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1. INTRODUCCION

Hasta hace relativamente poco tiempo, se ha reconocido la importan
cia que tienen los azficares unidos a las protefnas como compuestos
altamente especf{ficos que actlan como portadores de informacién
biolbgica, esto es, que la especificidad de muchas glicoprotefnas
naturales estf codificada en términos de azficarep y no sélo de ami
-no 8cidos o nuclebftidos. Los azlicares pueden variar en su tipo de
unién: alfa 6 beta, 1»2, 1»3, etc , ¥y en la presencia o ausencia
de ramificaciones.(1).

Actualmente, s« ha comprobado que la alteracibfn de la estructura

y composicién del grupo carbohidratoc altera la arquitectura tridi
mensional de las moléculas y se ha postulado que estas alteracio
nes estén fntimamente ligadas con los procesos de transformacién
maligna, como lo comprueban los resultados de aglutinacién de célu
las neopléisicas frente a lectinas tales com_o la concanavalina A
lo que no sucede con células normales.(2).

En los Gltimos diez afios han venido apareciendo en la literatura
informes de unién no-enzim&tica de monosaclridos a varios tipos

de moléculas y tejidos (3-11), principalmente en pacientes con dia
betes mellitus. Se ha ppopuesto que dicho fenémeno estd estrecha
mente relacionado a la fisiopatologfa del metabolismo de los car
bohidratos.

Interesados en este tema, hemos querido investigar acerca de 1la
cinética de la glicosildcién no-enzimética de la inmunoglobulina
sibilidad de utilizarla en el control terapéutico de los pacientes
con diabetes mellitus., Para ello se presenta una revisién de las
glicoprotefinas, tipos de azficar que en ella intervienen, glicosi
lacién enzimética y no-enzimftica y los resultados obtenidos en el
laboratorio de la unién de monosacéridos a IgG in vitro, en forma
no-enzimética. Otro de los objetivos de este trabajo es el de me
jorar la técnica colorimétrica hasta ahora utilizada para la cuan

tificacién de azlGcar unido a protefna no-enzimfticamente.



1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha propuesto que en pacientes con diabetes mellitus, las
complicaciones que de ella se deriban (arteriocesclerosis, mi
croangiopatfa vascular, neuropatfa)(6, 7,12), pueden ser de
bidas a la incorporacifn de glucosa en forma no-enzimltica a
protefnas. En vista de que no se ha analizado la cinética
de unién de la glucosa a la inmunoglobulina G de pacientes
diabéticos, es de interés averiguar la capasidad de esta pro
tefina de unir glucosa u otros azilcares no-enzimfticamente,
con el objeto de lograr una metodologfa que pueda ser Gtil
desde el punto de vista del control de los pacientes diabéti
cos a mediano plazo. Al profundizar en el conocimiento de
esta ciné@ica, se abre la posibilidad de investigar la fun
cién de l& IgG en su actividad de anticuerpo en pacientes dia
béticos.

1.2 OBJETIVOS

1. 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 in vivo.

3. Mejorar los métodos colorimétricos sugeridos para la medi
cién de la glicosilacién no-enzimética.

tenidas con glucosa, galactosa y manosa, variando la concen
tracién de los aziicares, la temperatura de reaccién y el tiem
po de incubacién.

5.0btener por diferencia la cantidad de monosac&ridos unidos

no enzimdticamente en las diferentes IgGs.



1.3 HIPOTESIS

1. E1 empleo de &cidos fuertes (&cido clorhidrico) y una presién
de 20 libras mejora significativamente la cuantificacién de aziica
res unidos no-enzimlticamente a proteinas debido a la mejor obten

cién del 5-hidroximetil 2-furfuraldehido.

2. La glicosilacién no-enzimédtica in vitro de la inmunoglobulina
G se incrementa al aumentar la concentracién del azdcar, el tiem

po de exposicién y la temperatura de reaccién.



ANTECEDENTES CIENTIFICOS

n

GLICOPROTEINAS

Las glicoprotefinas son moléculas que tienen carbohidratos unidos
covalentemente a la cadena peptfdica (13). El1 grupo carbohidrato
varfa de tamafio desde mono o disacéridos (p.e. mucinas y colége
na)(14, 15), a polisacéridos (p.e. inmunoglobulinas, proteinas
plasmé&ticas)(16), y estln localizados en varias posiciones de la
cadena polipeptfidica de acuerdo a la ubicacién de los amino &ci
dos aspargina, treonina, serina. lisina o valina. No se conocen
glicoproteinas que estén construidas en bloques copoliméricos te
niendo segmentos alternados de péptidos y sacéridos.

Las glicoprotefinas estén ampliamente distribufdas en la naturale
za: Vertebrados, invertebrados, plantas, organismos unicelulares

y algunos virus (Tabla 1). En general, hay miAs tipos de proteinas
que tienen carbohidratos que las que no los tienen. Por ejemplo,
en el caso del plasma humano, de mAs de sesenta protefnas aisladas
se han encontrado muy pocas sin carbohidrato (protefina C reactiva,
lisosoma muraminidasa), lo que constituye m&s del cincuenta por -
ciento de protefinas glicosiladas del total del contenido proteico
plasmitico, en contraste con las protefinas del jugo pancreético
bovino del cual s6lo el cinco por ciento tienen residuos de azg
car. Estas proteinas incluyen a las ribonucleasas B,C y D, deso
xiribonucleasas y amilasas (17-20),Figura 1.

Las funciones de las glicoproteinas son diversas: Transporte, coa
gulacién, enzimiticas, inmunolégicas, algunas hormonales como las
gonadotropinas hipofisiarias y placentarias y la tiroglobulina;

de lubricacién como las mucinas y mucoproteinas; estructurales co
mo en las membranas basales y en la pared celular de los organis
mos multicelulares en los que, ademds de servir como soporte, jue
gan un papel esencial en el transporte activo de moléculas, son
receptoras de virus, hormonas y anticuerpos y forman parte del re

conocimiento y adhesién intercelular (Tabla 1)(21).



Tabla 1.

DISTRIBUCION Y FUNCION DE ALGUNAS GLICOPROTEINAS

ORIGEN FUNCION EJEMPLOS
VERTEBRADOS
Plasma Transporte Transferrina
Ceruloplasmina
> Beta lipcproteina
Coagulacion Fibrinogeno
P Protrombina
Inmunoproteccion Inmunoglobulinas
I1gG, IghA, IgM
Enzimas Colinesterasa
Atropinesterasa
Amino-oxidasa
Secrecifn l&ctea Transporte Lactoferritina
Enzima Lactosintetasa
Nutricién K-casefina
Saliva Enzima Alfa-amilasa
Hip6fisis Hormona Folfculo estimulante
Luteinizante
Factor estimulante e
inhibidor de tiroides
Higado Enzima Beta N-Acetilglucosaminidasa
Beta Glucuronidasa
Péincreas Enzima Ribonucleasa
Desoxirribonucleasa
Lipasa
Gl&ndula
submaxilar Lubricacién
Yy proteccién Glicoprotefnas submaxilares
Estémago Enzima Pepsinfgeno, pepsina
Pulmén Anticoagulante Heparina
Piel Estructura Colfigena

Clara de huevo

Yema de huevo
Veneno de
serpientes

INVERTEBRADOS

PLANTAS

BACTERIAS

VIRUS

Nutricién y
Proteccién

Nutriciéfn
Enzimas
Proteccién

Estructura

Procesos de ferti

lizacién

Estructura

Enzimas

Enzimas
No conocida

No conocida

Ovoalbiimina, ovomucoide
Avidina
Fosfovitina

Proteinasas

Colégena de cutfcula de
anélidos
Colégena

Glicoprotefnas de la cubierta
de erizo de mar

Glicoprotefnas de la pared
celular

Taka-amilasa, Glucosa-oxidasa
Clorperoxidasa, Lipasa,
Alfa-galactosa invertasa.

Difosfopiridingucleotidasa del

Bacillus subtilis
Glicoprotefnas de la pared ce
lular de E. coli
Glicoprotefnas de membrana

Modificacién de Spiro, R.G.(16)



Fig.

DISTRIBUCION CUANTITATIVA DE PROTEINAS EN FLUIDOS ANIMALES
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Tabla 2.

MONOSACARIDOS CONSTITUYENTES DE GLICOPROTEINAS

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

Deoxihexo.sas: L-Fucosa

Hexosaminas: N-acetil D-Glucosamina, N-acetil D-Galactosamina
Acidos sillicos: Acidos Acil-Neuraminicos.

Pentosas: D-Xilosa, D-Arabinosa




Figura 3.

CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS EN ANIMALES Y PLANTAS(20).
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Fig. 2

Representacién esquemética de una glicoproteina.
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Fig. 2a_.
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licosilacién de proteinas.

a biosfntesis de macromoléculas conjugadas tales como las gli.

oprotefnas tienen algunos problemas que no se presentan en es.
tudios de protefnas simples o polisaclridos. Uno de los proble
mas principales es el orden en el cual se sintetizan el grupo
carbohidrateo y la protefina. Otro problema es el mecanismo molgcuhr
y la localizacién celular en la cual se llevan a cabo estas sin
tesis. Algunos investigadores han informado del sitio intrace
lular de la biosfntesis de glicoprotefinas y de la secuencia de
eventos en el proceso enzimltico de la unién de estas moléculas,
pero poco se conoce de la estructura terciaria, plegamientos y

conformacién de algunas de ellas en diferentes medios (26).

Estudios en células intactas.

