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{ No nos serfa posible,por medio de experimentos,adquirir
la certeza de cémo es ? " Galileo Galilei

" An organic being is a microcosm - a little universe, formed
of a host of self propagating organisms,inconceivably minute

and numerous as the stars in heaven '" Charles Darwin

"" Todo consiste en despertar el espiritu de curiosidad cien-
tifica,....,y de inocular con el ejemplo el fuego sagrado de
la indagacion personal '' Santiago Ramén y Cajal

'"No trascendent ability is required in order to make useful
discoveries in science; the edifice of science needs its
masons,bricklayers,and common labourers as well as its fore-
men,master-builders, and architects.' Bertrand Russell

""Quand le fait qu'on rencontre .... est en opposition avec une
théorie régnante,il faut accepter le fait et abandoner la théorie
lors méme que celle-ci,soutenue par de grands noms,est générale-

ment adoptée. ' Claude Bernard

" .... pero el resorte principal,....,consistié - iquién lo dije-
ra! - en haber aplicado a la resolucidn del problema .... los dic
tados del! mas vulgar sentido comin. ' Santiago Ramén y Cajal

" Cet enthousiasme que vous avez eu dés la premiére heure,gardez-
le,....mais donnez-lui pour compagnon inséparable un sévéere
controle.N'avancez rien qui ne puisse etre prouvé d' une fagon
simple et decisive .Ayez le culte de l'esprit critique.Reduit &
lui seul il n'est ni un eveilleur d'idées,ni un stimulant de gran
des choses. Sans lui, tout est caduc .!l a toujours le dernier
mot. '' Louis Pasteur

" In science the man of real genius is the man who invents a new
method.The notable discoveries are often made by his successors,
who can apply the method with fresh vigour,....;but the mental
calibre of the thought required for their work,however brilliant,
is not so great as that required by the first inventor of the
method.' Bertrand Russell

'"Research has many aspects which make it an attractive venture.
One of them is the intellectual pleasure of discovering previous

ly wunknown facts. There are also the human aspects..... Some of
the most pleasant periods in my career were those in which | could
work with people that were enthusiastic and clever and had a good
sense of humour. The discussion of research problems with these
people has always been a most stimulating experience' Luis F.leloir

"L 'homme se découvre quand il se mesure avec |'obstacle'
Antoine de Saint-Exupéry

"Saber es importante. Pero lo mas importante del saber
es saber pensar.'' Luis A.Quesada Cerban

""Nunca os jactéis ....,porque es poco lo que se puede aprender sin el auxilio
ajeno.No olvidéis,sin embargo,que este poco es importante y que ademds nadie
os lo puede ensefar .' Antonio Machado



ABREVIATURAS

ADP 5'Adenosina difosfato
AMP 5'Adenosina monofosfato
Ara Arabinosa

ASN Asparragina

ASP Acido Aspartico

ATP 5'Adenosina trifosfato
BHA 2(3)-tert-butil-b-hidroxi-anisol
BHT 2,6-ditert-butil-cresol
cbpP 5'Citidina difosfato
CMP 5'Citidina monofosfato
Con A Concanavalina "A"

CvP 5'Citidina trifosfato

DEAE Dietil-aminoetil

DOC Deoxicolato

Dol Dolicol

Dol-P  Doliquil fosfato

Dol-P- Doliquil fosfato derivado (-Glc,-Man,etc )

Dol-P-P- Doliquil pirofosfato derivado (-GlcNAc,-GalNAc,-oligosacarido,etc)

EA Aceptor enddgeno
EA-Glc Aceptor endégeno glucosilado (definido en(143) )

EDTA Etilen diamino tetraacetato
Fic Ficaprenol

Fic-P Ficaprenil fosfato
Fic-P- Ficaprenil fosfato

Gal Galactosa

Gal-1-P Galactosa-1-fosfato

GDP 5'Guanosina difosfato

GDP- 5'Guanosina difosfato derivado (-Man,-Fuc,-Glc,etc)
Glc Glucosa

Glc-1-P Glucosa-1-fosfato
Glc-6-P Glucosa-6-fosfato

GlcN Glucosamina

GIcNAc Acetil-glucosamina
GlcUA Acido Glucurédnico

GMP 5'Guanosina monofosfato
GTP 5'Guanosina trifosfato

hDol-P Doliquil fosfato de higado de mamifero

HEPES Acido N-2-hidroxi-etil-piperazina-N'-2-etanosulfdnico
HYL Hidroxilisina

HYP Hidroxiprolina



iDol-P Doliquil fosfato de insecto
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Man Manosa

Man-1-P Manosa-1-fosfato

Man-2-P Manosa-2-fosfato

Man-6-P Manosa-6-fosfato

NANA Acido sidlico (Acido N-acetil-neuraminico)

PAS Reactivo (o reaccién ) del acido peryédico de Schiff

(PyPi (Piro)fosfato inorgdnico

-p- fosfato

-pP-P- pirofosfato

Rf Relacidon de la movilidad de la sustancia con el frente del
solvente

Rha Rhamnosa o Ramanosa

SDS Dodecil (lauril) sulfato de sodio

SER Serina

TCA Acido tricloroacético

TDP 5'Timidina

TDOP~-Rha 5'Timidina-Rhamnosa

TLC Cromatografia en capa fina

TRIS 2-amino-2(hidroximetil)-1,3-propandiol

upP 5'Uridina difosfato

upP- 5'Uridina difosfato derivado (-Glc,-Gal,-GlcUA,-GlcNAc,-GalNAc,
-Xil,-Ara,etc..)

UMP 5'Uridina monofosfato

uTP 5'Uridina trifosfato

uv luz ultravioleta

Xil Xilosa
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1. INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES

A fines de agosto de 1949, el grupo de Leloir envié a Nature ( 1 ) la caracterizacién y la
formula  propuesta para el factor termoestable responsable de la interconversién enzimdtica
de Gal-1-P en Glc~1-P ( 2 ): se trataba del descubrimiento del primer nucleétido—azicar, el
URIDIN difosfato glucosa. A partir de este hito fundamental en la quimica de carbohidratos, se
han descripto durante los 20 afios subsiguientes mas de 100 nucledtidos aiicares y se ha conocido
en detalle la participacién de éstos en la biosintesis de los principales hidratos de carbono,
glicolipidos y proteinas glicosiladas (3 ) .

Ultimamente se han ido debilitando los esquemas demasiado simples con respecto a la
estructura, composicidn y biosintesis de polisacéridos y glicoproteinas (4, 5 ) . Esto ha sido
posible gracias al empleo de nuevas técnicas y al mejoramiento de los preexistentes. Entre las
primeras, hon sido de decisiva importancia el uso de glicosidasas altamente especificas asi como
el empleo de la cromatografia de afinidad y de las lectinas. El mejoramiento de la tecnologia
ha sido notorio en las diferentes técnicas cromatogréficas, en el instrumental para los distintos
tipos de espectroscopia, en el anélisis por difraccién, etc. (4 ).

En muchos polisacéridos antes clasificados como homogéneos (homopolisacéridos y hetero-
sacaridos con unidades repetitivas) se han encontrado chora pequefios porcentajes de unidades
sacaridicas diferentes de la principal. Por otra parte se sabe ahora que muchos de ellos estdn
covalentemente unidos a cadenas peptidicas (a la par que se conoce que muchas proteinas son,

en verdad, glicoproteinas de muy bajo contenido sacaridico) .



En cuanto a la biosintesis, tanto la de los denominados homopolisacéridos ( glucégeno,
almidén, celulosa, quitina, etc. ) como en la de carbohidratos complejos,se sabe hace tiempo
que, ademds del nucledtido azicar dador de glicosilos, se necesita un aceptor pre-formado.
Este estd habitualmente constituido por una cadena del mismo polimero, de peso molecular
relativamente bajo. Generalmente, no se sabe cudl es el menor tamafo de aceptor capaz de
ser reconocido por las enzimas sintetizantes. En algunos casos, como en el glucégeno, la
porcién de cadena que es elongada para dar la macromolécula ( el "primer", en las publica-
ciones inglesas ) podria estar unido a una proteina ( 4,316) .

En lo que respecta a las glicoproteinas se acepta que la mayor parte de la cadena polisa-
caridica se forma por sucesivas transferencias de monosacéridos desde los respectivos nucleétidos
azdcar a un oligosacdrido primario unido a la cadena polipeptidica que constituye la parte infer
na de la molécula de hidrato de carbono.

El interés de muchos investigadores se centra precisamente en aclarar la biosintesis de esa
parte interna ya que, hasta hace poco, resultaba dificil entender el fendmeno de adicién de
las primeras unidades sacaridicas, mediada por derivados de nucledtidos, en ambientes fuerte-
mente hidrofébicos como las membranas.

El renovado énfasis en este tipo de estudios arranca del descubrimiento de los poliprenil=
fosfato—azicares de bacterias y de eucariotes y adquirid gran impulso cuando - pioneros otra
vez, veinte afos mas tarde - Leloir y su grupo identificaron al lipido intermediario en la

glicosilacién de proteinas de mamiferos como doliquil-fosfato (6) .

1.1.1. Transferencia de sacaridos mediada por intermediarios lipidicos en procariotes

En 1964, Rothfield y Horecker ( 7 ) descubrieron un Iipido que actuaba como activador



en la sintesis de lipopolisacéridos de Salmonella. Interpretaron errdneamente que el activador
formaba un complejo con el lipopolisacarido.
Durante 1965 varios laboratorios publicaron casi simulténeamente que en la biosintesis
de ciertos polisacéridos de bacterias participaban sustancias con caracteristicas lipofilicas
que contenian fosfato y residuos oligosacaridicos. Strominger y col. (8 ) vieron que un

glicolipido, sintetizado por enzimas de Staphylococus aureus o de Micrococus lysodeikticus,

era intermediario en la formacién del peptidoglucano de la pared. El glicolipdo pentapépti=-
do se formaba a partir de un lipido endégeno y de nucleétido-azlcar pentapéptido.

Poco después, Horecker y col. ( 9 ) y Robbins y col. (10 ), describieron un lipido
intermediario en la biosintesis del antigeno O de Salmonella. Se formaba aqui un lipido fos_
fato mono, di o trisacérido.

Otra vez, simultdneamente el grupo de Robbins (11) y el de Strominger (12) identifi_
caron el lipido intermediario como un undecaprenol unido por un puente difosfato al residuo
hidrofflico. Estudios subsiguientes permitieron postular que el poliprenol fosfato participaba
de un ciclo al término del cual volvia a estar disponible ( 13 ) . Como puede apreciarse en
la Figura 1,el poliprenol fosfato acepta Galactosa—fosfato a partir del UDP-Gal y el glico-
lipido formado se elonga por adicién de rhamnosa y manosa a partir de sus respectivos nucled
tido-derivados ( 14 ) . El paso siguiente consiste en la polimerizacién de la unidad trisaca-
ridica. La elongacién y modificacién del antigeno 0 ha sido intensamente estudiada en di-

ferentes especies de Salmonella, tanto en cepas salvajes como mutadas (14 - 18 ).



FIGURA 1 : Biosintesis del antigeno "“0" de Salmonella newington ( Tomado de
Hemming , F. W. (14) ).

uDPGal UMP TDPRha TDP GDPPMan GDP

S L/ AN,
v N ™\

undecaprenol  undecaprenol  undecaprenol  undecaprenol  undecaprenol
| | | I |
P I r P P
| | ! |

P 14 P P
I | | |
Gal Gal Gal ?}al
| |
Rha Rha Rha
| |
B Man Man|,_,
P
/ undecaprenol
undecaprenol [
| P
8-P-P P |
' P
p |
Irarnesol-P-P Gal
Isopentenol-P-P (< 8) Illha
|
4 Man
[-Man-Rha-Gal-,- LiPoPOLIsACARIOO —
Gal
|
Rha
. . .- |
‘L1P0 POLISACARIDO Man J. 1

1.1.2. Caracteristicas de los poliprenoles

Los prenoles son alcoholes primarios con una cadena constituida por n unidades iso-
» . . 3 . p .  d
prénicas cuyas dobles ligaduras pueden estar en posicidn cis ( la mayoria ) o trans y estar
ocasionalmente saturadas ( Figura 2 ) ( ver Figura siguiente ). El nGmero de unidades de iso
preno es variable Se los ha encontrado en procariotes y eucariotes y se les ha

dado nombres vulgares que aluden a la fuente natural de donde se obtuvieron y al tamaiio de



FIGURA 2 : Férmda quimica de los poliprenoles
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la cadena (20 ). En la Tabla 1 se ve que, en general, los poliprenoles de bacterias y
plantas ( alilicos ) tienen cadena relativamente corta, mientras que en hongos y animales
( Tabla 2 ) predominan las cadenas largas ( 80 a 110 Gtomos de carbono ) . Estas Gltimas
se las agrupa bajo el nombre de dolicoles ( Dolikos : largo ) y la unidad & -isoprénica
esta saturada. Los dolicoles de levaduras son algo menores ( 65 a 90 Gtomos de carbono ).
Los undecaprenoles de plantas son similares a los de bacterias, con la particularidad de es-
tar siempre acompafiados por isoprenoles de cadena més corta y/o mds larga ( 21, 24, 26,
27 ). En los invertebrados marinos se encontraron dihydropoliprenoles (Tabla 2 ) (25).

(Se ha detectado quimicamente dolicol en Arum maculatum (112) fo que refuerza los datos

que indican ( 58,62 ) que éste es el aceptor de glicosilos en plantas.



TABIA 1

Poliprasioles de- bacterios y plontas

OFGALITIA) HICIMRRE COreUt L N® ISORE1OS
Bacraries,
M. Lyunleib by Undecoprerol B
L.acidophilys Bactoprenct n
S.oureus idem 1"
S.newingfon Undecaprenol 1n
Plontos
Abedul ( Belule ¢ ) Betulapicnol 6o 9
Tohaco ( Solaiwm «p ) »Solanesol ¢
Costoro ( Castanc sp ) Costoprenc 920 13
Gomero ( Ficus sp ) Ficeprenol 10 o 12
Heveo brasilicnsis  ( 6rbol
del coucho ) Heveoprenol 10 o 13
Agloonema robelini Aaloprenol 10 o 13
Tricosontes palmate Undecoprenol n
Pinus sylvestris Pinoprencles 12 0 17
Pinus strobus idem 18
Abies olbo idem 1l o 18 .
Piceo obies idem 120 18
Juniperus corinoniy Juniperap.enole . 14 o 21
Arymy moculotum, Dolicol 19
TABLA 2: Dolicolen_ 1) ¥anf{feron.
ORGANISNO OiGANO NeILOPRENOS CITAS
Cerdo Higade 17 a 22 24,31
Rifién 17 a 20 24
Bazo 1 a 21 24
Puncreas 17 a 21 24
Vacunogp Corebro 19 a 21 30
Inteotino 30
Rata Corebro 18 a 21 3o
Ulgudo 17 o 21 29
Carncro Cerebro 30
Conajo Eigndo )
3814 )
Intontino ) 30
Kdnculo vequoletiro )
Hut anor; A1hda ) 0
Hirndo )

Citas

27

24
24

26

293
294
294
294

112



AaBLA 2 ¢ seliceden A ) Noaaer _f o0 rattiaeees

QiR NOIinvitsioy  nTias
Hongos
Saechnromyceu npo 14 o 18 20
Aspergillun fuonipatus 18 e 24 20,21
Asrer;idllun niger 18 o 24 2]

Invertebriden
Espon jan
Grantin compressa 25
Suberites ap. 25
Celenterados

Metridivm wnenile 18 a 21 58.24.

Anélidon

Nereis pelagica 25

Uoluscos
Rucella l:ipidun 25
Littorina littorea 25

Gibbula cineraria )
Mytilus edulis ) 25

Cardinm cdule )

Equinodcrmos

hoterinn rubeny

Ophiocuminn nigra ) 25
Penmocchinuu miliorie )

firtrépodoe (lnsectos)

Calliphora eryihrocephalan 17 u 19 2
Ceratitis chpitara )
Triatoau infesta ’
= ZLootens ) ESTA TESIS
Mallophore ruficauda )
Artrdpodos (Crustidceos)
Carcirus maenas 25

Bupagurvs bernbardus 25




La biosintesis de los poliprenoles pirofosfato alilicos implica la sintesis del isopentenil
pirofosfato a partir del dcido mevaldnico y su isomerizacién dando el compuesto alilico
dimetil alil pirofosfato ( Figura 3 ) que se condensa entonces con otro isopentenil pirofos—-
fato para dar geranil ( o neril ) pirofosfato ( Figura 4) (19, 20, 22 ). Estos se elongan
pora dar sustancias de diferente largo de cadena por sucesivas adiciones de isopentenil piro-
fosfato (19, 22 ) ( Figura 5 ) . Para la biosintesis de dolicoles (31 ) se supone también

un mecanismo parecido ( 22 ) . Se necesitaria también una enzima capaz de saturar la

unidad X - isoprénica ,

FIGURA 3 : Biosintesis de iso pentenil pirofosfato
Me  CHCHLON Me CH,CHOP
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FIGURA 4 : Biosintesis de geranil pirofosfato

Me (1)

Me e, o e
oo oon,” N A (I, Cocnen,orp
Mv/ (:()l'l' -y \( ('ll'('il.
( I)l'l') ?.h '\I:’,

GERANIL PIROFOSFATO (GPP)

FIGURA 5 : Mecanismo de biosintesis de poliprenoles

Se produce una reaccidn de condensacién entre el isopentenil pirofosfato y el poliprenol
( en la Figura, el geranil pirofosfato ) para dar el miembro siguiente de la serie terpénica.
( en la Figura, el farnesil pirofosfato ).
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Al margen del mecanismo principal , en las bacterias se ha descripto ( 32 ) la existen-

cia de una poliprenil quinasa que podria significar una segunda via biosintética, quizas



sujeta a regulacién. No se ha encontrado una enzima similar en plantas o en mamiferos.
En el presente trabajo se presentan evidencias de su existencia en eucariotes ( Ver 3.10

pégina 207 ).

10
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1.2. DERIVADOS DE DOLICOL EN EUCARIOTES

El descubrimiento de los derivados de poliprenoles como intermediarios en la transferen=
cia de ozﬁcares)en bacterias,hizo que en los estudios con eucariotes se tuviera en cuenta la
posibilidad de existencia de mecanismos similares. Poco después de los hallazgos en proca-
riotes aparecieron evidencias de la existencia -~ en animales y plantas superiores - de
sustancias que se comportaban en forma similar a glicolipidos de cadena isoprenoide
(33al37).

Behrens y Leloir demostraron en 1970 (6 ) que en el higado de mamifero existia una
enzima capaz de transferir la glucosa del UDP-Glc a un glicolipido inestable en medio
acido. El aceptor endbgeno se comportaba como un poliprenol A - saturado.

A partir de este trabajo se ha originado un enorme interés en los poliprenil derivados
de eucariotes,lo que se ha puesto de manifiesto en la gran cantidad de publicaciones ( Figu-
ra 6).

No se sabe con certeza si la glicosilacién de la Vitamina A (38 ) y de la Vitamina K
(39 ) se debe a lo inespecifico de las doliquil transferasas o a que estos lipidos desempeiian
un papel propio como intermediarios lipidicos.

A la fecha de redaccién de la presente Tesis se han publicado sucesivas revisiones del
tema de doliquil derivados ( 14, 40 a 46 ). Por lo tanto solamente se resefiaran aqui
aquellos estudios en eucariotes de mayor interés para el desarrollo y posterior interpretacién

de los trabajos en insectos.
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FIGURA 6 : Evolucidn del nimero de trabajos cientificos relativos a derivados de dolicol
desde el comienzo del tema hasta fines de 1977.
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1.2.1. Dolico!l libre. Esteres de dolicol. Dolicol fosfato.

Dolicol

En 1926 Channon y Marrian aislaron de la fraccidn insaponificable de higado de cerdo
una sustancia parecido al escualeno (47, 48 ). Se la encontrd en higado de otros anima-

les y se la llamé Hepene (49 ) , considerandola un hidrocarburo insaturado ( no se habia
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detectado oxigeno en la molécula . Esta sustancia nunca volvid a ser caracterizada y cuan~-
do, en 1969, el grupo de Bioquimica de la Universidad de Liverpoo! intentd aislarlo en
rindn humano (50 ) y luego en higado ( 31, 51 ), encontraron en su lugar una sustancia
de similares caracteristicas, hidroxilada, de tipo poliisoprendlico y que llamaron dolicol
debido a lo largo de su cadera ( 31 ).

Se demostrd su sintesis a partir de mevalonato en mamiferos primero (52 ) y en inverte-
brados después (25 ). En este Gltimo, Walton y Pennock encontraron biosintesis de dolicol
en diferente s especies de poriferos, celenterados, anélidos, moluscos, equinodermos y crus-
tdceos ( Tabla 2 A). Quedd en evidencia que todos los invertebrados marinos investigados
convertian el mevalonato en dolicol y que en general el isoprenol més abundante era el
C95 o CIOO' siendo asimismo el sintetizado en mayor cantidad. Los datos indican que pro
bablemente el dolicol es un terpenoide esencial para los eucariotes a diferencia de los este-
roles que pueden ser obtenidos abundantemente en la dieta (53 ).

La mayor parte del dolicol se encuentra como alcohol libre o en forma esterificada.
Existe también una unibén, aparentemente especifica (54 ), a lipoproteinas de baja densidad,

en plasma de mamiferos ( 55 ).

Dolicol fosfato

El dolicol fosfato natural fue aislado primero por el grupo de Leloir ( 6 ), que también
lo preparé sintéticamente (6 ) . Dallner y col. estudiaron la distribucién subcelular en el
higado de mamifero (56 ). Se lo halld en levaduras (57 ) y enplontas (58 ), y luego,
en el marco del presente trabajo de tesis, en insectos ( Ver Resultados ). En la Tabla 3

se resumen los principales trabajos referentes a deteccidn de dolicol fosfoto.



TADLA 3 s

Cerdo
Rato
Levadura

Humnno
Insectos

Sojn/Arvejn
Arveja

Soju/Arveja

Conejo
Pollo

Gallinn

1.2.2. Dolicol monosacéaridos

LA

H .(gud o
Higndo

Linfocitoo

Brotec

Il{gado
Higndo
Oviducto

14

Afio cIras
1970 6
1972 56
1973 57
1974 59
1975 ESTA TESIS (60)
1975 58
1977 61
1977 62
1971 63
1977 G}
197t 64

Los primeros trabajos en que se detectd en eucariotes un glico(fosfo)lipido con carac-

teristicas de poliprenil derivado fueron los de Tanner ( 33 ), Caccam y col. (37),

Villemez y Clark (34 ),y Zatz y Barondes (36 ). Estos grupos hallaron que las membra

nas onimales sintetizaban glicolipidos sensibles al écido diluido (pH : 2.0 ). El lipido

aceptor, sin embargo, no fue identificado.

El ya mencionado trabajo de Behrens y Leloir ( 6 ) aportd evidencias de la naturaleza

del lipido, al obtener creciente biosintesis de lipido-glucosa por afiadido de dolicol fosfato

natural, extraido del higado de cerdo, o preparado sintéticamente.

como dador UDP-Glucosa radiomarcado con

Estos autores utilizaron

32
p y demostraron que sdlo se transferia
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el azbcar al lipido. Sugirieron tambief que la glucosa estaba unida al fosforil dolicol en
posicién /3 . Se puede representar la formacién de los poliprenil monosacéridos con la

ecuacidn de tipo general :

XDP -Z + Dol =P ———» Dol -P=-Z + XDP

donde X es un nucledsido genérico ,y Z un monosacarido,

Se han realizado numerosos anélisis del manosil derivado de dolicol que, en general,
puede obtertse con mucha facilidad y buen rendimiento en la mayoria de los sistemas y teji
dos. Evansy Hemming (65, 67 ) y Baynesy col ( 66 ) determinaron la estructura del mano
lipido mediante espectrofotografia de masa. El primer grupo también utiliz6 en los andlisis
espectrofotografia infrarroja y resonancia magnética nuclear. El grupo de Hemming fabrico
el manolipido radiomarcado en la manosa y en el dolicol simulténeamente (111) . Finalmen
te se ha demostrado la configuracién (5 en la unidn de la manosa al fosfolipido ( 68, 69 ).
Warren y Jeanloz sintetizaron quimicamente el mannopiranosil doliquil monofosfato ( 70 a
72 ) y el Dol-P-P-GlcNAc (73).

En general la identidad de los monoglicosil derivados se infiere a partir de los datos de
comportamiento en diferentes sistemas cromatogréficos ( columna papel , capa fina/adsorcién,
particidén, intercambio iénico, filtracién molecular ) .

