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l. INTRODUCCION 

Hasta hace relativamente poco tiempo, se ha reconocido la importa~ 

cia que tienen los azúcares unidos a las proteínas como compuestos 

altamente específicos que actúan como portadores de información 

biológica, esto es, que la especificidad de muchas glicoproteínas 

naturales está codificada en términos de azúcarea y no sólo de am! 

. no ácidos o nucleótidos. Los azúcares pueden variar en su tipo de 

unión: alfa ó beta, 1•2, l..p3, etc, y en la presencia o ausencia 

de ramificaciones.(l). 

Actualmente, s~ ha comprobado que la alteración de la estructura 

y composición del grupo carbohidrato altera la arquitectura trid! 

mensional de las moléculas y se ha postulado que estas alteraci2 

nes están íntimamente ligadas con los procesos de transformación 

maligna, como lo comprueban los resultados de aglutinación de cél~ 

las neoplásicas frente a lectinas tales com_ o la concanavalina A 

lo que no sucede con células normales.(2). 

En los últimos diez años han venido apareciendo en la literatura 

i nformes de unión no-enzimática de monosacáridos a varios tipos 

de moléculas y tejidos (3-11), principalmente en pacientes con di~ 

betes mellitus. Se ha fpopuesto que dicho fenómeno está estrecha 

mente relacionado a la fisiopatolog!a del metabolismo de los car 

bohidratos. 

Interesados en este tema, hemos querido investigar acerca de la 

cinética de la glicosiláción no-enzimática de la inmunoglobulina 

G !~ ~!!~2 debido a su importancia en el sistema inmune y a la P2 

sibilidad de utilizarla en el control terapéutico de los pacientes 

con diabetes mellitus. Para ello se presenta una revisión de las 

glicoproteínas, tipos de azúcar que en ella intervienen, alicos! 

lación enzimática y no-enzimática y los resultados obtenidos en el 

laboratorio de la unión de monosacárido~ a IgG !~ ~!!~2• en forma 

no-enzimática. Otro de los objetivos de este trabajo es el de me 

jorar la técnica colorimétrica hasta ahora utilizada para la cuan 

tificación de azúcar unido a proteína no-enzimáticamente. 
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1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se ha propuesto que en pacientes con diabetes mellitus, las 

complicaciones que de ella se deriban {arterioesclerosis, m! 

croangiopatía vascular, neuropatía){6, 7,12), pueden ser d~ 

bidas a la incorporación de glucosa en forma no-enzimáti c a a 

proteínas. En vista de que no se ha analizado la cinética 

de unión de la glucosa a la inmunoglobulina G de pacientes 

diabéticos, es de interés averiguar la capasidad de esta pr~ 

teína de unir glucosa u otros azúcares no-enzimáticamente, 

con el objeto de lograr una metodología que pueda ser útil 

desde el punto de vista del control de los pacientes diabét! 

cos a mediano plazo. Al profundizar en el conocimiento de 

esta ciné~ica, se abre la posibilidad de investigar la fu~ 

ción de lir· IgG en su actividad de anticuerpo en pacientes dia 

béticos. 

1.2 OBJETIVOS 

l. Separar la inmunoglobulina G del suero de individuos nor 

males y de pacientes con diabetes mellitus tipos I y II. 

2. Cuantificar el carbohidrato unido a la IgG !~ vivo. 

3. Mejorar los métodos colorimétricos sugeridos para la medi 

ci6n de la glicosilación no-enzimática. 

4. Glicosilar !~ ~!!!~ las inmunoglobulinas anteriormente ob 

tenidas con glucosa, galactosa y manosa, variando la conce~ 

tración de los azúcares, la temperatura de reacción y el tiem 

po de incubación. 

5.0btener por diferencia la cantidad de monosacáridos unidos 

no enzimáticamente en las diferentes IgGs. 
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1.3 HIPOTESIS 

l. El empleo de ácidos fuertes (ácido clorhídrico) y una presión 

de 20 libras mejora significativamente la cuantificación de azúca 

res unidos no-enzimáticamente a proteínas debido a la mejor obten 

ción del 5-hidroximetil 2-furfuraldehido. 

2. La glicosilación no-enzimática l~ ~l!!~ de la inmunoglobulina 

G se incrementa al aumentar la concentración del azúcar, el tiem 

po de exposición y la temperatura de reacción. 
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ANTECEDENTES CIENTIFICOS 

GLICOPROTEINAS 

Las glicoproteínas son moléculas que tienen carbohidratos unidos 

covalentemente a la cadena peptídica (13). El grupo carbohidrato 

varía de tamaño desde mono o disacáridos {p.e. mucinas y colág! 

na)(l4, 15), a polisacáridos (p.e. inmunoglobulinas, proteínas 

plasmáticas)(l6), y están localizados en varias posiciones de la 

cadena polipeptídica de acuerdo a la ubicación de los amino ác i 

dos aspargina, treonina, serina. lisina o valina. No se conocen 

glicoproteínas que estén construídas en bloques c opoliméricos te 

niendo segmentos alternados de péptidos y sacáridos. 

Las glicoproteínas están ampliamente distribuídas en la naturale 

za: Vertebrados, invertebrados, plantas, organismos unicelulares 

y algunos virus {Tabla 1). En general, hay más tipos de proteínas 

que tienen carbohidratos que las que no los tienen. Por ejemplo, 

en el caso del plasma humano, de más de sesenta proteínas aisladas 

se han encontrado muy pocas sin carbohidrato {proteína C reac t iv a , 

lisosoma muraminidasa), lo que constituye más del cincuenta por -

ciento de proteínas glicosiladas del total del contenido proteico 

plasmático, en contraste con las proteínas del jugo pancreático 

bovino del cual sólo el cinco por ciento tienen residuos de azú 

car. Estas proteínas incluyen a las ribonucleasas B,C y D, deso 

xiribonucleasas y amilasas (17-20),Figura l. 

Las funciones de las glicoproteínas son diversas: Transporte, coa 

gulaci6n, enzimáticas, inmunológicas, algunas hormonales como las 

&onadotropinas hipofisiarias y placentarias y la tiroglobulina; 

de lubricación como las mucinas y mucoproteínas; estructurales co 

mo en las membranas basales y en la pared celular de los organi~ 

moa multicelulares en los que, además de servir como soporte, ju! 

gan un papel esencial en el transporte activo de moléculas, son 

receptoras de virus, hormonas y anticuerpos y forman parte del re 

conocimiento y adhesión intercelular {Tabla 1)(21). 



5 

Tabla l. 
DISTRIBUCION Y FUNCION DE ALGUNAS GLICOPROTEINA S 

ORIGEN 

VERTEBRADOS 
Plasma 

FUNCION 

Transporte 

~ 
Coagulacion 

I 
Inmunoproteccion 

Enzimas 

Secreci6n láctea Transporte 
Enzima 
Nutri c i6n 

Saliva 
Hip6fisis 

Hígado 

Páncreas 

Glándula 
submaxilar 

Est6mago 
Pulm6n 
Piel 
Clara de huevo 

Yema de huevo 
Veneno de 
serpientes 

INVERTEBRADOS 

PLANTAS 

BACTERIAS 

VIRUS 

Enzima 
Hormona 

Enz i ma 

Enzima 

Lubricaci6n 
y protección 
Enzima 
Anti coagulante 
Estructura 
Nutrición y 
Protección 

Nutrición 

Enzimas 

Protección 

Estructura 
Procesos de ferti 
lizaci6n 

Estructura 

Enzimas 

Enzimas 

No conocida 

No conocida 

Modificación de Spiro, R.G .( 1 6 ) 

EJEMPLOS 

Trans f errin a 
Ceruloplas mi na 
Beta lipoproteína 
FibrinÓgeno 
Protrombina 
Inmunoglobulinas 
IgG, IgA, IgM 
Colinesterasa 
Atropinesterasa 
Amino-oxidasa 
Lactoferritina 
Lactosintetasa 
K-caseína 
Alfa-ami lasa 
Folículo estimulante 
Luteinizante 
Factor estimulante e 
inhibidor de tiro ides 

Beta N-Acetilglucosaminidasa 
Beta Glucuronidasa 
Ribonucleasa 
Desoxirribonucleasa 
Lipasa 

Glicoproteínas submaxilares 
Pepsinógeno, pepsina 
Heparina 
Colágena 

Ovoalbómi n a, ovom u coide 
Avidina 
Fosfovitina 

Proteinasas 

Colágena de cutícula de 
anélidos 

Colágena 

Glicoproteínas de la cubierta 
de erizo de mar 

Glicoproteínas de la pared 
celular 

Taka-amilasa, Glucosa-oxidase 
Clorperoxidasa , Lipasa, 
Alfa-galactosa invertasa. 
DifosfopiridíJ'\.!.ucleotidasa del 
Bacillus subtilis 

Glicoproteínas de la pared c~ 
lular de E. col i 

Glicoproteínas de m•mbran a 
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Tabla 2. 

MONOSACARIDOS CONSTITUYENTES DE GLICOPROTEINAS 

Hexosas: O-Galactosa, D-Manosa, O-Glucosa. 

Deoxihexosas: L-Fucosa 

8 

Hexosaminas: N-acetil D-Glucosamina, N-acetil D-Galactosamina 

Acidos siálicos: ácidos Acil-Neuramínicos. 

Pentosas: D-Xilos~, D-Arabinosa 
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Figura 3. 

CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS EN ANIMALES Y PLANTAS(20) . 

ANIMALES 

Lisozimas Ribonucleasas,Deso o 
xirribonucleasas -
Inmunoglobulinas 7S 
Ovoalbúmina. Ribonucleasa B 
Tiroglobulina 
Inmunoglobulinas 19S 

Glucosaoxidasa 

10 

Hormona Folículo Estimulan- 20 
te 

Fetuina 

Ovomucoide 

Gonadotropina coriónica Hum.2_ 
na 

Glicoproteína ácida 40 

Mucina Submaxilar de Oveja ~o 

Mucina Submaxilar de perro 6 O 

Substancias de grupo san
guíneo 

70 

80 

to 

100 

•1. de Azúcar PLANTAS 

Concanavalina A, Aglutinina de géE_ 
men de trigo 

Bromeliria de tallo de piña 

Aglutinina de frijol 

Peroxidosa de rábano 

Aglutinina de Ulex 

Precursor de extensina de Zanahoria 

Lectina de papa 
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Fig. 2 

Representación esquemática de una glicoproteina. 
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licosilación de proteínas. 

a biosíntesis de macromoléculas conjugadas tales como las gl! . 