Primero consideraremos el lugar donde ocurre la biosintesis de
glicoproteinas en la célula. Muchos de estos conocimientos es
tdn basados en estudios en animales intactos o en érganos o en
cortes de tejidos con técnicas de perf#aiGn._ Estas técnicas in
cluyen la exposicifén del tejido a monosaclridos en ausencia o
presencia de inhibidores de la sintesis proteica tales como la
puromicina, seguida del ex&men de la incorporacién del carbohi
drato marcado radioactivamente unido a la protefna (27, 28).
Para obtener informacién de la relacién entre la sintesis de la
cadena del carbohidrato y del polipéptido se realizan experimen
tos paralelos con amino &cidos marcados radiocoactivamente. E1l
méis comunmente usado es la leucina. La incorporacién de la mar
ca se sigue por dos métodos: a) La autorradiograffa en microscop/®
electrénico y b) Por medicién de protefnas marcadas radioactiva
mente en fracciones subcelulares separadas por centrifugacién
del homogenado de tejidos (27, 28).

Los resultados de estos experimentos indican que: a) El péptido
fundamental de las glicoproteinas se une a los ribosomas que se
encuentran ek la membrana, y b) Que la mayor parte del carbohi
dratoefncor?orado a la glicoproteina después de la liberacién de
los péptidos fundamentales de los ribosomas. De ésta manera se
bbservé una clara separacién en tiempo y en espacio entre la bio

sintesis del péptido fundamental de las glicoproteinas y la bio
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sf{nteis del carbohidrato.

El aparato de Gclgi tiene un papel central en la biosintesis de
la cadena de azflicares de las glicoprotefnas. Esta estructura
consiste de un complejo de sacos membranoscs interconectados
que se encuentra presente en todas las células animales y sirve
como sitio primario para la sintesis de grandes carbohidratos y
para el almacenamiento de macromoléculas producidas intracelu
larmente. Dentro de sus funciones incluye la biosfintesis de
.glicoproteinas solubles, la formacién de membranas para vesicu

las de almacenamiento y secretorias (29, 30).

La glicosilacién de proteinas sigue tres vias generales (Tabla
3): a) La incorporacién de manosa radioactiva a la protefina apa
rece en forma semejante a la incorporacién de amino &cidos ra
diocactivos: Hay una répida incorporacién a la superficie del re
tfculo endoplésmico rugoso (RER), seguido por la transferencia
a la superficie del retfculo endoplésmico liso (REL) y al apara
to de Golgi, apareciendo finalmente en el sitio de acumulacién
(Tabla 3, Forma A). La incorporacién de amino &cidos y manosa
es sensible a la inhibicién por puromicina, por lo que se infie
re que la manosa debe ser uno de los primeros monosaciridos que
se une a la protefina. Estos hallazgos se reflejan en el hecho
de que la incorporacifn de la manosa se encuentra cerca del nu
cleo del oligosacérido: N-acetilglucosamina-aspargina que es la
regién de unién, por lo que la incorporacién de este monosacéri
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 irhibe la formacién de péptidos y subsecuentemente
se carece de sustrato que actde como aceptor de manosa. b) El
&cido sidlico, la L-fucosa y la D-galactosa radicactivos son in
corporados primariamente a la superficie del REL y al aparato
de Golgi y entonces son trznsferidos al sitio donde se encuen
tran las proteinas terminadas (Tabla 3, Forma B). Es de esperar
se que los azlcares que son incorporados Unicamente al final de
la sfntesis de las glicoproteinas sean incorporadas a las glico
protefnas al final del proceso biosintético. La incorporacién
de L-fucosa y D-galactosa no se inhibe apreciablemente por la

puromicina, ya que hay una reserva adecuada de glicoproteinas no



Tabla 3

El tiempo es idealizado para fines cualitativos,

y¥a que hay variaciones

cuantitativas apreciables del tejido entre una especie y otra.

Incorporacién del radioisétopo al interior de las glicoprotefnas en los
organelos ( 26).
Precursor . .
Faraa | radignctli Ti::gorgze}ialncorporaC16n = e Int tacién
STy e g p . nterpretaci
GS, EE
% Leucina RER*Golgi == GS, EE & MP
Manosa Golgs
RER marca
Aeddo: nid &Sy E @ XP RER +Golgi + GS, EE 6 MP
B lico
L-Fucosa
Galactosa Golgi,no RER marca
B BE B ME RER _Golgi _ GS, EE 6 MP
c Glucosami f 4
Te RER y Golgi marca marca
Horas después 8] 1 2 3
del pulso
Clave: RER = superficie del retfculo endoplésmico rugoso
GS = grénulos secretorios
EE = espacio extracelular
MP membrana plasméAtica
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totalmente glicosiladas en el retficulo endoplésmico que actidan co
mo aceptores para estos azlcares, o bien reflejan que su incorpeo
racién es independiente de la sintesis temprana de la proteina.
Esta reserva se mantiene por largos periodos de tiempo después de
que la sintesis proteica ha sido inhibida por la puromicina. Los
datos anteriores comprueban que la l-fucosa dada su estabilidad,
esto es, que no se degrada fécilmente, se incorpora al final de
la sfintesis. Por consiguiente, si se quiere estudiar cuéndo una
glicoprotefna ha sido sintetizada completamente, se utiliza a la
.fucosa como marcador radiocactivo. ¢) La glucosamina_radioactiva
se incorpora simultédneamente tanto en el RER como en el REL y es
transferido al sitio de protefnas terminadas (Tabla 3, Forma C),
lo que estd de acuerdo con el hecho de que la N-acetilglucosami
na aparece localizada en tres sitios del residuo del oligosacéri
do, como son la regién de unién N-acetilglucosamina-aspargina, el
centro y el trisacérido terminal no-reductor. De esta manera la
glucosamina estd en todo el proceso biosintético (26).
Existe una controversia sobre si la unién N-glicosfdica entre la
N-acetilglucosamina y la aspargina en las glicoprotefnas se forma
antes de completar el péptido y liberarse del ribosoma o subse
cuentemente a su terminacién y liberacién. Hay evidencias en cg
lulas hepiticas y plasmacitomas de que cantidades pequefias de
N-acetilglucosamina se incorporan al péptido naciente en el ribo
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 incorpo
racién de monosaciridos en el residuo del oligosacérido, 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
mulacién de las protefnas. La naturaleza de los sitios de acumu
lacién dependen del tejido que se estudia, por ejemplo, en tejido
tiroideo el sitio de acumulacién 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 higado las gli
coprotefnas plasmidticas. En células no secretorias tales como

las células HelLa y células de mucosa duodenal, la glicoproteina



16

recién sintetizada se utiliza en el recambio de membranas (26).
Es importante mencionar que las glicoprotefnas de higado marca
das, son liberadas a la superficie tanto del RER como del REL
por desintegracién ultrasénica, lo que implica que é&stos mate
riales estén en espacios cisternales del reticulo endoplésmico.
Sin embargo, algunas glicoproteinas recién sintetizadas son uni
das firmemente a la membrana microsomal y es posible que esta di
ferencia en la unién a la membrana pueda reflejar el destino 4l
timo de la glicoprotefina, ya sea en la secrecién extracelular o
como parte del sistema intracelular de la membrana. La Figura 4
muestra una representacién esquemética de la biosintesis de glico

protefnas (modificacién de Schachter)(2g!.

Algunos investigadores han sefialado que la estructura de los oli
gosaclridos unidos a aspargina de glicoproteinas de eucariotes es
heterogénea y generalmente se clasifican en dos categorfas: "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 azlcares externos tales
como la N-acetilglucosamina (NAcGlu), manosa (Man), galactosa
(Gal), fucosa (Fuc) y é&cido sidlico (AS) (Figura 5-I). Las cade
nas de ambas clases exhiben microheterogeneidad, esto es, que un
s6lo tipo de glicoproteina_purifiéada tiene unidades de carbohi
drato de estructura relacionada pero no necesariamente idéntica
(32+ 34).

Numerosos engrimentos en glicoprotefinas de membrana, secretorias
y virales, han revelado que tanto los glicanos de alto contenido
de manosa como los complejos, tienan un origen biosintético comin
f Un oligosaclrido precursor con alto contenido de manosa que se
sintetiza sobre un lipido acarreador (dolicol) del cual se trans
fiere a la protefina aceptora. En una amplia variedad de sistemas,
el oligosaclrido precursor unido al 1lfpido tiene la composicién:

Glugnan NJ\cGlu2 (Figura 5-III). Este oligosacérido tiene un cen

9
tro comin a todos los oligosac&ridos unidos a aspargina (Asn):

J.ﬂusn-lmm-:(uu2 - Man(Man 1 =>6)Man(l = 3)(Figura 5-II)(35, 36).
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Egn GLICOSILACION DE PROTEINAS. (28)
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REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA GLICOSILACION DE
PROTEINAS.

A) Unibn del polipéptido a ribosomas e incorporacién de
NAcGlu a aspargina por glicosiltransferasas (Tl, T2),
en el reticulo en dopldsmico rugoso (RER).

B) Liberacién del glicopéptido del ribosoma y paso al re
ticulo endopldsmico liso (REL) y unién de otros azflca
res por transferasas (T3).

C) Incorporacién de azlicares terminales cerca del aparato

de Golgi (AG) por las transferasas correspondientes
(T4 - T8).

D) Incorporacién de las glicoproteinas completas a grénu
los secretorios (GS) por el aparato de Golgi, que mi-
gran hacia la membrana plasm&tica (MP) para liberar a
la glicoproteina al espacio extracelular.