Las propieadades que habitualmente se someten a evaluacidn son:

a) Solubilidad en solventes orgénicos ( y cromatografia de Particién )
b) Labilidad a los Gcidos diluidos y subsiguiente liberacién de monosacéaridos

c) Estabilidod al tratamiento alcalino suave, en condiciones de saponificacién de los gli-~



cerofosfatidos

d) Liberacidn de monosacédridos fosfato por tratamiento alcalino fuerte

.,

e) Existencio de carga, puesta en evidencia por intercambio i6nico en cromatografia en
columna o papel impregnado con resina de intercambio
f) Polaridad del glicolipido ( en columnas de adsorcidn )

g) Estimulacidén de la biosintesis por agregado de poliprenol fosfato exdgeno

h) Inhibicién de la biosintesis por agregado de EDTA en la mezcla de incubacidn

Por otra parte en varios trabajos se demostrd la reversibilidad de las reacciones, obte-
niéndose nucledtidos azlcar radiomarcados a partir del respectivo glicofosfolipido radioactivo.
Los sistemas enziméticos glicosilantes de dolicol son sumamente inespecificos con res-

pecto al aceptor lipidico pudiendo ser éste de cadena menor o mayor, saturado o insaturado,

del mismo o diferente organismo.

TABLA 4: Lipta de 1oy princivales trabajos sobras

Biosintesiy d¢ Dol-P-Man en hongoa.

Afl0  ciTas

ASCOMICETES
«Levadurus (Snccharomyces s p,) 1969 33
1971 74,75
1972 76
1973 T a7y
1974 80,81
1975 g2
1976 83
1977 64
«Neuroagora crnusua 1976 85
BASIDIOMICETES
e Anproigalluy op. 1972 86
1973 &7
1974 88

1977 83-90
AR TAL RS

. Dictyosteii:: gp. 1977 91



mABLA 6 : Liata de 103 principnles trabaj0s sif-e

biosfateais de

Dol-P=linn en Vericbrados,

ARO

-l ro 1949

1971
1973
1974
1976
1977

Pincrena 1974

1975

Tiroides 1973

1975
1976

Porbtidn 197y

Intcg&igg 1974

Linfocitos 1974

Célulng de miclomn

1969

CITan ) af0 LITAS
30 Nigwte 1969 31
lo‘ Lo .l.U'J
165 L9l 104,110
106 1972 111
107 197) 112 u 114
108 1974 119
121,122 1975 116
68,123 1976 117,1:€
1977 119,120
124
125 Oviducto 1969 7
126 1973 124
1979 130,131
127
Aorta 1975 128
115 ' 1976 129
59,122 Méduln adeennl)
197Y 127
37 Retina 1977 132

TABLA Y : Principales trabanjos sobre biosfntesis de Dol-P-Gle
ARO CITi ANO  CITAS
Algus 1978 137 Vartcbrados
Hongos 1973 138 .Cerebro 1971 104
1 142
1976 139 12
1977 140 1973 105
Plantao 1973 101 Hyndo 1570 6
€
1975 58 1971 104,143}
1976 100 1972 142 u 146
5
1977 62 1975 147
(4 .
Protozoon 1973 141 -Thnerons 1971 148
1979 133 et 1971 104
(LSTA TESIS ) ._’i)_‘ik:‘_ﬂ_ naton 1917 149
efebiculorrlon 1977 150

Artrdpodon  (ESTA 10815 )

1976

135 enmitoocd oz 1977 151

Jinfornzas 1074 s
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ThELA T % ie —el-P-lian  en
ARO CITAS

PROTCZOO5
. Tetrangmenn pirifornin 1975 133
EJQUIRNODiI00
« hrbacia sp. 1976 134
ARTRCIIOLOS  ( LSTA TESIS)

~ 1976 135
.« Insectos y Crustéceos 1977 136

TABLA 3 : Principales trobajos acure

otros derivadoy de delicol.

Ao
Dol-F=£yl 1974

Dol -P~Gal 1975
1977

Dol-P-G1cUA 1977
(?)

CITA
152
153
154

Oviducto
Higudo
Célulasn

en cultivo

155

Fibrosarco
ma

TAS. A 2 0 Livrads fassiwa

e~ alysry

ALGAS
- Codium_frogile

. Protutheca P
PLANTAS VASCULARES

« Pha:colus sp. ( poroto )

. Glycine sp. {sojo )

. Pisumsp, (arvejo)

+ Raices de tomate

. Fibres de algodén

. Célulos de sicomoro

plerstacvoncr lares

1973

1973

1969
1270
1971
1972
1973
1976
1977
1975
1977
1975
1976
1927
1973
1973
1975

1976

- Dol-P Man

CITAS

123

34,35

94
95
9
97
96
S8

62

62

101

102

103

En las Tablas 4 a 7 se han recopilado los principales trabajos "in vitro" sobre biosin-

tesis de Dolicol-P-Man en diferentes organismos y érganos. En la Tabla 8 se detallan los

trabajos sobre biosintesis del Dol-P~Glc y en lo Tabla 9 la de los restantes monoglicosil

derivados ( Dol-P-Xyl, Dol-P-Gal, Dol~P-GlcUA ).

La biosintesis del N-acetil-glucosaminil derivado de dolicol merece considerarse aparte

yo que la unidn entre el lipido y el azlcar es de tipo pirofosfato, lo que afecta las propieda

des cromatogréficas y quimicas de dicha sustancia. Ademés, los sistemas glicosilantes

vitro" son de menor eficiencia y las transferasas sumamente labiles. La reaccidén de

l'in




formacidn del Dol-P-P-GlcNAc se representa por la ecuacidn:

UDP -~ GlcNAc + Dol.P —a Dol=P=-P=GlcNAc + UMP

En la Tabla 10 se enumeran los trabajos sobre formacién del acetil glucosaminil derivado

TAMLA_ 20 : Princiualew teabajor nobre bionfn:cnin de Dol-T-P-GleNaic

Hongos 1975 140,157 Vertebradog
1976 158 « Pdncreus 1974 171
1977 159 1978 172
1978 160,161 . Oviducto 1975 130,131

Plantas 1975 102 1976 173
1976 97,162 1977 174
1977 62,163 . Cerruro 1973 105

Insecton ( ESTh TES515)" 1974 106
1973 164 1977 175
1976 135 . Tiroides 1976 126

Yertebrudos . Britrocitos 1977 151

. Bigado 1971 165

' 1972 166 - Linfociton 1974 59

1973 167 . Fibrownrcoms 1977 155
CTER . Fibrobluatos 1977 156
1976 169
1977 170

a)Se ha identificudo,ademéds un lipido-P-(P)-GalNAc
b)En cute trubajo ne describid,andeunds,un poliprenil pirofoafato

N-ncetilwanovsamina

de Dol-P . Este parece ser el intermediario "soporte" en la biosintesis de lipo-oligosacéridos
(Ver 1.2.3. ). Todo indica que se elonga por sucesivas adiciones de GIcNAc y manosas,

a partir de los respectivos nucledtidos azGcar ( Ver més adelante ) .
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Se ha descripto también un poliprenil pirofosfato N-acetilmanosamina ( 168 ) .

Parece que los doliquil monosacéridos, pueden transferir directamente el azicar a pro-
teinas. Es el caso de la transferencia de manosa desde el Dol-P-Man a los grupos SER/THR
del manano de levadura (80 ) y en la manosilacién de proteinas de higado de cerdo ( 111 )
y cerebro embrional de pollo ( 106 ) . El papel principal, sin embargo, parece ser el armado
de los poliprenil~oligosacéridos que el trabajo de Parodi y col. ( 146 ) demostrd participan
en la sintesis de glicoproteinas,

Los estudios realizados "in vivo" sobre doliquil monosacéridos, ( Tabla 11 ), son

convergentes con los datos "in vitro" . Ademés, se ha logrado realizar la sintesis quimica

TASLA 11 Biosintesis " in vivo *  de doliquil monosacéridos : principoles trabejos
ARO CITAS
Dol - P - Man 1974 176
1976 177 o 179
ol =P - P - GleNAc 1973 164
1976 190
19277 181
y (STA TESIS
Dol - P = Glc ESTA TESIS

de diferentes poliprenil derivados, lo que ha resultado de gran utilidad para demostrar la
estructura anomérico y para su empleo como esténdares. Esta |inea ha sido desarrollada fun-

damentalmente por Warren y Jeanloz ( Tabla 12 ).
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PATY - Tentesn quimic e de poliprandl o Sridos (Ml e lanen }

ANV CitAs
Col - P - Man 1973 182

1974 72

1975 K4l
Dei =P -P <My 1975 183
(xI «P-P-GlcNAc 1974 73
Fiien « P - P -~ CGleNAC 1278 1684
Fian =P - Man 1973 185
Feraesil =P =P - Gol | R 136

1.2.3. Dolicol-oligosacéridos conteniendo glucosa

Un hallazgo metodoldgice, consistente en la utilizacién de una mezcla de cloroformo,
metanol y agua en proporcién 10:10:3 , permitié a Leloir y su grupo solubilizar una sustan-
cia, previamente estimada glicoproteina, y después caracterizada como poliprenil-oligosacé
rido (143 ). Esta sustancia fue denominada aceptor enddgeno de glucosa por ser éste el
azicar que la radiomarcaba. La glucosilacidén del aceptor enddgeno se obtenia a partir
tanto de UDP-Glc como de Dol-P~Glc. Los autores representaron la reaccidn con la

ecuacioén:

Dol =P ~Gle + EA ——= EA~Glc + Dol ~-P

donde EA era el aceptor enddgeno. El EA-Glc es insoluble en agua y en cloroformo y en

mezclas de CH Cl3 y CHy OH que no sean la mencionada,
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Por tratamiento 4cido del EA-Glc se liberd un oligosocérido de 13-16 azGcares ( 302 ).
El comportamiento del EA-Glc en cromatografia de intercambio iénico indicé una unidn
pirofosfato entre la parte oligosacaridica y el lipido.

El tratamiento alcalino del lipo~oligosacérido ( NH, OH / 100° C ) liberd un oligosa-

4
cdrido cargado que se hizo neutro por tratamiento con fosfatasa alcalina. Tratando éste §lti-
mo con dlcali més fuerte (2 M KOH / 100°C ) el oligosacérido se convirtid en dos sustan~
cias cargadas positivamente que, por N=-acetilacién volvieron a ser una sola y neutra. Se
interpretd de estos datos la presencia de dos grupos acetilhexosamina. Por otra parte se vid
que la C Glc no estaba situada en el extremo reductor del oligosacérido y que la
parte lipidica parecia comportarse como dolicol cuando se formaba el correspondiente com=
puesto de inclusidn con deoxicolato ( 143) y se filtraba por columna de Sephadex . En
base a estas propiedades y al Peso Molecular aparente del residuo hidrofilico del EA-Glc
(3550 ) se estimd que debia tener alrededor de 20 monosacéridos ( 143, 188 ) . Posteriores
estudios evidenciaron que debia ser més corto (187 a 193 ) y que existian diferencias de
tamano segln los tejidos ( 192) y las especies (139-40). Debido al papel crucial que
desempedian estos lipo-oligosacéridos, y a que parecen ser los "Gltimos" intermediarios en
la glicosilacién de proteinas, numerosos grupos se dedicaron a elucidar la estructura que a la
fecha de redaccidn de esta Tesis parece ser la que se muestra en la Figura 7 .

Los principales trabajos sobre biosintesis de poliprenil oligosacéridos contendiendo gluco.

sa se detallan en la Tabla 13 .
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FIGURA 7 : Estructura actualmente aceptada para el oligosacérido del EA-Gle ( segin
Liycol. (307) ).
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TALLA 13: Princioales trabajos eobre biosfntenis de poliorendl-

0l i, 08:cAridos contenirnio plucosi.

ANO  CITAS ARO CITat
Tetrahynena 1675 133 Troides 1973 188
Levodure 1976 139 1976 192 a 194

1977 140 Péincreae 1976 194
Plantas 1977 62 1977 148,410

1973 137 Cerebro 1973 1894
li{galo 1970 6 1977 195,318

1971 104, 143 RiAén 1973 184

1972 144, 145, 1976 194

146 Linfocitos 1973 188

1973 188, Fibroblaatos 1977 149

1976 18y

1977 167, 190, Eritrocitos 1917 151

Reticulociton 1977 150

1.2.4. Doliquil difosfato disacéridos

Leloir y col. (167 ) describieron la formacién en higado de rata del DoI-P-P-(GlcNAc)2

por clongacién del Dol-P-P-GlcNAc. Este hallazgo confirmé la presuncién de que la
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"médula" sacaridica de muchas glicoproteinas, constituida por quitobiosa unida a la proteinc
y ramas de manosas, podia ser sintetizada via lipidos intermediarios. En numerosos trabajos

se estudiaron los oligosacéridos radiomarcados con [MC] GlcNAc ( Tabla 14 ).

]’ﬁ_l!l]\__ Wz Piineinebes arobajors adae bindimesis do D=8 = ( Gl MAe ),
AN CITAS,
Mo s
Sorharotyens. 1975 157
1978 197
Hrgads 1973 i67
1975 )
1977 161,170,1/4
Linfocitos_ 1974 196
Uritrocitos 1977 151
Péincreos 1978 172
Plonte,
Phaseolus p. 1976 97
Glycine p. 1977 62
Insectos. 1973 164
(csTA TESIS) 1976 160,185

En muchos de ellos, incluyendo lo realizado en la presente Tesis, se demostrd la elonga-
cién del Dol~P -P (lecNAc)2 mediante el agregado de GDP-Man dando lipo~oligosacéridos
indistinguibles de los biosintetizados directamente a partir de GDP-Man (Ver préximo
parrafo ) .

Por otra parte, Turco y Heath (156 ) han descripto, en células transformadas, la for-

macién de un doliquil pirofosfato-acetilglucosamina-écido glucurénico, posible precursor
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de proteoglicanos como la heparina.

1.2.5. Dolicol-oligosacéridos conteniendo manosa

Behrens y col. (198 ) descubrieron la formacién de poliprenil oligosacéridos conte-
niendo manosa y después muchos grupos ( Tablas 15a 16 ) , especialmente los dirigidos por
Lennarz (124) y Heath (199),han estudiado estos derivados. Los ensayos revelaron propiedades

similares a las del EA-Glc y ello con independencia del érgano u organismo estudiados(45).

TABLA 15 : Principales trobajos sobre doliquil-oligosacéridos que contienen monosa : plantas
y grupos inferiores

ARO  CITAS ARO  CITAS
Hengos 3
Soccharomyces cerevisiae 1977 140 Soja ( Glycine ) 1977 42
Plontos Célulos de Sicomoro
( cultivo ) 1976 103
Algodén 1975 102
1977 163 Artrdoodos
Poroto ( Phaseolus ) 1976 97,162  Ilasectes 1977 136
1977 62
ESTA TESIS 1978 233
Crustéeeos ESTA TESIS

TABLA 16 : Principoles trabajos sobre doliquil-oligowucéridos do vertebrados que contienen

manoso
ARID CiTAS
Higodo 1573 153
1925 20‘:‘1205121612‘7 Tiroides 1973 124
1977 23 T 1976 124,192,194
Aorta 1975 128 1978 212
1976 127 Mielema 1974 199
1977 214 o 1977 209
Oviducto 1973 124 ‘
—_— 1974 201 Retina 1977 210
1975 130,131,200 Pardtida 1975 127
1976 173,218 Eritrocitos 1977 151
1977 206,208,219 —
) - Reticulocitos 1977 150
Cuerpo 0teo 1975 215 L—fr— 1974 19
_—_—— 1
Células de ovario 1977 27 —so ©
Pomcreos 1977 128,110 Fibroblastos 1977 149,211
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Desde el punto de vista estructural, y sin que ello implique necesariamente una interre-
lacién fisioldgica, los lipo-oligosacéridos conteniendo manosa pertenecen a la misma familia

quimica que el EA-Glc . Su férmula general seria

Dolicol =P =P - ( GlcNAc )2 - ( Man )
n

donde n , habitualmente, esentre 1 y 9 . Las pruebas de la existencia de un grupo diacetil -

quitobiosa en el extremo reductor son conclusivas. Se obtuvieron principalmente en los
derivados de oviducto de gallina (200 ) y de mieloma de ratén (199 ).

Leloir y su grupo (200 ) lograron biosintetizar el trisacérido unido a lipido por elonga-
cién del Doliquil-P-P~ [M C] -diacetil quitobiosa con GDP-Manosa.

Utilizando Dolicol-P-P-(Glc NAc)2 sintético, Wedgwood y col. (196 ) ratificaron
que éste acepta un residuo manosa del GDP-Manasa ( pero no del Dol-P=Man ) para formar
el lipido-trisacérido.

Otros trabajos similares ( 158, 173, 197, 202, esta Tesis ) , confirmaron la igualdad
entre los oligosacaridos radiomarcados con []4 C] Man vy los marcados con

[]4 C] GlcNAc .

Los estudios "in vivo" han contribuido también a aclarar la formacién fisiolégica de
estos poliprenil-oligosacéaridos ( 176, 218, 221 ).

El conjunto de datos quimicos y enzimoldgicos indica que los poliprenil oligosacéridos

se formarian segin la secuencia de reacciones postuladas en la Figura 8 .
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E_I_G_U_&\__B_:Secucncia postulada para las recacciones de formacidn del EA-Glc
(D()I—P-P—(‘.lcN/\cz-Man9-Glc3) y de glicosilacién de proteinas.

(Scqin Behrens,citado por Leloir(138),y modificado segln datos

de Li y col.(307) )

GLI COPROTEINAS
/4

GOP-Fuc -- Dol-PP- GlcNAc

Dot-P P UOPGeNAC
GLNAC

Dol P

GDP Man
UDPGlc DJI PP‘GICNAC Man

Dol PPGRNAMan B D°’ Ahan
\Dol PGlc

Dol PPGILNA( ManMan

Aceptor
(Proteinas)

En general, los poliprenil-oligosacéridos radiomarcados en manosa se obtienen con
facilidad y rendimiento aceptable. Es por ello que la mayoria de los autores ha preferido
partir de éstos en experimentos de glicosilacién de proteinas, que se discuten en el préximo

capitulo.
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1.3. BIOSINTESIS DE GLICOPROTEINAS

1.3.1. Generalidades

El Peso Molecular de las proteinas glicosiladas va desde 10.000 hasta 1.500.000 , es
decir que por criterio de tumailo, no se agrupan en una clase especial de proteinas. Lo que
es quizds mds interesante tener en cuenta es la proporcidn de la parte carbohidrato en la
molécula ( Figura 9 ), el nimero de cadenas de carbohidrato por molécula de glicoproteinas

y/o el nimero de aminodcidos entre las mismas ( Tabla 17) (45, 222) .

TABLA 17 : Nimero y seporacién cntre si de cadencs de hidrotes de corbeno en
glicoproteinas ( datos romados de Sniro { 261 ) y otras )

NODE CADINAS  SEPARACION (NTRE  GLICOPROTEINAS
DE CARBOHIDRATO G\OUNAL DE d.de C.
_______ - T (N°de o) B
1 124 Ribonucleosa B ( bovine )
1 27 Desoxiribonuclcow
? 375 Trunslerring Hlumang
2 776 Intuncglobulina G Humeno
3 1000 Coléocno Escleritoy Conejo
4 7 Colégeno Epidéra:ica Retu
4 51 Glicopruteino Acica & dal Suero
6 &0 Fetuina del Suriy Feral
8 135 Colégeno Epidermic, Bovim
13 113 Hapicgiohine Humaona
19 296 Tiroglobuling Buvina
19 173 Conlbyrno de Cérnea de Conejo
3 w0 Mecraglobuling 00, Tumuna
0 4] Fucing Subamixilon Porging

[14.9] 6 Moo Sulmwsdlan Ovion



)
100

20

Oﬂﬂos

+r

Una de las clasificaciones mds aceptadas ( 5

™7

29

FIGURA 9 : Proporcién de carbohidratos en glicoproteinas

(Tomado de diferentes autores)

@ FACTOR AGLUTINANTE DE Horvenulo

@ LECTINA DE PAPA
|

@ PRE-EXTENSINA DE ZANAHORIA

@ AGLUTININA DE Ulex
@ PEROXIDASA DE RABANITO

@ LeCTINA OE POROTO

@ LECTINA DE SO A

@ LECTINA DE ANANA

® CONCANAVALINA "A" (0%)

@ ANTICENOS DE GRUPO SANGUINEO

@ MUCINA SUBMAXILAR CANINA
.
@ MUCINA SUBMAXILAR OVINA

' GLICOPROTEINA ACIDA O { PLASMA HUMANO )
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‘ GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA
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@ FETUINA
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@ GLUCOSA OXIDASA
MUC!NA HIPOBRANQUIAL DE Buccinum
INMUNOGLOBULINAS 19§

]
o TIROGLOBULINA
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QO VITELOGENINA DE Blatella

|
@ OVOALBUMINA

I0 VITELONINA DE Philowmio cynthia

@ INMUNOGLOBULINAS 7 $

@ COLAGENO (0,6% )

223 ) diferencia las glicoproteinas de

los proteoglicanos, en base a las caracteristicas quimicas y proporciones relativas de las

cadenas de carbohidrate (224 ). En las primeras, la proteina es, con frecuencia, el cons

tituyente cuantitativamente md; importante y las cadenas oligosacéridos son - en general -

cortas, ramificadas y heterogéneas en cuanto a los azdcares presente ( los mds comunes

GlcNAc, GalNAc, Man, Xyl, Gal, Ara,

NANA ) .

Como rasgo general no se en~

cuentran &cidos urdnicos. Habitualmente no hay unidades heterosacaridicas repetitivas .

En los proteoglicanos, ricos en mucopolisacéridos, la parte protéica es menos importante que

la polisacaridica; ésta estd formada habitualmente por unidades repetitivas, casi siempre
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lineales (223, 224 ) . Es raro encontrar Gcido sidlico y muy comin los écidos urénicos y
las hexosaminas. La esterificacién con sulfato es frecuente., La unidn tipica es entre una
serina y una D-xilosa.

Los investigadores europeos han adoptado la denominacitdén de glicoconjugados para la
totalidad de glicoproteinas, proteoglicanos y glicolipidos (223 ) . En general no hay una
nomenclatura racional para ninguno de estos sub=grupos (4 ,223 ). Las glicoproteinas de

vertebrados se clasifican frecuentemente por su funcidn y/o tejido de origen ( Tabla 18 ).

TABLA 18 : Closificocidn de glicoproteinas por su oiigen y/o funcién

. MUCOGLICOPROTEINAS, - sub~mandibulares y sub=
linguales ( salivores )

- porotideas y de las capas
de enamel

- de grupos sanguineos
~ gastrointestinales
~ del tracto respiratorio
~ del mucus cervical
. GLICOPROTLINAS DEL PLASMA
INMUNOGLOBULINAS
GLICOPROTEINAS DE LA LECIIE
. GLICOPROTEINAS URINARIAS - fisiolégicas
- potolégicos
GLICOPROTEINAS PROPIAS DEL SISTEMA NERVIOSO
ENZIMAS
HORMONAS

LECTINAS

Las glicoproteinas de invertebrados han sido poco estudiadas. Quizas el grupo en que

han sido més es el de los Mollusca (225 ).
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1.3.2. Unidn péptido-carbohidrato

La caracteristica esencial de las glicoproteinas es la unién covalente entre el carbohi-
drato y la cadena peptidica. Las uniones que se conocen involucran sélo 5 aminoécidos,
dos de ellos raros - 4 hidroxy-lisina y 4-hidroxi-L prolina ytres (L ASN L SER y
L THR) que son habituales en todas las proteinas.

En la Tabla 19 ( ver pagina anterior ) se indican los tipos de unicnes de las glicoprotel

nas divididas segin sea el enlace N-glicosidico u 0-glicosidico.