_oproteínas tienen algunos problemas que no se pres en tan en es . 

tudios de proteínas simples o polisacáridos. Uno de los probl! 

mas principales es el orden en el cual se sintetizan el grupo 

carbohidrato y la proteína. Otro problema es el mecanismo mol!cu ~• 

y la localización celular en la cual se llevan a cabo estas sín 

tesis. Algunos investigadores han informado del sitio intrace 

lular de la biosíntesis de glicoproteínas y de la secuencia de 

eventos en el proceso enzimático de la unión de estas moléculas, 

pero poco se conoce de la estructura terciaria, plegamientos y 

conformación de algunas de ellas en diferentes med i os ( 26). 

Estudios en células intactas. 

Primero consfderaremos el lugar donde ocurre la biosíntesis de 

glicoproteínas en la célula. Muchos de estos conocimientos es 

tán basados en estudios en animales intactos o en órganos o en 

cortes de tejidos con técnicas de perf~sión. Estas técnicas in 

cluyen la exposición del tejido a monosacáridos en ausencia o 

presencia de inhibidores de la síntesis proteica tales como la 

puromicina, seguida del exámen de la incorporación del c a rbohi 

drato marcado radioactivamente unido a la proteína (27, 28). 

Para obtener información de la relación entre la síntesis de la 

cadena del carbohidrato y del polipéptido se realizan experime~ 

tos paralelos con amino ácidos marcados radioactivamente. El 

más comunmente usado es la leucina. La incorporación de la ma! 

ca se sigue por dos métodos: a) La autorradiografía en microsC~ f'º 

electrónico y b) Por medición de proteínas marcadas radioactiva 

mente en fracciones subcelulares separadas por centrifugación 

del homogenado de tejidos (27, 28). 

Los resultados de estos experimentos indican que: a) El péptido 

fundamental de las glicoproteínas se une a los ribosomas que se 

encuentran eb la membrana, y b) Que la mayor parte del carbohi 

dratoe~ncor~orado a la glicoproteína después de la liberación de 

los péptidos fundamentales de los ribosomas. De ésta manera se 

~bservó una clara separación en tiempo y en espacio entre la bio 

síntesis del péptido fundamental de las glicoproteínas y la bio 
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sínteis del carbohidrato. 

El aparato de Golgi tiene un papel c e ntral en la biosíntesis de 

la cadena de azúcares de las glicoproteínas. Esta estructura 

consiste de un complejo de sacos membranosos interconectados 

que se encuentra presente en todas las células animales y sirve 

como sitio primario para la síntesis de grandes carbohidratos y 

para el almacenamiento de macromoléculas producidas intracel~ 

larmente . Dentro de sus funciones incluye la biosíntesis de 

. glicoproteínas solubles, la formación de membranas para vesícu 

las de almacenamiento y secretorias (29, 30). 

La glicosilación de proteínas sigue tres vías generales (Tabla 

3): a) La incorporación de manosa radioactiva a la proteína ap~ 

rece en forma semejante a la incorporación de amino ácidos ra 

dioactivos: Hay una rápida incorporación a la superficie del r~ 

tículo endoplásrr.ico rugoso (RER), seguido por la transferencia 

a la superficie del retículo endoplásmico liso (REL) y al apar~ 

to de Golgi, apareciendo finalmente en el sitio de acumulación 

(Tabla 3, Forma A). La incorporación de amino ácidos y manosa 

es sensible a la inhibición por puromicina, por lo que se infi~ 

re que la manosa debe ser uno de los primeros monosacáridos que 

se une a la proteína. Estos hallazgos se reflejan en el hecho 

de que la incorporación de la manosa se encuentra cerca del nu 

cleo del oligosacárido: N-acetilglucosamina-aspargina que es la 

región de unión, por lo que la incorporación de este monosacárl 

do se lleva a cabo en etapa temprana del proceso biosintético 

poco después de que el péptido · se ha unido a los ribosomas. 

La puromicina ir.hibe la formación de péptidos y subsecuentemente 

se carece de sustrato que actúe como aceptor de manosa. b) El 

ácido siálico, la L-fucosa y la O-galactosa radioactivos son in 

corporados primariamente a la superficie del REL y al aparato 

de Golgi y entonces son tr~nsferidos al sitio donde se encuen 

tran las proteínas terminadas (Tabla 3, Forma B). Es de espera~ 

se que los azúcares que son incorporados únicamente al final de 

la síntesis de las glicoproteínas sean incorporadas a las glic~ 

proteínas al final del proceso biosintético. La incorporación 

de L-fucosa y O-galactosa no se inhibe apreciablemente por la 

puromicina, ya que hay una reserva adecuada de glicoproteínas no 



Tabla 3 
Incorporación del radiois6topo al interior de las glicoprote!nas en los 
organelos ( 25). 

Precursor 
Forma1radioacti1Ti7mpo en la incorporación a la 
Tioo vo. - gl1coprote!na. 

A 

B 

e 

Leucina 

Manos a 

Acido si{l 
lico -
L-Fucosa 
Galactosa 

Glucosami 
na. 

Horas después 
del pulso 

o 

GS, EE 

EE ó MP 

Golgi,no RER 

GS, EE ó MP 

RER y Golgi 

1 2 3 

Interpretación 

RER -9Golgi ._ GS, EE Ó MP 

t 
marca 

RER..,.Golgi • GS, EE ó MP 
f 
marca 

RER .,Golp,i - GS, EE ó MP 

t t 
marca marca 

Clave: RER 
GS 
EE 
MP 

superficie del retículo endoplásmico rugoso 
gr€1nulos secretorios 
espacio extracelular 
membrana plasm€1tica 

El tiempo es idealizado para fines cualitativos, ya que h a y variac io nes 
cuantitativas apreciables del tejido entre una especie y otra. 
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totalmente glicosiladas en el retículo endoplásmico que actúan c~ 

mo aceptores para estos azúcares, o bien reflejan que su incorp~ 

ración es independiente de la síntesis temprana de la proteína. 

Esta reserva se mantiene por largos periodos de tiempo después de 

que la síntesis proteica ha sido inhibida por la puromicina. Los 

datos anteriores comprueban que la 1-fucosa dada su estabilidad, 

esto es, que no se degrada fácilmente, se incorpora al final de 

la síntesis. Por consiguiente, si se quiere estudiar cuándo una 

glicoproteína ha sido sintetizada completamente, se utiliza a la 

fucosa como marcador radioactivo. c) La glucosamina radioactiva 

se incorpora simultáneamente tanto en el RER como en el REL y es 

transferido al sitio de proteínas terminadas (Tabla 3, Forma C), 

lo que está de acuerdo con el hecho de que la N-acetilglucosam! 

na aparece loca l izada en tres sitios del residuo del oligosacár! 

do, como son la región de unión N-acetilglucosamina-aspargina, el 

centro y el trisacárido terminal no-reductor. De esta manera la 

glucosamina está en todo el proceso biosintético (26). 

Existe una controversia sobre si la unión N-glicosídica entre la 

N-acetilglucosamina y la aspargina en las glicoproteínas se forma 

antes de completar el péptido y liberarse del ribosoma o subse 

cuentemente a su terminación y liberación. Hay evid.encias en cé 

lulas hepáticas y plasmacitomas de que cantidades pequeñas de 

N-acetilglucosamina se incorporan al péptido naciente en el rib~ 

soma. Una posibilidad es que la N-acetilglucosamina-aspargina 

sea incorporada como tal, pero falta comprobar las"enzimas activa 

doras" de este complejo.(31). 

Los datos cinéticos de la Tabla 3 resumen los pasos de la incorp~ 

ración de monosacáridos en el residuo del oligosacárido, al mis• 

mo tiempo que los péptidos nacientes se mueven de la superficie 

del RER al REL, al aparato de Golgi y finalmente al sitio de acu 

mulación de las proteínas. La naturaleza de los sitios de acumu 

lación dependen del tejido que se estudia, por ejemplo, en tejido 

tiroideo el sitio de acumulación representa el almacenamiento de 

tiroglobulina en el coloide. En células secretoras que no alma 

cenanlas sustancias sintetizadas, el producto es secretado, p.e. 

en los linfocitos B, las inmunoglobulinas y en el hígado las gl! 

coproteínas plasmáticas. En células no secretorias tales como 

las células HeLa y células de mucosa duodenal, la glicoproteína 
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~ecién sintetizada se utiliza en el recambio de membranas (26). 

Es importante mencionar que las glicoproteínas de hí g ado marc~ 

das, son liberadas a la superficie tanto del RER como del REL 

por desintegración ultrasónica, lo que implica que éstos mat~ 

riales están en espacios cisternales del retículo endoplásmico. 

Sin embargo, algunas glicoproteínas recién sintetizadas son un! 

das firmemente a la membrana microsomal y es posible que esta d! 

ferencia en la unión a la membrana pueda reflejar el destino úl 

timo de la glicoproteína, ya sea en la secreción extracelular o 

como parte del sistema intracelular de la membrana. La Figura 4 

muestra una representación esquemática de la biosíntesis de glic~ 

proteínas (modificación de Schachter) (28 ) . 

Algunos investigadores han señalado que la estructura de los el! 

gosacáridos unidos a aspargina de glicoproteínas de eucariotes es 

heterogénea y generalmente se clasifican en dos categorías: "Alto 

contenido de manosa" y "Complejas". Esta diferencia reside en 

que las primeras tienen varios residuos de manosa alfa unidos 

(dos a siete manosas en células de vertebrados, Figura 5-II), 

mientras que las segundas llevan otros azúcares externos tales 

como la N-acetilglucosamina (NAcGlu), manosa (Man), galactosa 

(Gal).' fucosa (Fue) y ácido siálico (AS) (Figura 5-I). Las cade 

nas de ambas clases exhiben microheterogeneidad, esto es, que un 

s6lo tipo de glicoproteíoa_purificada tiene unidades de carboh! 

drato de estructura relacionada pero no necesariamente idéntica 

(32~ 34). 

Numerosos experimentos en glicoproteínas de membrana, secretorias 

y virales, han revelado que tanto los glicanos de alto contenido 

de manosa como los complejos, tienen un origen biosintético común 

~ Un oligosacárido precursor con alto contenido de manosa que se 

sintetiza sobre un lípido acarreador (dolicol) del cual se trans 

fiere a la proteína aceptora. En una amplia variedad de sistemas, 

el oligosacárido precursor unido al lfpido tiene la composición: 

Glu 3Man
9

NAcGlu 2 (Figura 5-III). Este oligosacárido tiene uncen 

tro común a todos los oligosacáridos unidos a aspargina (Asn): 

Asn-NAcGlu 2 - Man(Man 1 ?6)Man(l .q-3)(Figura 5-II)(35, 36). 
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El lípido acarreador (dolicol) es un polisoprenoide saturado c~ 

yo isómero más abundante contiene entre 18 y 20 unidad e s de iso 

preno en vertebrados y 15 a 16 en levaduras. El dolicol parece 

ser sintetizado en mitocondrias y se encuentra distribuído en el 

retículo endo~lásmico donde están las enzimas que sintetizan el 

oligosacárido. 