GDP

UDP @) = uridin difosfato NAcGlu

UDP -# = uridin difosfato Gal

GDP -f = guanosin difosfato Man

CMP -{J = citidin monofosfato AS
-v =

guanosin difosfato Fuc
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El 1fpido acarreador (dolicol) es un polisoprencide saturado cu
yo isémero mé&s abundante contiene entre 18 y 20 unidades de iso
preno en vertebrados y 15 a 16 en levaduras. E1 dolicol parece
ser sintetizado en mitocondrias y se encuentra distribufido en el
retfculo endoplésmico donde estén las enzimas que sintetizan el
oligosacérido. Su forma activa es el pirofosfato de dolicol (36,
37).

El oligosacédrido precursor se inicia cuando se unen dos molécu
las consecutivas de NAcGlu a través de su forma activa, la uri
dindifosfato (UDP)-NAcGlu, por una transaminasa. En seguida se
unen una a una las nueve moléculas de manosa a partir de su for
ma activa la guanosfindifosfato (GDP)-Man y la enzima correspon’
diente y por Gltimo 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: Glu3Han9NacG1u2—P—P—Dolicol
24, A7).

Al mismo tiempo que se forma el oligosacdrido precursor, se for
man las cadenas de 10-30 amino &cidos eh los polisomas que se en
cuentran unidos a la membrana, de donde se desprende por una pep
tidasa para pasar al liémen del retfculo endoplfsmico rugoso don
de son glicosiladas por la enzima dolici1difoaforiioligosac6rido
tpeptidoligosacaril transferasa. Las estructuras se contindan
desarrollando répidamente y algunas glicoprotefinas adquieren fi
nalmente una estructura terciaria que implica puentes disulfuro
(37 -39).

Para que el oligosacérido se una a la protefina son necesarios dos
requisitos indispensables: 1. Que haya un residuo aspélrtico en un
triplete de amino &cidos cuya secuencia sea Asn-X-Ser &é Thr, don
de X puede ser cualquier amino &cido excepto Acido aspértico y
2. Que el triplete esté expuesto, esto es, que esté accesible a
la enzima (490).

Se ha demostrado que la ovoalbﬁminé?gfas cadena pesadas de las
inmunoglobulinas G de ratén (33) y las glicoprotefnas del virus
de estomatitis vesicular (35) se glicosilan antes de ser libera
das de los ribosomas. De acuerdo con esta informacién se infi
rié que otras glicoproteinas podrfan glicosilarse de la misma ma
nera (42-44), sin embargo hay evidencias de que los oligosacéri

dos se pueden unir también a la cadena polipeptidica ya termina



Figura 5

"

Estructura de oligosaclridos unidos a aspargina

de glicoproteinas (I, II) y de un oligosacérido

precursor unido a doliceol (III) (34).
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da (45, 46).

Inmediatamente después de transferir el oligosaclrido precursor
ala protefna aceptora, la poblacién originalmente homogénea, ten
dré& diferentes glicanos N-unidos (Figura ¢) ya que los residuos
1, 2 y 3 de la glucosa son eliminados por las glicosidasas I, II
y II respectivamente, que en hepatocitos de rata se han localizg
do en el retfculo endopldsmico rugoso y liso (47). Algunas pro
tefnas como la tiroglobulina de ternera tienen la estructura com
pleta del oligosac&rido (48)(Figura 5-III), pero comunmente se e
liminan cuatro residuos de manosa para obtener pequefios oligosa
céridos con alto contenido de manosa (Figura 5-II), o se les u
nen otros residuos de aziicares para pbtener una estructura com
pleja (49)(Figura 5-I).

El primer paso para la conversién de oligosaclrido de "alta mano
sa" a "complejo“. se cataliza por una N-acetilglucosaminiltran§
ferasa I que se une la NAcGlu a ManancGluz(Figura 7d) ,des
pués de lo cual la "manosidasa tardfa" libera dos manosas termi
nales (Figura 7e). El producto de la reaccién d y e de la Figu
ra 7 se procesan rﬁpidamﬁnte, aunque se han-encontrado como ta
les en la rodopsina (50-55).

El producto de la manosidasa tardfa y de la N-acetilglucosaminil

transferasa: NacGluanan es un sustrato para tres enzimas: 1.

La N-acetllglucosaminiliransferasa II gque la convierte a NAcGIEE
NaHSNAcGlu2 (Figura 7-I); 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 simplificacién del proceso. No
toma en cuenta la existencia de uniones alternativas, procesos
incompletos o conversién a otro tipo de oligosac4ridos complejos

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

El estudio de las glicosiltransferasas purificadas con respecto
al orden de los sustratos potenciales, ha sugerido que el orden
en que actda una enzima individual puede determinar la estructu
ra final del oligosacérido, ya que una clona de células tiene

oligosacéridos de diferente composicién.

Se ha observado que otros factores tales como la estructura de



Figura &

Secuencia propuesta para la unién de los oligosac&ridos unidos
a lfpido en células de ovario de Hamster chino (34).
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Figura 7

REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL PROCESAMIENTO DEL OLIGOSACARIDO
UNIDO A ASPARGINA (34)
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la protefina que estd siendo procesada, influye en el ensamblado
de los oligosacflridos y éstos sacfridos pueden ser unidos direc
tamente.

La figura 8 muestra los pasos del proceso de sfntesis del oligo
sacfirido N-unido. Los tiempos anotados son aproximaciones de -
las reacciones in vivo en donde no se toman en cuenta muchos -
factores como son:

1. Fase de crecimiento. Se ha observado que la velocidad de cre
cimiento celular influye en el proceso de sintesis estructural
del oligosacérido (56-58).

2. Estructura proteica. La sintesis anormal de glicoproteinas
altera el oligosaclrido unido a ella (59-63).

3. Interaccién protefna-protefina. Se han observado "ayudadoras"
de la glicosilacién y del transporte celular de las mismas (64).
4, Localizacién intracelular final. La presencié de lectinas
retiene estructuras de alto contenido de manosa (65, 66).

5. Glicoproteinas de membrana vs. glicoproteinas secretadas. En
células que sintetizan ambos tipos de glicoprotefina, se ha obser
vado que la velocidad de unién del oligosacfirido a protefna de
membrana y su transporte intracelular es dos veces més répido
con respecto a la secretada, lo que ha sugerido que &stos proce

sosson diferentes para cada tipo de glicoproteina (67).

Glicosilaci6én de las inmunoglobulinas.

Los estudios de la biosintesis de las cadenas ligeras de las in
munoglobulinassecretadas por lineas celulares de mieloma de ra
tén (p.e. MOPC-46), proveen informacién del mecanismo de ensam
blado intracelular de las unidades de carbohidrato de las glicp
protefnas (68). Las unidades de carbohidrato de las cadenas 1li
geras completas, secretadas de células de mieloma de ratén MOPC
=46, contienen N-acetilglucosamina, manosa, galactosa, fucosa y
ficido siflico, en una relacién molar: 3:4:4:2:2. Las unidades
parecen ser siempre similares a la estructura glicosfdica 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 ligeras se libe

ran de la membrana del retfculo endopldsmico por medio de un



Figura B.

Migracién intracelular y procesamiento de la glicopro
teina del virus de estomatitis vesicular. Esta glicoproteina
contiene &cido graso unido covalentemente y se une a la molécu

la polipeptidica justo antes de que empiecen a unirse los oli-
gosacéridos.
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tratamiento con detergentes. Este material purificado por croma
tograffa de intercambio iénico, se encontré que contenfa 2-3 mo
las de NAcGlu, 3-4 molas de Man y (Gnicamente trazas de otros azf
cares. La glicoproteina obtenida de los productos de las membra
nas lisas contenfa cerca del 50 por ciento de Gal, indicando que
éste azlicar se unid subsecuentemente al oligosacArido central

que contiene finicamente NAcGlu y Man. Sin embargo, hay eviden
cias de que la transferencia de NAcGlu ocurre tanto en membranas
rugosas como en lisas. Estudios de éstas lineas celulares con
autorradiograffa utilizando leucina, manosa o galactosa marcadas,
muestran claramente que la migracién del retfculo endoplésmico
rugoso al aparato de Golgi ocurre después de la incorporacién

de manosa al interior del péptido, pero antes de la incorporacién
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 regién constante, unido a aspargina en cada -
una de las cadenas pesadas. El carbohidrato total estéd constituf
do por dos molas de Gal, 3 molas de Man, O-1 molas de Fuc, 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 regifén variable de las cadenas ligeras (70), unido a
Asn. Se ha observado que la secuencia Asn-X-Ser/Thr es importan
te para unién del grupo carbohidrato.

En IgG de conejos, la porcién 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 A5 y Fuc.
El 40 por ceinto del contenido se encuentra unido a treonina
(Thr) de las regiones Fd de las cadenas pesadas en secuencias ri
cas en prolina (71).

La inmunoglobulina Gl aislada de calostro bovino mostré la presen
cia de dos grupos glicanos unidos a la cadena peptidica por una
unién N - Asn-NAcGlu, en la cual la aspargina se encontré en la
secuencia Asn-glicano-Ser-Thr-Thr. El glicano posee un pentasacé
rido central comfin a numerosas glicoprotefnas: Man(1l- 3)(Man 1-6)
Man(1-» 4)NAcGlu(1+ 4)Asn (Esquema 1). Este tipo de unidades tam
bién presenta la microheterogeneidad observada en otras glicopro

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



Tabla 4

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

Clase de

inmunoglo Peso Total de car
bulina. Molecular bohidrato. Gal Man Fuc NAcGlu NAcGal AS
%
1gG 150 000 2.5 3 5 2 2 - 1
C IghA 170 000 5,7 12 14 2 12 6 5
IgM (180 000)5 9.2 11 35 6 27 - 9
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tidad de &cido N-acetilneuramfnico adicional y de la fucosa (72).

Esquema 1.

