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MUCOPOLISACARIDOS ACIDOS EN SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
DE RATON ALBINO SUIZ0. ANALISIS BiOQUIMICO
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RESUMEN

Se determind la concentracion de acidos uronicos en
diferentes fracciones obtenidas segin el procedimiento
de Schiller y colaboradores, a partir de cerebros de raton
albino suizo, adultos normales.

Se encontro que las fracciones | (acido hialuronico) y
Il (condroitin4-sulfato; 6sulfato y dermatan sulfato)
representan el 86,3% del total de los acidos urdnicos
correspondiéndole a la fraccion 111 (heparina), un 13,7%.
Sin embargo no se encontro diferencia significativa entre
las concentraciones de las fracciones | y Il, aunque se
nota un ligero predominio de la fraccion Il.

INTRODUCCION

Los mucopolisacaridos acidos (M P A) son macromoléculas formadas
por una larga cadena no ramificada, cuyo esqueleto estd constituido por
unidades alternadas de acidos urdnicos y una hexosamina, unidos entre si
por enlaces glicosidicos. Pertenecen al grupo de los heteropolisacaridos,
por poseer diferentes tipos de unidades monoméricas. Estos compuestos se
encuentran normalmente formando polianiones, debido a la presencia de
los dcidos urdnicos, y en algunos casos, de grupos sulfatados.

Los principales mucopolisacaridos acidos son: el acido hialurdnico,
condroitin sulfato A, B y C, heparina y queratan sulfato, cuyos
constituyentes, tipos de enlaces y estructura, se encuentran especificados
en latabla | y en la figura 1.
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TABLAI
PRINCIPALES MUCOPOLISACARIDOS ACIDOS

NOMBRE UNIDADES ESTRUCTURALES
Acido hialurénico Acido D-glucurdmico Beta, 1-3
2- acetamida. 2-desoxi-D-glucosa Beta, 1-4
Condroitinsulfato Acido D-glucurénico
A 2 acetamida. 2 desoxi-D-galactosa Beta, 1-3
4 sulfato Beta, 1-4
Condroitinsulfato Acido D-glucuroénico
C 2 acetamida. 2 desoxi-D-galactosa Beta, 1-3
6 sulfato Beta, 1-4
Condroitinsulfato Acido L-ioduronico Alfa, 1-3
B 2 acetamida. 2 desoxi-D-galactosa Beta, 1-4
(Dermatan sulfato) 4-sulfato
Queratan-sulfato D-galactosa
2 acetamida. 2 desoxi-D-glucosa Beta, 1-4
6-sulfato Beta, 1-3
Heparina Acido D-glucurénico Alfa, 14

2 glucosamina 2,6 disulfato Alfa, 14
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Se encuentran ampliamente distribuidos en tejidos animales y en las
bacterias, cumpliendo diversas funciones.

El acido hialurdnico se encuentra presente en variadas concentraciones
en diferentes tejidos; en mamifergs se le encuentra en el cordon umbilical,
piel y liquido sinovial, formando complejos salinos con muchas proteinas
que puedan ser precipitadas a pH acido.

El condroitinsulfato es uno de los principales constituyentes del
cartilago, donde se encuentra unido a proteinas formando sales a expensas
de los grupos sulfato y carboxilo del polisacérido y de los grupos bésicos
de las proteinas. Con el dcido hialurdnico y el coldgeno, es responsable de
la fuerza tensora y elasticidad del tejido conectivo.

La heparina tiene marcada accidn anticoagulante y se encuentra en la
sangre y tejidos animales, generalmente formando glicoproteinas vy
lipopolisacdridos.

El queratan sulfato se encuentra principalmente en la cdrnea de
bovinos, cartilago y tejido conectivo.

En el sistema nervioso central, las primeras investigaciones sobre la
presencia de mucopolisacdridos acidos fueron realizadas por Abood vy
Abul-Haj (1) y por Young y Abood (18), quienes con el empleo de
técnicas histoquimicas, demostraron la presencia de acido hialuranico en el
axoplasma y neurilema de nervios periféricos de anfibios y mamiferos, y
en citoplasma, axon y dendritas de las neuronas de cerebros de diferentes
vertebrados.

A partir de 1958, diferentes investigadores (2, 7, 18), han llevado a
efecto andlisis bioguimicos en cerebro de distintos mamiferos, demostran-
do la existencia de diferentes mucopolisacdridos que corresponden al dcido
hialuronico, condroitinsulfato A y C, heparan, heparan sulfato, dermatan
sulfato y otros compuestos sulfatados que no han sido identificados.