37). 

Su forma activa es el pirofosfato de dolicol (36, 

El oligosacárido precursor s• inicia cuando se unen dos molécu 

las consecutivas de NAcGlu a través de su forma activa, la uri 

díndifosfato (UDP)-NAcGlu, por una transaminasa. En seguida se 

unen una a una las nueve moléculas de manosa a partir de su fo! 

ma activa la guanosíndifosfato (GDP)-Man y la enzima correspo~ 

diente y por último se unen tres moléculas de glucosa a partir 

de UDP-Glu en presencia de cationes divalentes y la transferasa 

adecuada para dar la molécula final: Glu 3Man 9 NAcGlu 2-P-P-Dolicol 

( 34. 37). 

Al mismo tiempo que se forma el oligosacárido precursor, se fo! 

man las cadenas de 10-30 amino ácidos en los poliso_mas que se e~ 

cuentran unidos a la membrana, de donde se desprende por una peE 

tidasa para pasar al lúmen del retículo endoplásmico rugoso do~ 

de son glicosiladas por la enzima dolicildifosforiloligosacárido 

:p~ptidoligosacaril transferasa. Las estructuras se continúan 

desarrollando rápidamente y algunas glicoproteínas adquieren fl 

nalmente una estructura terciaria que implica puentes disulfuro 

( 37 -39 ) • 

Para que el oligosacárido se una a la proteína son necesarios dos 

requisitos indispensables: l. Que haya un residuo aspártico en un 

triplete de amino ácidos cuya secuencia sea Asn-X-Ser ó Thr, don 

de X puede s&.r cualquier amino ácido excepto ácido aspártico y 

2. Que el triplete esté exp·uesto, esto es, que esté accesible a 

la enzima ( 40). 

Se ha demostrado que la ovoalbúminJ; 9!as cadena pesadas de las 

inmunoglobulinas G de ratón (3 3 ) y las glicoproteínas del virus 

de estomatitis vesicular (35 ) se glicosilan antes de ser liber~ 

das de los ribosomas. De acuerdo con esta información se infi 

rió que otras glicoproteínas podrían glicosilarse de la misma m~ 

nera (42-44), sin embargo hay evidencias de que los oligosacár! 

dos se pueden unir también a la cadena polipeptídica ya termina 
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da (45, 46). 

Inmediatamente después de transferir el oligosacárido precurso r 

ala proteína aceptora, la población originalmente homo génea, ten 

drá diferentes glicanos N-unidos (Figura 5) ya que los residuos 

1, 2 y 3 de la glucosa son eliminados por las glicosidasas l, 11 

y II respectivamente, que en hepatocitos de rata se han localiza 

do en el retículo endoplásmico rugoso y liso (47). Algunas pr~ 

teínas como la tiroglobulina de ternera tienen la estructura com 

pleta del oligosacárido (48)(Figura 5-111), pero comunmente se~ 

liminan cuatro residuos de manosa para obtener pequeños oligos~ 

cáridos con alto contenido de manosa (Figura 5-IlÍ, o se les~ 

nen otros residuos de azúcares para pbtener una estructura com 

pleja (49)(Figura 5-1). 

El primer paso para la conversión de oligosacárido de "alta man~ 

sa'' a "complejo'', se cataliza por una N-acetilglucosaminiltran! 

ferasa I que se une la NAcGlu a 

pués de lo cual la "manosidasa tardía'' libera dos manosas termi 

nales (Figura 7e). El producto de la reacción d y e de la Fig~ 

ra 7 se procesan rápidamente, aunque se han encontrado como ta 

les en la rodopsina (50-55). 

El producto de la manosidasa tardía y de la N-acetilglucosamini! 

transferasa: NAcGlu 2 Man 3 , es un sustrato para tres enzimas: l. 

La N-acetilglucosaminiltransferasa Il que la convierte a NAcG1~2 
Man 3 NAcGlu 2 (Figura 7-1); 2. la fucosiltransferasa que adiciona 

una alfa-1-6-Fuc al residuo NAcGlu (reducido terminal) y 3. una 

galactosaminiltransferasa que forma uniones Gal-alfa-1-4 a los 

residuos NAcGlu no reducidos. 

El esquema de la figura 7 es una simplificación del proceso. No 

toma en cuenta la existencia de uniones alternativas, procesos 

incompletos o conversión a otro tipo de oligosacáridos complejos 

de los cuales muchos de ellos tienen más de dos ramificaciones. 

El estudio de las glicosiltransferasas purificadas con respecto 

al orden de los sustratos potenciales, ha sugerido que el orden 

en que actúa una enzima individual puede determinar la estructu 

ra final del oligosacárido, ya que una clona de células tiene 

oligosacáridos de diferente composición. 

Se ha observado que otros factores tales como la estructura de 
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la proteína que está siendo procesada, influye en el ensamblado 

de los oligosacáridos y éstos sacáridos pueden ser unidos direc 

tamente. 

La figura 8 muestra los pasos del proceso de síntesis del olig~ 

sacárido N-unido. Los tiempos anotados son aproximaciones de -

las reacciones in vivo en donde no se toman en cuenta muchos 

factores como son: 

l. Fase de crecimiento. Se ha observado que la velocidad de cr~ 

cimiento celular influye en el proceso de síntesis estructural 

del oligosacárido (56-58). 

2. Estructura proteica. La síntesis anormal de glicoproteínas 

altera el oligosacárido unido a ella (59-63). 

3. Interacción proteína-proteína. Se han observado "ayudadoras" 

de. la glicosilación y del transporte celular de las mismas (64). 

4. Localización intracelular final. La presencia de lectinas 

retiene estructuras de alto contenido de manosa (65, 66). 

5 . Glicoproteínas de membrana vs. glicoproteínas secretadas. En 

células que sintetizan ambos tipoB de glicoproteína, se ha obse~ 

vado que la velocidad de unión del oligosacárido a proteína de 

membrana y su transporte intracelular es dos veces más rápido 

con respecto a la secretada, lo que ha sugerido que ~stos proc~ 

sosson diferentes para cada tipo de glicoproteína (67). 

Glicosilación de las inmunoglobulin~s. 

Los estudios de la biosíntesis de las cadenas ligeras de las in 

munoglobulinassecretadas por líneas celulares de mieloma de ra 

tón (p.e . MOPC-46), proveen información del mecanismo de ensam 

blado intracelular de las unidades de carbohidrato de las glic~ 

proteínas (68). Las unidades de carbohidrato de las cadenas li 

geras completas, secretadas de células de mieloma de ratón MOPC 

-46, contienen N-acetilglucosamina, manosa, galactosa, fucosa y 

ácido siálico, en una relación molar : 3:4:4:2:2. Las unidades 

parecen ser siempre similares a la estructura glicosídica unida 

a las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas, sin embargo, es 

probable que estén altamente ramificadas. Después del fraccio 

namiento de las células tumorales , las cadenas lige ras s e lib~ 

ran de la membrana del retículo endoplásmico por me dio de un 



Figura 8. 

Migraci6n intracelular y procesamiento de la glicopr~ 

teína del virus de estomatitis vesicular. Esta glicoproteína 

contiene ácido graso unido covalentemente y se une a la mol~c~ 

la polipeptídica justo antes de que empiecen a unirse los oli

gosacáridos. 
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tratamiento con detergentes. Este material purificado por crom! 

tografía de intercambio iónico, se encontró que contenía 2-3 mo . 

las de NAcGlu, 3-4 molas de Man y únicamente trazas de otros azú 

cares. La glicoproteína obtenida de los productos de las membra 

nas lisas contenía cerca del 50 por ciento de Gal, indicando que 

éste azúcar se unió subsecuentemente al oligosacárido central 

que contiene únicamente NAcGlu y Man. Sin embargo, hay evide~ 

cias de que la transferencia de NAcGlu ocurre tanto en membranas 

rugosas como en lisas. Estudios de éstas líneas celulares con 

autorradiografía utilizando leucina, manosa o galactosa marcadas, 

muestran claramente que la migración del retículo endoplásmico 

rugoso al aparato d~ Golgi ocurre después de la incorporación 

de manosa al interior del péptido, pero antes de la incorporación 

de galactosa y después de completar la molécula y de haber sido 

empacada en el aparato de Golgi (29). 

La inmunoglobulina G (IgG) humana, contiene normalmente un grupo 

carbohidrato en la región constante, unido a aspargina en cada 

una de las cadenas pesadas. El carbohidrato total está constituí 

d~ . por dos molas de Gal, 3 molas de Man, o-i molas de Fue, 4-5 mo 

las de NAcGlu y 0-2 molas de AS (69)(Tabla 4, Figura 9). 

En IgG de mieloma humano también se encuentran residuos de carbohi 

drato en la región variable de las cadenas ligeras (70), unido a 

Asn. Se ha observado que la secuencia Asn-X-Ser/Thr es importa~ 

te para unión del grupo carbohidrato. 

En IgG de conejos, la porción carbohidrato se encuentra en un 15 

por ciento unido a Asn en las regiones constantes de las cadenas 

pesadas, conteniendo NAcGlu, Man y Gal y careciendo de AS y Fue. 

El 40 por ceinto del contenido se encuentra unido a treonina 

(Thr) de las regiones Fd de las cadenas pesadas en secuencias ri 

casen prolina (71). 

La inmunoglobulina Gl aislada de calostro bovino mostró la prese~ 

cia de dos grupos glicanos unidos a la cadena peptídica por una 

unión N - Asn-NAcGlu, en la cual la aspargina se encontró en la 

secuencia Asn-glicano-Ser-Thr-Thr. El glicano posee un pentasac! 

rido central común a numerosas glicoproteínas: Man(l- 3)(Man 1-6 ) 

Man(l~4)NAcGlu(l+4)Asn (Esquema 1). Este tipo de unidades tam 

bién presenta la microheterogeneidad observada en otras glicopr~ 

teínas, y en este caso parece ser debido principalmente a la can 



Tabla 4 

Análisis del grupo carbohidrato en las diferentes clases de 
inmunoglobulinas en el suero huamno normal (54). 