Man A‘h Man
Man — %13

§ 2\n
NAcGlu

|
NAcGlu

| ¢
Asn

" En la inmunoglobulina A (IgA) tipo kappa (k) humana, se encontré
el carbohidrato en la regién 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 complejés unidas a Asn estén constitufdas
por tres residuos AS-Gal-NAcGlu, unidas a la porcién interna de
tres residuos Man y una NAcGlu y una Fuc. En IgAl de mieloma hu
mano se encontraron dos unidades oligosacéridas unidas a Asn y
cinco unidades unidas a Ser: cuatro de ellas Ser-NAcGal-1,3Gal y
una NAcGal. Las cinco se encontraron en la regién bisagra de la
molécula (73).

La inmunoglobulina M (IgM) humana contiene unidades de carbohidra
to unidas a Asn en la regién 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 fraccién Fc de las cadenas pesadas, y las unidades complejas
en la fraccién Fd distribufdas en la regién bisagra. Las unidades
complejas tienen gran heterogeneidad aunque conservan el patrén
estructural de la IgG, mientras que las unidades simples también
estin ramificadas y constitufdas por un nimero 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 ademés

un grupo Ser-NAcGal 1,3 - Gal, semejante a IgA (69, 73).
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REPRESENTACION ESQUEMATICA DE UNA INMUNOGLOBULINA (102).
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Glicosilacién no enzimitica.

En la (Gltima década se ha descrito un tipo de glicosilacién no-en
zim&tica en diversas protefnas humanas ( 3-11).

Este tipo de glicosilacién es particularmente importante en pa
cientes con diabetes mellitus debido a que la hiperglicemia cr§
nica es el factor més importante de las complicaciones secunda
rias de la diabetes como son la microangiopatfa y artefioesclerg
_sis, siendo méds aparente en Srganos criticos como rifién, 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 alteracién quimica de las protefinas corpo
rales dependientes de las concentraciones de glucosa, causa cam
bios estructurales en las proteIna.modificando su funcién y propi
ciando la fisiopatologfa de la diabetes (3-.12 ).

Las reacciones qufmicas que permiten la glicosilacién no-enziméti
ca de protefinas fué primeramente descrita es estudios de oscureci
miento de alimentos proteicos (74). y posteriormente en protefinas
de diab&ticos (75). La interaccién de glucosa y protefnas ocurre
entre los grupos amino reactivos y el grupo aldo de la glucosa

{Esquema 2)

Esquema 2
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El primer ejemplo de modificacién de protefnas en el diabético
fué el hallazgo de cantidades elevadas de hemoglobina Alc (3 ).
Esta hemoglobina es uno de los componentes menores mfis 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 unién cetoamina como se muestra en el
Esquema 2. E1l1 producto inicial es la base de Shiff derivada de
la protefina, que sufre un rearreglo Amadori para formar un aducto
cetoamina estable (4 ). Esta reaccién ha sido comprobada iﬂ xi-
tro (76). Se ha observado que esta glicosilacién se lleva a cabo
en forma lenta y contfnua a través de los 120 dfas de vida del
eritrocito, lo que provee de un Indice promedio de los niveles de

glucosa dos meses previos a su determinacién ( 4 ).

Posteriormente se informé de otras proteinas que también se glico
silaban no-enziméticamente: Day y cols. ( 8) fueron los primeros
en comunicar que la alblimina humana de adultos normales esté glu
cosilada en un seis por ciento aproximadamente, y comprobaron por
ca sugiriendo que es una modificacién postraslacional de la molé
cula, semejante a lo que ocurre en la hemoglobina Alc. M&s tarde,
en un estudio hecho en suero de ratas encontraron que en la albid
mina, el amino &cido aceptor del carbﬁhidrato era la lisina (77).
Por otro lado se encontréf que la alblimina de ratas diabé&ticas por
aloxén, era méis sensible a la glucosilacién que la hemoglobina
Alc, cuando ambas eran sometidas a cambios de concentracién de -
glucosa sérica. In vitro, la alblmina se glucosilé diez veces -
m&s rédpidamente que la hemoglobina Alc (78).

Dolhofer y Wieland comprobaron los hallazgos de Day (8 ) en el -
sentido de que la albfimina humana est& sujeta a glucosilacién

in vitro e in vivo, (79).

Miller y cols encontraron que las membranas de los eritrocitos,
incubados no-enziméticamente con 3H—borohidruro, incorporaban dos
veces més radioactividad (glucosil-lisina) que la de los indivi
duos normales. La incorporacién de tritio a las membranas corre
lacioné con los niveles de hemoglobina Alc, indicando que la glu
cosilacién depende de la concentracién del monosacérido en sangre

(8o).
Existe informacién sobre glicosilacifén no-enzimitica en otro tipo
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tipo de protefnas como las que a continuacién se describen:

Stevens y cols han dado evidencias convincentes de que la
glucosilacién de la coligena del cristalino puede contribuir

al desarrollo de su opacificacién ( 5).

Vlassara y cols, utilizando un sistema cromatogréfico para de
terminar glucosilacién no-enzimética encontraron en nervios,
periféricos de ratas y perros diabéticos, resultados de ami

no fcidos glucosilados no-enzimiticamente dos y media veces
"m&s elevados que sus controles correspondientes. El amino §

cido glucosilado fué la lisisna (10).
Monnier y cols informaron resultados resultados de residuos
lisina glucosilados no-enziméticamente, 5 a 10 veces més ele
vados en cristalino de ratas diabé&ticas y ratas galactosémicas,
respectivamente, que sus controles correspondientes. La eleva
cién fué predominantemente en la fraccién insoluble del homoge
nado de lentes. También se encontraron agregados de alto peso
molecular unidos por puentes disulfuro. Estos resultados sugie
ren que las cataratas, secundarias a alteraciones metab&licas
de los carbohidratos, en animales experimentales, son semejantes
a las de los humanos en cuanto a presencia de agregados de alto
peso molecular (11).
En 1981, McVerry y cols informaron de la glucosilacién no-enzi
mética de fibrinégeno y productos lfticos de fibrina, 1in vitro,
indicando que al reaccién dependfa del tiempo de incubacién, del
pH del medio y de la temperatura (81).
Shnider y Kohn encontraron en la coléigena de la piel de pacien
tes diabéticos, glucoproteinas de peso molecular m&s alto con
respecto a las encontradas en sujetos sanos de la misma edad. En
estas fracciones, las glucoproteinas de pacientes diabéticos te
nfan mayor cantidad de uniones cetoamina de glucosa-colédgena in
soluble, que sus controles de la misma edad (82).
Recientemente, Cohen y Yu-Wu, en un estudio hecho en colégena de
membrana basal glomerular de ratas diabéticas inducidas por estrep
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 glucoproteinas
séricas totales son susceptibles de glucosilacién cinco veces més

en pacienteé diabéticos que en individuos sanos. Estos resulta
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dos han correlacionado significativamente con la determinacién

de albimina glucosilada en ayuno (83,84 ).

Utilizando la prueba de precipitacién de carbohidratos con conca
navalina A (85), se estudif el nivel de carbohidratos de la inmu
noglobulina G en individuos sanos y en pacientes diabéticos, encon
trandose diferencias significativas estadfsticamente, entre ambos

grupos (86).

Concanavalina A.

molecular de 25 500, que requiere de iones éalcio ¥y manganeso para
su unidén con sacfridos especificos tales como la D-glucopiranosa
y D-manopiranosa (g87). Los protémeros forman dimeros a un pH me
nor de 6 y tetrfimeros y grandes agregados a un pH mayor de 7. Los
protémeros se relacionan entre sf por un exacto eje de simetrfa D2
con una orientacién tal, que el tetrémero adopta una figura tetra
hédrica (Figura 10). La localizacién de los sitios de unién de
los sacfiridos se llevd a cabo por cristalograffa con rayos X: Un
sacdrido se une a cada unidad de Concanavalina A (Con A) de tal
manera que cuatro moléculas de aziicar ocupan posiciones equivalen
tes simétricamente en la molécula tetramérica (88).

La Con A tiene la capacidad de unirse a los azl(cares antes mensio
nados en una reaccién altamente especifica, similar a la de antige
no-anticuerpo (8%2), precipitando protefnas (90) por interaccién
con residuos de manosa y glucosa de la regién central y de las ca
denas de heterosaclridos (91).

Tomando en cuenta estos datos, se precipité a la IgG humana del
suero total a través de la Con A a una concentracién de 50 mg/ml
(92) cuantific&ndola por inmunodifusién radial con antisuero espe
cifico para la IgG, confirmando de ésta manera la naturaleza gli

coproteica de esta molécula.



Figura 10.
ESTRUCTURA DE TETRAMEROS Y DIMEROS DE LA

CONCANAVALINA A

Representacién esquemética de un tetrémero y dos dimeros
de la concanavalina A, vista desde el"eje C cristalogré

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

1. Se utilizaron los siguientes reactivos y material de laborato
rio: D-glucosa, D-galactosa, D-manosa, D-fructosa, Acido clorh£
co y fcido tricloroacético de los laboratorios Merck Damstadt,
RFA; albiimina sériea bovina, IgG liofilizada humana, &cido tiobar
bitdrico, DEAE-Sephadex A 50, Tris(hidroximetilaminometano), aga
rosa, azida de sodio y antrona de Sigma Chem. Co. EUA; fenol, 4ci
do sulfirico, cloruro de sodio y fosfato &cido disédico de Produc
tos Quimicos Monterrey, Méx; fosfato &cido monopotésico y cloruro
de potasio de Mallinckrodt Chem. de México, Mé&x; tubo de diflisis
de Curtin Matheson Sci. Inc. EUA; filtros millipore; autoclave
CyclomatiControl AMSCO; espectrofotSmetro Beckman DB-GT; bafio de
agua, columnaa.de vidrio de 38X2 cm con membrana de vidrio sinte
rizada ; mezclador de gradientes Pharmacia Fine Chem. Suecia; co
lector de fracciones Instrumentation Specialites Co. EUA; placas
comersiales Tri-Partigen IgG, IgA e IgM, antisueros especificos
de concentracién conocida anti-IgG, anti-IgM para nefelometrfa y
nefelémetro de los laboratorios Behringwerke, AG, RFA; portaobje
tos, jeringas, alcohol, algodén, bisturf, tubos de ensayo, sopor!

tes, pinzas para columnas y mechero Bunsen.

