo y que por accidn ds la
Ox~amilasa la dismimoicn on la sbscrbancia & 520 mu Sea igual a la dismimcida
que s cbserva a 460 mp. (cuanio se utilisza oomo substrato amilopsctim o lucdge-
0 respect ivamente) permitis determivar la actividad remificante en extractos aru-
dos, haciendo incubacionss con sxbos polisackridos por separedo.

Los experimentos descriptos en la 2® parte del trabaje demmstran que la en-
gima rewificante de higalo de rata, es solwble,

Se pusde cbterer completamente libre de su principal eomtaminante, laCt-ami-
lass, cuando los extrmotos de higado mroviensn de rutas alimsntadas: on estas con-
dioiones se forma "gluodgeno particulado” que al ser ssparads por centrifugacién a
105.000 x g arrestm lac-amilasa, dejanio a la engima remificante en el Schyerm -
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dante. 3Sin enbaro, cuando ¢l L{zalo es pobre en Zluodgenc, tabidn 1a @l-anilasa
qada 0 ol Oobxvnada;xu. on ouyo oaso resulta mas dirfo1l separmrla. L1 gel de
almAon y almidorn en polvo no sisven parm adsorberla completamente. Lnseyos e£6c-
tuados oon gluodgero partioulado tratado con ures 8 M , demestraren ™) ser sfec -
tivos en la elinirmcidn de esta exgims, cuando se encueitra en concentreciones bajas.

La ongtie rgnificante 4e hfgado, 1zual que las engimas Q & plantes, equis -
re o] acTe:aic de sales nara desarrollar al meximo su actividal. Difiere dg la
q de papa (83, S4) norque ee Luhibiia vor el molibdato de amonio nero 1o lo s
por el boswto de sodio. Igual que la de levadurw (73), papa (77) y otras, mo es
activaia por oligosacarides como la de * Polytomella coeca " (7).

Ia engima do Ligado puede vtilizar como substratos la amilosa, la amilopec -
tina y la dextrina ﬂ.mw.. de smilopectina. El becho do que deta ultima sirva
como substrato ¥y que el nolisecarido resultante pueda ser atacado mevamsrte por
la P-.nﬂ.ala. indica o la eénzima ramificante tapbisn puede transferir trogos
ds cadenas ramifiocedas.

la enzima remifiomnts de Ligado y la de levadura presentan ura espseificided
semsjaxte vor los substratoe (73) perc difieven de la ensima Q de algunas plantas
en qe sclamsnte pueien tranmefomar anilosa en anilopsctina (55) sin llegar a for-
mar gluoogeno.

La engima ranificante obtenida a partir del enloepsrma d@ choclo (mfz dulos) &)
qu contiems gluoogeno adarss d8 almiden, utiliza camo swbstratos tarnto amilopec -

tioa como @-ilosa, s8ieido el producto finml un polisacarido de espectro sewsjarte

al Auocdgero,

(x) Coservacionse persormles de Clara R. Krismen.
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Rosserbam y Hassid (B€) y Feat, Mwlan y Batley (B3) estudiaron el mseanismo
de formmolon ds emilopeotim por la adceicn ds la engima Q 40 pape utilimanio eame
sobetrato dextrimas linsales ds longitud cemoeida. Illegarea a la conslusidn de
que requiste um cierta lengitud afnima de eadenm compreniida entre 42 y 116 uni -
dades glucosa.

larmer (20) wtilisando un glusdgeno ouyns rums exterms estaban marcadas con
duoosa redicactiva, demostre que la ensima remifioante de origen anitmal, requiere
ura longitud de oadema pramsdio de 6 a 11 unidades glucesas en las ramas exteric -
28 pars tmansgiucosidar.

Estas observacionss y sl hecho ds qe tanto la longitud de las cadenss inte -
riores ( 5 a 8 unidades glunosilos ) como las exterieres ( 12 - 17 unidades ) ds la
smilepsctina ssan meyores qus las del glusdgeno podria indicer, eztre otras posi -
bilidedes que la diferencia entre les onsimas ramificantes de origen animal y ve -
gotal reside en 1a especifisidad respecio ds la lengitud de eadens.

Uno do les problemms que queda por medolver es la determinasicn ds la longl-
tud mintmg del cligosscdrido linsal que pusde wexvir como sibstrato de la exzimm

samificante de origen animal,
Oloca L. Utercerce do Fichbunce

//,‘/é?
(A



RESUMEN

Se desoribe wn mitodo nipido, eimple y espsc{fico para dstemmirar colorimftri-
camerte 01 gluodgeno on condert molenss que varfan ertre 0.15 y 1 mg/ml con un 1v -
astivo de I2 en IK en pressncia de sales.

Ewte procedimismto eolorinstrico pusde ssr wiilisado para la determimmoidn del
luodgery eortenido en 108 tejidos. He pusds diferenciar un polhaﬂ-'ﬂ_do dsl ¥ipo
de] gluodgenc ds wo del tipo ds emilopsctina, determinando el A\ mix. del cempleje
polisecurido - lode,

S» utilisd este método pare medir la activiisd de la encims ramificante.

la OCa), uglucany (o], buglucane buglucosilt mnsferasa ha 8120 purificeda
35 veoes respscto ds los extractos de higado do rata.

88 logra ssparer lact-amilasa, por semirifugecicn de les oxtrestes de higade
oen elevado contenido en gluodgeno, a alta velecided.

1a aocidn ongimétion scbre amilopeotina o8 dptimm en buffer cltmte 0.3 ¥
a g 6,4, Bequisre males y e8 irhidida por Mn't , Mg*? y pecleresveuriverssato
ds sodio. la onsimm ramificante de higado pusde wtilimar tmbidén como substmates
aatlom y dextrim f.ifmite d¢ amilopeotims.

Se deeoribe un mstodo para ensayar la ensims on presensia dp -amilasa.
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