Clase de 
inmunogl~ Peso Tot11l de car 
bulina. Molecular bohidrato. Gal Man Fue NAcGlu NAcGal 

" 

lgG 150 000 2.5 3 5 2 2 -
IgA 170 000 -5. 7 12 14 2 12 6 

lgM (180 000)5 9.2 11 35 6 27 -

AS 

1 

5 

9 



27 

tidad de ácido N-acetilneuraminico adicional y de la fucosa (72). 

Esquema l. 

Man .,._1 ¡, Man 

"""-... Man ~ 1· 3 

1 ~\ .•• 
NAcGlu 

1 <!. ' ~ 
NAcGlu 

1 ' Asn 

En la inmunoglobulina A (IgA) tipo kappa (k) humana, se encontró 

el carbohidrato en la región constante de la cadena pesada, en 

forma de tres unidades complejas y una simple, de las cuales dos 

de las primeras estaban unidas a Asn y las dos restantes a Ser y 

Thr (73). Las unidades complejas unidas a Asn están constituidas 

por tres residuos AS-Gal-NAcGlu, unidas a la porción interna de 

tres residuos Man y una NAcGlu y una Fue. En IgAl de mieloma h~ 

mano se encontraron dos unidades oligosacáridas unidas a Asn y 

cinco unidades unidas a Ser: cuatro de ellas Ser-NAcGal-l,3Gal y 

una NAcGal. Las cinco se encontraron en la región bisagra de la 

Dlolécula (73). 

La inmunoglobulina M (.IgM) humana contiene unidades de carbohidra 

to unidas a Asn en la región constante de la cadena pesada en un 

total de 10 unidades por molécula, de las cuales 6 son de estruc 

tura compleja y 4 simples. Las unidades simples se encuentran en 

la fracción Fe de las cadenas pesadas, y las unidades complejas 

en la fracción Fd distribuidas en la región bisagra. Las unidades 

complejas tienen gran heterogeneidad aunque conservan el patrón 

estructural de la IgG, mientras que las unidades simples también 

están ramificadas y constituidas por un ndmero variable de Man 

unida a dos residuos centrales de NAcGlu (69, 73). 

La inmunoglobulina D y la E,también contienen carbohidrato con 

estructura semejante a la IgG. La IgD de mieloma tiene además 

un grupo Ser-NAcGal 1,3 - Gal, semejante a IgA (69, 73). 
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Glicosilación no enzimática. 

En la última década se ha descrito un tipo de glicosilación no-en 

zimática en diversas proteínas humanas ( 3-11 ). 

Este tipo de glicosilación es particularmente importante en p~ 

cientes con diabetes mellitus debido a que la hiperglicemia cró 

nica es el factor más importante de las complicaciones secund~ 

rias de la diabetes como son la microangiopatía y arterioesclero 

sis, siendo más aparente en órganos críticos como riñón, ojos y 

sistema nervioso ( 6 , 7 , 12 ) • Algunos de éstos hallazgos han si 

do comprobados en sistemas animales ( 9-11 ). 

Se ha postulado que la alteración química de las proteínas corp~ 

rales dependientes de las concentraciones de glucosa, causa cam 

bios estructurales en las proteína modificando su función y prop! 

ciando la fisiopatología de la diabetes (3-12 ). 

Las reacciones químicas que permiten la glicosilación no-enzimáti 

ca de proteínas fué primeramente descrita es estudios de oscureci 

miento de alimentos proteicos (74), y posteriormente en proteínas 

de diabéticos (75). La interacción de glucosa y proteínas ocurre 

entre los grupos amino reactivos y el grupo aldo de la glucosa 

( Esquema 2) 
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El primer ejemplo de modificación de proteínas en el diabético 

fué el hallazgo de cantidades elevadas de hemoglobina Ale ( 3 ). 

Esta hemoglobina es uno de los componentes menores más abundante 

de las hemoglobinas del eritrocito humano, en el cual la glucosa 

se une al grupo N-amino terminal de la valina de las cadenas beta 

de la hemoglobina, por una unión cetoamina como se muestra en el 

Esquema 2. El producto inicial es la base de Shiff derivada de 

la proteína, que sufre un rearreglo Amadori para formar un aducto 

cetoamina estable ( 4 ) • Esta reacci6n ha sido comprobada in vi-

!E~ (76). Se ha observado que ésta glicosilaci6n se lleva a cabo 

en forma lenta y contfnua a través de los 120 días de vida del 

eritrocito, lo que provee de un índice promedio de los niveles de 

glucosa dos meses previos a su determinaci6n ( 4 ). 

Posteriormente se inform6 de otras proteínas que también se glic~ 

silaban no-enz:imáticamente: Day y cols. ( a) fueron los primeros 

en comunicar que la albúmina humana de adultos normales está gl~ 

cosilada en un seis por ciento aproximadamente, y comprobaron por 

estudios in ~!tr~, que éste tipo de glicosilaci6n es no-enzimáti 

ca sugiriendo que es una modificaci6n postraslacional de la molé 

cula, semejante a lo que ocurre en la hemoglobina Ale. Más tarde, 

en un estudio hecho en suero de ratas encontraron que en la albú 

mina, el amino ácido aceptor del carbohidrato era la lisina ( 17 ) . 

Por otro lado se encontr6 que la albúmina de ratas diabéticas por 

aloxán, era más sensible a la glucosilaci6n que la hemoglobina 

Ale, cuando ambas eran sometidas a c~mbios de concent r ación de 

glucosa sérica. In ~!!E~· la albúmina se p, lucosil6 diez veces 

más rápidamente que la hemoglobina Ale (7 8 ). 

Dolhofer y Wieland comprobaron los hallazgos de Day (a ) en e l 

sentido de que la albúmina humana está sujeta a glucosilaci6n 

!~~!!E~ e in ~!~~.(79). 

Miller y cols encontraron que las membranas de los eritrocitos, 

incubados no-enzimáticamente con 3H-borohidruro, incorporaban dos 

veces más radioactividad (glucosil-lisina) que la de los indiv! 

duos normales. La incorporación de tritio a las membranas corre 

lacionó con los niveles de hemoglobina Ale, indicando que la gl~ 

cosilaci6n depende de la concentraci6n del monosacárido en sangre 

<sol. 
Existe informaci6n sobre glicosilaci6n no-enzimática en otro t ipo 



tipo de proteínas como las que a continuación se describen: 

Stevens y cols han dado evidencias convincentes de que la 

glucosilaci6n de la colágena del cristalino puede contribuir 

al desarrollo de su opacificaci6n ( 5). 

Vlassara y cols, utilizando un sistema cromatográfico para d! 

terminar glucosilación no-enzimática encontraron en nervios . 

periféricos de ratas y perros diabéticos, resultados de ami 

no ácidos glucosilados no-enzimáticamente dos y media veces 

" más elevados que sus controles correspondientes. 

cido glucosilado fué la lisisna (10). 

El amino á 

Monnier y cols informaron resultados resultados de residuos 
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lisina glucosilados no-enzimáticamente, 5 a 10 veces más ele 

vados en cristalino de ratas diabéticas y ratas galactosémicas, 

respectivamente, que sus controles correspondientes. La eleva 

ción fué predominantemente en la fracción insoluble del homog! 

nado de lentes. También se encontraron agregados de alto peso 

molecular unidos por puentes disulfuro. Estos resultados sugi! 

ren que las cataratas, secundarias a alteraciones metabólicas 

de los carbohidratos, en animales experimentales, son semejantes 

a las de los hunanos en cuanto a presencia de agregados de alto 

peso molecular (11). 

En 1981, McVerry y cols informaron de l~ glucosilación no-enzi 

mática de fibrin6geno y productos líticos de fibrina, !~ ~!!~2· 

indicando que al reacci6n dependía del tiempo de incubación, del 

pH del medio y de la temperatura (81). 

Shnider y Kohn encontraron en la colágena de la piel de pacie~ 

tes diabéticos, glucoproteínas de peso molecular más alto con 

respecto a las encontradas en sujetos sanos de la misma edad. En 

estas fracciones, las glucoproteínas de pacientes diabéticos te 

nían mayor cantidad de uniones cetoamina de glucosa-colágena in 

soluble, que sus controles de la misma edad (82). 

Recientemente, Cohen y Yu-Wu, en un estudio hecho en colágena de 

membrana basal glomerular de ratas diabéticas inducidas por estreE 

tozotocin, encontraron que el carbohidrato se une a la lisina o a 

su derivado, la hidroxilisina ( 9 ). 

En otros estudios recientes se ha informado que las glucoproteínas 

séricas totales son susceptibles de glucosilaci6n cinco veces más 

en pacientes diabéticos que en individuos sanos. Estos resulta 



dos han correlacionado significativamente con la determinación 

de albúmina glucosilada en ayuno (83,84 ). 
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Utilizando la prueba de precipitación de carbohidratos con conca 

navalina A (95), se estudió el nivel de carbohidrato s de la inmu 

noglobulina G en individuos sanos y en pacientes diabéticos, enco~ 

trandose diferencias significativas estadísticamente, entre ambos 

grupos (95). 

Concanavalina A. 

La concanayalina A es una lectina aislada del frijol E~~~~~!!~ ~~

!!!~r~is, constituída por protómeros de 238 amino ácidos con peso 

molecular de 25 500, que requiere de iones calcio y manganeso para 

su unión con sacáridos específicos tales como la D-glucopiranosa 

y D-manopiranosa (97). Los protómeros forman dímeros a un pH me 

nor de 6 y te.rámeros y grandes agregados a un pH mayor de 7. Los 

protómeros se relacionan entre sí por un exacto eje de simetría D2 

con una orientación tal, que el tetrámero adopta una figura tetr~ 

hédrica (Figura 10). La localización de los sitios de unión de 

los sacáridos se llevó a cabo por cristalografía con rayos X: Un 

sacárido se une a cada unidad de Concanavalina A (Con A) de tal 

manera que cuatro moléculas de azúcar ocupan posiciones equivale~ 

tes simétricamente en la molécula tetramérica (88). 

La Con A tiene la capacidad de unirse a los azúcares antes mensio 

nados en una reacción altamente específica, similar a la de antíg~ 

no-anticuerpo (89), precipitando proteínas (90) por interacción 

con residuos de manosa y glucosa de la región central y de las ca 

denas de heterosacáridos (91). 

Tomando en cuenta éstos datos, se precipitó a la IgG humana del 

suero total a través de la Con A a una concentración de 50 mg / ml 

(92) cuantificándola por inmunodifusión radial con antisuero esp! 

cífico para la IgG, confirmando de ésta manera la naturaleza gl! 

coproteica de esta molécula. 