Margolis (12) realizd un estudio hioquimico en cerebro de bovino,
reportando solamente la presencia de dcido hialurdnico y condroitinsulfato
Ay C. Este trabajo fue realizado en cerebro total y en la sustancia blanca.

Onodera y colaboradores (13), reportaron un estudio bioguimico
comparativo en mono, conejo y bovino, concluyendo que el contenido de
estos compuestos varia de una especie a otra.
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Kuriyama y Roberts (11), practicando fraccionamiento subcelular en
cerebro de raton, han demostrado que las concentraciones de condroitin-
sulfato predominan sobre las concentraciones de acido hialurdonico y de
otros mucopolisacaridos acidos no identificados, y Castejon HV, en
trabajos histoquimicos realizados tanto en raton (3, 4, 5), como en otros
vertebrados (6), ha demostrado que el citoplasma neuronal del sistema
nervioso central contiene acido hialuronico y condroitinsulfato Ao Cy en
la periferia celular aparece un compuesto sulfatado digerible por la
hialuronidasa testicular. El papel que desempefiarian estas macromoléculas
en las funciones del sistema nervioso central esta siendo muy discutido,
citandose funciones como la conduccion del impulso nervioso, la excita-
bilidad y la mielogénesis (9, 15, 16, 17).

Tomandg en consideracion los resultados y conclusiones de los trabajos
anteriores, se consider0 conveniente realizar el estudio bioquimico del
cerebro de un roedor muy utilizado en los laboratorios de investigacion,
como lo es el raton albino suizo, con el fin de determinar la concentracion
de los diferentes mucopolisacdridos acidos y obtener un patron en el
adulto normal que nos permita luego estudiar las variaciones en algunos
procesos fisioldgicos y patoldgicos.

MATERIAL'Y METODO

Fueron utilizados 60 ratones albinos suizos, adultos normales, cuyo
peso variaba entre 25 y 30 grs. reunidos en grupos de 10.

Los animales fueron sacrificados por decapitacion sin anestesia, los
cerebros fueron extraidos cuidadosamente, pesados, eliminada la pia
madre bajo la lupa estereoscopica y lavados con buffer fosfato 0,2 M frio.

El tejido cerebral se homogeneizd en cinco volimenes K9HPO4 0,2M, y
se sometio a digestion con tripsina utilizando 10 mgs por gramo de tejido,
por un tiempo de 72 horas a 37°C, segin la técnica de Schiller, Slover y
Dorfman (14). Las proteinas fueron luego precipitadas con dcido
tricloroacético a una concentracion final del 10% y centrifugadas a 1.500
rpm. El precipitado fue desechado y el sobrenadante fue dializado contra
agua destilada por 24 horas a 0°C.

Precipitacion y separacion de los Mucopolisacaridos Acidos.

Los MPA fueron precipitados del sobrenadante previamente dializado,
con bromuro de acetil piridina (BAP), utilizando una concentracion final
del 10%, seguido por una incubacion a 37°C por una hora. Esta mezcla fue
centrifugada a 2.700 rpm. por 30 minutos, descartando el sobrenadante.
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De esta manera se obtiene un precipitado que contiene los MPA totales del
tejido cerebral. Este precipitado es lavado con solucidn de CINa 0,03 M en
bromuro de acetil piridina al 0,1%vy centrifugado por 20 minutos.

Para separar los diferentes MPA contenidos en el precipitado, éste es
sometido a lavados con 5 ml de CINa a concentraciones crecientes,
seguidas por centrifugaciones a 3.000 rpm por 20 minutos cada una.

La fraccion | fue separada por 4 extracciones con CINa 0,4 M. La
fraccion 11 se separd del precipitado total mediante tres extracciones con
CINa 1,2 M y la fraccion 111 se obtuvo luego de realizarse dos lavados con
solucion 2,1 M de CINa. Este procedimiento es el descrito por Schiller y
colaboradores (14).

A cada fraccion resultante de los lavados se le determind el contenido
de los acidos uranicos.

Determinacion de los dcidos uronicos.

Fue seleccionado el procedimiento colorimétrico de Dische (9) modifi-
cado por Gregory (10), en. el cual el reactivo cromogénico Carbazol
reacciona cuantitativamente con el furfural proveniente del azlcar, cuando
se trata con HpS04-Borato. Este método da una reaccion coloreada de alta
especificidad y sensibilidad, que se lee a 530 nm en el Spectronic 20
(B&L). Como sofucion patron fue utilizada una dilucion comercial de
acido glucuronico, preparada en condiciones similares.