2. Muestras de Suero para Obtencién de IgG.

2.1 Suero Normal Humano (SNH): Se tomé 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,

complet4ndose 100 ml, que se mantuvieron en congelacién a =108

2.2 Suero de Diabéticos tipo I (DMJ): Se colectaron 76 ml de sue
ro de igual niimero de pacientes con Diabetes mellitus tipo I (iﬂ
sulino-dependientes) del Hospital de Pediatrfa del CMN, IMSS. Es

tas muestras también se mantuvieron en congelacién a -10°.

2.3 Suero de Diab&ticos tipo II (DMA): Se colectaron 28 ml de sue
ro de 11 pacientes con Diabetes mellitus tipo II (no insulino-de

pendientes, adultos) de la Clinica 4 del IMSS.

3. Método para Obtener IgG de los Sueros.
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El método se llevS a cabo en dos etapas: La primera consistié en
la precipitacién con sulfato de amonio y la segunda en el paso de
la muestra por columnas de intercambio iénico.

3.1 Precipitacién con Sulfato de amonio: Las muestras se precipi
taron tres veces con sulfato de amonio en solucién saturada a tem
peratura ambiente y pH 7.8, en proporcién 2:1 (suero-sales), disol
viendo el precipitado final en un-volﬂmen menor al original con -
solucién amortiguadora de boratos (Acido bérico 0.03%, bdrax 0.048
.%, NaCl0.87%, pH 8.0), contra la cual se dializé hasta eliminacién
total de sulfato de amonio (prueba negativa con hidréxido de bario
al 10%)(93). Tanto al principio como al final del tratamiento con
sales, se determinaron protefnas totales por el método de Lowry
(94), con albiimina sérica bovina como estandar, e IgG por el méto
do de inmunodifusién radial simple (95) con placas comersiales =~
Tri-Partigen-IgG.

3.2 Purificacién en Columnas de Intercambio I8nico: Las muestras
antes obtenidas se pasaron (alfcuotas) por columnas de DEAE-Sepha
dex AS50 (38X2cm}, las cuales se equilibraron previamente con Tris
-HC1 15mM pH 8.1 y se eluyeron en el mismo Tris-HCl + gradiente 4
de NaCl 0.3M. La velocidad de elucién fué de 0.5-1.0 ml por minu
to y la recoleccifén de muestras de 10 ml por tubo. Las lecturas
de los eluados se llevaron a cabo a 280 nm.

Los resultados de las absorvancias se graficaron en papel milimé
trico, identificlndose las fracciones principales que se reunie
ron en tubos de diflisis de nitrocelulosa de 2cm de difimetro para
concentrarse por evaporacién a 4°C. Estas fracciones se identifi
caron por inmunoelectroforesis, inmunodifusién radial simple y ne

felometria.
4, Método de Inmunoelectroforesis.

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

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

(96). Se agregé el antisuero total humano (obtenido como més ade
lante se describe), en la ranura principal de la placa (Figura 12)
y se dej6 reaccionar 24 hs a temperatura ambiente. Posteriormente
se lavé con abundante solucién salina (tres cambios de 1 litro ca
da uno) para eliminar el exceso de reactivos y se colored con ami

do negro.



36

5. Método para Obtener Antisuero Total Humano.

Este antisuero se obtuvo inyectando 0.5 mg/0.5 ml de protefnas to
tales de suero normal humano (SNH)(inciso 2.1), previamente homo
geneizado con 0.5 ml de adyuvante completo de Freund, por via sub
cutéinea en los muslos de un conejo de 2.5 Kg de peso, una vez por
semana durante 4 sehanas- El conejo se mantuvo antes y después
de las inoculaciones en condiciones controladas el bioterio del
Hospital de Pediatrfa del CMN. En la tercer semana se comprobé
la presencia de anticuerpos (reaccién antfgeno-anticuerpo positi
va)yg partir de la cuarta semana se sangrf de la vena marginal
(10-15 ml), una vez por semana durante 4 semanas. El sueroc se se
paré por centrifugacién y se guard§ en refrigeracién a 4°c con a

zida de sodio al 0.1 por ciento como conservador.

6. Métodos para Determinar Az(icares.

6.1 Determinacién de azficares totales libres

Se utilizé el método de la antrona (antrona 0.05%, &cido sulfdri
co al 66%) ‘para determinar azfcares libres. Los est&ndares fueron

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

6.2 Determinacién de azlicares unidos no-enziméticamente a la IgG.

El procedimiento consistié en seleccionar el método adecuado para
la cuantificacién de los monosaciridos y en realizar curvas de ca
libracién 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 azlcares.

6.2.1 Seleccién del Método de Cuantificacién:
6.2.1.1En primer lugar se probé el método de Fluckinger y Winter
halter (76) de la siguiente manera: Se incubaron varias concen
traciones de glucosa, galactosa y manosa con fAcido oxflico 1M y
se sometieron a bafio de agua en ebullicién por una hora

para obtener 5-hidroximetil 2-furfuraldehido (HMF). Poste:
riormente se incub8 con &cido tiobarbitdrico 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 procedié a prolongar el tiempo

de incubacién de una a cuatro y media horas en bafio de agua a ebu
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llicidén y posterior incubacién con fcido tiobarbitidrico a 50°¢
por 30 min (98). Los resultados de las absorvancias fueron 1i

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°¢ y al va
cfo, se incubé la fructosa con &cido ox&lico a una concentracién
final de 0.5M y 0.7M durante cuatro y media horas en bafio de agua
.a ebullicién y otras alfcuotas se incubaron a 20 psi, 12100 20 min
(condiciones de esterilizacidén en autoclave), y otras alfcuotas

se incubaron con HC1 1 N a 20 psi, 121% 20 min, observédndo un in
cremento significativo de las absorvancias en las idltimas condi

ciones..
6.2.2 Curvas de Calibracién.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se escogié el método de
la incubacién a 20 psi, 121°C. 20 min con HCl 1N y posterior tra
tamiento con &cido tiobarbitdrico 0.05M a 50°C durante 30 min.

Las lecturas de densidad 6ptica se llevaron a cabo a 443 nm.

7. Incubacién de las IgGs con monosacéridos in vitro.

7.1 Preparacién del Material de Incubacién: Todas las soluciones
y el material utilizado para la incubacién de la IgG con los azi
cares, se esterilizaron con autoclave o con filtros millipore an
tes de su uso.

Se prepararon soluciones de IgG 10 mg/ml en solucién amortiguadora
2HPOd 0.1%, i(HzPO4 0.02%, KCl 0.02%, NaCl 0.8%
azida de sodio 0.02% pH 7.4), a la cual se agregd§ el monosacérido

salina-fosfatos (Na

a 5, 10 6 20 mM de concentracién. Se incubaron alicuotas a tempe

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

7.2 Método para la determinacién de azilcares unidos no-enziméti:
camente a la inmunoglobulina G.

A una alfcuota de IgG preparada como se indicé anteriormente, se
agregé una cantidad igual de albdmina sérica bovina 10 mg/ml co
mo acarreador. Inmediatamente después, se agregé 1 ml de &cido
tricloroacético al 10 por ciento a 4% para precipitar las protef
nas y se centrifugé a 1500 rpm por 3 min. E1 precipitado se lavé

3 veces con &cido tric la unién inespeci

TESISCON
FALLADE ORIGEN
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llicién y posterior incubacién con fcido tiobarbitdrico a 50°¢
por 30 min (98). Los resultados de las absorvancias fueron 1i

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°¢ y al va
cfo, se incubb la fructosa con fcido oxflico a una concentracién
final de 0.5M y 0.7M durante cuatro y media horas en bafio de agua
.a ebullicién y otras alfcuotas se incubaron a 20 psi, 121°C 20 min
(condiciones de esterilizacién en autoclave), y otras alicuotas

se incubaron con HCl1 1 N a 20 psi, 121% 20 min, observéndo un in
cremento significativo de las absorvancias en las (Gltimas condi

ciones..
6.2.2 Curvas de Calibracién.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se escogié el método de
la incubacién a 20 psi, 12100, 20 min con HCl 1N y posterior tra
tamiento con &cido tiobarbitdrico 0.05M a 50°C durante 30 min.

Las lecturas de densidad 6ptica se llevaron a cabo a 443 nm.

7. Incubacién de las IgGs con monosacéridos in vitro.

7.1 Preparacién del Material de Incubacién: Todas las soluciones
y el material utilizado para la incubacién de la IgG con los azi
cares, se esterilizaron con autoclave o con filtros millipore an
tes de su uso.

Se prepararon soluciones de IgG 10 mg/ml en solucién amortiguadora
HPO4 0.1%, KH_PO, 0.02%, KCl 0.02%, NaCl 0.8%

2 2 4
azida de sodio 0.02% pH 7.4), a la cual se agregd el monosacérido

salina-fosfatos (Na

a 5, 10 6§ 20 mM de concentracién. Se incubaron alficuotas a tempe

ratura ambiente durante 8 dias y a 3?°c durante 7 dias.