Figura 10. 

ESTRUCTURA DE TETRAMEROS Y DIMEROS DE LA 

CONCANAVALINA A 

-- + ~ ~ 
Representación esquemática de un tetrámero y dos dímeros 

de la concanavalina A, vista desde el"eje C cristalogr! 

fico". (Tomado de Reeke et al, Ref. 88 ) • 
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MATERIAL Y METODOS 

l. Se utilizaron los siguientes reactivos y material de laborat~ 

rio: O-glucosa, O-galactosa, D-manosa, D-fructosa, ácido clorhf 

co y ácido tricloroacético de los laboratorios Merck Damstadt, 

RFA; albúmina sérica bovina, IgG liofilizada humana, ácido tiobar 

bitúrico, DEAE-Sephadex A 50, Tris(hidroximetilaminometano), ag! 

rosa, azida de sodio y antrona de Sigma Chem. Co. EUA; fenol, ác! 

do sulfúrico, cloruro de sodio y fosfato ácido dis6dico de Produc 

tos Químicos Monterrey, Méx; fosfato ácido monopotásico y cloruro 

de potasio de Mallinckrodt Chem. de México, Méx; tubo de diálisis 

de Curtin Matheson Sci. !ne. EUA; filtros millipore; autoclave 

CyclomatiControl AMSCO; espectrofot6metro Beckman DB-GT; baño de 

agua, columnas de vidrio de 38X2 cm con membrana de vidrio sinte 

rizada ; mezclador de gradientes Pharmacia Fine Chem. Suecia; e~ 

lector de fracciones Instrumentation Specialites Co. EUA; placas 

comersiales Tri-Partigen IgG, IgA e IgM, antisueros específicos 

de concentraci6n conocida anti-IgG, anti-IgM para nefelometr!a y 

nefel6metro de los laboratorios Behringwerke, AG, RFA; portaobj~ 

tos, jeringas, alcohol, algod6n, bisturí, tubos de ensayo, sopo! l 

tes, pinzas para columnas y mechero Bunsen. 

2. Muestras de Suero para Obtenci6n de IgG. 

2.1 Suero Normal Humano (SNH) : Se tomó 1.0 ml de suero de cada u 

na de cien mustras de sangre de donadores profesionales de sangre 

del Banco Central de Sangre del Centro Médico Nacional (CMN), IMSS, 

completándose 100 ml, que se mantuvieron en congelación a -10°c. 

2.2 Suero de Diabéticos tipo I (DMJ) : Se colectaron 76 ml de sue 

ro de igual número de pacientes con Diabetes mellitus t i po I (i~ 

sulino-dependientes) del Hospital de Pediatría del CMN, IMSS. Es 

tas muestras también se mantuvieron en congelación a -loºc. 

2.3 Suero de Diabéticos tipo II (DMA): Se colectaron 28 ml de sue 

ro de 11 pacientes con Diabetes mellitus tipo II (no insulino-d~ 

pendientes, adultos) de la Clínica 4 del IMSS. 

3. Método para Obtener IgG de los Sueros. 
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El método se llev6 a cabo en dos etapas: La primera consistió en 

la precipitaci6n con sulfato de amonio y la segunda en el paso de 

la muestra por columnas de intercambio i6nico. 

3.1 Precipitaci6n con Sulfato de amonio: Las muestras se precip! 

taron tres veces con sulfato de amonio en soluci6n saturada a tem 

peratura ambiente y pH 7.8, en proporción 2:1 (suero-sales), diso! 

viendo el precipitado final en un volúmen menor al original con 

soluci6n amortiguadora de boratos (ácido b6rico 0 . 03%, b6rax 0.048 

. %, NaCl0.87%, pH 8 . 0), contra la cual se dializ6 hasta eliminaci6n 

total de sulfato de amonio (prueba negativa con hidróxido de bario 

al 10%)(93). Tanto al principio como al final del tratamiento con 

sales, se determinaron proteínas totales por el método de Lowry 

(94), con albúmina sérica bovina como estandar, e IgG por el méto 

do de inmunodifusi6n radial simple (95) con placas comersiales 

Tri-Partigen-IgG. 

3.2 Purificaci6n en Columnas de Intercambio I6nico: Las muestras 

antes obtenidas se pasaron (alícuotas) por columnas de DEAE-Seph~ 

dex ASO (38X2cm ) , las cuales se equilibraron previamente con Tri! 

-HCl 15mM pH 8.1 y se eluyeron en el mismo Tris-HCl + gradiente d 

de NaCl 0.3M. La velocidad de eluci6n fué de 0.5-1.0 ml por min~ 

to y la recolecci6n de muestras de 10 ml por tubo. 

de los eluados se llevaron a cabo a 280 nm. 

Las lecturas 

Los resultados de las absorvancias se graficaron en papel milim! 

trico, identificándose las fracciones principales que se reuni~ 

ron en tubos de diálisis de nitrocelulosa de 2cm de diámetro para 

concentrarse por evaporaci6n a 4°C. Estas fracciones se identifi 

caron por inmunoele c troforesis, inmunodifusi6n radial simple y ne 

felometría. 

4. Método de Inmunoelectroforesis. 

La inmunolelectroforesis (IEF) se llev6 a cabo con agarosa al 1 

por ciento en soluci6n de barbitales 6 Volts / cm durante 90 min. 

( 96). Se agreg6 el antisuero total humano (obtenido c omo más ad~ 

lante se describe), en la ranura principal de la placa (Figura 12) 

y se dej6 reaccionar 24 hs a temperatura ambiente. Posteriormente 

se lav6 con abundante soluci6n salina (tres cambios de 1 litro ca 

da uno) para eliminar el exceso de reactivos y se colore6 con ami 

do negro. 
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5. Método para Obtener Antisuero Total Humano. 

Este antisuero se obtuvo inyectando 0.5 mg/0.5 ml de proteínas t~ 

tales de suero normal humano (SNH)(inciso 2.1), pre v iamente hom~ 

geneizado con 0.5 ml de adyuvante completo de Freun d , por vía sub 

cutánea en los muslos de un conejo de 2.5 Kg de peso, una vez por 

semana durante 4 semanas. El cone j o se mantuvo antes y después 

de las inoculaciones en condiciones controladas el bioterio del 

Hospital de Pediatría del CMN. En la tercer semana se comprobó 

la presencia de anticuerpos (reacción antígeno-anti c uerpo positf 

va)y! partir de la cuarta semana se sangró de la v e na marginal 

(10-15 ml), una vez por semana durante 4 semanas. El suero se se 

paró por centrifugación y se guardó en refrigeración a 4°c con ! 

zida de sodio al 0.1 por ciento ~orno conservador. 

6. Métodos para Determinar Azúcares. 

6.1 Determinación de azúcares totales libres 

Se utilizó el método de la antrona ( antrona 0.05%, ácido sulfúri 

co al 66%) ·para determinar azúcares libres. Los estándares fueron 

O-glucosa, O-galactosa, D- manosa (97). 

6.2 Determinación de azúcares unidos no-enzimáticamente a la IgG. 

El procedimiento consistió en seleccionar el método adecuado para 

la cuantificación de los monosacáridos y en realizar curvas de C! 

libración para cada uno de ellos con el objeto de poder extrapolar 

los datos que se obtuvieran de la IgG antes y después de incubarla 

in vitro con los azúcares. 

6.2.1 Selección del Método de Cuantificación : 

6.2.1.l~n primer lugar se probó el método de Fluckinger y Winte~ 

halter (76) de la siguiente manera: Se incubaron varias concen 

traciones de glucosa, galactosa y manosa con ácido oxálico lM y 

se sometieron a baño de agua en ebullición por una hora 

para obtener 5-hidroximetil 2-furfuraldehido (HMF). Poste : 

riormente se incubó con ácido tiobarbitúrico 0.05M a 40°c durante 

media hora, , para detectarlo a 443nm. 

6.2.1.2. Debido a que los résultados del método anterior dieron 

lecturas bajas de absorvancia, se procedió a prolongar el tiempo 

de incubación de una a cuatro y media horas en baño de agua a ebu 
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llición y posterior incubación con ácido tiobarbitúrico a 5oºc 

por 30 min ( 98 ) . Los resultados de las absorvancias fueron li 

geramente mayores que las anteriores. 

6.2.1.3 En vista de que Kuster y Vander Baan (99) obtienen buenos 

rendimientos de HMF a partir de fructosa y HCl 1 N a 95°c y al va 

cío, se incubó la fructosa con ácido oxálico a una concentración 

final de 0.5M y 0.7M durante cuatro y media horas en baño de agua 

a ebullición y otras alícuotas se incubaron a 20 psi, l21°c 20 min 

(condiciones de esterilización en autoclave), y otras alícuotas 

se incubaron con HCl 1 N a 20 psi, l2lºc 20 min, observándo un i~ 

cremento significativo de las absorvancias en las últimas condi 

cienes •• 

6.2.2 Curvas de Calibración. 

De acuerdo con los resultados obtenidos, se escogió el método de 

la incubación a 20 psi, l21°c, 20 min con HCl lN y posterior tr~ 

tamiento con ácido tiqbarbitúrico 0.05M a 5o 0 c durante 30 min. 

Las lecturas de densidad óptica se llevaron a cabo a 443 nm. 

7. Incubación de las IgGs con monosacáridos in vitre. 

7.1 Preparación del Material de Incubación: Todas las soluciones 

y el material utilizado para la incubación de la IgG con los azQ 

cares, se esterilizaron con autoclave o con filtros millipore an 

tes de su uso. 

Se prepararon soluciones de IgG 10 mg/ml en solución amortiguadora 

salina-fosfatos (Na 2HP0 4 0.1%, KH 2Po 4 0.02%, KCl 0.02%, NaCl 0.8% 

azida de sodio 0.02% pH 7.4), a la cual se agregó el monosacárido 

a 5, 10 ó 20 mM de concentración. Se incubaron alícuotas a temp~ 

ratura ambiente durante 8 dias y a 37°c durante 7 dias. 

7.2 Método para la determinación de azúcares unidos no-enzimáti ~ 

camente a la inmunoglobulina G. 

A una alícuota de IgG preparada como se indicó anteriormente, se 

agregó una cantidad igual de albúmina sérica bovina 10 mg/ml c~ 

mo acarreador. Inmediatamente después, se agregó 1 ml de ácido 

tricloroacético al 10 por ciento a 4°C para precipitar las protef 

nas y se centrifugó a 1500 rpm por 3 min. El precipitado se lavó 

la unión inespecf 3 veces con á c i do t r i cr""'""~.,..,.--11_.¡¡,¡¡,,..¡,¡,,¡,,¡¡¡.1..1.a,¡;¡ 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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llición y posterior incubación con ácido tiobarbitúrico a 5oºc 

por 30 min ( 98 ) . Los resultados de las absorvancias fueron li 

geramente mayores que las anteriores. 