Unién ASN-GIcNAc

En las glicoproteinas con enlace N-glicosidico ( Figura 10 ) éste se establece entre

FIGURA 10 : Estructura del N-acetilglucosaminil-asparragina

( 2-acetamido-1-L- (‘J —aspartamido~1,2~di~-deoxi- (5 -D-Glucosa )

0 NH,
NH-C-CHp-CH
CO,H
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una N-acetilglucosamina y una Asparragina. Cabria esperar una participacién importante de
los lipidos oligosacéridos intermediarios en su biosintesis ya que todos ellos poséen GlcNAc
en el extremo reductor del oligosacérido ( ver mas adelante ). El enlace ASN-GlcNAc

es labil al lcali (0.2 M NoOH / 100° C; tiempo medio de hidrélisis: 100 min. ). La
vida mediaen HClI 2 M /100° C es de 17 min,

En la Tabla 20 se indican las principales glicoproteinas que poseen esta unién; en la
Figura 11 se representan algunos de los principales tipos de glicopéptidos obtenidos por
degradacién de glicoproteinas ricas en manosa (222 a 226 ). Existe microheterogenidad en
casi todos los glicopéptidos que se aislan por degradacién enzimética de glicoproteinas,

como la ovoalbimina (227),

TABLA 20 : Glicoproteinas con enlace GlcNAc-ASN (Tomado,en parte,de (4) y (222) )

I -4 1-4
GlcNAc - ASN Moa ——— GleNAC GleNAc = ASN
Aglutinina de soja Unién proteing - munono en levadura
Avidina de pollo X - amilow de Awergillus
RNAso porcine Ovoolbimina
DNAso A bovine Ovomucoide
Pigmento visual bovino Tiroglobulina por ¢ina
Sulfato de keratono RNAso B bovine
Merbrona basal glomerular bovina Fetuira bovina

Sivlcglicoproteina de membrana

hu mone 149G bovina
Macroglobuling d-Z humanao 19G mwrina
Glicoproteing &cide (-1 huamno 19G, IgA e IgE humanas
Gaooadotioling bumano caridnico lactotran Jenine humana

1gM y 1g € humonas



FIGURA 11 Glicopéptidos ricos en manosas ( tomado de 222 )
(n) w_$ Vb w18 w176 n 18 Gienne — 8 GlenAc —ASH
I 2¢1 I 241 r 3¢l t 3¢
M H M "
el L,
] “
f 3¢1
M
(8) Mo e N cienae —L G reNAc — Ay
l 3¢ ' 341
)
M M - - - -
- (¢; O w16k Mt Gienac Y GieNAC ey ASY
] 1 3410 1 24
H
M H
I el
h
(00 w8 w6 k1 (GicNAc GleNAC) s ASH
1 3€1 1 3¢1 ’
H M ]
i 241
M
(€ ) Retom 5 Y Grenac M GlNAC —oASN
(RY L..fin enter proteina y manano  de levadura ' 3¢l
M
(£) Llicopertado de 1o d-amilosa de Aspergillios ]' 2
(€ Ovoalbidaina de qallbing R
(D) Clicopéptido 1 de 1o 1l hunano
(€} Regidn rnterna
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Enlaces O-glicosidicos
e

Los enlaces GalNAc-SER, GalNAc-THR y Xyl-SER (Figura 12 ) son sumamente

I6biles al Glcali, sujetos a (5 ~Eliminacién (0.05a 0.1MNaOH / 25°C / 24 hs ) ( ver

Métodos ) . Los enlaces Gal-Hyl y Ara~Hyp son muy estables al Glcali ( estable a

2 M NaOH /90-105°C / 16-20 hs y tambiéna 0.05 M SO4H2/ 100°C / 28 hs ( Figu-
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Los enlaces Man=SER o Man-THR son también | &biles al alcali.

FIGURA 12 .

Enlaces O-glicosidicos
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o a threonina (R=CH3 ).
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1.3.3. Proteinas glicosiladas por dolicol derivados

Aumque ya habia sido postulado (6, 109 ), la participacién de los poliprenil-oligosa~-
céridos en la glicosilacién de una proteina eucariote no quedd firmemente establecida hasta
el trabajo de Parodi y col. (146 ). En ¢l mismo se demostré que el EA- CM C) Gle,
incubado con microsomas de higado de rata era transferido a una glicoproteina ( insoluble
en TCA caliente ) . Lucasy col. (13 ) usaron precursores doblemente marcados con
( C)Manosa y C3H) GlcNAc - es decir en ambos extremos de la molécula oligosa-
caridica = y vieron que en la incorporacién a glicoproteina la relacién de marcas se man-
tenfa constante. Ello indica que el oligosacédrido se transfirié en bloque a la proteina.

Dado que en muchas glicoproteinas con enlace N-=-glicosidico la secuencia de los azd=-
cares més préximos a la proteina es idéntica a la encontrada en los poliprenil oligosacéridos
( (GlecNAc )2 Man ), se ha propuesto que la parte interna oligosacaridica de las
glicoproteinas con unién ASN-GlcNAc se estructuraria via lipidos intermediarios y que
el resto de la cadena lo haria via nucledtidos azlcar. A pesar de esta generalizacidn no
existen todavia suficientes datos sobre la identidad de la mayoria de las proteinas glicosila=
das por los poliprenil-aztcares (230, 45 ).

Los datos publicados sobre la glicosilacién,via lipidos,de proteinas de oviducto indican
que s6lo un 10 % de las mismas reaccionaron con el suero antiovoalbimina, a pesar de
ser ésta la principal glicoproteina biosintetizada ( 131 ) y lo mismo sucedié con las cadenas
de inmunoglobulina de mieloma de ratén ( 199 ) . Estas tienen una estructura, en la médula
del oligosacérido, similar a las de varias glicoproteinas plasméticas (223 ) . (Fig.11,pég.34).

Tombién se ha demostrado la participacién de dolicol-derivados en la unidn a serina o
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threonina ( enlace O-glicosidico ).
El caso més ilustrativo para ambos tipos de transferencia es el de manano de levadura
que contiene dos tipos de cadenas hidrocarbonadas ( 288y 289 ) : unascortas, (1 a4
manosas ) unidas a SER o THR y otras largas y ramificadas unidas por ( GlcNAc )2 a
ASN con una parte interna de hasta 20 manosas y una periferia de hasta 150 manosas ( 289 ).
El Dol-P-Man es el precursor de las manosas unidas a SER / THR ( 81 ) mientras que la

porte interna de las cadenas largas se sintetiza aparentemente a partir de Dol-P-P-

- ( GleNAc )2 Man

( Figura 13 ).

(97, 157, 158 ) y/o de poliprenil-oligosacéridos m&s largos ( 291 )

FIGURA 13: Esquema de la parte interna del manano unido a proteina en levadura
( sobre la base de (222 ) , con modificaciones )
1-6 1-6 1-6 1-6 1 6 1-6 1=6 1-6 1-6 1-4 1-4
M—M—=M—=M-—-+=M —= M=M= M—>M-—> M —= GNAc —» GNAc —=Asn
2.1} 2.1t 2-1f 21 0 {2-113-1f2-1 }3-1
M M M M <«—P M M M M
f2ait2af2- 4 §3-1 4 2-1
M M M M M M
f3-1t3-1 {31 §3-1 )
M M M M
A
(ADENA EXTERNA PARTE IHTERNA M
1-2
M —e= M~
, , 12 1-2 — Ser ( Thr)
OLIGOSACARIDOS SENSIDLES Mo M—e M-
AL ALcall 1-3 1=2 1-2

Mo M — M — M—
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Ademés, Parodi (291 ) logré demostrar que el oligosacérido liberado del dolicol
pirofosfato por hidrdlisis cido débil fue capaz de elongarse " in vitro " dando un polimero
con las caracteristicas tipicas de la porcidn periférica de las cadenas largas del manano.

SimultGneamente a la redaccidn de esta Tesis han aparecido varios trabajos referentes a
la glicosilacién de glicoproteinas virales del tipo ASN: Liy col. (307) han confirmado
que el oligosacérido unido a lipido ( el EA=Glc del grupo de Leloir ) se transfiere en bloque
al polipéptido naciente. Tras lo cuol,enzimos posiblemente especificas eliminan las glucosas
y parte de las manosas. Robbinsy col. (319 ) y Hunt y col. (318) han obtenido resul-
tados parecidos con glicoproteinas virales y el modo de procesamiento parece muy general,

a juzgar por los trabajos de Staneloni y Leloir en tiroides (212 ) y Ugalde y col. (321)
en higado. En este Gltimo trabajo se describe una glucosidasa que actuaria Gnicamente sobre
estructuras como la del EA-Glc ( ver Figura 7 , pdgina 23) . Este procesamiento especifi
co de los glicopéptidos nacientes, a nivel de reticulo endoplasmético ( 321 ) puede consti-
tuir una etapa crucial en la regulacién del destino de la glicoproteina terminada.

En las Tablas 13 a 16 se citaron algunos de los trabajos esenciales sobre transferencia de
azicares de lipidos a proteinas. En la Tabla 21 se indican los trabajos més recientes, que

eventualmente remiten a los anteriores,



TABLA 21 : Principales trabajos recientes sobre glicosilacién de proteinas mediada por
poliprenil azicares.

ORGANISMO Elléf ORGAN I SMO CITAS

.Algas 324 .Vertebrados

.Levadura 140,158 a 160 *Cerebro 195

.Arvejas 137 *Retina 132

.Virus 320,322,325 *Higado 191
*Tiroides 192 a 194,

212

*Qviducto 208
*Ovario 207
*Fibroblastos 149,211
*Mielomas 209,320

Se puede, por tanto, postular que en ambientes intracelulares hidrofdbicos la parte
oligosacaridica de ciertas glicoproteinas se arma a través de lipidos intermediarios. Eso
serfa vlido para glicoproteinas de membrana y también para glicoproteinas de exportacidn
que se glicosilen en forma previa, simulténea o inmediatamente posterior a la penetracién

del péptido naciente en la cisterna del reticulo endopldsmico (228, 229).

1.3.4. Tunicamicina y otros antibiéticos

Takatsuki y col. (326 ) aislaron del hongo Streptomyces lysosuperificus un antibid-

tico activo contra virus, bacterias Gram positivas y hongos. Lo |lamaron Tunicamicina y



40

encontraron que contenia glucosamina. Kuo y Lampen (327 ) demostraron que en la leva-
dura, la tunicamicina actuaba como inhibidor de la sintesis de glicoproteinas. Los mismos
grupos observaron (328, 329 ) que el antibidtico interferia con la sintesis del
Dol-P-P-GlcNAc . Esta inhibicion, de tipo competitivo se producia solamente sobre la
unién de la primera GlcNAc al doliquil y no sobre la incorporacidn de la segunda

( 337 ). Otros grupos han confirmado este efecto ( Tabla 22 ) y, actualmente, la TC se
utiliza como una valiosisima herramienta para esclarecer la participacién de lipidos interme~

diarios en la biosintesis de diferentes glicoproteinas (330, 331 ).

TABLA 22 : Accién de la tunicamicina sobre la biosintesis de Dol=P-P=-GlcNAc y de

glicoproteinas: Principales trabajos.

ANO CITAS ANO CITAS

1971 326, 335 1976 337 a 339, 345
1972 336 1977 175, 219, 330
1974 327 343, 346

1975 328, 329 1978 331, 342, 344, 349

Kang y col. (332 ) han descripto la capacidad de la anfomicina, que es un antibidtico
polipeptidico, para inhibir la biosintesis del Dol-P-P-GlcNAc y la de Dol-P-Man. Por
otra parte, Reuversy col. (333 ) encontraron que un antibidtico similar, la bacitracina,
inhibid la formacién del Dol=P-P- ( GlcNAc ). . Ambos antibiéticos también inhiben la

2

formacién de derivados de undecaprenol en bacterias ( 332, 334 ) .
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1.4. GLICOPROTEINAS DE INSECTOS

A pesar de que los artrépodos constituyen el phy lum animal con mayor nimero de
especies, su bioquimica estd poco desarrollada. Gran parte de las falencias en los estudios
realizados con artrépodos se deben a que han sido desarrollados por biélogos carentes de for-
macién técnica para el trabajo a nivel molecular. Los bioquimicos, por su parte, prefieren
frecuentemente trabajar con mamiteros, plantas u hongos. En los invertebrados, en general,
los complejos de proteinas-hidratos de carbono sélo se han estudiado bien recientemente ya

que gran parte de los trabajos de més de 15 ailos utilizaban técnicas de deteccidn histoqui-

micas (225).

1.4.1. Mucopolisacéridos unidos a proteinas

La identificacién histoquimica . de proteinas asociadas a &cidos hialurénicos no se puede
tomar como evidencia de una unién estable (225 ). Sin embargo, se han identificado varios
aminobcidos en los hidrolizados del hialurbnico constituyente de la membrana peritréfica de
gusano de seda ( 231, 232 ) . En secreciones de gléndulas salivares de dipteros se ha des=
cripto también una protefna aparentemente unida a hialurdnico (234, 274 ) . Estos datos
se contradicen con lo encontrado en mamiteros, donde el hialurdnico parece simplemente
interaccionar especificamente con proteoglicanos, sin que medien uniones covalentes
(4y5 ).

Por otra parte, existe una secrecidn polisacaridica en los tubos de Malpighi de varios in=-

sectos homdpteros rica en cido glucurénico, glucosa, Rhamnosa y glucosamina (iNAcetil?.
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En Cosmocarta abdominalis el polisacérido Gcido de malpighi parece estar asociado con pro-

teina y es sensible a hyaluronidasa testicular ( 235, 236 ) . Aqui también podria tratarse de

un caso de unidn no covalente.

1.4.2. Homopolisacéridos unidos a proteina

Quitina
La quitina es el polisac&rido més abundante del reino animal. Es un polisacérido lineal
de residuos GlcNAc unidos en forma {b (14 ). Laestructura y propiedades son muy

similares a las de la celulosa ( Figura 14 ) . Probablemente la quitina de invertebrados, en

FIGURA 14 : Estructura de celulosa y de quitina
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su estado natural, debe estar unida a proteina ( 308 ); sin embargo, debido al tipo de
extracciones sumamente drasticas, se considerd durante mucho tiempo que se trataba de un

" sin unidn a otras sustancias.

" homopolisacérido
Existen evidencias de que hasta un 10 % de azlcares de la cadena podrian estar desa-

cetiladas (237, 308 ). Ademés, dependiendo del tejido de donde se extrae la quitina,

habria pequefias cantidades de otros azlcares neutros ( 309, 312 ) . La quitina del exo-

y endoesqueleto cuticu lar parece estar tan comple jamente unida a proteina y otras moléculas

( Figura 15) que més propio parece referirse al complejo como una glicoproteina de

FIGURA 15 : Modelo de estructura de cuticula
( tomado de L ipke and Geoghegan (310) )
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(O : Polifenol . Las éreas rayadas indican interacciones no covalentes (a ) Puntos sensibles a la
oxidacién con N-Bromo-succinimida. (b ) Puntos sensibles a enzimas proteoliticas. ( y ) indice
arbitrario que representa la polimerizacién de la quitina. (z ) idem polimerizacién de la melanina.
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cuticula (225, 308, 310 al 313,233 )

Los datos de cristalografia de Rayos X apuntan fuertemente en ese sentido ( 225, 314,
315 ) . Se ha postulado que la artroppdina, principal proteina de cuticula, interacciona con
la quitina (debido a su configuracién g) ) (238) pero probablemente se trate de in-
teracciones débiles. Hackman (239, 240 ) elimind el grueso de la proteina e identificé
los amino&cidos mds préximos a la matriz oligosacaridica como histidina y dcido aspértico,
lo que sugeriria fa existencia de un enlace entre el grupo amino de la hexosamina y el grupo
%. —arboxilo del &cido aspértico. Sin embargo otros autores han cuestionado estos resulta-
dos (241, 312).

En la epicuticula del ardcnido Palamnaeus swammerdami se ha detectado principalmen-

te acido glutémico en los glicopéptidos de quitina (242 ) .

Glucégeno

El glucégeno es un polimero O\ ( 1-+=4 ) de glucosa, con cadenas ramificadas unidas
por puentes ©{ (1= 6). Se lo ha encontrado soluble en Gcido tricloroacético ( lio-
glucégeno ) e insoluble ( desmoglucdgeno ). Se ha postulado que este Gltimo esté covalen
temente unido a proteina (316 ).

En el cestode Moniezia expansa el desmoglucbégeno forma un complejo con proteina y

se lo puede dividir electroforéticamente en dos fracciones que contienen un 40 % ( "Baerina")

y 90 % ( " Moniezina " ) respectivamente de proteina (243 ). Se ha encontrado la

" baerina " en Taenia saginata (244 ) y otros organismos ( 245, 246 ) .

En la pupa de mosca Calliphora erythocephala existen cuatro fracciones de glucdgeno

que sdélo difierenen su contenido peptidico y en el grado de ramificacién (247 ).
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Reynolds ( 317 ) ha sugerido que = al menos en cuticula - muchas interacciones entre
hidratos de carbono ( fundamentalmente quitina ) y proteina pueden establecerse por medio

de bases de Schiff,
1.4.3. Vitelogeninas

Los precursores de proteinas de vitelo, presentes en hemolinfa de hembras de algunos

insectos, han sido llamadas vitelogeninas ( 248 ) . Tras modificaciones en la molécula,

TABLA 23 : Porcentaje de azlcares en glicoproteinas de vitelo
Insecto Tipo de glicoproteinas % H. de C. Cita

Vitelogenina Vitelinina

Blatella germanica + 4,5 154
Blatella germanica + 8,0 154
Leucophaea maderae + + 8,6 252,255 dl
257
Locusta migratoria + + 13.3 250
Locusta migratoria + 11.0 258
lL.ocusta migratoria + 14.0 251
Hyalophora cecropia + + 1.0 253, 259

Philosamia cynthia + + 2.5 249,260, 261
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pasan al vitelo y se las denomina viteloninas (249 ) . Ambos tipos de molécula son lipo-
glicoproteinas y los azGcares predominantes son (¢ NAc?) glucosamina y manosa ( 249,

250, 252 ). En la vitelonina de langosta se aislé un glicopéptido donde la manosa parece
unida a Asparragina ( 251 ). En la Tabla 23 ( ver pagina anterior ) se han resumido los

estudios sobre estas sustancias.

1.4.4, Calliforina

Las larvas de Calliphora erythrocephala contienen particulas de 10 nan ometros de

diGmetro constituidas por una glicoproteina llamada calliforina ( 262 ) . El contenido de

carbohidrato es bajo (0,5% ) (263).

Se han encontrado también proteinas que dan inmunoreaccidn cruzada con la Callifo-
rina en Bombyx mori (264 ) y en Drosophila (265 al 267 ) pero no se ha detectado

carbohidrato.

1.4.5. Manoproteinas solubles

La muda en la cucaracha parece estar acompaiiada por cambios en los carbohidratos de
glicoproteinas plasméticas ( 269 ) . Utilizando técnicas electroforéticas se han aislado dos

glicoproteinas del plasma de la cucaracha Periplaneta americana ( 270, 271 ) , que con=

tienen 2-amino-2 deoxy~-D-Glucosa, 2 amino-2 deoxy~ D- Galactosa, manosa, galactosa,
arabinosa y xilosa. En el dia previo a la muda aparece una tercera glicoproteina en el
plasma (271 ). ( Ver también (198) ).

El principal azlGcar neutro en estas glicoproteinas parece ser la manosa.

En la secrecién de las glandulas salivares de Drosophila viridis hay una glicoproteina
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conteniendo glucosa, galactosa, manasa y 2-amino-2-deoxiglucosa (272 ). Este Gltimo
azbcar ha sido hallado también en secreciones de la gldndula salivar de la prepupa de

Drosophila melanogaster ( 273 ) . Otras glicoproteinas similares han sido detectadas en

secreciones salivares de larvas de mosquito quirondmido (274 ) .

En la secrecién salivar de Rhynchosciara americana se han detectado (295 ) por lo

menos 9 posibles glicoproteinas. Aparentemente la funcién principal del fluido salivar en
las larvas serfa la secrecidn de las proteinas usadas en la construccién del Cocdn. Utilizan
do este insecto, Santelli y col. (296 ) han descripto una alta actividad biosintética de

nucledtidos azicares, posibles precursores de glicoproteinas.

1.4.6. Fibroinas de la seda

Estudios recientes de Sinohara (347 ) han descripto que las fibroinas constituyentes de

la seda de diferentes especies de mariposas Bombycidae y Satuniidae contienen hasta tres

unidades de hidrato de carbono cada 100 mg de proteinas ( Tabla 24 ).

TABLA 24 : Cantidad de carbohidratos ( w moles / 100 mg ) en varias fibroinas
de sedas de diferentes mariposas ( tomado de Sinohara (347 ) )
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Lo unién del hidrato de carbono a la proteina seria del tipo ASN-GlcNAc (348 ),

1.4,7, Otras glicoproteinas de insectos

Los huevos de Drosophila contienen adhesivos ( 275, 276 ) aparentemente excretados por
las glandulas accesorias de las hembras (277 ) y que contienen 2 amino~2-deoxy-D-Glucosa.

Los del saltamontes Achaeta domesiicus también contienen en su cdscara una especie de

lubricante ( para pasar por los ductos genitales ) que es una glicoproteina conteniendo hexosa
minas la cual parece tener propiedades de inhibidor de tripsina ( 278 ) .

Anderson (279 ) describid una secrecién de las gléndulas accesorias de aparato copula-
torio masculino que parece ser una glicoproteina asociade a un fosfolipido y cuya naturaleza
no pudo dilucidar debido a que usé técnicas histoquimicas.

Por otra parte Sissackian y Veinora (280 ) demostraron la presencia de un glicopéptido
4cido soluble conteniendo 4 % de arabinosa en el fluido celémico de pupas de gusano de
seda ( Bombyx mori ); hidrolizados de una fraccién de un precipitado aceténico de dicho
fluido redisuelto en agua dieron presencia de glucosa y manosa ademds de la arabinosa domi-
nante. La fraccidon insoluble en agua parece ser una clase de nucleétido~gl icopéptido de
nuevo tipo.

Finalmente hay una larga lista de citas sobre glicoproteinas solubles, detectadas en base

a evidencias histoldgicas, que son dificiles de evaluar (225, 268 ) .

1.4.8. Circulacidn y reconocimiento de glicoproteinas en insectos

Varios grupos de investigadores han observado que ciertas proteinas especificas de insec-

tos, circulantes en hemolinfa, desaparecen de ésta por captacidn a nivel de cuerpos grasos
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(297 ) . Muchas de estas proteinas, como la Galliphorina, son PAS positivas y se las encuen
tra también en células de cuerpos grasos, acumuladas en grénulos ( 298, 299 ) . El proceso
de captacidn parece altamente selectivo ( 299 ) lo que sugeriria, por analogia con el higado
de los vertebrados ( 300 ) , la posible existencia en células del cuerpo graso de lectinas

( o glicosiltransferasas ) capaces de reconocer los carbohidratos de las glicoproteinas circu-
lantes. Si asf fuera, el proceso seria diferente de la desializacidn en los mamiferos ( 297 )

ya que no se ha detectado acido sidlico en proteinas solubles de insectos ( 301 ).
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1.5. OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO DE TESIS

Como se ha expuesto en esta introduccién, en el momento de iniciarse la presente Tesis,
diferentes investigadores habian caracterizado derivados de dolicol en mamiferos, aves y hongos.
Otros pocos trabajos habian extendido los estudios a las algas ( dos trabajos ) , plantas
(un trabajo ) y a un protozoario, como Unico invertebrado ( un trabajo ) . En varios grupos
de trabajo, incluyendo e del Director de esta Tesis, se realizaban en ese tiempo, ademés de
los estudios con mamiferos, nuevos estudios en plantas.

Los insectos y otros invertebrados interesaban al autor por sus particularidades fisioldgicas
y bioquimicas y su importancia econdmica y sanitaria. El punto de partida de la presente
Tesis - como ya se ha indicado -~ fue la deteccidn por el autor, de un glicolipido, con

propiedades similares a las de los poliprenil-azicares, en Triatoma infestans primero y en

otros insectos después.

Los objetivos de la presente investigacin han sido:

1°) Esclarecer la naturaleza y propiedades del poliprenil de insecto ( hasta ese entonces
desconocido ) y de sus derivados fosforiladesy glicosilados.

2°) Estudiar las relaciones metabdlicas de esos poliprenil=derivados entre si y el papel que
cumplirian como intermediarios en la glicosilacién de proteinas.

3°) Buscar correspondencias entre los datos obtenidos "in vitro" e "in vivo" , tratando de
correlacionar con el ciclo de vida y estudiando posibles puntos de regulacién.,

4°) Extender los conocimientos obtenidos en insectos a organismos filogeneticamente cerca

nos ( crustdceos ) y establecer analogias con los resultados obtenidos por otros autores

en eucariotes,
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La presente Tesis contiene los trabajos realizados exclusivamente por el autor, bajo
supervisién del Director. También contiene aquellos experimentos, de los trabajos realizados
en colaboracién, en que la participacién del autor ha sido relevante y se omiten aquellos en

que no ha tenido participacion directa.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. ORGANISMOS UTILIZADOS

El grueso de lcs experimentos descriptos en el presentz trabajo de Tesis se realizé con
estadios larvales y adultos de " mosca de la fruta "
Triatoma infestans

Se los selecciond utilizando tres criterios principales:

, Ceratitis capitata, y de la " vinchuco )

a) Posibilidad de conseguir suficientes cantidades de material;

b) Posibilidad de determinar el momento del ciclo de vida y, en lo posible, poder manipular
éste, y

c) Deteccién de poliprenil transferasas.

Se han utilizado también, para experimentos especiales otros ar trépodos que cumplieron
alguna de estas premisas:

Tenebrio molitor ( Escarabajo de panaderia) (b, c)

Palendus dermestoides ( Escarabajo de semillas ) (a, b, ¢)

Camponotus mus ( pupas ) ( Hormiga corredora) (byc)

Periplareta americana ( Cucaracha ) (byc)

Aeschna bonaerensis ( Libélula del Delta ) ( a en forma estacional )

Mallophora ruficauda ( Moscarddn de los colmenares ) ( a en forma estacional y ¢ )

Apis mellifera ( Abeja doméstica) (ayb)
Porcellio sp  ( Crustacea ) (Bicho bolita) (ayc)

Artemia salina ( Crustacea ) (a, b, c)

Con el objeto de establecer paralajes con organismos filogenéticamente distantes de los
insectos, pero con analogias metabdlicas, se realizaron estudios en:



Neurospora crassa  ( Hongo ascomycete )

Phycomyces blakesleanus  ( Hongo zygomycete )

Euglena viridis  ( Zooflagelado fotosintético )

En la obtencién rutinaria de enzimas y/o sustratos se han utilizado preparaciones de teji
dos de mamifero ( higado de rata, de cerdo, etc. ) y de aves ( oviducto de gallina ) .