7.2 Mé&todo para la determinacién de azlcares unidos no-enziméti-
camente a la inmunoglobulina G.

A una alfcuota de IgG preparada como se indicé anteriormente, se
agregé una cantidad igual de albidmina sérica bovina 10 mg/ml co
mo acarreador. Inmediatamente después, se agregé 1 ml de fcido
tricloroacético al 10 por ciento a 4%c para precipitar las protef
nas y se centrifugé a 1500 rpm por 3 min. E1l precipitado se lavé
3 veces con &cido tricloroacético para eliminar la unién inespeci
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fica del azficar. Los precipitados se solubilizaron en HC1l 0.5N
y se llevaron a 20 psi, 121°C, 20 min. Se adicioné é&cido tiobar
bitdrico 0.05M en cantidad igual, y se incubaron a SOOC por 30
min. Se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se centrifuga
ron nuevamente para eliminar turbidéz. Finalmente se leyeron a
443nm.

Todas las muestras se realizaron por duplicado, con controles si
multéneos de IgG y alblimina sérica bovina sin carbohidrato afiadi
do.
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RESULTADOS

lv Aislamiento y Purificacién de la IgG.

1.1 Precipitacién con Sulfato de Amonio.

Se determinaron proteinah totales antes y después de la precipita
cién de los sueros con sulfato de amonio, obteniéndose un prome
dio de rendimiento d; 21+ 1 por ciento (Tabla 5); asf{ mismo, se
.determiné la cantidad de IgG en las mismas condiciones, con un -
rendimiento de 66X1 por ciento (Tabla 6).

1.2 Purificacién de la IgG por Cromatograffa de Intercambio I6ni
co: Al pasar las muestras por las columnas de DEAE-Sephadexc AS0
el rendimiento de IgG fué de 10i1 por ciento en los tres tipos de
muestras elufdas (Tabla 7). Los resultados de la absorvancia de
muestras (cada tubo), se graficaron contra los mililitros de cada
uno, encontréndcse un pico A que correspondid a la IgG, el cual
se eluye alredecor de 0.075M de NaCl. En el suero normal se co
lectaron las fracciones hasta un total de 200 ml, observéndose
dos picos mis (B y C) que correspondieron a la IgG e IgM, respec
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 precipi
tacién con sulfato de amonio, del pico A y de un est&ndar de IgG
de Sigma Chem. Co.

2. Seleccién del Método de Determinacién de Azdcares.

En la Tabla 8 y en las figuras 13 se observan los resultados
de la determinacién de los azlcares tratados con fcido oxflico ¥y
1 hora de calentamiento. En esta tabla también se observan los -
resultadosde la incubacién de la glucosa con &cido oxélico y 4.5
hs de incubacién.

La Tabla 9 y Figura 14 muestran los resultados de la determinacién
comparativa de la fructosa con el Acido oxélico (0.5 y 0.7M de con
centracién final) y con &cido clorhfdrico (0.5M concentracién fi
nal), en dieferentes condiciones de deshidratacién. Como puede
observarse, en el caso del Acido oxfilico se mejoranm las lecturas

de absorvancia cuando se aumenta la molaridad del fcido y de las
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condiciones de deshidratacién.

3. Curvas de Calibracidén de los Azfcares.
En la Tabla 10 y en Figura 15, se muestran los resultados de las
curvas de calibracién de los azlcares tratados en las condiciones

anotadas en el inciso 6.2.2.

4. 1Incubacién de la IgG humana normal con Monosacéridos in vitro.
La IgG humana normal se incubdé con glucosa, galactosa y manosa pa
ra propiciar su unién en forma no-enzim&tica, as{ como para anali

zar las condiciones §ptimas de la reaccién.

4.1 Incubacién con Monosacéridos a una Concentracién de 10 mM.
La IgG humana normal se incubd con -cada uno de los azficares 10
mM a temperatura ambiente durante 8 dias y a 37°Cc durante 7 dias.
Al hacer las determinaciones del azficar unido a la protefina, se
observé un incremento de las absorvancias a 443 nm en el material
precipitable con écido tricloroacético, las cuales aumentaron con
el tiempo y la temperatura. Se calcularon las micromolas de az(
car po 10 mg de IgG y €stas se encuentran en las Tablas 11 y 12 y
Figuras 16-19. De acuerdo con éstos datos, la IgG se satura apa
rentemente al sexto dfa de incubacién a temperatura ambiente y al
quinto dfa a 37°C.

4.2 Incubacién de la IgG con azlcares a concentraciones de 5, 10
y 20 mM.

Con el fin de analizar si la saturacién también dependfa de la
concentracién del azlcar, se incubé esta protefna con dos nuevas
concentraciones de monosacfrido (5 y 20mM) y se repitié nuevamente
la antes probada (10 mM) a 37°c. La Tabla 13 y las figuras 20-22

muestran los resultados encontrados.

4.3 Velocidad de Unién de los Azilcares en la Reaccién No-enziméti
ca: La Figura 23 muestra la velocidad de unién de los monosacéri
dos a la IgG, calculada en el tiempo de saturacién y con molarida
des de la IgG (PM 150 000) y de cada uno de los azficares.

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

en forma reciproca.

5. Reaccién No-enzimética de la IgG de Pacientes con Diabetes Me
llitus: Debido a la poca cantidad de IgG obtenida de pacientes



diabéticos, incubamos esta protefna sélo con
20mM a 3708, obteniéndose los resultados que
guras 25 y 26. Elegimos la concentracién de

contrar el méximo de unién de los azlcares a
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glucosa y galactosa
aparecen en las fi
20 mM esperandoc en

ésta temperatura.



Tabla 5.

a2

Determinacién de protefinas totales de los sueros
antes y después de la precipitacién con sulfato
de Lowry) (94)

de amonio (Mé&t.

Paso de pu

rificacién Normal DMJ DMA
mg mg mg

Antes de la

precipitacién 6500.0 4385.0 2156.0

Después de la

purificacién 1284.5 907.7 510.4

Rendimiento 19.8% 20.7% 23.7%

DMJ = Diabetes mellitus juvenil.

DMA = Diabetes mellitus adulto.

Tabla 6.

Determinacién de la inmunoglobulina G de los sueros
antes y después de la precipitacién con sulfato de
amonio (Mét. Inmunodifusién radial simple)(g5).

Paso de pu Sueros
rificacién Normal DMJ DMA

mg mg mg
Antes de la
precipitacién 1700.0 1368.0 394.8
Después de la
precipitacién 1102.5 91L.1 264.9
Rendimiento 64.8% 66,6% 67.1%
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Fig. 11.
: Cromatograffa de intercambij iénico de sueros

precipitados tres veces con sulfato de amonio SNH=suero normal hura
y dializados. La resina utilizada es DEAE-Se- no.

phadex AS50 equilibrada previamente con Tris- DMA= suero de diabéti
HC1 15 mM pH 8.1 y eluidas las muestras en el cos T. 11 i
mismo amortiguador, con gradiente de NaCl 0.3

M. Los picos A, B y C correspondieron a las DMJ= diab. T. I
inmunoglobulinas G, A y M, respectivamente.
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Figura 12,

INMUNOELECTROFORESIS

(a) De suero normal humano

(b) De la tercera precipi
tacién con sulfato de
amonio.

(ec) Del pico (A) de la co
lumna de intercambio
iénico, concentrado.

(d) Del estandar de IgG
(Sigma).
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Tabla 7.

Determinacién de la Inmunoglobulina G antes y
después de la purificacién por cromatograffa en
columna de DEAE-Sephadex A 50 (Mét. Inmunodifu-
sién radial simple). Datos de una alfcuota de
cada muestra.

Sueros

Paso de pu
rificacién ’ Normal DMJ DMA

mg mg mg
Antes de la
purificacién 78.75 152.5 144.0
Después de la
purificacién 8.42 17.51 13.4
Rendimiento 10.69% 11.48% 9.3%
Tabla 8.

Determinacién de azficares tratados con fcido ox§
lico 0.5M, 1 hora de calentamiento en bafio de agua
en ebullicién y adicibn posterior de &cido tiobar
bitdGrico 0.05M e incubacién con el mismo a 5d°C por
30 min. La glucosa se incubdé también por 5 hs en
bafio de agua a ebullicién.

Tipos de azficar

Concentracién

del azdcar Glucosa Galactosa Manosa

ug totales Absorvancia a 443 nm.
200 l h cal. 5 hs cal. 1h 1l h
400 0.02 0.01 0.01 r0.02
600 0.04 0.02 0.01 0.03
800 0.06 0.07 0.02 0.04
1000 0.07 0.10 0.03 0.05

0.14 0.18 0.06 0.07




Densidad Optica a 443 nm.

Determinacién de monosac&ridos por el método de deshi
dratacién con &cido oxélico 0.5M conc. final y 1 6§ 4.5
he de ebullicién en bafio de agua. Se detect$ con écido
tiobarbitdrico a 40°C por 30 min. D.O. 443 nm.

Glucosa

Galactosa
¥ l1h

200 400 600 800 1000
ug totales



Tabla 2.

Determinacién comparativa de la fructnsa tratada con &cido
oxflico y clorhfdrico en diferentes condiciones de calenta
miento. Posteriormente todas lag muestras se incubaron con
ficido tiobarbitdirico 0.05M a 50 C por 30 min y se leyeron
a 443nm.