6.2.1.3 En vista de que Kuster y Vander Baan (99) obtienen buenos 

rendimientos de HMF a partir de fructosa y HCl l N a 95°c y al va 

cío, se incubó la fructosa con ácido oxálico a una concentración 

final de 0.5M y 0.7M durante cuatro y media horas en baño de agua 

a ebullición y otras alícuotas se incubaron a 20 psi, 121°c 20 min 

(condiciones de esterilización en autoclave), y otras alícuotas 

se incubaron con HCl l N a 20 psi, 121°c 20 min, observándo un i~ 

cremento significativo de las absorvancias en las últimas condi 

cienes .• 

6.2.2 Curvas de Calibración. 

De acuerdo con los resultados obtenidos, se escogió el método de 

la incubación a 20 psi, 121°c, 20 min con HCl lN y posterior tr~ 

tamiento con ácido tiobarbitúrico 0.05M a 50ºC durante 30 min. 

Las lecturas de densidad óptica se llevaron a cabo a 443 nm. 

7. Incubación ~e las IgGs con monosacáridos in vitre. 

7.1 Preparación del Material de Incubación: Todas las soluciones 

y el material utilizado para la incubación de la IgG con los azQ 

cares, se esterilizaron con autoclave o con filtros millipore an 

tes de su uso. 

Se prepararon soluciones de IgG 10 mg/ml en solución amortiguadora 

salina-fosfatos (Na 2 HP0 4 0.1%, KH 2 Po 4 0.02%, KCl 0.02%, NaCl 0.8% 

azida de sodio 0.02% pH 7.4), a la cual se agregó el monosacárido 

a 5, 10 ó 20 mM de concentración. Se incubaron alícuotas a temp~ 

ratura ambiente durante 8 días y a 37°c durante 7 días. 

7.2 Método para la determinación de azúcares unidos no-enzimáti ~ 

camente a la inmunoglobulina G. 

A una alícuota de IgG preparada como se indicó anteriormente, se 

agregó una cantidad igual de albúmina sérica bovina 10 mg/ml c~ 

mo acarreador. Inmediatamente después, se agregó 1 ml de ácido 

tricloroacético al 10 por ciento a 4°C para precipitar las protef 

nas y se centrifugó a 1500 rpm por 3 min. El precipitado se lavó 

3 veces con ácido tricloroacético para eliminar la unión inespecf 



fica del azúcar. Los precipitados se solubilizaron en HCl 0.5N 

y se llevaron a 20 psi, 121°c, 20 min. Se adicion6 ácido tiobar 

bitúrico 0.05M en cantidad igual, y se incubaron a 5o 0 c por 30 
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min. Se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se centrifug! 

ron nuevamente para eliminar turbidéz. Finalmente se leyeron a 

443nm. 

Todas las muestras se realizaron por duplicado, con controles si 

multáneos de IgG y albúmina sérica bovina sin carbohidrato añadí 

do. 
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RESULTADOS 

lT Aislamiento y Purificación de la IgG. 

1.1 Precipitación con Sulfato de Amonio. 

Se determinaron proteína~ totales antes y después de la precipit! 

cióñ de los sueros con sulfato de amonio, obteniéndose un prom~ 

dio de rendimiento de 21~ 1 por ciento (Tabla 5); así mismo, se 

. determinó la cantidad de IgG en las mismas condiciones, con un 

rendimiento de ss!1 por ciento (Tabla 6). 

1.2 Purificación de la IgG por Cromatografía de Intercambio Ióni 

co: Al pasar las muestras por las columnas de DEAE-Sephadexc ASO 

el rendimiento de IgG fué de 10!1 por ciento en los tres tipos de 

muestras eluídas (Tabla 7). Los resultados de la absorvancia de 

muestras (cada tubo), se graficaron contra los mililitros de cada 

uno, encontrándose . un pico A que correspondió a la Iga, el cual 

se eluye alrededor de 0.075M de NaCl. En el suero normal se co 

lectaron las fracciones hasta un total de 200 ml, observándose 

dos picos más (B y C) que correspondieron a la IgG e IgM, respe~ 

tivamente (Figura 11). 

1.3 Inmunoelectroforesis. 

La Figura 12 muestra los resultados de la inmunoelectroforesis 

del suero total humano, del suero después de la tercera precip! 

tación con sulfato de amonio, del pico A y de un estándar de IgG 

de Sigma Chem. Co. 

2. Selección del Método de Determinación de Azúcares. 

En la Tabla 8 y en las figuras 13 se observan los resultados 

de la determinación de los azúcares tratados con ácido oxálico y 

1 hora de calentamiento. En esta tabla también se observan los -

resultadosge la incubaci6n de la glucosa con ácido oxálico y 4.5 

hs de incubaci6n. 

La Tabla 9 y Figura 14 muestran los resultados de la determinación 

comparativa Qe la fructosa con el ácido oxálico (0.5 y 0.7M de co~ 

centraci6n final) y con ácido clorhídrico (0.5M concentraci6n fi 

nal), en di~ferentes condiciones de deshidratación. Como puede 

observarse, en el caso del ácido oxálico se mejoran las lecturas 

de absorvancia cuando se aumenta la molaridad del ácido y de las 
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condiciones de deshidratación. 

3. Curvas de Calibración de los Azúcares. 

En la Tabla 10 y en Figura J5, se muestran los resultados de las 

curvas de calibración de los azúcares tratados en las condiciones 

anotadas en el inciso 6.2.2. 

4. Incubación de la IgG humana normal con Monosacáridos in vitro. -- -----
La IgG humana normal se incubó con glucosa, galactosa y m~nosa P! 

ra propiciar su unión en forma no-enzimática, así como para anali 

zar las condiciones óptimas de la reacción. 

4.1 Incubación con Monosacáridos a una Concentración de 10 mM. 

La IgG humana normal se incubó con =cada uno de los azúcares 10 

mM a temperatura ambiente durante 8 dias y a 37°C durante 7 días. 

Al hacer las determinaciones del azúcar unido a la proteína, se 

observó un incremento de las absorvancias a 443 nm en el material 

precipitable con ácido tricloroacético, las cuales aumentaron con 

el tiempo y la temperatura. Se calcularon las micromolas de azú 

car po 10 mg de IgG y éstas se encuentran en las Tablas 11 y 12 y 

Figuras 16-19. De acuerdo con éstos datos, la IgG se satura ªP! 

rentemente al sexto día de incubación a temperatura ambiente y al 

quinto día a 37°c. 

4.2 Incubación de la IgG con azúcares a concentraciones de 5, 10 

y 20 mM. 

Con el fin de analizar si la saturación también dependía de la 

concentración del azúcar, se incubó esta proteína con dos nuevas 

concentraciones de monosacárido (5 y 20mM) y se repitió nuevamente 

la antes probada (10 mM) a 37°c. La Tablá 13 y las figuras 20-22 

muestran los resultados encontr.ados. 

4.3 Velocidad de Unión de los Azúcares en la Reacción No-enzimáti 

ca: La Figura 23 muestra la velocidad de unión de los monosacári 

dos a la IgG, calculada en el tiempo de saturación y con molarid! 

des de la IgG (PM 150 000) y de cada uno de los azúcares. 

La Figura 24 presenta los mismos datos que la anterior, pero ahora 

en forma reciproca. 

5. Reacción No-enzimática de la IgG de Pacientes con Diabetes Me 

llitus: Debido a la poca cantidad de IgG obtenida de pacientes 
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diabéticos, incubamos esta proteína sólo con glucosa y galactosa 

20mM a 37°C, obteniéndose los resultados que aparecen en las fi 

guras 25 y 26. Elegimos la concentración de 20 mM esperando en 

contrar el máximo de unión de los azúcares a ésta temperatura. 



Tabla 5. 

Determinación de proteínas totales de los sueros 
antes y después de la precipitación con sulfato 
de amonio (Mét. de Lowry) (94) 

Paso de pu Sueros 
rificacióñ Normal DMJ DMA 

m m m 
Antes de la 
precipitación 6500.0 4385.0 2156.0 

Después de la 
purificación 1284.5 907.7 510.4 

Rendimiento 19.8% 20.7% 2 3 .7% 

DMJ Di.abetes mellitus juvenil -
DMA Diabetes mellitus adulto. 

Tabla 6. 

Determinación de la inmunoglobulina G de los sueros 
antes y después de la precipitación con sul fa to de 
amonio (Mét. Inmunodifusi ó n radial simple)(95). 

Paso de pu Sueros 
rificacióñ Normal DMJ DMA 

m m mg 
Antes de la 
precipitación 1700.0 1368.0 394.8 

Después de la 
precipitación 1102.5 911.l 264.9 

Rendimiento 64.8% 66.6% 67.1% 
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Cromatografía de intercambio i6nico de sueros 
precipitados tres veces con sulfato de amonio 
y dializados. La resina utilizada es DEAE-S~
phadex A50 equilibrada previamente con Tris
HCl 15 mM pH 8.1 y eluidas las muestras en el 
mismo amortiguador, con gradiente de NaCl 0.3 
M. Los picos A, B y C correspondieron a las 
inmunoglobulinas G, A y M, respectivamente. 
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Figura 12. 
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INMUNOELECTROFORESIS 

+ 

-
(a) De suero normal humano 

(b) De la tercera precipl 
taci6n con sulfato de 
amonio. 

(c) Del pico (A ) de la co 
lumna de intercambio 
iónico, concentrado. 

(d) Del estandar de IgG 
(Sigma). 



Tabla 7. 

Determinación de la Inmunoglobulina G antes y 
después de la purificación por cromatografía en 
columna de DEAE-Sephadex A 50 (Mét. Inmunodifu
sión radial simple). Datos de una alícuota de 
cada muestra. 

Paso de Sueros 
P.!:! 

rificación fformal DMJ DMA 
m¡ m¡ mg 

Antes de la 
purificación 78.75 152.5 144.0 

Después de la 
purificación 8.42 17.51 13.4 

R.endimiento 10.69% 11.48% 9.3% 

Tabla 8 . 

Determinación de azúcares tratados con ácido oxá 
lico 0.5M, 1 hora de calentamiento en baño de agua 
en ebullición y adición posterior de ácido tiobar 
bitúrico 0.05M e incubación con el mismo a 5cfc por 
30 min. La glucosa se incubó también por 5 ha en 
baño de agua a ebullici6n. 