2.2. SUSTRATOS

A lo largo del presente trabajo se utilizaron diferentes lotes de cada droga radiomarcada.

Se utilizaron los siguientes nucledtidos—azlcares, preparados en el Instituto de Investiga~
ciones Bioquimicas, Fundacién Campomar, de acuerdo al método de Wright y Robbins ( 303 )
con las necesarias modificaciones:

3

14
- UDP'[ H]'G|c de 3.46 Ci/mol y UDP [ C] Glc entre Ci/mol y 268 Ci/mol

GDP’_[MC]-Mcn de 180 Ci/mol

upp-[14c]- Gal de 268 Ci/mol

UDP -[1d- GlcUA de 268 Ci/mol
De fuentes comerciales se utilizaron:
- [MC_ - Glucosa entre 260 y 268 Ci/mol de New England Nuclear

[MC_ - Manosa entre 50 y 100 Ci/mol de New England Nuclear

[]4CJ - Glucosamina 200 Ci/mol de Amersham

GDP [MC] Man entre 208 y 40 Ci/mol de New England Nuclear

uDP [MC] - NAcetilglucosamina entre 45 y 60 G/M de New England Nuclear o Amer-
sham

UDP [MCJ ~ NAcetilgalactosamina 47.0 Ci/mol de New England Nuclear

[c)
UDP CJ Arabinosa 183 Ci/mol de Amersham
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14
- UDP [ C] Xilosa 100 Ci/mol de New England Nuclear

14 El [é -32P] ATP se prepard segin el método de Glynn y Chappell (304 ). La

C Trehalosa de 25 Ci/mol se prepard por sinfesis enzimatica mediada por Trehalosa fosfo~
rilasa segin el método de Belocopitow y Maréchal (305 ) . Se la obtuvo también por bio-
sintesis, en cultivo de cuerpos grasos de Triatoma con 1]4C] Glucosa.

Los poliprenil derivados radiomarcados se obtuvieron de acuerdo a las técnicas expuestas
en la presente Tesis.

Todas las demds drogas son de origen comercial, Los solventes organicos fueron general-
mente destilados antes del uso, especialmente cloroformo,metanol y piridina.

2.3. ENZIMAS AUXILIARES

Proteasa de Streptomyces griseus o Proteinasas de estreptococos ( Pronasa ) ( Ec.
3.4.22.10 ) (Sigma y Calbiochem respectivamente )

- Quitinaosa de Streptomyces griseus . Se purificd por el método de Cabib y Bowers
(306 )

- Emulsina y lisozima, de clara de huevo ( Nutritional Biochemical Corp. )

- Celulasa de Aspergillus niger y (b ~glucosidasa de almendras ( Sigma )

- El jugo de hepatopdncreas de caracol terrestre se prepard de acuerdo al método de
Myers y Northcote ( 350 )

~ Glucosa oxidasa de Aspergillus niger ( Sigma )

- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de levadura ( Sigma )
- Hexoquinasa de levadura ( Sigma )

- Peroxidasa de rabanito ( Sigma )

- Fosfatasa alcalina bovina (Sigma )

2,4, EXPERIMENTOS " INVIVO "

Para los mismos, se utilizaron, principalmente, diferentes estadios larvales de Triatoma
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infestans y de Periploneta americana. En experimentos preliminares se determiné que, para
Triatoma , la maxima incorporacidén de radioactividad a componentes cuticulares y a glicoli-
pidos l@biles al 4cido se verificaba en ejemplares recién mudados a adulto, durante el periodo
en que la cuticula todavia es translicida. Después de anestesiar con frio o con CO9, el
precursor radioactivo se inyectd en hemolinfa con una microjeringa Hamilton. Con la aguja
se perford la pared abdominal flexible, entre dos piezas esternales previamente esterilizadas
con etanol 96 % . La perforacidn se obturd con parafina caliente y, en caso de pérdida de
hemolinfa, éstase tomd con papel de filtro y se contd en centelleador para conocer la canti-
dad real de radiomarca inyectada. El animal se mantuvo a temperatura ambiente por el
tiempo de marcacién, Como vehiculo se utilizaron soluciones fisiolégicas de Hoyle o de

Chen (Tabla 25).

TA3LA 25 : Medios de cultivo y soluciones Ringer de insacto

Medis Semi-Completo

mg Medio Minimo mg

Cn'.'Cl2 300 NoCl 7000
CINa 1050 KCl 550
I-<H2PC)4 309 Co::Cl2 . 2H0 385
i’.‘aHCO3 350 SO4M9 .7 HZO 530
Mg30, . 7H,0 1800 PO4H2N0 . HZO - 220
KCI 875 CO:’HNO 300
Acetato Mg , 4 HQO 100 Sacorosa 3500
Acido o ~cetaclutérico 300 HzO bidetil. csp 500 ml
Acido maleico 340
Acido fumarico 205 RﬂgLeHOLle (3%8) =
Fructos 700 NoCl 8200
Secaroc 5600 KCl 700
AibGmino bovina V J20 MgCl2 .6 H20 800
Lectelbdming 550 C(.lCl2 .2 HZO 300
L-Glutaniing 490 NoHCOa 300
Hidrclizadn lactalbiming 990 NonPO4 800
Agua destilodo c3p 500 ml Agua csp 110,
Fenicilira G sddica Squibb
Estreptomicina Squibb EM (399) =

NaCl 7500

KCl 350

Cc:Cl2 210

HZO csp

1 .



Para analizar la marca incorporada se disecaron los ejemplares sobre placa de parafina
cuidando eliminar cabeza, hemolinfa y sistema digestivo y el resto se proces6 para extraccidn
con solventes,

2.5. CULTIVO DE TEJIDOS

Se utilizaron larvas de 5° estadio de Triatoma infestansy adultos recién mudados, prefe-
riblemente en la etapa en que la cuticula adn es translicida ( son visibles las insectorubinas
de la epidermis ) .

Se disecaron los animales esterilizados externamente con etanol, anestesiados por frio y
decapitados, separdndose los cuerpos grasos, las alas membranosas y las paredes tergales y
esternales del abdomen ( los tubos de Malpighi se separaron por flotacién en solucién fisio-
légica ) . Todo el manipuleo se realizé en la forma lo més estéril posible, bajo campana de
flujo frontal. Como medio de cultivo completo se utilizé hemolinfa de langosta de mar
diluida al 25 % con una parte de Tris HCl pH 7.4 10mM y dos partes de medio minimo o
semi-completo ( Tabla 25 ) ( ver pdgina anterior ) .

Se anadid  ( 14c ) Glc, ( 14c ) Man o ( 14¢ ) Trehalosa, segin los casos, y después
de la incubacidn se lavé abundantemente con medio de cultivo nuevo tras lo cual se disgre-
garon las muestras en homogeneizador Potter/Eveljheim con émbolo de Tefldn, accionado
a motor,

Los homogenatos se extrajeron con cloroformo/metanol  3: 2, calculando el volumen
de las muestras como un 50 % de agua y completando para la particion con MgCl, 4mM,

Diseno de una solucidn fisiolégica y un medio de cultivo ( Tabla 25)

El medio minimo se prepard de acuerdo a los siguientes criterios: sustituir parte del
NaCl de la solucién fisiologica de Chen (399 ) por Na CO3H y Na PO4Hy como
recomiendan Hoyle (398 )y Madrell (400 ); ademéds se afiadi6 SO4Mg . Se afiadid
sacarosa como estabilizante para disminuir roturas de células en cultivo .

El medio semi-completo ( a completar con hemolinfa de langosta ) se diseid sobre la
base de los requerimientos estudiados por Grace (401 ), sustituyendo los aminodcidos por
hidrolizado de lactalbuming, suprimiendo las vitaminas, y estableciendo las proporciones de
sales inorgdnicas de acuerdo a los criterios generales para soluciones fisioldgicas, con
cuidado de evitar lo formacidn de precipitados.
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2,6, AISLAMIENTO DE DOLICOL DE INSECTO

- Método A:

Se homogeneizaron 250 g de pupas de Ceratitis en una licuadora Sorvall Omnimixer
durante 3 min a velocidad méxima. El tampdn de homogeinizacién contenfa: Tris=HCI
pH 7,35 50 mM; EDTA 1 mM; 2-mercaptoetanol 1 mM y 2,é~ditert-butil cresol ( BHT )
0,1 g/litro como antioxidante. Se centrifugd a 13.200 x g en centrifuga refrigerada durante
10 min ( el sobrenadante se puede utilizar como fuente de fraccién microsomal ) . El preci-
pitado se resuspendid en 1 litro de agua: acetato de etilo ( 100: 8 ) y se transfirié a un
balén de 5 It. Se anadieron 2 It de metanol destilado conteniendo 150 g de KOH 85 % vy
40 g de acido pirogélico. Se reemplazé el aire del balén por N, y se dejé agitando por
2hs a37° C, después de lo cual se calentd a reflujo durante 4,5hsa 70° C. Se dejd
una noche a 20° C bajo atmésfera de N, y se extrajo con eter etilico una primera vez con
2,5 It y una segunda vez con 1,5 lt. La fraccion etérico se lavd con agua repetidamente
(1vez2Iltybvecesde 11t ) yse afadid al baldn sulfato de sodio anhidro en exceso para
eliminar el agua residual. Al extracto asi obtenido se lo denomind : extracto saponificado.
Se esquematiza la marcha de la extraccidn en la Figura 16 . A partir de este extracto se

FIGURA 16:Extraccidn de dolicol de insectos=Método A.Obtencidén de Extracto
saponificado libre de esteroles.
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FIGURA 17 Fuy iflcacidn en ulamiag a
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fraccionaron las clases de lipidos segin el método de Burgosy col. ( 31 ) con leves modi-
ficaciones. Para ello se dejé una noche a =5° C el extracto saponificado, al cabo de la
cual precipitaron esteroles que se descartaron. Se destild el extracto hasta volumen reducido
(150 ml ) , se le afadieron 2 vol de éter de petréleo 30-65° C y se llevé a -20° C en con-
geladora. Los esteroles precipitados se eliminaron por filtracién en Buchner en ambiente

frio y se lavaron con éter de petrdleo frio repetidamente. Los filtrados combinados se volvie-
ron a llevar a =20° C durante una noche y después de eliminar los esteroles remanentes se
redujo el volumen de los extractos a 100 cc bajo vacio. Este extracto se fracciond por adsor—
cidén sobre 40 g de aldmina grado Il ( SERVA ) en vaso de precipitado segin el esquema de

la Figura 17, Las fracciones 2 y 3 se mezclaron asi como las 4 y 5, fracciondndose nueva-
mente por cromatografias en columnas de alGmina grado Il ( SERVA ). Los lipidos adsorbidos
se eluyeron de la columna segin el e squema de la Figura 18 y se analizaron por cromatografia



de capa fina,

- Método B :

Ho

En un método alternativo de obtencién de dolicol se utilizd la fraccion acetdnica del
método de obtencién de dolicol fosfato ( ver mds adelante ) . Después de eliminar los
esteroles por repetidas precipitaciones a ~20° C al extracto acetdnico se le afiadieron las
fracciones neutras de la columna de DEAE-Celulosa de! método de obtencidn de Dolicol-P.
El extracto se redujo en volumen volviéndose a eliminar los esteroles por congelacién y fil-
tracién y se lo purificé o bien por el método A o bien por sucesivas cromatografias del mate-
rial en capa fina preparativa ( 0.7 mm de espesor ) . La obtencién se esquematiza en la

Figura 19,

Figqura 19Y: Purificaci6n de Dolicol de Insecto
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Ocaosionclmente, se utilizd el método de extraccion de Walton y Pennock ( 25 ) como
alternativa al método A , obteniéndose resultados similares.

2.7. EXTRACCION DE DOLICOL FOSFATO DE INSECTO

Se utilizaron 30 g de pupas de Ceratitis ( en el momento en que comienza la pigmenta~
cién de los ojos ) o larvas de 5° estadio de Triatoma infestans. Se homogeneizaron en cinco
volimenes de acetona y se filtraron, El residuo seco se volvid a extraer dos veces con
3 volomenes de cloroformo/metanol 2: 1 y se filtrd. Los extractos cloroformo-metandlicos
se |levaron a 0,1 N de NaOH y se incubaron por 15 min a 37°C., Después de neutralizar
con HCl y de llevarse a particién segln el método de Folch y col. (355 ), la fase orgénica
se lavé de acuerdo al mismo método repetidas veces con cloroformo/metanol/agua 1:16:16.

El extracto se hizo pasar por una columna de intercambio aniénico de DEAE-Celulosa
( forma acetato ) de 1,0 x 20,0 cm preparada en metanol 99 % y luego equilibrada con
cloroformo/metanol 2: 1 . Después de reciclar el material lipidico de insecto, se siguid
lavando con cloroformo/metanol 2: 1, para eliminar los lipidos neutros remanentes. Para la
elucién de la columna se utilizaron o bien un gradiente de concentracién de formiato de
amonio 0-200 mM en cloroformo/metanol 2: 1 o bien un gradiente discontinuo de 10,20,
50, 100 y 200 mM de la misma sal en idéntico solvente. En ambos casos se recogieron frac-
ciones de 2=3 ml a las cuales se les eliminaron las sales por el método de Folch y col, (355 ).
En preparaciones masivas se cambiaron las proporciones de la columna de acuerdo a una rela-
cién empirica de 10 g de resina seca por cada 0,5 g de lipidos totales del extracto. El
dolicol fosfato se detectd en la columna mediante el ensayo de glucosilacién, utilizando en-
zimas de higado de rata o de insecto.

2.8. PREPARACION DEL LIPIDO ACEPTOR DE INSECTO. EXTRACCION ANALITICA.

Treinta gramos de pupas o larvas de Triatoma se lavaron superficialmente con abundante
solucién Ringer de insecto ( ver Tabla 25 ) helada, se congelaron con nitrégeno liquido o
en congeladora a =70° C. Se redujo o polvo el material congelado y se liofilizé hasta peso
constante. El polvo liofilizado se extrajo con 2 volimenes de acetona durante 24 hs a 30° C,
Se eliminé la acetona por filtracién y se secd el residuo en corriente de aire. ( El extracto
acetbénico puede utilizarse para preparar dolicol ) . El residuo seco se extrajo dos veces de
12 hs con 3 volGmenes de cloroformo/metanol 2: 1 y se filtré. ( El filtrado cloroformo/me-
tandlico puede servir como fuente de dolicol fosfato y de dolicol monofosfato azicares ).

El residuo se secé y se extrajo con cloroformo/metanol/agua 10:10:3. El extracto se
llevd a seco, se resuspendid en solvente y se pasd por una columna de intercambio idnico de
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DEAE-Celulosa ( forma acetato ) equilibrada con el mismo solvente. Después de reciclar

la muestra se lavé la columna con 200 ml de cloroformo/metanol/agua 10: 10: 3, En esas
condiciones los dolicol pirofosfato derivados quedan unidos a laresina ( 143 ). La columna
se eluyd en etapas con 20, 100 y 200 mM formiato de amonio en el mismo solvente ( 100,
150 y 150 ml respectivamente ) . Las fracciones conteniendo sales se lavaron por particion
segdn Folch y col ( 355 ) vy se dosd lo capacidaed de las mismas para estimular la biosin-
tesis de poliprenil oligosacéridos. El lipido estimulador eluyd en la fraccién de 100 mM de
formiato de amonio.

Extracciones en gran escala

Con objeto de obtener cantidades de lipido aceptor suficientes para numerosos experimentos
se partid de 300 a 500 g de insectos y los extractos se fraccionaron en columna de DEAE de
5.0 x 60~70 cm de DEAE-Celulosa. En esos casos se eluyd la columna con un gradiente
entre 0 y 200 mM de formiato de amonio en cloroformo/metanol/agua 10:10:3 (5 litros ) .
La fraccién que eluyé a 60 mM de concentracién salina ( 1.150 ml) resultd rica en el lipido
aceptor de insecto. ( En estas extracciones el autor de esta Tesis solamente realizé los dosa
jes enziméticos ) . B

2.9. PREPARACION DE DOLICOL Y DOLIQUIL DERIVADOS DE HIGADO

Se prepard el dolicol de higado de cerdo de acuerdo al método de Burgos y col (51 ).
El doliquil fosfato de higado de cerdo se purificd siguiendo el método de Behrens y Leloir

(6).

Para las preparaciones de aceptores de higado ( mezcla de doliquil pirofosfato sacéridos )
se siguid el método de Parodi y col. (145).

Se sintetizd doliquil fosfato a partir de dolicol de higado de cerdo siguiendo la técnica
de Popjack y col. (351 ) on las modificaciones de Behrens y Leloir (6 ) y Té&bora (187).

2.10.PREPARACION DE ENZIMAS

Homogenatos de higado

Siguiendo la técnica de Moulé y col. (352 ) con algunas modificaciones, se prepara-
ron microsomas de higado de rata. A los animales ayunados 20-24 hs se les inyectd intraperi
toncalmente insulina ( 15-30 unidades ) y se los de 6 reposar 45-60 min, Se los sacrificd
por decapitacién y los higados se cortaron a tijera y se homogeneizaron en un homogeneizador
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Potter-Elveljeim.

El tampdn helado utilizado contenia: Tris-Maleato pH 7.7 0.1 M;  sacarosa 0.8 M
y EDTA-Na 3 mM , Se eliminaron los desechos celulares por centrifugacidén a 7500 x g
durante 10 min y el sobrenadante se centrifugd a 105,000 x g durante 90-120 min. El preci-
pitado rico en microsomas fue resuspendido en: Tris-MaleatoapH 7.7 0.1 M; EDTA-Na
0,3 mM; 2-mercaptoetanol 1 mM hasta una concentracién final de proteina de 120-160 mg/
ml, Se subdividié en tubos de 0,5 cc y se conservaron parte a =70 © C ( para usar 1 sola
vez ) yparte a =20° C ( para usar varias veces ) .

Homogenatos de insectos

Se han utilizado diferentes tipos de preparacién enzimatica, dependiendo de las necesi~
dades. En las preparaciones de insectos grandes ( Triatoma, Periplaneta ) se realizaron
disecciones para eliminar las fuentes de enzimas degradativas ( cabeza, térax, génadas,
sistema digestivo, Malpighi, etc. ) . Después de lo cual en algunos casos se los congeld
mediante N, liquido o congeladora y en otros solamente se los enfrida 1~4 °C.,

En el primer caso el material se molié en mortero de cerdmica congelado ( con o sin
alimina ) o se lo rompid por impacto en una prensa ad hoc, mientras que en el Gltimo caso
fueron disgregados en mini-licuadora Sorvall Omnimixer. Ambas preparaciones se homogenei
zaron en homogeinizador de Potter-Eveljheim con émbolo de Teflon accionado a motor, B

En la preparacidn de homogenatos de Ceratitis se utilizé el animal completo. En el caso
de larvas se las lavd superficialmente con Ringer de insecto y se las homogeneizé en homo-
geneizador con émbolo de Teflon. Cuando se las congeld con N2 liquido, primero se redujo
a polvo en mortero.

FIGURA 20 : Ciclo de vida de Ceratitis capitata
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La determinacién de edad de las larvas se basd en el calendario de eventos del ciclo de
desarrollo ( Figura 20 ) ( ver pagina anteria) y por observacién bajo lupa binocular. Para
determinar el desarrollo de las pupas fue necesario eliminar la teca oscura y observar bajo
lupa ya que en este periodo la variabilidad es mayor y muy dependiente de la temperatura y
humedad ambiental { 210 ). En la mayoria de los experimentos se obtuvieron mejores
actividades enzimaticas con adultos farados sacrificados en el momento en que aparece la
pigmentacién en las ommatidias. Una vez determinada la edad, se siguieron dos procedimien
tos alternativos: para pequefias cantidades de insectos se los lavdé exhaustivamente con Ringer
y se los congeld con N_ liquido, se eliminaron las tecas con flujo de aire y los insectos se
redujeron a polvo en mortero o por impacto y se homogeneizaron en homogeneizador de Potter-
Eveliheim. Para grandes cantidades, se lavaron las pupas con MgCl, 4 mM en H,0 destilada
( en vez de solucién fisioldgica ) y después de secarlas entre papeles de filtro, se las procesd
en el Omnimixer durante 40 sec. a maxima velocidad. En general, se las re~homogeneizd en
homogeneizador de Potter, Los tampones de homogeneizacion mas usuales se detallan en la
Tabla 26. En experimentos en que la posible contaminacidén externa podia interferir, las

TABLA 26: Soluciones tampén para homogenizaciones de insectos

Hy = TRIS-HC! (pH entre 7.6 y 7.8) LO-50 mM
MgCl, (optativo) L- 5 mM
EDTA.Na 1 mM
2-mercaptoetanol 3- b mM

H2 = Los anteriores mas:
Sacarosa 2590 mM

H3 Igual a Hz,pero se utilizé Tris-Maleato pH 7,4

en lugar del Tris-HCI

Se han utilizado pequefas variantes de éstas soluciones (ver pag.57).

En gran ndmero de experimentos se han adicionado pequefas cantidades
de sustancias anti-oxidantes ( d-tocoferol ,BHT,etc).



pupas se trataron con hipoclorito de Na al 0,1 =1 % . En todos los casos se incorpord al
tampdn un antioxidante, generalmente BHA : (2 (3 ) Tert-butil-4-hidroxi-anisol, mezcla
de isdmeros ) . Se utilizd a veces Ol -tocoferol como antioxidante, con excelente resul-
tado; lamentablemente el vehiculo ( aceite de oliva ) produjo inhibicién en algunas
glicosil transferasas.

Fraccionamiento

El método de preparacidn de fracciones ricas en vesiculas microsomales se basd en el
descripto por Porter y Jaworski (353 ), con modificaciones. Todas las operaciones se
llevaron a cabo en frio ( 1-4 ©C ). Los homogenatos se centrifugaron durante 10 min a
2000 x g en centrifuga refrigerada. El precipitado volvid a resuspenderse en el tampdn de
homogeneizacidn y se repitié la centrifugacion. Estos precipitados contienen fundamental-
mente las células intactas y las membranas plasméticas. Se juntaron los sobrenadantes, y se
los centrifugd a 10000 x g por 15 min., En esta fraccién se obtienen los nicleos y mitocon=
drias con algunos microsomas. El sobrenadante fue separado del tapén lipidico, y centrifuga-
do a 140.000 x g durante 90 min,

La fraccién precipitada contiene habitualmente restos de mitocondrias, casi todos los
microsomas rugosos y lisos y el complejo de Golgi.

Esta fraccidn enriquecida en microsomas no puede asimilarse a una preparacién "purifi-
cada" de microsomas, segin los métodos de centrifugaciones en gradiente (354 ), pero
tiene la ventaja de la rapidez y la poca manipulacidn. A lo largo del trabajo se la denomina
"extracto ( o preparacién ) microsomal",

Se la resuspendid en el tampén de homogeneizacidn, generalmente sin sacarosa,a una

concentracién de proteina entre 120 y 200 mg/ml, y se guardd en fracciones de 0,5 ml en
congeladora a -70°C .

2,11, MEZCLAS PARA INCUBACIONES "IN VITRO "

Se han utilizado muy diferentes condiciones de incubacidn dependiendo de la actividad
enzimatica que se deseaba detectar, Como regla general, las enzimas presentes en prepara-
ciones microsomales necesitan la adicién de detergentes cuando son suplementadas con lipidos
exdgenos. Las enzimas que transfieren monosacéridos del nucledtido derivado al poliprenil
necesi tan cationes divalentes y son inhibidas por EDTA,. Las poliprenili-oligosacérido trans-
ferasas pueden o no precisar cationes.

En general, el trazador radioactivo junto con las sales y los lipidos exdgenos se llevaron
a seco con flujo de N, en el tubo de reaccién y después se afiadieron los restantes componen
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tes. Las incubaciones, a 25° C generalmente, se iniciaron con el afiadido de la preparacidn
microsomal, Al inicio y a la mitad de la incubacién se agitd fuertemente para homogeneizar
la mezcla, Al término de la incubacién, generalmente entre 20 y 60 min, se la interrumpid
por desnaturalizacién de la proteina con 1 ml de cloroformo/metanol 3:2 .

En la Tabla 27 se indican las mezclas de incubacién mds utilizadas.

TABLA 27 : Principales mezclas de incubacién utilizadas

a ) Biosintesis de doliquil monosacéridos

Tris=sHCI pH= 7,8 0,1 M

2 - mercaptoetanol 80 mM

MgCl,, 20 mM

EDTA - Na 3 mM

Deoxicolato=Na 0,5% o Tritén X-100 0,25 %
Dol-P 10 - 30 nanomoles / 50 ul en P lé&bil
UDP-GlcNAc 40uM (10° cpm) &

UDP-Glc 6-10 u M (0.8=1.2x 10° cpm)

> el I -
Para la formacién de Dol-P-Man se utilize la misma mezcla
b ) Formacién de lipido-oligosacérido-( glucosa )

Tris~Maleato pH= 8.0 0.1 M
2 - mercaptoetanol 60 mM

MgAcefaf02 20 mM
EDTA=Na 4 mM
UDP-Glc 6-10p M (80 -120,000 cpm )

c ) Formacibn de lipido-oligosacérido=( manosa )

Tris=HCI pH=7.4 82 mM

2 - mercaptoetanol 80 mM

Tritén X -100 3,3%

MgCl 8,2 mM

EDTAZNa 3,2 mM

GDP-Man 6.6p M 10° cpm )

aceptores de insecto

Otras mezclas de incubacion se indicarén en la figura o tabla respectiva.