Fructosa

ug total

10
20
A0
60

100

Acido ox8lico Acido Oxélico Acido clorhfdrico
esConcentracién final Conc. final Conc. final
0.5M 0.7M 0.5M 0.7M 0.5M
5 hs de ebullicién 20psi 121%¢ 20min.20psi 121°c 20min.
0.08 0.08 0.22 0.22 0.35
013 0.18 0.:35 0.35 0.60
0.25 0.46 0.61 0.74 1.20
0.30 0.55 1.00 l1.10 1.46
D.35 0.94 1.22 1.47 175
0.50 1.04 l1.52 1.78 —-————
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Fig. 1a
Determinacién de fructosa con &cido oxflico y clorhi
drico en diferentes condiciones de incubacién.

HC1 y 20 psi.

fc. oxn]
0.7 M y

5 5 hs ebul

-
/
9 - i fc. ox&1., .
’aﬂﬂ" 0.5 My 5 hs
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Tabla 10
Curvas de calibracién de los azlicares tratados
conoécido clorhfdrico (conc. final 0.5N), 20psi
121°C 20 min, después de lo cual se agregd &ci
do tiobarbitdrico 0.05M y se incubé a 50 C por
30 min, y se leyS la absorvancia a 443 nm.

Concentra

cién del TIPOS DE AZUCAR

azficar.

umolas

totales Glucosa Galactosa Manosa
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

Tabla 11
Determinacién de azlcares unidos no-enzimiAticamente
a la IgG normal a temperatura ambiente. Concentra
cién del azlcar 10 mM; concentracién de IgG 10 mg.

Dias de Micromolas totales de azlcar

incuba 1.Con carbohidrato base 2. Sin carbohidrato base
cién Glucosa Galactosa Manosa Glucosa Galactosa Manosa
2 0.50 0.80 0.40 - - -
4 0.95 1.00 0.70 0.45 0.20 0.30
6 1.10 1.55 1.15 0.60 0.75 0.75
8 1.20 1.60 0.65 0.70 0.80 0.25




Densidad Optica a 443 nm.

o
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'

Fig. 15.

Curvas de calibracién d glucosa, galactosa Y manosa
(HC1 0.5 N, 20 pgi, 121°C, 20 min. Después Ac. Tio
barbitlrico a 50°C por 30 min. D.0. 443 nm.

Manosa

Galactosa

Concentracién del azficar. umolas.



umolas de azlicar por 10 mg de IgG
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Fig. 16.

Determinacién de azlicares unidos no-enzimi
ticamente a la IgG normal, incubadas a tem
peratura ambiente, Qoncentracidn del azii-

car 10 mM.
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Fig.

17

Neterminacién de azlicares unidos no-enzimidticamente
a la IgG normal incubadas a temperatura ambiente.
Concentracién de los aztlcares: 10 mMH. Fstas gréAficas
son sin carbohidrato basal.
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Tabla 12

Determinacién de azlicares unidos no-enzimdticamente

a la IgG a 37°C.
centracién de IgG 10 mg.

Concentracién del azdcar 10mM;

ccn
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Tiempo de Micromomalas totales de azilcar
incubacién 1.Con _carbohidrato base 2. Sin carbohidrato base
Glucosa Galactosa Manosa Glucosa Galactosa Manosa

3 hs 1.0 1.0 1,0 - - -
6 1l 1 1.1 0.1 0.1 0.1
8 1.2 1.5 Lq2 0.2 05 0.2
1 dia 1.8 2.0 17 0.8 1.0 0.7
2 1.8 2.0 1.5 0.8 1.0 0.5
3 2.0 2.4 L7 10 1.4 0.7
4 2.2 2.5 LT 1.2 1.5 0.7
5 23 2.8 2.5 143 1.8 1.0
7 £30 25T b B 4 150 1 e | 0.7

Tabla 13

Determinacién _de azlcares unidos no-enzimf&ticamente

a la IgG a 37 C a tres concentraciones de monosacé

rido: 5, 10 y 20 mM. Concentracién de IgG 10 mg.
Dias de Micromolas totales de azlcar
incubacién Glucosa Galactosa Manosa
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 0.80 0.17 0.54 0.70
4 0.36 0.60 0.80 0.60 1.00 1.50 0.24 0.78 1.00
B 0.486 0.66 0.92 1.40 2.00 0.34 0.86 1.04
6 0.42 0.66 1.08 0.96 1.20 1.80 0.34 0.80 1.02
7 0.30 0.60 1.04 0©0.80 0.90 1.30 0.34 0.70 1.00




Fig.
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18.

Unién no-enzimftica de los azficares 10 mM
a la IgG humana de individuos normales a
37°¢.
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umolas de azficar/10 mg de IgG

Fig. 19.

Unién no-enzimdtica de monosaciridos a
IgG humana normal a 37%. Concentra-
cién de los azlicares 10 mM. Gréficas

sin carbohidrato basal de la IgG.
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umolas de azidcar/10 mg IgG

Fig. 20.

IgG humana normal a 37°cC. Concentracién
del azidcar: 5, 10 y 20 mM.
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umolas de azicar/10 mg de IgG

Fig. 21.

humana normal a 37°C. Concentracién del

azlcar: 5, 10 y 20 mM.
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a la IgG humana normal a 37 C. Con

centracién del azdcar: 5, 10 y 20mM.
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VELOCTIDATD

moles de azicar/mol de IgG

Fig.

23
Velocidad de

unién de los azilcares a la IgG humana noreai.
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Fig. 24,
C&lculo de la constante de asociacifn aparente.
(Los puntos marcados con x corresponden a manosa)
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umolas de azficar/l0 mg de IgG

Fig. 25
Unién no-enzimética de azlcares (20 mM) a la IgG
’ de diabéticos juveniles a a7%.
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umolas de azlcar/l1l0 mg de IgG

Fig.

26

Unién no-enzimitica de los azficares

IgG de diabéticos adultos a 37°%c

(20 mM) a 1la
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DISCUSION

Los resultados en cuanto a concentracién de protefinas totales de
21 por ciento (Tabla 5) obtenidos por precipitacién con sulfato

de amonio, son explicables ya que el procedimiento tiene por ob_
jeto eliminar la mayor cantidad posible de protefnas que no son
inmunoglobulinas. Asf{ 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 protefnas (Tabla
6). El rendimiento de 10 por ciento en promedio de IgG obtenida
de las columnas de intercambio iénico (Tabla 7), en parte puede
ser explicado por una modificacién de la carga micelar de la IgG
por el tratamiento con sulfato de amonio o por desnaturalizacién
de la protefina. Es posible que la alteracién fisicoquimica en las
moléculas trajera como consecuencia una mayor afinidad de la IgG
por la resina de intercambio iénico, sum&ndose 1la IgG al resto

de proteinas 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 logré desunir
a la IgG de la resina en su totalidad. Sin embargo, la IgG asf
obtenida estd altamente purificada como se pudo comprobar por in

munoelectroforesis, inmunodifucién radial simple y nefelometrfa.

En vista de que los métodos de Fluckinger y Winterhalter (76) y de
Kennedy y Merimee (98) dieron resultados de absorvancia muy bajos
(Tabla 8 y Figura 13), se llevé a cabo la determinacién de fructo
sa, dada su mayor sensibilidad en la produccién de 5-hidroximetil
2-furfuraldehido, cambiando las condiciones de calentamiento a 20
psi, 121°C. 20 min. Como era de esperarse, la densidad éptica de
las muestras aumenté en funcién de la concentracién del azficar y
del &dcido utilizado. Se obtuvo una mayor absorvancia con HC1l de
bido a que se disocia m&s répidamente que el ox8lico, esto es,
tiene unamayor constante de disociacién. Por lo anterior, se pro
cedié a tratar a la glucosa, a la galactosa y a la manosa con -
HCl1 1N, 20 psi, 12100 20 min, traté&ndola posteriormente con &cido
tiobarbitdrico 0.05M y 50°c por 30 min. Las obsorvancias obtenic
das por éste método son més altas que las obtenidas con &cido oxé&
lico (Tabla 8).

Es importante sefialar que, dadas las bajas concentraciones de azi
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car unido a IgG, con el método de &cido ox&lico sbélo se podfa de
terminar fructosa. Por tanto, se seleccionf el métodc de Acido
clorhfdrico ya que no contamos con aziicares marcados con radioisé
topos.

Con el método de HCl se comprobé que los azlicares glucosa, galac
tosa y manosa, utilizados a una concentracién de 10 mM, se unen a
la IgG de individuos normales a temperatura ambiente, y que la -
cantidad de monosacérido unido aumenta en funcién del tiempo lle
géndo a un miximo al sexto dfa de incubacién (Tabla 11 y Fig.l1l95).
La cantidad de cada uno de los monosacfridos unidos in vitro, una
vez restado el carbohidrato unido in wvive a la IgG normal (carbg
hidrato base), se encuentra graficado en la figura 18. Estos da
tos muestran que los monosacfridos glucosa, galactosa, manosa Yy
fructosa se unen no-enzimiticamente a la proteina, y que la canti
dad de unién de cada azlcar varfa, siendo la galactosa mayor que
glucosa y manosa y éstas a su vez mayores que la fructosa. Asi
mismo, puede observarse que que las cinéticas de cada uno de los
azlicares son diferentes entre sf, manteniendo no obstante el mis
mo tiempo de saturacién que sin restar el carbohidrato base (sex

to dfa para la galactosa y manosa y octavo para la glucosa).

Para acelerar la reaccién no-enzimitica se incubaron nuevas alf
cuotas de muestra azlcar-IgG a 37°C. observando un aumento de la
concentracién de los monosaciridos unidos a la IgG y un répido in
cremento de la velocidad de unién en las primeras 24 hs de incuba
cién (Figura 18). La cantidad total de monosacéridos unidos viene
a ser aproximadamente el doble de la que se obtuveo a temperatura
ambiente. La cinética de unién es diferente segilin el tipo de azi
car y el tiempo de saturacién fué més répido: quinto dfa para ga.
lactosa y manosa y séptimo para glucosa).