Concentración Tipos de azúcar 

del azúcar Glucosa Galactosa Manos a 

ug totales Absorvancia a 443 nm. 

200 1 h cal. 5 ha cal. 1 h 1 h 
0.02 0.01 0.01 r:,0 : 02 400 0.04 0.02 0.01 0.03 600 0.06 0.07 0.02 0.04 800 0.07 0.10 0.03 0.05 1000 0.14 0.18 0.06 0.07 

45 
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Tabla 9. 

Determinación comparativa de lR fru~tnsa traTada con ácido 
oxálico y clorhídrico en diferentes condiciones de calenta 
miento. Posteriormente todas las muestras se incubaron coñ 
ácido tiobarbitúrico 0.05M a 5o 0 c por 30 min y se leyeron 
a 443nm. 

rructosa Acido oxálico Acido Oxálico Acido clorhídrico 

t 
t 

1 
Concentración final 

ug 0 ª es0.5M 0.7M 
5 hs de ebullición 

10 0.08 0.08 
20 0.13 o .18 
40 0.25 0 .4 6 
60 0.30 0.55 
80 0.35 0.94 

100 0.50 1.04 

Cene. final Conc. final 
0.5M 0.7M 0.5M 

20psi 121°C 20min.20psi 12lºC 20min. 

0.22 
0.35 
0.61 
l.ºº 
l. 22 
l. 52 

0.22 
0.35 
0.74 
1.10 
l. 47 
l. 78 

0.35 
0.60 
l. 20 
1.46 
l. 75 
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Fig. 14 
Determinación de fructosa con ácido oxálico y clorhí 
drico en diferentes condiciones de incubación. -

/ 

HCl y 20 psi. 

/ 
/ 
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ác. oxál." 
0.7 M 
20 ps· 

/ 
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/. 
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/ ác. oxál. 0.5 M 
y 20 psi. 

--

ác • OXll 1 
0.7 M y 
5 hs ebul 

.. ------- ác. oxál. 

-------_,_ -----
20 40 60 

----- -

80 

0.5 M y 5 hs 
ebullición. 

100 
ug totales 



Tabla 10 

Tabla 11 

Días de 
incuba 
ción 

2 
4 
6 
8 

Curvas de calibración de los azúcares tratados 
con

0
ácido clorhídrico (conc. final 0.5N), 20psi 

121 C 20 min, después de lo cual se agre§ó áci 
do tiobarbitúrico 0.05M y se incubó a 50 C por 
30 min, y se leyó la absorvancia a 443 nm. 

Concentra 
ción del TIPOS DE AZUCAR 
azúcar. 
umolas 
totales Glucosa Galactosa Manos a 

1 0.07 0.06 0.08 
2 0.13 0.10 0.15 
3 0.18 0.16 0.21 
4 0.23 0.21 0.28 
5 0.28 0.26 0.34 

Determinación de azúcares unidos no-enzimáticamente 
a la IgG normal a temperatura ambiente. Concentra 
ción del azúcar 10 ~M; concentración de IgG 10 mg. 

Micromolas totales de azúcar 
1:co~-carbohictrato-base---2: Sin carbohidrato base 
Glucosa Galactosa Manos a Glucosa Galactosa Manos a - - - -
0.50 0.80 0.40 
0.95 1.00 0.70 0.45 0.20 0.30 
1.10 l. 55 l. 15 0.60 0.75 0.75 
l. 20 l. 60 0.65 0.70 0.80 0.25 

4 9 
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Tabla 12 
Deterffiinación de azúcares unidos no-enzimáticamente 
a la IgG a 37°c. Concentración del azúcar lOmM; ccn 
centración de IgG 10 mg. 

53 

Tiempo de 
incubación 

Micromomalas totales de azúcar i.coñ-carbohictrato-base---2:-siñ carbohidrato base 
Glucosa Galactosa Manosa .Glucosa Galactosa Manos a 

3 hs 
6 
8 
1 dia 
2 
3 
4 
5 
7 

Tabla 13 

Di as de 

l. o 
1.1 
l. 2 
1.8 
1.8 
2.0 
2.2 
2.3 
;:: . o 

1.0 
1.1 
l. 5 
2.0 
2.0 
2.4 
2.5 
2.8 
2.7 

1.0 
1.1 
l. 2 
l. 7 
l. 5 
l. 7 
l. 7 
2.0 
l. 7 

0.1 
0.2 
0.8 
0.8 
1.0 
l. 2 
l. 3 
1.0 

0.1 
0.5 
l. o 
l. o 
1.4 
l. 5 
l. 8 
l. 7 

0.1 
0.2 
0.7 
0.5 
0.7 
0.7 
l. o 
0.7 

Determinación de azúcares unidos no-enzimáticamente 
a la IgG a 37°c a tres concentraciones de monosacá 
rido : 5, 10 y 20 mM. Concentración de lgG 10 mg. 

Micromolas totales de azúcar 
incubación 

---Giücosa _________ Gaiactosa Manos a 
5 10 20 5 10 20 5 _10 20 

1 0.06 0.14 0.12 0.07 0.20 0.34 0.50 0.70 
2 0.07 0.32 0.44 0.20 0.20 0.50 0.34 0.54 0.70 
3 0.28 0.52 0.60 0.50 0.50 o.so o .17 0.54 0.70 
4 0. 36 0.60 0.80 0.60 l. 00 l. 50 0.24 0.78 1.00 
5 0.46 0.66 0.92 l. 40 2.00 0.34 0. 86 l. 04 
6 0.42 0.66 l. 08 0.96 l. 20 l. 80 0.34 0.80 l. 02 
7 0.30 0.60 l. 04 0.80 0.90 l. 30 0.34 0.70 1.00 
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Fig. 24. 
Cálculo de la constante de asociaci6n aparente. 
(Los puntos marcados con x corresponden a manosa) 
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DISCUSION 

Los resultados en cuanto a concentración de proteínas totales de 

21 por ciento ( Tabla 5 ) obtenidos por precipitación con sul f ato 

de amonio, son explicables ya que el procedimiento tiene por º~

jeto eliminar la mayor cantidad posible de proteínas que no son 

inmunoglobulinas. Así mismo, el rendimiento de 66 por ciento de 

IgG en ésta fase no fué sorprendente debido a que se pierde cierta 

cantidad de IgG al ser arrastrada junto con otras proteínas (Tabla 

6 ). El rendimiento de 10 por ciento en promedio de IgG obtenida 

de las columnas de intercambio iónico (Tabla 7), en parte puede • 

ser explicado por una modificación de la carga micelar de la IgG 

por el tratamiento con sulfato de amonio o por desnaturalización 

de la proteína. Es posible que la alteración fisicoquímica en las 

moléculas trajera como consecuencia una mayor afinidad de la IgG 

por la resina d e intercambio iónico, sumándose la IgG al resto 

de proteínas que en forma similar quedaron unidas a la resina en 

la parte superior de la columna. Esto puede ser debido también a 

que el gradiente de cloruro de sodio (hasta 0.3M) no logró desunir 

a la IgG de la resina en su totalidad. Sin embargo ; la IgG así 

obtenida está a l tamente purificada como se pudo comprobar por i~ 

munoelectroforesis, inmunodifución radial simple y nefelometría. 

En vista de que los métodos de Fluckinger y Winterhalter (76) y de 

Kennedy y Merime e (98 ) dieron resultados de absorvancia muy bajos 

(Tabla 8 y Figura 13 ) , se llevó a cabo la determinación de fructo 

sa, dada su mayor sensibilidad en la producción de 5-hidroximetil 

2-furfuraldehido, cambiahdo las condiciones de calentamiento a 20 

psi, 121°C , 20 min. Como era de esperarse, la densidad óptica de 

las muestras au mentó en función de la concentración del azúcar y 

del ácido utilizado. Se obtuvo una mayor absorvancia con HCl d~ 

bido a que se disocia más rápidamente que el oxálico, esto es, 

tiene una~ayor constante de disociación. Por lo anterior, se pr~ 

cedió a tratar a la glucosa, a la galactosa y a la manosa con -

HCl lN, 20 psi, 12lºc 20 min, tratándola posteriormente con ácido 

tiobarbitúrico 0 .05M y 5o 0 c por 3 0 min. Las observancias obteni <: 

das por éste método son más altas que las obtenidas con ácido oxá 

lico (Tabla 8). 

Es importante señalar que, dadas las bajas concentraciones de azú 
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car unido a IgG, con el método de ácido oxálico sólo se podía d~ 

terminar fructosa. Por tanto, se seleccionó el mé t od o de ácido 

clorhídrico ya que no contamos con azúcares marcados con radiois6 

topos. 

Con el método de HCl se comprobó que los azúcares glucosa, gala~ 

tosa y manosa, utilizados a una concentración de 10 mM, se unen a 

la IgG de individuos normales a temperatura ambiente, y que la 

cantidad de monosacárido unido aumenta en función del tiempo 11~ 

gando a un máximo al sexto día de incubación (Tabla 11 y Fig.1 6) . 

La cantidad de cada uno de los monosacáridos unidos in ~!!~2· una 

vez restado el carbohidrato unido in vivo a la IgG normal (carb2 

hidrato base), se encuentra graficado en la figura 18. Estos da 

tos muestran que los monosacáridos glucosa, galactosa, manosa y 

fructosa se unen no-enzimáticamente a la proteína, y que la cant! 

dad de unión de cada azúcar varía, siendo la galactosa mayor que 

glucosa y manosa y éstas a su vez mayores que la fructosa. Así 

mismo, puede observarse que que las cinéticas de cada uno de los 

azúcares son diferentes entre sí, manteniendo no obstante el mis 

mo tiempo de saturación que sin restar el carbohidrato base (se~ 

to día para la galactosa y manosa y octavo para la gluc9sa ) . 

Para acelerar la reacción no-enzimática se incubaron nuevas alí 

cuotas de muestra azúcar-IgG a 37°C, observando un aumento de la 

concentración de los monosacáridos unidos a la IgG y un rápid o i~ 

cremento de la velocidad de unión en las primeras 24 hs de incuba 

ción (Figura 18). La cantidad total de monosacáridos unidos viene 

a ser aproximadamente el doble de la que se obtuvo a temperatura 

ambiente. La cinética de unión es diferente según el tipo de azú 

car y el tiempo de saturación fué más rápido: quinto día para g~ , 

lactosa y manosa y séptimo para glucosa). 