2.12. PROCESAMIENTO DE LOS INCUBADOS

Una vez interrumpida la reaccidén con la mezcla cloroformo/metandlica, se procesaron
los incubados de acuerdo al método general de Folch y col. ( 355 ) de reparto en solventes,
con algunas modificaciones introducidas en el Instituto de Investigaciones Bioquimicas . Se
separd el material insoluble del liposoluble por centrifugacion y se lo re=extrajo con clorofor-
mo/metanol 3:2 (1 ml) . Se volvid a separar el material insoluble y se juntaron los so-
brenadantes cloroformo/metandlicos de ambas extracciones (Y 2.0 ml ). Se afadieron
0.4 ml de MgCl,, 4 mM con objeto de particionar en dos fases, la superior acuosa y la infe-
rior organica.  ( Cuando la mezcla de incubacién ya estaba excedida en sales, la particién
se provocd con agua ) ( Figura21 A) .

FIGURA 21 : Lavados de la fase inferior de una particién realizada segin el
método de Folch y col. (355)
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Para la aislacién y lavados se siguid la técnica de Leloir ( comunicacién personal ) -

1°) Después de centrifugar para separar las fases, se descartd la superior por succidn, dejan
un menisco para evitar turbulencias y pérdida de fase inferior ( Figura 21, B ).

2°) Se afade lentamente fase superior tedrica ( cloroformo/metanol/agua 3:48:47 ) hasta
40 % del volumen final, con objeto de diluir las sustancias acuosolubles remanentes en
el menisco ( Figura 21, C).

3°) Sin centrifugar, se elimina nuevamente la fase superior ( Figura 21, D).
4°) Se repite el lavado sin centrifugar (pasos C~D ).

5°) Se anade nuevamente fase superior tedrica, manteniendo la proporcién de 40 % del

volumen final, Se agita vigorosamente y se centrifuga para separar las fases ( Figura
21, Ea G).,

6°) Se repiten el lavado sin centrifugacion (2veces) ( B=D).

7°) Se realiza una vez més el ciclo completo de lavados (Ea G y luego B~ D 2 veces ).

Se obtuvo asi una "fase inferior" limpia en la que habitualmente se encuentran glicoli-
pidos y fosfolipidos de hasta mediana polaridad, Con esta fraccidn se extrajeron los polipre-
nil-fosfato~monosacéridos y los poliprenil-oligosacaridos de hasta 6-8 azicares. En los
lavados se arrastré menos del 5 % de estas Gltimas sustancias.

Lo proteina parcialmente deslipidificada se lavd exhaustivamente con la fase superior
tedrica, luego con metanol anhidro para secar, se evapord ligeramente el metanol hasta casi
sequedad, y se extrajo la proteina con el solvente de Leloir ( 143 ), cloroformo/metanol/
agua 10:10:3 . Este solvente pos€e la propiedad de solubilizar materiales muy polares y
cargados como los poliprenil pirofosfato oligosacéridos ( 146 ). Su empleo ha significado
un importante avance técnico en lo relativo a la deteccién de dichas sustancias.

Como Lucas y Waechter (43 ) han hecho notar, es de presumir que en muchos estudios
previos sobre biosintesis de glicoproteinas, en los cuales &stas no han sido debidamente carac-
terizadas, se hayan cometido errores de interpretacién en los datos. En efecto, los poliprenil
oligosacéridos permanecen unidos a las porciones membranosas después de las extracciones
"tipicas" con cloroformo/metanol y los tratamientos con TCA,

Los residuos radiomarcados insolubles en el solvente de Leloir se procesaron por varios
métodos, segin las sustancias que se deseaban medir.

Los principales tratamientos se detallan en la Tabla 28 .
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TABLA 28 : Medicidn de radioactividad en precipitados

A) Radioactividad en material "TCA insoluble"

B)

- Se pasé el material insoluble en cloroformo/metanol/agua 10:10:3, secado ligera-
ment e con N, y resuspendido en TCA 10 % frio, por filtro de papel de vidrio
( Whatman /C ). La evaporacién por lo menos del cloroformo del solvente " 10:
10:3 " es esencial para evitar que, con el acido, se disuelva casi toda la proteina.

- Se lavd con TCA 5 % frio y con agua abundante.
- Se secaron los filtros bajo lampara.
- Se contd la radioactividad usando 4 % de Omnifiuor en tolueno como liquido cente-

Heador.

Radioactividad en material "TCA caliente insoluble" ( segin Parodi, comunicacién
personal )

~ Se resuspendid el material insoluble en solventes orgénicos, después de evaporar las
trazas de éstos, en TCA10% (1 ml).

- Se calenté 3-5 min a 100° C en bafio de agua con objeto de hidrolizar los posibles
poliprenil derivados ( especialmente oligosacéridos ) contaminantes ( 145 ) , Ademds,
los eventuales remanentes de nucledtido-azicar o azicar~P 18bil también se hidrolizan.

- Se eliminé el material soluble en TCA caliente y se lavd el insoluble con 1 cc de

TCA 10 % frio (2 veces ).
- Se lavd con 1 cc de éter etilico.
- Se lavd con 1 cc de metanol.

- Se afiadieron 200 ul de protosol o soluol y se calentd 1 a 3 min @ 100°C ( hasta cla-
rificacién de la suspensién ) .

- Se anadié mezcla de Bray ( 356 ) como centelleador, neutralizando con 5 pl de
dcido acético concentrado para evitar la activacidn por el alcali .

En caso de quererse preservar la muestra, después de los lavados con metanol, se filtrd
a través de filtro de Millipore o papel de vidrio y se contaron los filtros secos en
Omnifluor 4 % en tolueno. Después se lavd el filtro varias veces con tolueno y se
secd, pudiéndose recuperar la proteina.
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C) Radioactividad en glucdgeno o en quitina

- Para medir radioactividad en glucdgeno se siguié el método de Krisman ( 372 ).

- La radioactividad en quitina se midid por el método de Keller y Cabib ( 357 ) utili-
zando precipitados resuspendidos en etanol 66 % . Como métodos alternativos se
utilizaron los de Porter y Jaworski (353 ) y de McMurrough y Bartnicki~Garcia
(358).

2.13. DEGRADACION QUIMICA Y ENZIMATICA

2.13.1. Tratamientos con acido

- - , . - A le »
a) Suave: Para reconocer poliprenil - monofosfato—azicares se los sometié a una hidrélisis
a pH : 2.0 que cliva el enlace entre el fosfato proximal al ozlcar y éste. Es una sensi~
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bilidad al acido tipica, no conociéndosc ofros glicolipidos con esa labilidad. Si existe
un enlace pirofosfato, el enlace entre cl fosfato y el primer azlcar también se rompe.

Procedimiento: Se llevé a seco la muestra de glicolipido, en un tubo de 1 cm de didmetro,
bajo flujo de nitrégeno a presidn. Se anadieron 5 pl de Timol azul como indicador y 5wl
de butanol saturado de agua como emulsionante y se agitd intensamente en vibrador de tipo
"vortex" con HCI 0,01 N, en un volumen final de 200 pl. ( La sonicacién no mejord las
tasas de hidrolisis ) .

Se tomd el "rosado incipiente” del indicador como control del pH correcto ( pH 2.0 i
0.2 ). El tubo se tapd con bolita de vidrio, se calents ¢ 99 £ 1°C en bafio de agua por
el tiempo deseado y se interrumpid pasando a agua helada. Se afiadié 1 ml de cloroformo/
metanol 3:2 y se formd la particién de Folch (355 ). La fase superior contiene los
productos hidrosolubles de la hidrélisis y la inferior el glicolipido remanente y los prduc-
tos liposolubles.

Otros tratamientos alternativos : metandlisis con HCl 0,01 N en metanol 99 % o en
metanol 50 % .

Se puede también hacer una hidrdlisis con HCl 1 N en propanol 50 % durante 15 min a
50 °C pues es aproximadamente equivalente al tratamiento a pH 2 descripto arriba para
derivados monofosfato azicar,

b) Intermedia: Igual procedimiento que el anterior pero a pH 1.0 con HCI 0.1 M, La mayo-
ria de los glicolipidos es resistente a este tratamiento por tiempos cortos. El dolicol fosfa-
to también lo resiste.

c-e) Fuerte: Para la liberacién de azicares neutros y para romper oligosacéridos se usé:

c) 1MSO H_, é6horas, 100 °C ( en ampolla sellada ) ( liberacién de GlcN de quitine
protegida en la cuticula )

d) 4 M HCl , 12 horas, 100 °C ( en ampolla sellada ) ( liberacién de monosacéaridos de
oligosacéridos y glicoproteinas )
Para hidrolizar esteril-glicésidos y otros glicésidos:

c) 3N HCl, 3,5horas, 100 °C ( ampolla sellada )

f) Hidrélisis con fenol de poliprenil-azicares: Se utilizé el procedimiento de Garcia y col.
(359 ). Se secd la muestra bajo chorro de N, y se la resuspendié con fuerte agitacién
en 200 u! de fenol destilado al 50 % . Se calenté a 68 £ 1 °C agitando ocasional-
mente. Al término de la incubacidn se centrifugd para separar la fase fendlica de la
acuosa y se lavd la primera con agua que se mezcld con la fase acuosa. Los restos de fenol




71

se eliminaion con éter etilico.

g) Metandlisis de azicares: Se colocd la muestra en tubos de vidrio y se secd en desecador
bajo KOH y P,0- durante una noche. Se aiadié HCI 1 M en metanol. Se sellaron los
tubos bajo llama ( cuando se sustituyd el aire por N4 se utilizaron ampollos de vidrio,
mas faciles de cerrar ) . Se incubd en estufa a 100° C durante 6 hs. Se abrieron des-
pués de dejar 10 min a 0° C y se evapord el metanol-HCI bajo nitrégeno seco. Se resus-

pendié en metanol y se repitié 2-3 veces.

2.13.2. Tratamientos con élcali

a) Suave: ( (5— eliminacién ): Se utilizd el tratamiento con 0,05 a 0.1 M de NaOH a
temperatura ambiente y por 18-24 hs, para clivar uniones péptido—carbohidrato en glico-
proteinas de enlace O-glicosidico a serina o threonina ( ver pég.35 ) .

las .
El mecanismo se puede representar pon/reoccnones de la Figura 22 .

FIGURA 22 P-eliminocién.
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X puede ser GalNAc o Xyl, Res H en la serina o CHj en la threonina y R' y R son los
aminodcidos vecinos de la cadena peptidica.
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Para este tipo de reaccidn la notacidn (5 corresponde al carbono que usualmente es
X en la nomenclatura de aminoécidos y viceversa.

b) Suave: ( Saponificacidén de lipidos acompafiantes y deacetilacidén de ésteres ( NO para
fratamiento de poliprenil azlcares ) )

- Se disolvieron los lipidos en 1 cc de cloroformo/ metanol 1:4.

Se anadid 0.1 cc de NaOH 1 M,

Se incubd 10 min a 37 ° C vy se neutralizd con formiato de etilo o cido acético.

Se anadié cloroformo/metanol 9:1 , 2 ccy agua, 2 cc separando las caprsacuosa y
organica.

c-e) Tratamiento alcalino de poliprenil-azicares

c)0,1 M NaOH en cloroformo/metanol/agua 6:4:1 por 10 min a 37° C . Los poliprenil
monosacaridos son resistentes a este tratamiento,

d) 0,1 M KOH en n-propanol por 30 min, a 64°C ( Método de Parodi y col. (145) ).
e) 0.1 M NaOH en 50 % n~propanol por 90 min a 68 °C . Los poliprenil monosacaridos

se clivan a nivel del enlace ester entre fosfato y lipido. Se deacetilan parcialmente
los glicolipidos que contienen NAcetil glucosamina,

f-h) Tratamiento de glicoproteinas

f) 0.2 M NaOH a 100° C 2-4 hs,

g)l M NaBH, + 1 M NaOH 100 °C 4-6 hs. Con estos tratamientos se rompen unio-
nes del tipo ASN~GIcNAc. El NoBH, se afiade junto con el &lcali para prevenir,
que, una vez rota la unién ASN-GIlcNAc por accién del alcali, prosiga la degradacién
del oligosacérido por el extremo reductor susceptible al élcali, El borohidruro reduce

a alcohol estable (340 ) .
h)2 M NaOH 100°C , 12-18 hs. Este tratamiento permite detectar uniones que lo resisten,
del tipo HYL-Gal, etc.

i) Tratamiento alcalino de oligosacéridos : Se redujo el oligosacérido con borohidruro de
sodio ( 15 mg/ml) durante 1 hr a 21°C, para proteger el extremo reductor, llevando
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a alcohol estable ( ver arriba , g) ). Se pard la reaccién afadiendo resina de intercam-
bio catiénico Dowex X-50 (forma H *) para eliminar el borohidruro en exceso. El

resto de los cationes se eliminaron pasando la muestra por una columna de 0.6 x 1.0 cm de
la misma resina. Se llevd a seco bajo chorro de nitrégeno, se afiadié metanol para elimi
nar el acido bdrico por evaporacion, repitiéndose dos veces, a

El material reducido se calentd a 100°C en 2 M KOH. La de-acetilacién completa de
las acetilhexosaminas se alcanzé a los 120-150 min.

2.13.3. Tratamientos mixtos

1)

2)

Desproteinizacidén de cuticula ( generalmente para experimentos "in vivo" )

Las condiciones son similares a las de numerosos autores. El dcido féormico elimina pigmen
tos y otras sustancias que hacen la quitina mds accesible a quitinasa.

- Se tratd la muestra con NaOH 10% a 70° C durante 18 hs.
- Se lavd con agua destilada.

- Se resuspendid en acido férmico al 80% durante 1 hr.

- Se lavd con acido férmico 10% y se dej6 12 hs en el mismo.
- El residuo rico en quitina se lavd con etanol 95%.

- Se deshidratd con etanol absoluto,

~ Se extrajo con eter etilico y se evapord éste a sequedad.

- El residuo se considerd era la "quitina"” habitualmente aceptada en la bibliografia.

Desproteinizacién suave de cuticula ( segin Lipke y col. (271 ) con variantes )

Se suspendid la muestra en CINa 1% un dia y se lavé.

Se hirvid el residuo en etanol durante 10 min.

El residuo resultante se extrajo con cloroformo/metanol 3:2,

LUl residuo se lavd con Triton X=100 1% vy luego intensamente con agua.
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Se hirvid en agua durante 20 min.

Se traté el residuo con NaOH 0.1 N, 24 hs a 4°C,

~ Se elimind el NaOH vy se resuspendi6 en écido formico 20% durante 12 hs o temperatura
ambiente,

Se dializd contra agua y se liofilizé el residuo.

2.13.4, Degradaciones enzimaticas

~ Pronasa o proteasa de Streptomyces griseus : las muestras se incubaron en 0,15 ml de Tampén
Tris-maleato 100 MM apH 7.5y CoCl2 8 mM; se afadid a las 0, 24, 48 hs 50 pl de
solucién enzimatica de 20 mg/ml en un tampdn Tris-maleato 100 mM a pH 7.7. En el caso
de la pronasa debe pre-incubarse ésta para eliminar otras enzimas contaminantes ( especid-
mente glicosidasas ) . Las incubaciones se llevaron a cabo en atmésfera de tolueno.

- La quitinasa comercial de Streptomyces se utilizé después de purificarla por el método de
Cabib y Bowers (306 ). A pesar de ello no estuvo enteramente libre de quitobiasa.
Se utilizaron también quitinasas de caracol terrestre y de otras fuentes, con abundante
quitobiasa. En todos lo casos la mezcla de incubacidn estuvo constituida por un tampdn
citrato 0,83 M/ fosfato disddico 0.66 M a un pH 5.3 y EDTA 0.8 mM en un volumen
final de 100 wl, durante 48 hs a 21° C con agitacidon, bajo atmésfera de tolueno.



2.14, METODOS ANALITICOS

2,14, 1, Andlisis espectrofotométrico

Se realizaron en Coleman 2000 para mediciones de macromuestras de tipo rutinario y en

diferentes modelos Gilford, con monocromador Beckman DU 2, para micromuestras.

- Fésforo : Para mediciones de fosfato ( inorgdnico y orgénico ) se siguid el método de

Fiske=Subbarrow (360 ) con ligeras modificaciones. Para requerimientos de mayor sensi-
bilidad, se midieron fosfatos por el método de Chen y col. (361 ) . En ambos métodos

se mide la reduccién del complejo fosfomolibdico a éxido molibdoso ( azul de molibdeno )
(660 mM ) .

Para mediciones del orden del nanomol de fosfato se siguié el método de verde de maloqui
ta de Chalvardjian y Rudnicki (362 ) modificado por Tébora ( 187 ) ,, con variantes:

a 350 ul de la muestra se le afadieron 50 wl de molibdato de amonio al 2,5 % y 50wl de
acido sulfarico 5 M. Se agitd fuertemente y se afiadieron 50wl de Tween-20 al 1,5 %
agitando suavemente y 50 ul de verde de malaquita al 0,15 % . Se incubd 30 min a
temperatura ambiente y se leyd la absorbancia a 660 n metros, El fosfato total se dosd
calentando a la llama la muestra seca con 70 wl de acido sulfirico 5 N : acido perclé-

rico 70 % (5:2 ) hesta eliminacién del perclérico. Se anadieron 300 ul de agua y se
calentd a 100° C durante 10 min y luego se siguid como arriba.

Proteinas : Se estimd proteina en forma no destructiva por el método de Warburg y Christian
(363) ( midiendo la extincién a 260 nmy 280 nm y calculando el cociente para obte~
ner el factor de correccién de la lectura a 280 nm ) .

Proteinas : Se dosaron proteinas en forma destructiva por el método de Lowry y col. (364 ).
La coloracién se origina en la reduccién del reactivo de Folin~Ciocalteau por la tirosina

y triptofano sumado a la formacidn del complejo entre las sales de cobre y los N de la
unién peptidica en medio alcalino (500 nm ). En general se utilizé albdmina bovina
como patrén aunque en el caso de proteinas de insectos, la relacién densidad dptica a peso
seco de proteina es variable. Se observd que aumentd la coloracién en muestras contenien
do fenoles ( cuticula, hemolinfa, etc. ) . El Tampén Tris=HCI, en cambio disminuyd la
absorbencia.

- Azicares reductores : Se utilizd el método de Somogyi=Nelson ( 365 ) con ligeras modi-

ficaciones. Los azUcares reductores, en medio alcalino, reducen las sales de Cu a hidré~
xido de Cu el cual reduce el reactivo arseno-molibdico dando azul de molibdeno ( 660 nm ).
Se dosé también poder reductor por el método de Orcinol (366 ) ( condensacién de
orcinol con el hidroxi~metil furfural ( naranja 540 n m).
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- Az{cares totales : Se midieron por el método de Dubois y col. (367 ) de formacién de
furano-derivados en medio Gcido ( Método de fenol-sulfdrico) ( amarillo-naranja

485 nm ).

~ Amino azicares y NAcetil amino azicares : Para aminoazicares se sigui el método de
Elson Morgan ( 368 ) . Para acetilhexosaminas el método de Morgan y Elson ( 378 )
modificado por Reissig y Leloir (369 ) y Reissigy col. (370 ). Estos trabajos mejoraron
una modificacidn anterior de Aminoff y col, (384 ), En medio alcalino se forma un
intermediario cromégeno que reacciona con el p-diametil-amino-benzald ehido en medio
4cido dando un color malva (585 nm ),

- Pentosas : Se midieron por el método de Orcinol (371 ) ( complejos Orcinol-furfural,
verde azulado 670 nm ) ,

- Glucdgeno : Se midid con el reactivo de iodo, de acuerdo a Krisman ( 372 ) ( amarillo
pardo, 460nm ).

2.14,2, Cromatografia y electroforesis

1) Cromatografia en papel

- Generalmente descendente, en papeles Whatman N° 1 o Schleicher y Schull 2043 a .
Los solventes mds utilizados fueron:
A) 1-Butanol/piridina/agua  ( 6:4:3 ) (383)
B) Los mismos, en proporcion (4:3:4) (384)
C) idem (10:3:3) (también ascendente ) (385)
D) 2-Propanol/écido acético glacial / agua (27:4:9) (386)
E) Etanol 95% / tampén acetato amonio pH 3.8 (7,5:3) (387)
F) Etanol 95% / amoniaco conc. (7,5:3) (388)
G) Agua/nitrometano/1-Propanol  (3:2:5)  (413)
H) Agua/nitrometano/2-Propanol  ( 3:2:5)

1) 1-Butanol/piridina/acido acético conc. (6:4:3) (389)
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J) Cloroformo/metanol/agua  ( 10:10:3 ) (usado también con papeles impregnados).

Para separar Glc de Gal o) cuqlquiero de ellos de ( GlcNAc )2

y GalNAc de GlcNAc se impragnd Whatman 1 con tetraborato de Na y se cromato-
grafié con el solvente A (390, 391 ). Para separar GlcN de GlcNAc se impregnd el
papel en 0.1 n ZnSO, y se cromatografid con el solvente A ( 167 ). Al parecer

el i6n sulfato es el responsable de la separacién ( Leloir y Parodi, datos no publicados ).

~ Para cromatografia de sustancias lipofilicas se usaron papeles impregnados con acido

silicico ( Whatman SG 81 ) tratados con EDTA (392 ) y el desarrollo se realizd en
forma ascendente.

Los solventes mds usados fueron :
K) Cloroformo/metanol/agua  (60:35:6) (393)

L) Di-isobutil~cetona/acido acético/agua (20:15:2) (393)

2) Electroforesis con alto voltaje en papel

~ Generalmente en Whatman Nos. 1 o 3, con enfriamiento por inmersidén en tetracloruro
de carbono (394 ) . Las diferencios de potencial utilizadas fueron de 1000 a
1500 volt. , obteniéndose un campo promedio de 20 a 30 volt/cm en el papel.

Los tampones mas utilizados fueron :
) Acetato de piridina 1.4 mM apH 6.5

1) Acido férmico al 5%
I11) Borato de sodio 0,03 M

3) Cromatografia en capa delgada

-~ Gel de silice : Se utilizaron varios tipos de placas:

a) Para cromatografias de rutina y para fines preparativos y de purificacién se confec-
cionaron cromatoplacas de diferentes tamafios de Silica gel tipo 60 y Silica gel H,
ambas de Merck, sobre base de vidrio (0.5 - 0.7 mm de espesor ) .

b) Como placas analiticas para sustancias radiomarcadas, se utilizaron placas de

Silica gel en base de pléastico ( Eastman 6061 o Schleicher y Schult 355100 )
(0.25 mm de espesor ) .
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c¢) Cuando el revelado de las placas analiticas requirié el empleo de acidos fuertes se

utilizaron placas de Silica gel sobre vidrio, comerciales ( Merck 5721/0025 ) de
0.25 mm de espesor.

d) Para microandlisis en capa fina, en bandas de 2 cm de ancho, se utilizaron, como
sustituto de las placas confeccionadas manualmente con portaobjetos de microscopia
(0.5 mm de espesor ), placas con soporte de aluminio ( 0.25 mm de espesor )

( Merck 5554/0025 - Kieselgel F 254 ) . Estas placas llevan incorporado un

amplificador de fluorescencia.

- Tierra de infusorios : ( Kieselgur ~ Merck ) : Se utilizd para propdsitos especiales, como
cromatografia en fase reversa o para mezclas con el gel de Silice. Las cromatoplacas
se confeccionaron poco antes de su uso .

- Preparacidn de placas de silice : Se utilizd el método general de Kates (395 ). Las
placas de vidrio entre 1 y 2 mm de espesor, se lavaron con detergente y se secaron por
escurrimiento. En el momento del uso se limpié la superficie con cloroformo.

Las proporciones utilizadas de polvo a agua fueron : 33/67 o 20/45 o 40/86 g/ml.
Antes de cargar el aplicador de Gel ( Desaga de Brinkman Instruments Inc,) se agita
la mezcla fuertemente y se deja reposar 1 min,

Las placas confeccionadas se secaron al aire y se cromatografiaron en metanol/acido
clorhidrico concentrado 9:1 para eliminar el hierro y otros metales pesados. Se
secaron hasta eliminacién del HCI,

Para activarlas se las mantuvo entre 1 hs y 12 hs a 110-120° C,

- Elucién de lipidos de cromatoplacas de silice :

. Para lipidos no polares y lipidos polares neutros se utilizaron extracciones sucesivas
con cloroformo/metanol/éter etilico (1:1:1),

. Para lipidos polares neutros o ligeramente acidicos se utilizé cloroformo/metanol/
agua (1:2:0.8), o la mezcla solvente J.