Se analizé la cinética de unién no-enzimdtica de los azficares a
la IgG en funcién de la concentracién de los primeros. Los resul
tados muestran que tanto la glucosa como la galactosa siguen una
linea parabélica definida, pero ésta no es muy clara para la mang
sa. Este hecho puede ser debido en parte a la sensibilidad del
método y en parte a la "inestabilidad" del hidroxilo del carbfn

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

inestable en su unién (100).
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Se comprobd§ que habfa un méximo de unién de carbohidratos al quin
to dfa de incubacién, independientemente del azficar y de su concen
tracién. Aparentemente la cantidad de azficar unida va en 6rden:
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 azlicares radiocactivos, se encontraron resultados seme
_Jjantes en cuanto a que la cantidad de galactosa se une mis que la
glucosa; sin embargo, el tiempo de saturacién que ellos obtienen
fué de siete dfas, probablemente debido a la sensibilidad del mg
todo.

Con el fin de determinar si efectivamente la cantidad de unién de
galactosa era mayor que la glucosa, se realizaron célculos de ve
locidad de unién de éstos carbohidratos con unidades de moles de
azlicar por mol ce IgG, contra la concentracién milimolar del azi
car de la reaccién al quinto dfa de incubacién (satutacién). En
la figura 23 se observa gue la velocidad de unién aumenta lineal
mente con la concentracién del azdcar y que la galactosilacién se
llev6é a cabo dos y media veces mis répido que la glucosilacién.
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 lfinea recta.
Cohenford y cols (101) observaron que la galactosa se une tres ve
ses mAs répido que la glucosa y en este estudio s6lo dos y media
veces. Esta diferencia puede ser explicada en parte por la forma
en que los autores mencionados calcularon la velocidad en relacién
al tiempo de incubacién y no a la concentracién del azdcar. De la
misma manera, la cinética de los azlcares en relacién al tiempo
de incubacién es muy diferente de la encontrada por nosotros, so
bre todo en las primeras 24 hs y entre el quinto y séptimo dfa,
hallazgos que pueden ser explicados por la diferente sensibilidad
de los métodos empleados en uno y otro caso.

Los datos de la reciproca de la velocidad de unién confirman la a
finidad de los azlicares por la IgG. Si se calcula la constante
de asociacién aparente de la reaccién no-enzimética en forma simi
lar a lo gque se hace con reacciones enziméiticas, en vista de que

de alguna manera refleja la sociacién de un sustrato (el azdcar)
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a una protefna, encontramos que aparentemente la glucosa y la ga
lactosa tienen sitios de unién diferentes a la molécula de IgG
(Figura 24). El punto de cruce de las lineas sobre el eje de
las abcisas sugiere esta conclusién, siendo la constante de asocia
cién aparente de galactosa de 13.2, mientras gue la de glucosa es
de B8.1.

La mayor afinidad de la galactosa puede explicarse en parte por -
una mayor reactividad de este azlcar en relacién a la glucosa, de
bido a la presencia de un grupo hidroxilo axial en el cuarto étg
mo de carbono de la galactosa en su conformacién piranésida que
es la mé&s frecuente en solucién (100).

El hecho de haber encontrado una marcada diferencia en la veloci
dad de uniénde los aziicares en las primeras 24 hs de la reaccién
con respecto a los demés dfas de incubacién sugiere que pueden e
xistir dos tipos diferentes de constantes de asociacién aparente
para cada uno de los monosaclridos.

Cuando se incubaron las inmunoglobulinas G de los diabéticos con
glucosa y galactosa, se observSé un aumento en la unién de galacto
sa s6lo al quinto dfa de incubacién, mientras que en el caso de
la glucosa el ligero aumento se encontré en el séptimo dfa (Figu
ras 25 y 2g). Estos resultados pueden ser debidos a que ya tie
nen una cantidad de glucosa basal més alta que la de los normales
la cual ha sido unida in viveo, lo que se traduce en una probable
saturacién de la molécula.

Si comparamos las figuras 25 y 2g con la figura 18, podemos obser
var que la IgG normal une 1.5 umolas de galactosa y 1.0 umolas de
glucosa por 10 mg de IgG, mientras que la IgG de pacientes diabég
ticos logra unir in vitro de 0.1 a 0.23 umolas de galactosa (dia
béticos tipo II y I respectivamente) y 0.05 umolas de glucosa por
10 mg de IgG en ambos grupos de diabéticos. Esto guiere decir
que si llegase a existir alguna posibilidad de reaccién in vitro
para la IgG de pacientes diabéticos es tan baja como tdnicamente
un 5 por ciento adicional de unién de glucosa tanto para el tipo
I como para el II y un méximo de 15 por ciento para galactosa en
diabéticos tipo I y 6 por ciento para diabéticos tipo II.

En las figuras 25y 26 también se observa que la cantidad de car
bohidrato unido in vivo a la IgG de los pacientes diabéticos tipo
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I (DMJ) es mayor que la de los diab&ticos tipo II (DMA), y que
los primeros tienen un nivel de unién de glucosa y galactosa
aparentemente mayor que los segundos. Una de las razones para
explicar estos datos es que los diabéticos tipo I son j6venes
(7-15 afios) insulino-dependientes que por midltiples motivos tie
nen dificultades para controlar su glucosa sanguinea en los nive
les normales, en comparacién con los de tipo II que son més 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 glicosilacién no-enzimética
in vitro en las inmunoglobulinas G de los diabéticos, sugiere que
esta reaccién puede ser uno de los mecanismos bioqufmicos para
contribuir a establecer el equilibrio normal de éstos pacientes,
aunque es conocido el caso de que al alterar la estructura tridi
mencional en su concentracién de carbohidrato, puede alterar su
funcidén, en este caso de anticuerpo, su vida media en circulacién
y por lo tanto su vfa metabélica. Estos hallazgos abren la posi
bilidad de investigar las repercusiones metabélicas y funcionales
de las inmunoglobulinas en pacientes con diabetes mellitus. Por
otro lado, el haber encontrado una correlacifn entre el nivel de
glicosilacién y la concentracién de monosacérido, asf{ como del
tiempode incubacién, sugiere que el método puede ser de utilidad

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

1. Se hicieron modificaciones a los métodos para la determinacién
de azficares unidos no-enziméticamente incrementéndose la sensibi
lidad para la determinacién de los mismos. Estas condiciones fug
ron: deshidratacién con HC1l 1N a 20 psi, 121°C 20 min, y posterior
incubacién de las muestras con &cido tiobarbitirico 0.05M a 5000

por 30 min, y lecturas a 443 nm.

2. Se comprobé la glicosilacién no-enzimética in vitro de la IgG

humana normal. Esta glicosilacién aumenta con la temperatura, con

centracién del monosacélrido y con el tiempo de incubacién.

3. Bajo las mismas condiciones de incubacién, se observ6 que la

galactosa se une mé&s que la manosa y que la glucosa.

4. Los resultados de glicosilacién in vitro de les IgGs de los pa
cientes diabéticos fueron muy bajos, probablemente debido a que
se glicosilaron més in vivo debido a que tienen niveles de gluce
sa sanguinea m&s altos que los normales. Las IgGs de los pacien
tes diabéticos tipos I y II presentaron niveles de carbohidrato
méis altos gue los normales, siendo los de tipo I mé&s alto que los

de tipo II.
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GLICOSILACION IN VITRO DE LA INMUNOGLOBULINA G HUMANA DE SUJETOS
NORMALES Y DE PACIENTES DIABETICOS.

Resumen:

Con el objeto de averiguar la cinética de la glicosilacién no-en
zimftica de la inmunoglobulina G (IgG) humana, se separé la IgG
de una mezcla de sueros de donadores de sangre, otro de pacientes
diab&ticos tipo I y un tercero de diabéticos tipo II. Se analiza
‘ron los niveles de unién no-enzimftica de glucosa, galactosa y ma
nosa a las IgGs in vitro durante una semana, haciendo determina
ciones perifdicas en dos condiciones de temperatura (20 y 3700).
y variando la concentracién de los monosacéridos (5, 10 y 20 mM).
Para llevar a cabo las determinaciones de los niveles de azficares
unidos no-enzimAticamente, se modificaron los mé&todos colorimétri
cos propuestos para éste fin, cambiando las condiciones de acidéz
y de presibén de la reaccién con mejores rendimientos (absorvancias
més altas). Los resultados fueron los siguientes: La unién no-en
zim&tica aumenta con la concentracién del azficar, con el tiempo
de incubacifn y com la temperatura de la reaccién. La galactosa
se unié més répidamente que la manosa y que la glucosa a 37°0,

In vivo, los pacientes diabé&ticos presentaron niveles de glucosa
més altos que los normales; sin embargo, al glicosilarlas in vitro
con galactosa presentaron un aumento de absorvancia al quinto dia
de incubacién y al séptimo dia con glucosa, pero mucho menor que
en IgG normal. El hecho de encontrar una baja glicosilacién en
las IgGs de de los diab&ticos sugiere por una parte, que é&sta reac
cién puede ser un mecanismo bioqufmico para establecer un equili:
brio en estos pacientes y por otra, €ds bien conocido el hecho de
que al modificar el grupo carbohidrato de una proteina, se modifi
ca su estereoquimica y la estructura tridimensional de la misma,
lo que puede alterar su vida media y por lo tanto su via metab6li
ca, as{ como su funcién gque en este caso es de anticuerpo. Los
hallazgos de la correlacién del grado de glicosilacién con la con
centracién del azlcar en el medio también sugieren que puede uti
lizarse como un método para el control terapéfutico de pacientes

con problemas en el metabolismo de los carbohidratos.
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