Se analizó la cinética de unión no-enzimática de los azúcares a 

la IgG en función de la concentración de los primeros. Los resul 

tados muestran que tanto la glucosa como la galactosa siguen una 

línea parabólica definida, pero ésta no es muy clara para la mano 

sa. Este hecho puede ser debido en parte a la sensibilidad del 

método y en parte a la "inestabilidad'' del hidroxilo del carbó n 

2 de la manosa que la hace ser en cierta forma más reactiva, pero 

inestable en su unión (100). 
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Se comprobó que había un máximo de unión de carbohidratos al qui~ 

to día de incubación, independientemente del azúcar y de su conce~ 

tración. Aparentemente la cantidad de azúcar unida va en órden: 

Galactosa glucosa manosa. 

Al comparar los resultados obtenidos en el presente trabajo con 

los de Cohenford y cols. que realizaron un estudio similar pero u 

tilizando azúcares radioactivos, se encontraron resultados seme 

jantes en cuanto a que la cantidad de galactosa se une más que la 

glucosa; sin embargo, el tiempo de saturación que ellos obtienen 

fué de siete días, probablemente debido a la sensibilidad del mé 

todo. 

Con el fin de determinar si efectivamente la cantidad de unión de 

galactosa era mayor que la glucosa, se realizaron cálculos de ve 

locidad de unió n de éstos carbohidratos con unidades de moles de 

azúcar por mol de IgG, contra la concentración milimolar del azú 

car de la reacción al quinto día de incubación (satutación). En 

la figura 2 3 se observa que la velocidad de unión aumenta lineal 

mente con la co n centración del azúcar y que la galactosilación se 

llevó a cabo dos y media veces más rápido que la glucosilación. 

La pendiente de la galactosa fué de 0.096 y la de la glucosa de 

0.038. La manosa no aparece trazada en la figura ya que el punto 

correspondiente a 5 mM se sale totalmente de una línea recta. 

Cohenford y cols ( 101 ) observaron que la galactosa se une tres ve 

ses más rápido que la glucosa y en éste estudio sólo dos y media 

veces. Esta diferencia puede ser explicada en parte por la forma 

en que los autores mencionados calcularon la velocidad en relación 

al tiempo de incubación y no a la concentración del azúcar. De la 

misma manera, la cinética de los azúcares en rel~ción al tiempo 

de incubación es muy diferente de la encontrada por nosotros, so 

bre todo en las primeras 24 hs y entre el quinto y séptimo día, 

hallazgos que pueden ser explicados por la diferente sensibilidad 

de los métodos empleados en uno y otro caso. 

Los datos de la recíproca de la velocidad de unión confirman la a 

finidad de los azúcares por la IgG. Si se calcula la constante 

de asociación aparente de la reacción no-enzimáticá en forma simi 

lar a lo que se hace con reacciones enzimáticas, en vista de que 

de alguna manera refleja la sociación de un sustrato (el azúcar) 
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a una proteína, encontramos que aparentemente la glucosa y la g~ 

lactosa tienen sitios de unión diferentes a la molécula de IgG 

(Figura 24). El punto de cruce de las líneas sobr e el eje de 

las abcisas sugiere esta conclusión, siendo la con s tante de asocia 

ción aparente de galactosa de 13.2, mientras que la de glucosa es 

de 8. l. 

La mayor afinidad de la galactosa puede explicarse en parte por -

una mayor reactividad de este azúcar en relación a la glucosa, de 

bidn a la presencia de un grupo hidroxilo axial en e l cuarto áto 

mo de carbono de la galactosa en su conformación piranósida quP. 

es la más frecuente en solución (100). 

El hecho de haber encontrado una marcada diferencia en la veloci 

dad de uniónde los azúcares en las primeras 24 hs de la reacción 

con respecto a los demás días de incubación sugiere que pueden ~ 

xistir dos tipos diferentes de constantes de asoci a ción aparent e 

para cada uno de los monosacáridos. 

Cuando se incubaron las inmunoglobulinas G de los diabéticos con 

glucosa y galactosa, se observó un aumento en la unión de galact~ 

sa sólo al quinto día de incubación, mientras que en e l caso de 

la glucosa el ligero aumento se encontró en el séptim o día ( Fig~ 

ras 25 y 25). Estos resultados pueden ser debidos a que ya ti~ 

nen una cantidad de glucosa basal más alta que la de los normales 

la cual ha sido unida in vivo, lo que se traduce en una probable 

saturación de la molécula. 

Si compa~amos las figuras 25 y 25 con la fi g ura 18 , podemos obse~ 

var que la IgG normal une 1.5 umolas de galactosa y 1.0 umola s de 

glucosa por 10 mg de IgG, mientras que la IgG de pacientes diab! 

ticos logra unir in vitro de 0.1 a 0.23 umolas de galactosa (di~ 

béticos tipo II y I respectivamente) y 0.05 umolas de glucosa por 

10 . mg de IgG en ambos grupos de diabéticos. Esto quiere decir 

que si llegase a existir alguna posibilidad de reacción !~ ~!!~~ 

para la IgG de pacientes diabéticos es tan baja como únicame n te 

un 5 por ciento adicional de unión de glucosa tanto para el tipo 

I como para el II y un máximo de 15 por ciento para galactosa en 

diabéticos tipo I y · 6 por ciento para diabéticos tipo II. 

En las figuras 2 5 y 2 6 también se observa que la cantidad de car 

bohidrato unido !~ ~!~~ a la IgG de los pacientes diabéticos tipo 
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I (DMJ) es mayor que la de los diabéticos tipo II (DMA), y que 

los primeros tienen un nivel de unión de glucosa y galactosa 

aparentemente mayor que los segundos. Una de las razones para 

explicar estos datos es que los diabéticos tipo I son jóvenes 

(7-15 años) insulino-dependientes que por múltiples motivos tie 

nen dificultades para controlar su glucosa sanguínea en los nive 

les normales, en comparación con los de tipo II que son más esta 

bles. Estos hallazgos han sido corroborados con otros estudios 

como por ejemplo con hemoglobina glucosilada en ambos grupos de 

pacientes (98). 

El hecho de encontrar una casi nula glicosilación no-enzimática 

in vitre en las inmunoglobulinas G de los diabéticos, sugiere que 

esta reacción puede ser uno de los mecanismos bioquímicos para 

contribuir a establecer el equilibrio normal de éstos pacientes, 

aunque es conocido el caso de que al alterar la estructura trid~ 

mencional en su concentración de carbohidrato, puede alterar su 

función, en este caso de anticuerpo, su vida media en circulación 

y por lo tanto su vía metabólica. Estos hallazgos abren la pos~ 

bilidad de investigar las repercusiones metabólicas y funcionales 

de las inmunoglobulinas en pacientes con diabetes mellitus. Por 

otro lado, el haber encontrado una correlación entre el nivel de 

glicosilación y la concentración de monosacárido, así como del 

tiempode incubación, sugiere que el método puede ser de utilidad 

en control del tratamiento terapéutico a mediano plazo( 7 dias). 
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CONCLUSIONES 

l. Se hicieron modificaciones a los métodos para la determinación 

de azúcares unidos no-enzimáticamente incrementándo s e la sensibi 

lidad para la determinación de los mismos. Estas condiciones fue 

ron: deshidratación con HCl lN a 20 psi, 12lºC 20 min, y posterior 

incubación de las muestras con ácido tiobarbitúrico 0.05M a 5o 0 c 
por 30 min, y lecturas a 443 nm. 

2. Se comprobó la glicosilación no-enzimática in ~!!~~ de la IgG 

humana normal. Esta glicosilación aumenta con la temperatura, con 

centración del monosacárido y con el tiempo de incubación. 

3. Bajo las mismas condiciones de incubación, se observó que la 

galactosa se une más que la manosa y que la glucosa . 

4. Los resultados de glicosilaci6n in vitro de las IgGs de los p~ 

cientes diabéticos fueron muy bajos, probablemente debido a que 

se glicosilaron más !~ vivo debido a que tienen nivel es de gluc~ 

sa sanguínea más altos que los normales. Las IgGs de los pacie~ 

tes diabéticos tipos I y II presentaron niveles de carbohidrato 

más altos que los normales, siendo los de tipo I más alto que los 

de tipo II. 
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GLICOSILACION !~ !!!!Q DE LA INMUNOGLOBULINA G HUMANA DE SUJETOS 

NORMALES Y DE PACIENTES DIABETICOS. 

Resumen: 

Con el objeto de averiguar la cinética de la glicosilación no-e~ 

zimática de la inmunoglobulina G (IgG) humana, se separó la IgG 

de una mezcla de sueros de donadores de sangre, otro de pacientes 

diabéticos tipo I y un tercero de diabéticos tipo II. Se analiza 

ron los niveles de unión no-enzimática de glucosa, galactosa y m~ 

nosa a las IgGs in vitro durante una semana, haciendo determin~ 

cienes periódicas en dos condiciones de temperatura (20 y 37°C), 

y variando la concentración de los monosacáridos (5, 10 y 20 mM). 

Para llevar a cabo las determinaciones de los niveles de azúcares 

unidos no-enzimáticamente, se modificaron los métodos colorimétri 

cos propuestos para éste fin, cambiando las condiciones de acidéz 

y de presión de la reacción con mejores rendimientos (absorvancias 

más altas). Los resultados fueron los siguientes: La unión no-en 

zimática aumenta con la concentración del azúcar, con el tiempo 

de incubación y con la temperatura de la reacción. La galactosa 

se unió más rápidamente que la manosa y que la glucosa a 37°c. 

In ~!~~· los pacientes diabéticos presentaron niveles de glucosa 

más altos que los normales; sin embargo, al glicosilarlas !~ ~!!~~ 

con galactosa presentaron un aumento de absorvancia al quinto día 

de incubación y al séptimo dia con glucosa, pero mucho menor que 

en IgG normal. El hecho de encontrar una baja glicosilación en : 

las IgGs de de los diabéticos sugiere por una parte, que ésta reac 

ción puede ser un mecanismo bioquímico para establecer un equil! : 

brio en estos pacientes y por otra, as bien conocido el hecho de 

que al modificar el grupo carbohidrato de una proteína, se modif! 

ca su estereoquímica y la estructura tridimensional de la misma, 

lo que puede alterar su vida media y por lo tanto su vía metaból! 

ca, así como su función que en este caso es de anticu~rpo. Los 

hallazgos de la correlación del grado de glicosilación con la con 

centración del azúcar en el medio también sugieren que puede ut! 

lizarse como un método para el control terapéutico de pacientes 

con problemas en el metabolismo de los carbohidratos. 
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