. Para los Iipidos polares acidicos se utilizé cloroformo/metanol/ HCl 0.2 N acuoso
(se neutralizd con amoniaco 0.2 N en metanol y se lavd con el método de Folch) .

- Preparacion de placas para cromatografia en fase invertida : Se prepararon placas de
tierra de infusorios ( Kieselgur ) de 0.3 a 0.4 mm de espesor y se impregnaron con
parafina liquida al 5 % en éter de perdeo ( 30-65 °C ) segin el método de Stone
ycol, (396 ). Los solventes usados fueron:

M) Acetona/agua/parafina liquida ( 65:35:0,5) ( fase inferior )

N) 5 a 14 % agua en acetona, saturado con parafina.
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- Principales solventes para cromatografia en silice :

O) 2-Propanol/ agua  (7:3) (también 1-Propanol )
P) Cloroformo/metanol/agua  ( 65:25:4 )
Q) idem  (60:25:4)
R) Eter isopropilico/éter de petréleo (30° - 65°) (1:4)
S) Cloroformo/metanol/acido férmico  ( 70:10:1 )
T) Metanol/benceno ( 1: 99 )
U) Hexano/éter etilico/acido acético ( 65:35:1 )
V) 2-Propanol/amoniaco/agua  ( 6:3:1 )
- Celulosa y PEl—celulosa : Se utilizaron placas comerciales con base pléstica, como
alternativa a la cromatografia en papel de sustancias hidrosolubles ( placas: celulosa

6064 de Eastman y PEIOF de Baker and Co. ).
El solvente usado fue:

Y) Acido isobutirico/amoniaco  ( 5:3)

- Disefio de un solvente para cromatografia de poliprenil azicares

Uno de los problemas que se presentaron al comienzo de esta Tesis fue la ausencia en la
bibliografia de sistemas cédmodos y rdpidos de identificacién y separacién de poliprenil-
azOcares con diferente largo en la cadena isoprenoide.

Se partié de la premisa de que la rapidez se lograria con un sistema de cromatografia
de adsorcién/particién en capa fina de gel de silice.

Para el disefio del sdvente no se tuvieron en cuenta los ya existentes para fosfolipidos

y glicolipidos, intentando modificarlos, prefiriéndose en cambio el disefio basado en

la serie mixotrdpica de solventes.

Los requisitos que se buscé cumpliera el solvente fueron:

a) Sustancias liposolubles :

1) que los poliprenil azGcares cromatografiaran en una zona "tipica" y de ser posible
se se pararan los derivados de bactoprenol de los derivados de dolicol .

2) que los lipidos neutros de cadena isoprenoide no migraran con el frente, con
objeto de poder identificar al dolicol y otros isoprenoides.



3) que la mayor parte de las sustancias liposolubles se separaran netamente de las
hidrosolubles.

b) Sustancias hidrosolubles

1) que migraran netamente separadas de los derivados de poliprenoles.

2) que se separaran entre si los monosacéridos y oligosacéridos como los maltooligo
sacéridos.

3) que los nucledtidos=azicar, azdcares fosfato, etc. permanecieran en el origen

El solvente que cumplid esos requisitos fue :
X Cloroformo/2-Propanol/Etanol/écido acético 1 N (2:2:3:1)

En la Tabla 29 se encuentran las movilidades relativas de muchas de las sustancias
analizadas en esta Tesis. Los ejemplos corresponden a desarrollos en cuba de vidrio,
totalmente saturada, a temperaturas entre 19° C y 22° C, en cromatoplacas de silica
gel comercial de 20 x 20 (ver Materiales) con origen a 2,5 cm y frente a 3,5 cm de
los bordes. Previamente lavadas por cromatografia en metanol - HCl (9:1 )
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TABLA 29:Movilidad cromatografica de diferentes

sustancias en el Solvente X y similares.

Rfs

Xa(EtOH 96%) Xb(EtOH abs) (1) (2 )

Colesterol .76

B-sitosterol L7h

Escualeno .83

Dolicol .35

Cerebrdsidos .77 .66

hDol-P-Glc .65 .79 .78 .71
iDol-P-Glc .62 .75 .78 .70
hDol-P-Man .5h .71

iDol-P-Man .54 .70

Fic-P-Glc .55 .76 .65
Fic-P-Gal .50 .68 .75 .62
Dol-P-P-OIigosacéridos(3_“) Ly

Glec .35 .34 .38 .21
Man b2 .39

GlcNAc .35

GlcN 19 .22 .24 .27
Trehalosa 7 .20

Rafinosa R

Maltosa 17 .20

Maltotriosa .12 .13

Maltotetraosa .07 .08

GlcUA .05

Hexosas fostato .00 .01 .02
Nucleotidos-azlcares .02 .02 .07 .03

Variante (1): Cloroformo/2-propanol/Etanol absoluto/Agua=(1:2:2:1)
(2): " / " / n /Amoniaco(2:4:5:3)

Las movilidades indicadas en la Tabla son el promedio de numerosas croma-
tograffas,para cada sustancia,en las mismas condiciones de trabajo.Por ello,
en una cromatografia aislada,las relaciones de movilidad entre sustancias
pueden variar ligeramente. Por otra parte numerosos parametros hacen
variar ,en forma independiente,las sustancias hidrofilicas y las lipofili-
cas = La falta de saturacién de la cuba adelanta los lipidos;la temperatu-
ra aumenta la movilidad de todas las sustancias y varia las relaciones entre
cllan.Muy ligeros aumentos del agua aumentan movilidad de azlGcares. La pre-
sencia de distintos tipos de "binder' (yeso,etc) ocasiona variaciones.

ttcélera.
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Cromatografia de adsorcion en acido silicico

Se utilizd unisil ( Clarkson Chem Co. ) 100-200 mes h que se activdé cada vez a
120°C durante las 12 hs previas a la cromatografia, Generalmente se utilizaron columnas
de 1.0 x 12,0 cm que se armaron con el acido silicico suspendido en cloroformo des-
tilado.  DJespués de colocar la muestra las columnas se eluyeron habitualmente con 10
volimenes de cloroformo, 5 de cloroformo/acetona (1: 1), 10 de acetonay 15 de
cloroformo/metanol/agua ( 10:10:3 ).

Cromatografia de intercambio iénico en DEAE=~ celulosa

Se utilizé6 DEAE-celulosa comercial preparada para cromatogrofia de lipidos segin el
método general descripto por Rouser y col. (397 ) con pequenas variaciones.
Se supendidé la resina en 1 N HCI y se filtrd por embudo de Buchner utilizando tela de
queseria como filtro ( la succidn se hace con bomba de agua ) . Se lavé hasta el pH
del agua destilada y se afadid sucesivamente:

. KOH 0.1 N
Agua destilada hasta alcanzar el pH de la misma (pH:5,5)
. Se repitieron los 2 fases anteriores 2 veces mas.

Se secd la resina al aire y se la resuspendid en Gcido acético glacial durante una noche
para convertir lo resina a la formo acetato.

Se lavé en embudo Buchner con metanol 99 % , hasta neutralidad y se guardd con
abundante metanol 99 % en frasco color caramelo hasta el uso. En general las colum-
nas se armaron con la DEAE suspendida en metanol 99 % vy luego se pasaron al solvente
deseado.

- Columnas microanaliticas: Se utilizaron columnitas de 0.6 x 1-3 cm de alto equilibro-
das con cloroformo/metanol 2:1 o cloroformo/metanol/agua 10:10:3, Este tipo de
columnas permiten répidas purificaciones de poliprenil derivados (136,143) . En la
Tabla 30 se indica el comportamiento habitual de estas sustancias .«




TABLA 30 : Columnas microanaliticas de DEAE~celulosa ( Ver 143)

a) Columna microanalitica equilibrada con cloroformo/metanol 2:1

- Percolado C/M  2:1 (10 vol de columna ) Colesterol, dolicol

- Gradiente escalonado de acetato de amonio
en C/M 2:1 (10 vol de columna de c/u )
10 - 30 mM -

- 40 - 55 mM Poliprenil-P-Monosacéaridos
Poliprenil=P ( parte )

- 60 -100 mM Poliprenil-P  ( parte )
Poliprenil-P-P-GlcNAc

Poliprenil-P-P-oligosacéridos

- més de 100 mM Poliprenil -P-P-oligosacéridos
muy polares

b) Columna microanalitica equilibrada con cloroformo/metanol /agua  10:10:3

- Percolado C/M/H,0 10:10:3 Poliprenit-P-Monosacéridos
més lavado con el mismo solvente (probablemente debido a sales
( 10 vo! de columna ) residuales )

Formiato de amonio en C/M/H»0 10:10:3
( 10 vol de columna ¢/u )

-3 mM a 5mM Poliprenil-P~Monosacérido ( restos )
Poliprenil-P-P-GlcNAc
Poliprenil=P
Poliprenil~P~P~oligosacérido

- 12mM Poliprenil-P-P-oligosacéridos ( restos )

Cuando la presencia de lipidos no cargados lo hizo necesario, se combinaron los dos
tipos de columna pasando a eluir las sustancias pegadas a la columna con cloroformo/metanol
2:1 , con el mismo solvente en proporcién 1: 1 y luego pasando a cloroformo/metanol/agua

10:10:3 .



-~ Columnas analiticas:

. Columna de 1.2 x 40 cm con DEAE~celulosa equilibrada con metanol 99% vy a la
cual se aplicd un gradiente de concentracién de acetato de amonio en metanol

99% entre 0 y 200 o 400 mM, Habitualmente se tomaron fracciones de 1,5 a 3,0
cc.

. Columnas de 1.0 x 30 cm que se armaron con DEAE en metanol 99% y luego se
equilibraron con cloroformo/metanol 2:1 .
Se pasaron : cloroformo/metanol  2:1 10 volGmenes
idem 1:1 5 volimenes
cloroformo/metanol/agua 10:10:3 10 volGmenes
En este punto se pasaron gradientes continuos o discontinuos de formiato ( o acetato )

de amonio en C/M/H2O 10:10:3 desde O hasta 100~200 mM . Se tomaron frac-
ciones de 1.0 a 1,5 cc.

- Columnas preparativas : Variaron segin la disponibilidad de material. En general se
usaron dos tipos : de 2,5 x 30 cm de alto y de 4,6 x 55-60 cr1 de alto, Se utilizd
el mismo disefio de elucién que en las analiticas y se verificd que para eluir los poli-
prenil derivados se precisd mayor concentracidn salina que en éstas,

6) Electroforesis en geles de poliacrilamida

Se realizé en geles cilindricos segin la técnica de Fairbanks ( 414 ) durante 8 hs,
estableciéndose un campo eléctrico promedio de 10 V/cm. El pH del tampén para el
armado fue de 8,3 y se desarrollé la electroforesis a un pH de 2,5 .

2.14.3. ldentificacién en cromatografia y electroforesis

1) Reveladores generales

Sustancias reductoras, con el reactivo de nitrato de plata alcalino (379 ) y sus mo-

dificaciones (382 ).

Fosfatos: En papel con el reactivo de molibdato ( 380 ) y en capa fina con el de
verde de maloquita (362 ), con las modificaciones de Tabora ( 187 ) .

Aminoacidos y péptidos con ninhidrina ( 376 , 381 ) y proteinas con azul
coomassie ( 376 ).

Nucleésidos y necledtidos se visualizaron bajo luz ultravioleta .



2) Teiiido de geles de poliacrilamida

Se utilizd azul de coomassie, segin la técnica de Fairbanks ( 414 ),

3) Radioactividad

4)

Las sustancias radiomarcadas se localizaron mediante un radiocromatdgrafo Packard,
modelo 7201 .

En otros casos se realizaron autoradiografias utilizando placas radiogréficas estandar
reveladas segOn recomendaciones de los respectivos fabricantes y, eventualmente, se
realizd la impresidn de la imagen positiva en popel fotogréfico.

También se cortaron los cromatogramas ( papel o capa fina flexible ) o se eluyd la
sustancia ( papel, silice, celulosa ) o se raspd el soporte ( silice ) y se contd la mues-
tra en centelleador liquido.

Revelado de lipidos en capa delgada y papel

a) Reveladores inespecificos

- lodo : La placa se sometié ( en un desecador o cuba de vidrio estancos ) a vapores
de iodo. Todo enlace insaturado fija al iodo, por lo que el revelado es inespecifico.
Los lipidos saturados también disuleven iodo, pero la coloracién es menos intensa,
Para establecer la intensidad del tefiido conviene miror bajo luz ultravioleta. Un
procedimiento que se usd fre cuentemente fue dirigir los vopores de iodo ( mediante
cristales en una piseta con intermediario para soplar ) a zonas limitadas del croma~
tograma. Esto resultd de gran utilidad para revelor Gnicamente estdndares o revelar
superficialmente placas con base plastica,

-~ Rhodamina 6 B : se utilizb preferentemente para revelar en papel. Se prepararon
soluciones entre 1y 10 % en agua / etanol 1:1 y se pulverizaron sobre el cromato-
grama. Se analizaron bajo 16mpara ultravioleta en mojado y en seco.

- Rhodamina 6 G : Es mucho mas sensible que la Rhodamina B, Se utilizé una solucién
Stock de Rhodamina 6 G al 0.12 % en agua destilada ( estable a la oscuridad ) .
En el momento de usar se prepard una solucién de 0.0012 o 0.0020 % diluyendo
con agua/etanol 6:4.

Se sumergid el papel durante 3 min moviendo.

5e lavd con agua destilada paro eliminar el exceso.

Se mird bajo luz ultravioleta; mientras esté hmedo,los lipidos aparecen ligeramente
fluorescentes. Los colores que se obtienen ( variables segin la pureza de la sus-
tancia ) son :

I' - 3 .
ipidos neutros amarillo y naranja
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acido fosfatidico
fosfatidil inositol azul violaceo
fosfatidilserina

fosfatidil etanolamina amarillo
fosfatidil colina azul

dolicol azul pérpura
vitamina A pGrpura

Cuando se utilizd capa delgada  se pulverizd con solucién diluida (0.0012 % )y
no se lavd .

-~ Fluoresceina : Se utilizd una solucidn de 0.01 % P/V en etanol 66% . Los polipre-
noles se ven amarillo-verdoso fluorescentes bajo 1dmpara de ultravioleta, Otros 17~
pidos neutros son amarillos o naranjo muy claro.

- Vainillina : Se la usé para revelar sustancias lipidicas conocidas, por ser econémico.
Se prepararon soluciones entre 0,5 y 1.0% en acido sulfirico conc./etanol 4:1 .

~ Acido fosfomolibdico : Es un reactivo inespecifico pero que revela mejor fosfolipidos.
Se prepara en el momento una solucidn entre 4.5y 20 % (P/V ) con la que se pul-
veriza la placa ( o sumerge el papel ) . (411)
Los fosfolipidos y glicolipidos se tifien en azul intenso sobre fondo ligeramente amari-
llento cuando se calientaa 85°C . Llevandia 100-110° C aparecen otros lipidos
tefidos pero aumenta el fondo.

Reveladores especificos

- X =Naftol : Para revelar glicolipidos se utilizé una solucién de X - Naftol 0,5%
en metanol/agua 1:1 . Se rocid la placa hasta humectarla y se secé con aire frio
forzado. Se pulverizd levemente ( desde suficiente distancia ) con acido sulfirico
concentrado/agua  95:5. Se desarrolld el color entre 100 y 120 ° C. (371)

J . -,
cerebrosidos azul purpireo

fosfolipidos (P-Etanolaming,

P-serina ) amarillo
colesterol )
esteroles rojo grisaceo

otros lipidos neutros

dolicol pardo rojizo
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- Revelador de orcinol: Por accién del acido sulfirico en caliente, las hexosas se des-
hidratan produciendo O -hidroxilmetilfurfural ( inestable ) que se condensa con
densa con el 3,5-dihidrotolueno ( orcinol ) dando color. B
Como revelador especifico para glicolipidos, se utilizd el siguiente método:

Se prepard una solucidn de 200 mg de orcinol en 100 ml de 4cido sulfirico conc./
agua 3:1 ( puede mantenerse en heladera y frasco oscuro por 15 dias ) . Se rocid
suavemente la placa y se calents a 90-100° C cuidando no pasarse de revelado. Los
glicolipidos dan un color diferencial pardo violdceo o violeta virando a malva.

Se utilizaron otras variantes del método para medicién de glicoproteinas solubles
(375) (0.1 % orcinol en sulfirido 4 mM en etanol ) y de azicares diversos
(376) .

- Revelador de p. anisaldehido : ( CH3 O CgH,4CHO ) (4-Metoxi-Benzaldehido ) :
Por accidn del dcido sulfirico en caliente se obtienen coloraciones especificas para
los poliprenoles y poliprenil derivados (377, 24 ). También los colores para cier~
tos azlcares son caracteristicos .

Se prepard anisaldehido purisimo ( Fluka ) al 5% y SOyH, para anélisis ( Merck )

al 5% en etanol absoluto y se rocib la cromatoplaca varias veces muy levemente. Se
calentd a 110-130° en estufa,

Para el reconocimiento de un lipido en el cromatograma se utilizaron siempre los si-

guientes parémetros, ademés de la posicidn:

1°) velocidad de revelado cuando se calentd la placa desde 80 a 120 °C .

29 color inicial del lipido revelado ( bajo luz natural y ultravioleta ).

3°) color revelado a 120°C ,

4°) color "de retorno" cuando se enfrio la placa ( luz natural y ultravioleta ).
5°) color final cuando se quemd lo placa a 130-140 ° C .

La observacidn permitid distinguir lipidos con revelados finales idénticos pero con
diferencias en las etapas 1 a 4 ,

Los colores variaron segin la pureza de las sustancias y la velocidad de revelado.
Fueron diferentes cuando la cromatoplaca fue previamente expuesta a vapores de
iodo. Por ello, la identificacién por color sélo es valida comparando en una misma
placa y no de placa a placa., Les indicaciones de la bibliogrofia son escasas ( 377,
376) y frecuentemente diferentes de lo que se obtiene con anisaldehido comercial.

A lo largo de la presente Tesis se logrd estandarizar aceptablemente las coloracio~
nes con anisaldehido . ( Tabla 31 ).
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TABLA 31 : Ejemplo de coloraciones obtenidas en revelados esténdar con anisaldehido/S04H2

Sustancia
nerolidol

fitol

fi tosterol
geraniol
geranil-geraniol
citronelol
escualeno
linalool

dolicol de higado

colesterol y esteroles
cerebrosidos ( mezcla )

ceramida-glucosa

acido fosfatidico

. .
acidos grasos

glucosa

acetil glucosamina
maltooligosacéridos
quito-oligosacéridos

glucosamina

Color iniciolb
violeta
violeta

azul

azul

rosa solferino
rojo

pardo

granate

verde hoja
verde gzulado
azul verdoso

pardo

ocre

verde hoja

verde
ocre claro
verde
ocre claro

pardo verdoso

. |C
Color final

verde grisGceo

azul oscuro

verde esmeralda

azul oscuro
violeta
violeta
violeta

pardo oscuro
verde oscuro
azul de prusia
violaceo

pardo oscuro

pardo rojizo

verde hoja

verde

pardo anaranjado

verde
ocre

pardo
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d

4cido glucurénico naranja verde

d

dcido neuraminico salmén borravino a violeta

a) Placas rociadas a 70 ¢cm de distancia sin que lleguen a impregnarse totalmente

b) Color de aparicién de la sustancio

c) Color a 130-140°C

d) Revelado sumamente especifico, muy Otil para distinguir ambos Gcidos, de similar movili-
dad en numerosos solventes.

2.15. Nota sobre los Materiales y Métodos utilizados

L a forma en que se desarrollan las actividades de investigacidn en el Instituto de Inves~
tigaciones Bioquimicas hace que exista entre sus miembros un continuo intercambio de drogas,
preparaciones de todo tipo e informacién ( bibliografia, técnicas ) . Por ello seria largo
particularizar toda la ayuda recibida, que se agradecié globalmente en la seccién correspon-
diente. Quiero destacar aqui, sin embargo, las repetidas donaciones recibidas de : N.H.Be-
hrens, J.Mortin-Barrientos y A.J. Parodi ( dolicol y doliquil-fosfato ); E.Té8boray P.A.
Romero ( ficoprenol y ficaprenil-derivados ) .
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3. RESULTADOS

Los estudios realizados en el transcurso del presente trabajo de Tesis tomaron como punto de
partida el trabajo de Licenciatura sobre Sintesis de Quitina en Insectos (164 ) . En el mis-
mo se obtuvo la evidencia de lo formacién de un acetilglucosaminil derivado de un poliprenol
enddgeno.

Al inicio de los presentes trabajos se desconocia la existencia en insectos de poliprenoles
de cadena larga como los encontrados en bacterias y mamiferos. Por ello, los estudios se de~
sarrollaron en forma poralela, caracterizando tanto la actividad de las glicosil transferasas
como los sustratos lipidicos endégenos que las mismas utilizaban,

Una vez detectados el dolicol y el dolicol fosfato presentes en los extractos lipidicos de
insecto y estudiada la biosintesis de los principales poliprenil-monosacéridos, pudo encararse

la de los lipo-oligosacdridos. Las sustancias obtenidas fueron ensayadas como sustratos de
nuevas reacciones. Asimismo se estudiaron posibles factores de regulacién a lo largo del
cizlo de vida y enzimas-clave como la quinasa de dolicol descripta en el capitulo 3.8, prime
ra de este tipc detectada en eucariotes.,

Se describen los resultados obtenidos en orden de complicacién creciente tratando de que
la informacién necesaria para la comprensién de cada copitulo esté contenido en los preceden

tes.
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3.1. EXISTENCIA EN INSECTOS DE DOLICOL LIBRE Y DE DOLICOL FOSFATO

La deteccidn en los extractos lipidicos de insecto del dolicol artropodiano y de sus deri-
vados metabblicamente activos fue la consecuencia inmediota del descubrimiento en Triatoma
infestans de la GleNAc=-poliprenil transferasa, mediante el uso de trazador radioactivo
( capitulo 3.3 y Ref, (164 ) ).

Ante la evidencia de que extractos butandlicos o cloroformo/metanélicos de insectos
incrementaban la sintesis de poliprenil derivados, se estudiaron sistematicamente las propie-

dades de la sustancio estimuladora.

3.1.1. Evidencias de que el lipido de insecto aceptor de monosacéridos se comportd como

doliquil fosfato

Los extractos cloroformo/metandlicos de Ceratitis y Triatoma se utilizaron como esti-

muladores de la formacién de poliprenil-monosacéridos cutalizada por enzimas microsomales

de higado de rata (6 ). En la Tabla 32 se observa que se estimularon levemente tanto la

TAZLA 32 : cstimelacidn ce ia biosimesis de Dol-P-ozlcores y gliccproteinos,coteiizadn por microsomas Je higedo, por extioctos

Sustrotus cpm incorporados a
Hidrowoluble Liposoluble Fose inferior Glizoproteina:
por-( ¢ ) cle ENDOGENO 1,279 1.057
DOL-P 3.686 6.444
(6 uM; 105 cpm) EXTRACTO DE Ceratitis 1.401 1.258
DOL-P 1 EXTR.Ceraritis 3.308 4,206
uoP (M) Glenne ENDOGENO 177 o0
4 coL-p 1,300 1.178
(4C pA ;5,510 cpm) EXTRACTO DE Ceratitis 682 498
DOL-? + CXIR. Cerotilis 1.54 1.406
Bl extrocto cluiotoran / mcrarol  2:1 4o Ceratitis ¢ el exlracto de partido en ci Método B ( pdgina 539 ).  El Dol-P
cotresponde a 24 normmsles de (osfonn total o mercly de incbacion contenin ;. MeCl o 17 mbd; EDTA » No 2mtA;
Tanpon Teic=Molcato C, 1 M o pH 7.4 ; 2 rercnpioctansl 0.1 N Tritén X-100 , 2 0,6% on el cowo de UDP-Gle
o deoxicolato , tle, 5.3 % enel couw, de UDP-GleMAc, Ensima - 2 mg de paoteina , Lot i.xcukaciones s realizaron a

3¢ YC por 20 min, "Glicopruteinos * indice muteriai radionorzedn invslublc en TCA calienie ( Métodos ) .
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sintesis de poliprenil-azOcares como la de glicoproteinas, Dichos extractos se purificaron en
columnas de DEAE-celulosa y las fracciones, libres de sales, volvieron a dosarse mediante el
ensayo con enzimas de higado de rata, que se tratd fueran pobres en doliquil fosfato enddgeno.
El material lipidico que emergid a la concentracién salina de 50 mM estimuld la incorpora-

cién de glucosa al Dol -P-Glc y de GIcNAc a Dol-P-P-GlcNAc ( Tabla 33) ( Ver

también Figura 25 y Tabla 35 ),

TABLA 33. PURIFICACION PARCIAL DEL LIPIDO ACEPTOR DE TRIATOMA INFESTANS

cpm _incorporadas en
ACEPTORES pm . incorpo

Lipido-Glucoso Lipido~GleNAc
ENDOGENO 732 353
+ Dol-P 3.438 1273
Eluates de Columno
Fo10 mM 1.079 377
F20 mM 820 364
t+ 50 nM 2.5%96 723

Condiciones como las de la Tabla 32.Se utilizd una columna
de DEAE-Celulosa de 1 x 20 cm.