Con el objeto de asegurar una reproductividad en los valores obtenidos,
el método fue ensayado con diferentes concentraciones de acido glucu-
ronico para construir una curva de calibracion, la cual resultd lineal (Ley
de Beer aplicable) entre Iimites de concentracion de 5 a 50 microgramos
(Fig. 2).
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este trabajo utilizando la técnica de Schiller
y colaboradores para la precipitacion y separacion de polisacaridos acidos
y la técnica de Dische-Gregory para la determinacion cuantitativa de los
acidos urdnicos en cerebro de raton adulto normal, se encuentran
consignados en la tabla Il.

TABLAII

CONCENTRACION DE ACIDOS URONICOS EN CEREBRO DE RATON
(MICROGRAMOS/G TEJIDO)

EXPERIMENTO I i I v v VI PROMEDIO (DS) % DEL
TOTAL
FRACCION
F.l 899 1820 2320 1401 1354 1534 15,54 * 4,7 36,5
F. 11 1439 1267 2369 34,73 1979 21,84 21,18*78 498
F.III 224 700 5,39 7.42 6.25 6,75 58442 13,7
PESO DE LOS
CEREBROS 4446 4,141 4,220 3941 4800 4,074

(9)

Los valores obtenidos para las diferentes fracciones demuestran que el
contenido de la fraccion |l es mayor que la fraccion |y I11. Sin embargo en
base a los resultados estadisticos, la diferencia de las fracciones | y Il no
resultan significativas.

A pesar de que los procedimientos empleados no permiten distinguir
entre los diferentes polisacaridos, estudios electroforéticos realizados por
otros investigadores en las mismas fracciones de SNC en rata y oveja (14,
15) han demostrado que la fraccion | (0,4 M CINa) estd constituida
principalmente por acido hialurdnico, la fraccian I1 (1,2 M CINa) tiene una
movilidad electroforética similar al condroitin sulfato, pudiendo estar
compuesta esta fraccion por condroitin 4 sulfato, 6 sulfato y dermatan
sulfato y la fraccian Il corresponde a la heparina.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo nos demuestran que las
concentraciones del condroitinsulfato y del acido hialurénico son muy
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relacionables y que estos se encuentran en mayor proporcion que la
heparina.

Estos resultados concuerdan con los valores encontrados por Singh y
Bachhawat, utilizando procedimientos similares en cerebro de ovejas
adultas y en cerebro de ratas jovenes (3 dias de nacidas) (15).

Sin embargo los valores reportados por los mismos autores en cerebro
de rata adulta indican que el contenido de condroitinsulfato es ligeramente
mayor que el acido hialuronico.

Custod y Young (8) analizando el cerebro de gato adulto normal,
observan que los niveles de dcido hialurdnico en preparacion de tejido seco
libre de lipidos, son ligeramente mayores que los de condroitin sulfato. La
diferencia que se ohserva en la concentracion de estos compuestos en
tejido cerebral de diversos animales permiten sugerir que el contenido de
estos polisacaridos es particular de cada especie; observacion que ha sido
también reportada por Onodera y colaboradores (13) al estudiar otros
vertebrados como mono, conejo y bovino.

Es muy probable que los MPA desempefien un papel importante en las
funciones del sistema nervioso central, tanto en el proceso de mielinizacion
(2, 17, 18) como en su maduracion. Singh y Bachhawat (15) han
demostrado que estos compuestos sufren marcado incremento en los
primeros dias del nacimiento del animal, lo cual aporta evidencia a esta
hipotesis.

Otro papel importante atribuido a los MPA (1, 17) es su intervencian
en la conduccion del impulso nervioso, actuando como intercambiadores
de iones, Na+y K+.

Sin embargo para poder determinar el papel que tienen estos polisa-
caridos en el funcionamiento del sistema nervioso central debe realizarse
un estudio completo mediante procedimientos bioguimicos, histoqui-

micos, fisiologicos y farmacoldgicos que permitan obtener una clara vision
de su funcionamiento.

Agid mucopolysaccharides in the central nervous system of swiss albino
mice. Biochemical analysis.

Luengo-Narvéez G (Departamento de Biologia y Quimica, Facultad de
Humanidades y Educacian, Universidad del Zulia, Maracaibo, Venezuela)
Castejon HV and Ryder E. Invest Clin 13 (1):28-37, 1972.- The
concentration of uronic acids, in different fractions separated by the
method of Schiller and col from swiss albine mice brain, were determined.
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Fractions | (hyaluronic acid) and Il (chondroitin-4-sulphate, 6-sulphate
and dermatan-sulphate) represented the 86.3% of the total concentration
of uronic acids while the 13.7% corresponded to fraction |11 (heparin). No
significative difference between the levels of fraction | and Il were found.

10—
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