Se comprobd que la estimulacién no fue debida a un efecto de detergente de los fosfoli-
pidos contenidos en los eluatos de la columna de DEAE : en la Tabla 34 se observa que la

estimulacién debida a detergentes o a cardiolipina no pasd del 30% sobre la biosintesis

endbgena. (Ver nagina siguiente )

Se dosé la capacidad estimuladora de los lipidos purificados de Ceratitis y de Triatoma
comp?rcda con la del dolicol fosfato preparado sintéticamente a partir de dolicol de higado.

En la Tabla 35 se aprecia que tanto la glucosil transferasa como la N-acetilglucosaminil trans

feraso de higado de rata reconocieron los lipidos de insecto como sustratos.
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TABLA 34; CCONTRCL DEL EFECTO "DETERGENTL”
EEEE— FIGURA 23 : Cfecto de la concentracidn del Dol-P de insccto en lo biosintesis do

EN LA FORMACION DEL DOL-P-Glc Dol-P-Gle

cpm  incorporadas - T T T T
400X) _ °
ENGOGENO 1.260 -
t Triton 0,1 % 1.571 LOho
[}
o Nonider P40 01 % 1.402
R
v Coandiolipina 0,1 % 1.643
e Lipido Teintama (Cawda) 1,708 o 1 — L
: )
b i 0 et (Col GLAL) 4.076 ACEPTOR Ml

Condiciones del ensayo como en Tublo 32 . Cado microlitro del extiocto que eontic
Dol-P proviene de 100 mg de insecto vivo. El tiempo de incubacion fue de | hora
Figuro publicoda en Quesoda y cal, (&0) .

TABLA 35 : Desaje del acopter do insccto purificado en columna de LLAE con Dol-P
intitico comn patran

Adicione , D~ I4C ghicoe uDP- l4C N=acetilglucowmino
Cup, ( Exp. (I Exp. | Exp. I
cpm cpm
Fiinguna 1205 220 325 35
Do!-P d2 Ce:atitis 6120 92500 1350 540
DJol-P de [riatoro 4580 1289 950 250
Dol-po 9023 13140 1220 1150

a) Se usoron 10 nonomoles de Dol~P sintético, en tarminos de fésforo total

Condiclones come ¢n Tebloy pecedentes,  €n lov exporimentos 1y 1l se wtilizoron diferentes proporucionas enzlmé-
ticos ( Toblo publicodo en Quesado v col, (&0 ) )

El efecto de la concentracidn de lipido de mosca en la sintesis del Dolicol-P-Glc se apre

cia en la Figura 23 . (arriba)
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3.1.2. Propiedades del lipido de insecto aceptor de monosacéridos

La noturaleza lipidica de la sustancia estimuladora de insecto parece evidente a partir
de sus propiedades de solubilldad: es soluble en mezclos de cloroformo/metanol ( 3:2 /
2.1/ 1:1 / 5:2 ), encloroformo/metanol/agua (10:10:3 ), etc. Es insoluble en so-
luciones acuosas. Cromatografiado en unacolumna de Gcido silicico equilibrada con solventes
poco polares, el g'icoh'pido de insecto se adsorbid a la misma y permanec id retenido cuando
se pasd por la columna cloroformo y acetona. Cuando se hizo pasar metanol la sustancia
estimuladora eluyd junto con el Dol-P de higado. En esta misma fraccién eluyeron habitual~
mente los glicerofosfolipidos ( Figura 24 ) . El lipido de insecto fue retenido por columnas
de resina de intercombio aniénico, como DEAE-celuloso forma acetato ( Figura 25 ).

Esta es lo propiedad que se utilizd en el presente trabajo como método primario de purifica-
ciéon ( ver también Tabla 33 ). De los datos de cromatografia en columna ya se pudo
colegir que se estaba en presencia de un fosfolipido. Teniendo en cuenta que el extracto
habia sido previamente saponificado quedd descartada la posibilidad de que lfpidos conte~
niendo Gcidos grasos fueran receptores de glucosilos.

El comportamiento en cromatografia de capa fina del lipido de insecto y del dolicol
monofosfato de higado fue similar  ( Figura 26, a, b ) y ambos cromatografiaron con

ligeras diferencias a como lo hizo el ficaprenol de Ficus elastica fosforilado quimicamente

( Figura 26, ¢ ) .
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FIGURA 24 : Comportamiento del lipido de insecto aceptor de monosac@ridos en
cromatografia de adsorcidn de acido silicico

1000} o,
h ...‘

cpm

14
T

800}

600

400

200
100

A d 1 A 1 I N N Y T W U U W WA S0 WA SN G G | i I

10 20 JO 40 50 100 150 200 ‘ml J00

Mérodo ver pbgine B2 . @ --= 8 Dol-P de higudo. 0 — O Doi-P de Triotomo ( tioe=
¢ion 50 mM 4¢ columna DEAL. Ver Figuro 25 ). Enlo figuro se hon superpuesto
los elucione, sucesivas de ombas sustoncias, en lo misma columna, Dosaje : ver

M3icdos y Tobla 32 .

TAnlA 36 Tratamientos acido y alcalino del aceptor
do inaecto,

A)¥scinulacidn de la GicMAc-transforasa do higado,

ACEPIORES cpm 1ncorporadas
LENDOGENO 556
¥ Dol-P 1,151
+ voips k¥ 140
+ Flo-P 7he
4 Fle-p ; BY 322
¢ Ensayos como en Tabla 32 (pbgira 92). (A ) H* indico que

ontes del dosoje, el aceptor tue sometido o hidilisis &cidu (0.1 N

+ Extracto do M 63“ Jhs 037°C). Lot extractos de Triotoma se refieren o eluatos de
. + columno de DEAE ( Figure 25 ). (B ) Se soponificd segin el mé-
+ Ext.do Trietoma ; H 99 todo C (pégine 72) .

B)Estimulecién de ia GlLe=-transterasa ue higaao,

ACEPTORES TRATAMIFENTO (cpn incorporadas )
NINCUNO ACIDO ALCALINO
Endépono 1.2R - -
4+ Dol-P 7.200 H.290 n.607
¢+ Fic-P 2.0M 1.0 -
+ Exuracto

Traane NNy ety 2Tl
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Vur Métodos .

Los lipidos eluidos se doseron cowo en Taklo 32 .

ron por el método de pigino 66 ( Folch / Leloir ),

FIGURA 26 :

A ') Dol-P de higodo

B ) Lipido de insecto

C ) Fic=P ( sintético ).

Los soles se climina~

Cromalogrefio en copa fina del lipido de imsecto

Los Iipidnt se croma=

togrofioron en cromatoplacos de Silica gel pre~lavados, Se las desarrol!s con cloroformo/etanol

obsoluto/ Bcido acético 1 N (10:15:4 ),
con HCl 0.6 N en cloroformo/metanol
K
8 :

1 :origen. 2: UDP-Glc.
7 : Dol-P=Glc (higado ).

GleN. 4:
Dol-P=-Gle ( higodo ).

Figura publicada en Quesoda y col, (60).

9

Daspués 10 rospd lo sllica, se oxtrojeren los llpidos
(2:1) y se los dosb segin se describié en Tablo 32 .
Gle. 5:

Fie=P-Gal ., & : Fic=P=-Glc .
Frente del cromatogromo .
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Por otra parte se traté el lipido de insecto con HCl (0,1 N durante 5 mina 100°C o
3 hsa37°C); al cabo de ambos tratamientos la actividad estimuladora permanecié incdlu-
me ( Tabla 36 ). El dolicol fosfato se comportd en la misma forma.

Esta parece ser una caracteristica de los poliprenoles monofosfato con la primer unidad
isoprénica X -saturada ( Dankert y Behrens , 20 ). Con los mismos tratamientos el
ficaprenol monofosfato perdié el fosfato (359 ) y, por consiguiente, su capacidad aceptora
de glicosilos ( Tabla 36 ) . Esta labilidad parece debida a su estructura alilica (20, 359 ).

Por otra parte, sometidos a un tratamiento alcalino suave, el Dol-P de higado y el acep-
tor de insecto retuvieron gran parte de su capocidad estimuladora ( Tabla 36, B ) . Esto
coincide con el hecho de que el aceptor de insecto aparece siempre activo en la fraccién

no saponificable de los fosfolipidos.

Propiedades del aceptor de insecto glicosilado

Se estudiaron los glicolipidos radioactivos obtenidos por incubacién del lipido de insecto
con las enzimas de higado de rata: el producto radiomarcado con glucosa co-cromatografié
en la columna de DEAE—celulosa con el Dolicol-P-Glc sintetizado a partir de Dolicol-P de
higado de cerdo y enzima de higado de rata ( Figura 27 ). Ambos emergieron de lo columna
a la concentracién de 50 mM de acetato de amonio.

El producto radiomarcado con N=-acetilglucosamina quedd retenido en la columna des-
pués de la elucidén del Dol-P-Glc de higado, eluyendo a la concentracidn de 100 mM de
acetato de amonio ( Figura 27, B ) . El comportamiento de ambas sustancias es tipico de los

poliprenil derivados.
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Cromatografiados en papel con diferentes solventes los glicolipidos se comportaron también
como los poliprenil derivados de bacterias o de mamiferos. Las cromatogefias en el solvente D.

permitieron excluir una posible unidn no covalente entre el lipido y el azlcar radiomarcado.

A

0-0 Dol-P higado » UDP 3H G,

FIGURA 27 cpm ®-® ACEPTOR VINCHUCA « UOrJ*] Gle
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El tratamiento dcido suave ( 0.1 N HCl a 100° C por 20 min ) liberd la mayor parte de
la radioa ctividad que se volvié hidrosoluble. La identidad de la sustancia liberada se com-
probé por cromatografia en papel ( Figura 28 ) . Se ve que los azdcares continuan siendo
los mismos entregados por los nucleétidos derivados.

El tratamiento del lipido—~glucosa con 0.1 M NaOH liberd 1-6 anhidroglucosano como

se observa en la Figura 29 . Este resultado es idéntico al obtenido por tratamiento alealino



FIGURA 28 : Identificocion de sustoncios liberados del lipido de insecto:

A Lipido-Gic hidrolizcdo

8 Lipidos—uzicares

sin hididlisis ( 1) Lipido-Gle (2 ) Lipido-G'cNAc C Lipidn=-GlcNAc hidiolizado D  idem, papel
impregrnodo con 0.2 M N02|3407 (290, 391 ) . Solvente A, 0: origen F : Frente
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{A) e somelid el glucolipido al traramiento e ( odgino 72 ) y se cromatografié el producto hidrosoluble en papel can el

wlvente £).
grafié en ¢l mismo sistemo,

(1): Gl

(B) Se eluyd el pico radioactivo de (A ) y s¢ trotd con HZSO
(2): 1,6 - anhidroglucosano

4 (0 ):origen

0.05N o 1027°C por2 hsy cromoto.
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del Dol-P-Glc y sugiere, ademés, que la posicidén del fosfato en la glucosa es (5 con

respecto al C4 . Cuando se aplicd el mismo tratamiento al lipido GlcNAc y se hizo una

electroforesis a pH neutro, se detectaron dos picos cargados negativamente, Uno de ellos

se comporté como Glc~NAc-fosfato ( Pico 1 de lo Figura 30 ). Se eluyd este pico del
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FIGURA 30 : Trotamiento olcclino de! lr'pido-[MC]GlcNAc

(A) Selo calents en NH40I| ol 10% per 2 hs 0 100° C. Se particiond y lové seqin Folch y col. ( Métodns ) y se some-
ticion ley sustoncio: acuasas o electroforesis en tampsn (1) ( gégine 77 ) con un compo eléctrico de 30 V/em, (B) El
pico 1 de (A} hotodo cor losfolusa ulcalino y analizodo on lu misma torma, 0 : origen. Figuio publicadu en Quesuda y

col. (&0),

papel, se lo traté con fosfatasa alcalina de E. coli y se lo sometidé nuevamente a electrofo-
resis. En la Figura 30 se aprecia que el tratamiento convirtid parte del compuesto original
radioactivo en una sustancia neutra que co-migrd con la N=acetilglucosomina. Siguiendo
una marcha similar con el pico Il de la Figura 30, A, é&ste no cambié sus caracteristicas elec
troforéticas, por lo que no se prosiguid su identificacién,

Sometiendo el dolicol-pirofosfato-GlcNAc de higado a idénticos tratamientos, por hi-
drdlisis alcalina se obtuvo un pico como el | y por tratamiento con fosfatasa éste se convir=
tio en GIcNAc . De lo expuesto se deduce que los derivados de lipido de insecto se compor
taron en lo fundamental como los correspondientes derivados de dolicol de higado. Se estudid
el comportamiento de ambos grupos de sustancias en cromatografia de capa fina, con diferen-
tes solventes. De los datos de la Tabla 37 se deduce que los derivados del lipido de insecto,

tanto en solventes neutros como dcidos o basicos se comportaron como poliprenil=derivados y
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TABLA 37 : Comportamiento cromatogréfico del lipido de insecto glicosilado}en capa fina

de Silica Gel G .

Solventes
1 2 3 4
Rf
hDol-P-Glc 0.78 0.61 0.68 0.71
iDol-P-Glc 0.78 0.61 0.65 0.70
Fic-P-Glc 0.76 0.50 0.60 0.65
Fic -P-Gal 0.75 0.49 0.59 0.62
Glucosa 0.38 0.35 0.25 0.21
Glucosamina 0.24 0.19 0.17 0.27
UDP-Glc 0.07 0.02 0.00 0.03
Glucosa-~1-P 0.02 0.00 0.00 -
Solventes : 1 = cloroformo/metanol/ etanol abs./agua ( 1:2:2:1 ) 2 = Solvente X

3 = idem X en proporcién ( 5:6:6:3) 4 = cloroformo/2=-propanol/etanol abs./NH4OH
conc. (2:4:5:3). Se rasparon de las cromatoplacas bandas de 0,5 ¢cm y se contd en

centelleo liquido. hDol-P se refiere a doliquil~P de higado.  iDol-P al de insecro
( Triatoma ). Tablo publicada en (60 ).

- en particular - comigraron con el Doliquil-P-Glc en el Solvente X, especialmente dise-
nado para obtener la separacién de los ficaprenil derivados ( Figura 31 ) .

Se sometid el lipido-Glc de insecto a tratamiento con fenol ( 68°C durante 3
horas ). Se observaen la Tabla 38 que no se rompid la unién lipido=azicar, a seme=-
janza de lo que ocurre con el dolicol-P-glucosa. En cambio el ficaprenol-P-glucosa se
hidrolizé ya que casi toda lo radicactividad se volyidhidrosoluble. La estabilidad a este
tratamiento parece propia de los poliprenil fosfato derivados O - saturados (359).

Por otra parte se ha podido hacer una estimacién de tamario oparente del poliprenol me-
tabdlicamente activo de insecto mediante experimentos de filtracién molecular ( ver p&gina

144 y Figuras 64-6.4') . Parece tener un largo de cadena ligeramente inferior ( 18 iso-

prenos ) al de dolicol de mamiferos pero claramente mayor que el ficaprenol de Ficus elastica.
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Se desatrollaron con el solvente X y se procesoron paro contor en centelles liquido ( ver Tebla
37 y Mitodos ).

A:’y B : Mezclos del |ip ido de insecto- [”C] Glucosihdo con DoI-P-[JPl:;lGIC y Fic<P-
-["H) GlcI respectivanunte., C: Mezclo de Dol-P-{ "C) Gic y Fic-P- ["H) Gle. Lineos
Henas : C. Puntoads: “H. O:origen. F: Frente . Figura publicada en (80 ) .

TABLA 38 : Tratamiento fendlico de los glucosil-poliprenoles

ANTES DESPUES DEL TRATAMIENTO
Glucolipido Capa acuoso Capa fenbdlica
cpm cpm
iDol~P-glucosa 1976 242 1785
hDol-P-glucosa 2108 210 1756
Fic=P-glucosa 2149 1676 370

Las muestras »¢ calientan en fenol 3 horas, y se procesan ( Garcia y col. (359 ) y pégina
70 ) . Se cuentan las capas fendlica y acuosa. Tabla publicada en Quesada y col. (60 ).
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De los datos expuestos se concluyd, hasta que sea posible obtener pruebas quimicas di-
rectas, que la sustancia aislada es dolicol de insecto fosforilado. Es muy dificil estimar la
contidad de Dol-P presente en los extractos de insecto. De los dosajes enziméticos, compara
dos con cantidades conocidas de Dol=P de higado se puede obtener un valor méximo, en
términos de fésforo total. De las incorporaciones de manosa o glucosa radiomarcada al respec
tivo derivado de doliquil-fosfato se puede obtener un valor minimo, en términos de nanomo-
les, descontando el Dol=P-azGcar formado endégenamente. Los respectivos valores obteni~

dos para el Dol~P de Ceratitis fueron 0.05 ug/g de insecto ( promedio minimo ) y 0.3 ug/

g ( promedio  méximo ).

3.1.3. Dolicol libre de insectos

Ante las primeros evidencias de la exisiencia de un poliprenil-P metabdlicamente activo
en insectos,se traté de hallar el alcohol libre en los tejidos de diferentes insectos. Para ello
se aislaron los lipidos no polares mediante varios métodos ( ver Material y Métodos ) . Me-
diante el método cldsico de purificacién de dolicol de mamiferos, ligeramente modificado,

( Método A ) se aisld de los tejidos de Triatoma y de Ceratitis una sustancia con propieda=
des quimicas y cromatogréficas de poliprenol de cadena larga.

Tipicamente las fracciones 2 y 3 obtenidas segin el Método A, diograma de la Figura
24, pagina 58, asi como el extracto neutro del Método B, contenian una sustancia que,
cromatografiada en capa fina se comporté como el dolicol estdndar de higado de cerdo. La
coloracién con onisoldehido/SO4H2 revel6 el putativo dolicol con una coloracidn verde hoja

que se considera (377,378) tipica para los isoprenoides ( Figura 32 ) .
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FRGHIRA Ay i 1
- Grommtageatio de baco e enngocciduy en dolicol de imecto (1 )

Se -Immvpllé lo cromatoplaca de Silica gel "G lavoda ( Métodos ) con el solvents R
(0 18°C ). Se reveld con anisaldehido ( pdgino 88 ) .,

olwiny
" PSITOSTEROL

o s DOLICOL HIGADO CERDO

5 poliprenol de insécto método A
we @> D) @720 Q FRACCON 1 (eter de R)

o « D s O o FRACCION 2 (2% eter en EP)

ot @ Ov @ Do FRACCION 3 (15% eter en E.R)

O > Insecto Fraccion 5(Metodo A 30%+40%)
80 ) @ @ Insecto Extracto (Neufro)(Me!odo B)

P ESCUALENO

GER-GER
0 FITOSTEROL + GERANIL~ GERANIOL

Los extractos conteniendo el presunto dolicol de insecto (FR2 + FR3) se cromatogra
fiaron en columna de alumina segdn el esquema de la Figura 18 . La sustancia eluyd de la

misma a la concentracién de 10% de éter etilico en éter de petréleo ( Figura 33 ) .

FIGURA 33 : Cromatografia de fracciones enriquecidas en Dol de insecto.

CARRIL
S @s . —— | - Geranbpl
X | —— 2=B =sitosterol

: +— 3= Escualeno
. . +— 4= Dolicol de higado

Ul .— 5= Fraccién (2 +3) (Fig.32)
2y — 14= Fraccion (0%+4% + 7 %)
. 158 = Fracci6r|1 :O % (Ver fig.18)
- 18 = Citronelo

: % Cromatoplacas desarrolladas con el
- solvente R.y reveladas con lodo y
luego con anisaldehido/SO4H, .
: Fotografia (en color ): gentileza
GEgRe Dr.H.N.Torres.
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En cromatografia de fase invertida realizada con dolicol de higado como esténdar, se ve

( Figura 34 ) que el aparente dolicol de insecto se comportd también como tal. Ei poliprenol

® W ORGEK l W

e Bk cw -~ HIGADO
el D INSEBTO

'oe % FIC.

® W »
[ J

HIGADO

-y, 2 INSECTO
'.‘\ FIC

FIGURA 34 : Cromotogrolia en capa lina ( fasn reversa ) del dolico!
: de in‘ccto

[l dslicol obtenido de la columna de alimine (10 % éter et, en éler de
p. ) purilicd en cromatoqrolios similures a los de la Figure 33 ( phgina
105 } , en escala preporotiva. Se obtuvo asi un enriquecimiento aprecio
ble en Dol ; s lo cromatografié en fose reverso ( pbgina 78y (187,
197, 396 ) ) con el solvente N, @ 5 % de ogua ¢n ucelora.

7 %5 ogue ¢n ecclona ,

de insecto cromatografié en capa fina como dolicol en diferentes solventes acidos, neutros y
basicos ( Tabla 39 ) . La identificacién del mismo en base solamente a la movilidad croma~
tografica fue frecuentemente dudosa debido a que ésta cambid con la cantidad de i pidos
totales sembrados ¢r lu cromatoplaca ( Figura 35 ) . Similarmente a lo propuesto por Rouser
para otros fosfolipidos ( 397 ) las identificaciores en base a movilidad deben hacerse,
al menos, con pares de solventes. Cuando la sustancia a onalizar estd suficientemente puri-

ficada es conveniente desarrollar cromatografias bidimensionales con los solventes elegidos.
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TABLA 3')_ : Crorwtagralio de Dol de inwdto an dilerentes solventes
1 2 3 4 5 6 7 8
.RQ'SH‘”, R . R¢ iescuo\kescuol, Re | K ] R¢
Ficoprenol 2.3 0.30 0.12 0.54 0.18 0.73 0.8 -
Dal ( higado de cerdo ) 2,9 0.26 0.1z 0.55 0.28 0.71 0.86 0.8

Dol de insectos

. Ceratitis copitate 3,0 0.28 0.15 0.54 0.26 0.70 0.83 0.87

. Mallcphora ruficando 2.9 - - - 0.25 - - -

. iriotomo infesicns 3,1 - 0.15 - - - - -
- Colesterol 1,13 0.0? - 0.29 - 0.8 - 0.90
- (’: Sitoarerol 1.00 - 0.27 0.07 0.71 0.77 =
~ L uaiono - 1.00 1,00 0.480 0.43 -

Solventes : (1) Cloroforino (2) Solvente P (3 ) Solvente T (4 ) Solvente U
(3) Solvente R (6) Solvente O (7)) Solvente X

(8) Cloroformo/metonol/amonioco conc,  ( 70:21:1 )

fn los wolventes 1, 4y 5 el R; o3 muy sensible o la soturocidn de lo cuba, por lo que se utiliza
la relocién o un esidndar.

at

ot /

30 ( o
Z3 ,o FIGURA 35 : Efecto de la cantidad de lipidos totales
<3 0] 3 —_—
= | o en la movilidad cromatogréfica
‘_é‘
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A
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En la Figura 36 se identifics el dolicol purificado de Ceratitis mediante esta técnica. Ademas

fueron datos importantes en la identificacion:
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el color bajo revelado de anisaldehido, inmediatamente de calentado a 100~110° C

y a las 12-16 hs,

la velocidad de revelado a temperaturas de 85-120° C ( por ejemplo: los esteroles reve=

lan antes ) .

la forma de la mancha en la cromatoplaca ( en general es ligeramente dispersa debido a

que el dolicol es mezcla de 2 o mas especies isoprénicas ) . ( El dolicol de insecto pare-

cié de menér tamafio que el de higado ).

la fluorescencia bajo luz ultravioleta, débil y que se intensificd revelando con fluorescefi

na ( Métodos ) .

El dolicol que se aisld del diptero Mallophora ruficayda resulté idéntico al de Ceratitis

(Tabla 39 ) . (Pagina onterior). cm A
F
ki y |
ESCUALENO
FIGURA 36 : ldentificacidn del Dol de inseclo ‘UQ}OU”[ONA

4

Los mezclos de estéruores { A ) o de Dol du inwecla més Escualono y
colederol (B) se :embraron en un éngulo de lo ploco respective ( pre= boticoL HiGADD
lavodo y pre ~cromotogrefiode con cloroformo ). Se cromotogrofié en

clorofermo ( direccidn 1) y on solvemo U ( pégina 79 ) ( direccibn

Q=N WdULUAN®

2) . Serevels primero con iodo y luego con oniwldehido/SO4H .
C:origen ESC: Esewaleno UQ : Ubiquinaa  COL : colesterol ® coLesrErROL F
Fy vy Fy : Frene ce 1 er. y 2do, wivente 4 !
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Preparacién y dosaje de dolicol—fosfato sintético a partir de dolicol de insecto

El dolicol purificado en una cromatografia en capa fina preparativa de silica gel H con
el solvente R fue sometido a fosforilacién mediante el método de Popjack - ( 351). |

El producto se calenté a 37°C en propanol / HCl 0.1 N duronte 2 hs
para eliminar el posible PP~derivado y selo cromatografié en capa fina ( gané un 60 % de
la capacidad estimuladora ) : los lipidos eluidos del gel de sflice se dosaron para su capaci-
dad de estimular la formacién de Dolicol-P=-Glc, La Figura 37 muestra que la sustancia

FIGURA 37 : TLC de lipido fosforilado de insecto

A 6kl Gl FiPGof
& o v Se cromatografiaron en carriles vecinos:doliquil

asol | ' fosfato natural de higado(A) y de insecto (B) y el
presunto dolicol de insecto fosforilado quimicamen
L. te (C). Las placas de Silica gel G,prelavadas con

Metanol/HC1 (9:1) y pre-cromatografiadas con cloro
formo ,se desarrollaron con el solvente:

| ! Cloroformo/Etanol abs./Ac. acético IN (10:15:4);
Tras lo cual se separaron bandas de 1 cm de sflica
gel y se eluyeron los lipidos (ver pag.73).

c Después de eliminacién de los acidos se dos6 la ca-
pacidad de las fracciones para estimular la sinte-

! M sis de Dol-P-Glc. (enzima de insecto).
Se proparS fosfato do di-trletilomina (187 ) . Sobre ol dolicol seco e anodib goto a gota : benceno enhlidro 1 volf

N A " Y §tor otllico en éter de petroleo ( 30° = 65°) (4:94 ), 1 vol,; di-trletilamino-fosfota on ocetonitrilo destilode
8 42 A6 tm (sol. saturada ) 2 vol.; acetonitrilo 2,25 vol,; tricloro—acetanitrilo ( sol. condensonte ) 2,25 m:al2 (ver 35t y
187 ) . €l producto fosforllado s llevs 0 seco y so lové vorias veces por el método de Folch ( sin Mg®* ), Tres la

hidrblisls écido ( texto ) 1o crorwatogrufié en TLC

41%%%3%%& contenfa un componente cuya capacidad estimuladora coincidié con el presunto

Dolicol-P aislado directamente de los tejidos de insecto y con el dolicol fosfato natural de

higado de cerdo. Si bien ésta resultd relativamente baja con respecto a la obtenida mediante
Dol-P natural ello podrfa explicarse por la presencia de impurezas provenientes de la fosfo-
rilacién, ya que al mezclar el putativo Dol=P sintético con Dol=P natural, &ste perdi parte

de su poder estimulador ( Tabla 40 ).
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1A81A 49 :  Coporidad estimuladoia del ligido de inxccto fosforilade

Formacidn de Dol-P=Glc
cpm incorporodes

End3gena 977
+ Dul-P de higedo natural §.941
+ Lipido de insacto fosforilaco 3.623
idem + Dol-P higado 5.118
éon"ol ( + Dol ) 506

Sc utiliz el Do!-P sintético como octivador de lo formacién de Dol=P-Glc, usando
enzima de higado de rala. Incubncién y procesamiento ver Métodos y Tabla 32
( pdgina 92 ).

De lo expuesto se concluyd la presencia de dolicol libre en los insectos. Este resultado
ha sido confirmado por Beedle y col. que aislaron dolicol~ [MC] de larvas asépticas de

Calliphora erythocephala crecidas en presencia de 2- [MC] acido mevaldnico ( 28 ).

Estos autores estiman en base a cromatografia en TLC ( fase invertida ) que el dolicol de
insecto posee 19 a 18 unidades isoprénicas con trazas de 17 unidades. En la presente
Tesis ( ver mas adelante pag. 144 y Ref. 143 ) se encontrd que, en base al andlisis
por filtracién molecular del derivado manosilado el dolicol de insecto tenia un PM de

lo que corresponde aproximadamente a 18 unidades ( ver Figura 65 , pagina 45 ). No
se ha podido obtener suficiente dolicol de insecto purificado como para someterlo a un anéli-
sis por ep;ectroscopia  de masa. Lo cantidad méxima que se obtuvo (1.8 mg a partir de
1/2 kg de pupas de Ceratitis ) se utilizd en el experimento de fosforilacién. Ademés no era

rigurosamente puro.
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3.2. BIOSINTESIS "IN VIVO " DE POLIPRENIL-AZUCARES

Se utilizaron dos enfoques para los estudios de biosintesis fisioldgica de poliprenil-
rd . . [ ¥4 . . » L3
azucares en insectos: a) inyeccidén de precursores radioactivos en hemolinfa del insecto;
b) cultivo de drganos y/o tejidos, fundamentalmente epidermis y cuerpo graso, en presencia

de precursores rcdioactivos,

3.2.1. Inyeccién de precursor en hemolinfa

Se trabajo con vinchucas y cucarachas mantenidas en laboratorio.

Larvas de 5° estadio y adultos de Triatoma infestans fueron inoculados con 5 pl de solu-

1

cr ee e vz s . . 4 . .
cidn fisioldgica de insecto conteniendo Trehalosa ~ ( C ). Se realizaron diferentes ex-

perimentos con ejemplares en momentos distintos del 5° estadio, entre la alimentacién y la
muda a imago. El perfodo més interesante, debido o la aparente activacién del metabolismo
de poliprenil derivados, es el que va desde poco antes de la muda hasta el momento en que el
imago emergente todovia posee cuticula translGcida, apareciendo por ello rosado ( a causa
de los pigmentos epiteliales, fundamentalmente insectorubinas ) . Se realizaron perfodos
de marcacién desde 1 a 72 hs, al cabo de los cuales se extrajeron los |ipidos totales. Como
se aprecia en la Tabla 41 del total de radioactividad incorporada a lipidos entre 21 % (a

las 8hs) y17% (a las 72 hs ) correspondid a lipidos polares.
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TABLA 4] : Biosintesis "in vivo" de lipidos en Triatoma infestans,

Radioactividad incorporada ( cpm )

Tiempo después de inyeccidn (hs.) 3.5 8.0 24 72
Extractos Totales
(Cloroformo/metanol 2/1) 117.420 89.201 27,448 25.357
Columna DEAE/Celulosa
- Fracciéon Neutra 101.526 68.400 21.734 21.664
- Fraccién Polar 12,409 17.681 5,089 3.895
Hidrdlisis Acida de Lipidos
Polares :
- Fase Superior Acuosa 2.606  3.800 620 283
- Faose Inferior Orgénica 9.307 13.551 4,331 3.525

Los fosfolipidos marcados fueron sometidos a la hidrdlisis 4cida suave tipica para deteccién
de poliprenil azicares ( Métodos ) al cabo de la cual una parte de la radioactividad se hizo
hidrosoluble. La radioactividad liberada por el tratamiento se distribuyd en varias sustancias
una de las cuales se comportd como una acetilhexosamina cuando fue crometografiada con el
solvente A Figura 38 ) . En algunos experimentos, la fraccidn glicolipidica 18bil al écido
liberd, ademds de la acetilglucosamina una sustancia que, por criterio de movilidad, parecia
diacetil—quitobiosa. No pudo analizarse en detalle por su escasez y por la aleatorio de su
obtencidn.

Por otra parte, se descartd = por dosaje enzimdtico con trehalosa fosforilasa ~ que alguna de
las sustancias unidas a lipido fuera trehalosa.

Los experimentos paralelos en que se inyectd [MC]- Glucosa , se interpretaron con
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FIGURA 38 : Hidrélisis del glicolipido sintetizado ~ "in vivo" por Triatoma; identifi-
cacidn de las  sustancias hidrosolubles

Gl Gl 6ley
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TABLA 42 :  Hidrélisis del material radiomarcado " in vivo " por Periplaneta americana

Radioactividad

Fraccion
cpm %
fraccién soluble en cloroformo / metanol 62.102 100
idem, particonada fase acuosa 32.970 52
fase organica 29.551 48
fase orgénica particionada después de hidrolisis
acida fase acuosa 925 1.5
fase orgdnica 28.002 46.0

Métodos como para Triatoma ( Métodos y Figura 38 ). (a ) en dos experimentos idénticos
se obtuvieron porcentajes de 1.0 y 1.3. Tabla publicada en Quesada y col. (180).

dificultad debido a la répida marcacién de numerosas sustancias liposolubles, incluyendo los
acidos grasos. Se verificé - no obstante - |a formacidn de glicolipidos labiles al acido.
En la Tabla 42 se aprecio que en experimentos similares realizados con cucara chas

( Periplaneta americana ) también una parte de los fosfolipidos resultd sensible a la hidréli-

sis acida suave. En estos casos los productos de hidrélisis no se caracterizaron debido a la es-

casez del material radiomarcado en cada experimento,
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3.2.2. Mcrcociénir_i cultivo d_e_ﬂido

Epidermis abdominal

Se utilizdé material de 5° estadio larval y adultos recién mudados de Triatoma . A los
efectos de obtener epidermis lo menos contaminada posible con otros tejidos, se disecaron
los abdémenes eliminando cuerpos grasos, sistema digestivo, gdnadas y tubos de malpighi,
lavando con solucidn fisioldgica. Se controld al microscopio que sélo quedara la pared ab-
dominal adherida a la cuticula. ( Se considerd el sistema troqueolar como cuticula ) .

En experimentos paralelos se incubaron alas en pedazos asumiendo que éstas constan -
bésicamente - de epidermis recubierta por cuticula no tanificada.

Al medio de cultivo completo, disefiado para estos experimentos, se le adiciond, segin
los casos, Trehalosa ( 14 C ), Manosa ( 14 ¢ ) o Glucosa ( 14 C ) durante periodos de
3=5 hs,

En un experimento tipo de 3 hs de duracién como el que se muestra en la Tabla 43
( ver pagina siguiente ) se observd que en término de nanomoles las incorporaciones a mate-
rial clooformo/metanol soluble de epidermis fueron similares en el caso de trehalosa y gluco-
sa. La incorporacién de manosa fue la mitad. Sin embargo la incorporacién a sustancias so~-
lubles en fase inferior de la particién de Folch ( ver Métodos ) - también en término de
nanomoles - fue mayor cuando los trazadores fueron manosa y trehalosa,

Sin embargo, debido a las bajos actividades especiticas,las incorporaciones de [M C]

Man vy []4 C] Treholosa en términos de cuentas por minuto fueron bcios/-por lo que en la

mayor parte de los experimentos solamente se pudieron estudiar con comodidad las sustancias
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1
radiomarcados a partir de [ C] Glucosa.

TABLA 43 : Incorporacidn de radioactividad a lipidos de epidermis

Precursor Radioactivo

[]4C]-G|C [MC]-Mon [ MC] -Trehalosa
cpm  nanomoles® cpm nanomoles® cpm nanomoles®

Extracto total 571.670 1.98 45,112 0.90 45,600 1.82
Particion:
- Fase Superior 473,100 1.61 29.670 0.59 35.280 1.41
- Fase Inferior 26.700 0.09 13.350 0.26 10.320 0.41
Extracto C/M/H20

10:10:3 1.700 0,006 40 0.001 212 0.005

Se incubd la epiﬁiir is como se describe en Métodos con 1,5 x ]07 cpm de [MC]'Glucosc
288 Ci/mol o | cgf Trehalosa 25 Ci/mol o [14C] Manosa 50 Ci/mol.

Para el céleculo de los nanomoles de monosacéridos incorporados no se tuvo en cuenta la
dilucidn debido a los sustratos enddgenos, por desconocerse el dato.

a) nanomoles de monosacéridos incorporados, calculados en base a la actividad especifica
del nucleétido-azicar dodor.

Andlisis cromatogréfico de las sustancios radiomarcadas de epidermis

Los extractos cloroformo/metanélicos de la epidermis incubada con los diferentes traza-

dores se particionaron para separar las sustancias hidrofilicas ( Fase Superior ) de las lipofi-
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licas ( Fase Inferior ) ( ver Métodos ).

En la Figura 39 ( ver pégina siguiente ) , carriles 1 a 3 se aprecia que la mayor parte
de la radioactividad hidrofilica se eamportd como trehalosa, independientemente del precur~
sor radioactivo empleado. En los casos de glucosa y manosa ( 1y 2 ) todavia se detectd
algo de la radioactividad original.

La posicion cromatogréfica de las sustancias lipofilicas radiomarcadas se aprecia en la
Figura 39, carriles 4-6, Como se indica en la Tabla 44 la sustancia que arbitrariamente se

denomina (1) cromatografid en la zona en que lo hacen los cerebrosidos y esterol-glucé-

IARLA 48 Dutas do wevibidat ae lag sovlanc e, cranmtogiatiada, e, ot onramy,
conw el ewjeemtizado en lu bigwa Iy
Estandares 5‘ l_\‘!

« Rofinoso ( CJ) 0.1
« Ceiebrbsidos 0,81
' . Glucosa-P 0.00
« FMP-Gol 0.47
. UDP-Gle 0.02
. iDol-P-Glc 0.52
. GDP-Mon 0.00
., iDol-F-Man  -0.50

Azocar precuryeg ylizalipide Sensibilidud
nivear precuryt Glicalipido, TS
. Gle 0.26 .
19¢ Gle I 0.8 -
. M 0.17
2 n 0.3 +
.My 0.12
i 0.44 ¢
. M‘ 0.07
v 0.29 +
14¢ Mon 1 0.8 -

sidos. Eluida de la placa esta sustancia resultd resistente a las condiciones de hidrélisis
labil parc poliprenil-azicares (pH 2.0; 100°C; 20 min ).

La sustancia ( H ) co-cromatografid con el Dol=-P-Glucosa y en las mismas condiciones
de hidrdlisis liberd glucosa como Gnica sustancia radiomarcada ( Figura 40, 1l y Tabla 44 ),

Lo sustancia [l cromatografié en la posicién en que lo hacen los poliprenil-oligosacéri
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FIGURA 40 : Labilidad a pH 2.0 de los glicolipidos separados
en caopa fina  (Cromatografias en el solvente B)

14
GLIcoLIPIDOS (fig 39) GLICOLIPIDOS  HIDROLIZADOS
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dos de 3-4 hexosas y resultd 18bil a la hidrélisis a pH 2.0 ( Tabla 44 ) liberando un aparen=-
te trisacarido radiomarcado ( Figura 40, 111) .

La sustancia ( IV ) fue la principal sustancia radiomarcada,ldbil a la hidrdlisis en Gcido
labil .

Se confirmd su naturaleza lipidica, cromatografidndola en papel con los solventes J y
g yconagua (Figuradl, A~C) (verpégina siguiente ). La sustancia liberada en el
tratamiento Gcido exhibié una movilidad cromatogréfica similar a la de un maltooligosacérido
de 5-6 unidades ( Figura 41, D ). Este presunto oligosacarido cromatogrofiado en Biogel P 2
migrdé con un Peso Molecular oparente de 630-740 que corresponde aproximadamente a un

tetrasacdrido ( Figura 42 ).
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FIGURA 41 : Comportamiento del glicolipido IV
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A) B) y C) Glicolipido elvido de TLC y cromatogrofiodo en papel

D) Glicolipids sometido o hidrélisis &cido suave (pH 2.0 ) cromotografio en
pape! de la sustoncio hidrosoluble liberada ({ wolvente 8 )

E) y F) Sustoncio hidrosoluble liberndo por tratomiento olcolino: cromatogrofia
en cepo tino ( wolvente X ) (E) y electroforeiis enLopel ( Acetoto
Pitidino pH 6.5 ) (F)
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Por otra parte se someti6 el glicolipido a un tratamiento en NaOH 0.1 M a temperatu-
ra ambiente durante una noche. La radicactividad se hizo hidrosoluble y se comporté como
una sustancia cargada, cromatografiando igual que azGcares~fosfato ( Figura 41, E ).

El comportamiento en electroforesis a pH 6.5 fue el de un anién ( Figura 41, F ).
Debido a la escasez del material obtenido en cada ensayo todavio no se ha carocterizado

debidamente el glicolipido de epidermis abdominal.

Epidermis de alas

En las incubaciones de alas, utilizando Glucosa -l-_M C] , se formd un glicolipido que

se comportd, bajo diferentes criterios como Doliquil-P-Glec ( Figura 43, A )

S oo
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Los lipidos polares extroidos de Alas (A ') y cuerpo graso (8 ) fueron some-
tidos o hidrélisis bcido suave y cromctograliados en pupel con el wolvente B .

Cuerpos grasos

En los cuerpos grasos se radiomarcaron numerosos lipidos pero sdlo una pequefia fraccion
de glicolipidos resulté 16bil a pH 2.0/100° C ( Figura 43, B ).

Los glicolipidos extraidos de los diferentes érganos se sometieron a hidrdlisis &cida suave

y se cromatografiaron en papel con el solvente B ,
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Se utilizaron como fuente de enzimas homogenatos parcialmente purificados de varias

especies de insectos, Se dosd la capacidad de los extractos para tronsferir GlcNAc y Gle

desde los respectivos nucledtido azdcares a glicolipidos hidrolizables por tratamiento dcido

suave ( HCl 0,01 N/ 20 min / 100° C ) . Esta sensibilidad al &cido es tipica de los polipre-

noles-fosfato(s)~ozlGcar. En la Tabla 45 se aprecia que los resultados més promisorios se alcan

TABLA 45 : Tormacién do glicolipidos l6biles ol &cido cotalizoda por extractos de insectos

INSECTO cpm incorperaday / 3 mg de protcine enzimérica

marcador rodioactivo

(Mc)ote

+ Aeschna bonaerensis { adulto )

( Epidermis abdominal +alas ) 85
« Apis mallifero ( odulto )

{ rpidermis abdominal ) 127
. Camnanotus mus ( pupas )

( Homogenato total ) 275
» Prriprancto omericana ( larvas )

( Epidermis Abdominal ) -
- Polendus devowetoides ( pupas )

(Hiomogenato 1olai ) 1.173
+ Triatuma iofertans (adulto )2

("Epidcrmis aldominol ) 1.8692
. Ceratitis capitulo ( pupes )

THomgenolo total ) 3.478

[“C] GleNACc

163
442!
321
875

1.208

Se utilizaron mezclas de incubacidn esténdar ( p6gino 65 ) conteniondo 50.000 cpin de
uopr{14Cc)GicNAG y 60.000 cpin do UDP 14C Gle y fracciones ricos en microsomos

( pagina 62 ).

1) sélo hubo incorporacién cuando s» anadid MoF 10 mM o la mezcla

2 ) adultos con cuticula sin taniticar

zaron con Triatoma, Ceratitis y Periplaneta. Lo Tabla 46 indica que, ol parecer, las

enzimas capaces de transferir GIcNAc y Glc en la vinchuca se localizaron fundamentalmen-



TABLA 46 :  Purificocion parcial de lo GleNActransferc-a de abdomen de

Triatcma infestons
o nesons

fraceion cpm in

= Homougenato total

= Sedimentedo 0 12,000 x g
= Sobrenadante de 12,000 x 9
= Sedimentado 0 5,000 x g

= Sobtenadanle dn 95,000 x -]

corpo-ados 10 mg de nroteing

12
850
1002
314

A6

F No

Acctolo-Mg

Deoxicolato-No

fmoyo

Tris M2 pH 7.4

2 mercuplo- atanol

te, en frocciones ricas en microsomas, Utilizando similares fracciones de mosca de la fruta

se ve que ( Tabla 47 ): 1°) Existid transferencia de Glc, Man, GlcNAc y Gal;

TABIA 47 : Tranderenclo de glicorlios de nucledtidu~uzGeares a la fracclén llpfdico 16bI1

al &cido en Corotlitls

NUCLEOTIDO-AZUCAR

ADICIONES
UDP-Glec GDP-Man UDP-GlcMNAc UDP~Gal
cpm  incorporodas

Ninguna 576 798 297 49
+ Dol-P de insecto® 4849 4906 1900 167
+ Dol-P de hfgado® 8270 9436 1794 192
+ Dol =P (hfg)® - MgZ*

+ 20 mM EDTA 538 156 99 48
Inculacianes y procesamlento o ddmdates ( M tandos )

a) Lo contidad do extiscto conteniendo Dol-P onadido a cudu tubo procedlo de 40 mg de Insecto

vivo ,

b) Dol-F conteniendo 24 nanumoles de loslata,
Tohila pubillcorda an Quesalo y col. (1% ).

2° ) Dicha

transferencia se estimuld por el agregado de Dolicol~P de higado de mamitero o del extracto

de insecto que aparentemente contiene Dolicol-P de insecto ( ver capitulo 3.1, ) . Por otra

parte los cationes divalentes fueron necesarios para todas las tronsferencias dosadas ya que
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cuando se complejaron los cationes endégenos por agregado de EDTA, la incorporacién deca-

y por debajo de los niveles

basales ( Tabla 47 ).

3.3.1. Dolicol-pirofosfato—acetilglucosamina

Cronolégicamente el primer lipido azGcar de insecto con caracteristicas de poliprenol

derivado se detectd en experimento disefiados para la sintesis " in vitro " de quitina, en

los cuales simulténeamente se dosaba la incomporacién de radioactividad a la fraccién lipidica

del incubado ( Tabla 48 ) . El lipido=azicar sdlo era detectable en ciertas preparaciones

TABLA 48 : Deteccidn de lo formacidn de lipido=GlcNA¢

[MCGIONAC indm porada

Ispt. Organisnwe Procedi Adiciones Fracion liposoluble Fraccion rica en Quiting
miento
cpam/ % in- cpam’ % in-
10 mg corpora- 10 nigz corpora.
proteina cidn proteina  <ign
v Trnaltoma Calnb
Bowers® No —— - 447 (.54
5 M GleNAe - - - 2060 '2.50
17 Triatoma Lutanol-
asuq.b
No 1 760 212 180 01
5 mM GleNAc - - 630 0.78
S0 Triatoma Foleh o1 al® No 1108 1.1 1728 1.7%2
5 M GleNAc 1150 1.15 1 874 1.87
Mgt 4 20mM
EDTA 2206 0,22 504 050
4 Penplaneta Buranol.
oguat N 708 .41 1182 243
10 M NaF 1208 2.40 1916 3.82
1irh Coeratadis Foleh et al© Nuo Ho 0.71 1284 2.62

Se utilizoron incubuciones asténdor ( Métodos ) . Los fiacciones ricas en

microsomas (MG'O“‘I se obtuvieron de pored abdominal, Se utilizoron

50.000 cpm de UDP '?C GleNAc ( conc. finol 20w Molar ) y 6 mg

do proteino enzimético,

a) se refiers al método de dasaje da quitine ( 306 )

b) se refiere ol método de Gorcio y col. ( 359 ) de obtencién de la fraccibn
lipidico. La quitina se dosd como se indicd en Métodos ( pSgino 73 )

c) se refiere a lo extroccidn de lo fraccién lipidica (355 ). Dclos tomados
de lo Tablo similar publicada en Quesado y col. (180).
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(generalmente dependiendo del momento del ciclo de vida del insecto ) y se precisaba, ade-
més, el agregado de Dolicol-P y detergente para la obtencién de cantidades significativas
de radioactividad incorporada a lipidos. La transferencia resulté mas eficiente en presencia

de deoxicolato de Na que utilizando otros detergentes no=idnicos como Triton X-100 o

Nonidet P-40 ( Tabla 49 ).

TABLA 49 : Efecla del Dolicol-fosfoto y detargentes en la biosintesis de lipido-GicNAc

Adidones cucntas incorporodes / & mg de proteing
- Mg 10 mM = Ma™10 M
+ EDTA 20 mM

- 216 (327) (13)
+ 0,5 % Deoxicolato 87 (123) -
+ Dol=P 389 (439) -
+ Dol-P + 0,5 % Deoxicolato 1200 (1305) (272)
+ Dol-P +0,5 % Tritén X=-100 721 (727) (165)
+ DokP + 0,5 % Nonidet P-40 760 (804 )
Dol-P = 24 nonomolos snzeas 0i deralils

UDPAG = 75,000 cpm

Lo Figura 44 muestra que en esas condiciones experimentales, el Dolicol-P de insecto

FIGURA 44 : Efecto de la concentracién del aceptor lipidico en
la formacién de Dol=P-P=-GlcNAc

_UDP-GIcNAC

N

© 8

<

- Condiciones estandar ( Métodos ) cadawl de
L iDol~P procedié de 100 ng de insecto vi\{o. Las

nmolts k0ol P (e-0) & i i DolP cpm corresponden a la C| GicNAc liberada

del lipido e i dentificada por cromatografia en
papel .
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resulté ligeramente mas eficiente que el dolicol monofosfato extraido de higado de cerdo.
La temperatura éptima de transferencia resultd de 24-25° C para la enzima de Ceratitis

( Figura 45, A) . El pH &ptimo se situd entre 7.7 y 7.9 utilizando una solucién tampdn

FIGURA 45 : Condiciones pora la formocion de 1ipido ~ GlcNAc

cpm
A B
2000}
1500 -
1000 -
\ Tris - Maleato
‘e s - HC
500|- r
Li 4 1t 4.1 1 1 1.1.1 | S Y I O O O |

°C 20 22 24 26 28 20 60 64 68 70 74 78 82 84 pH

de Tris-Maleato o de Tris-HCI| ( Figura 45, B ) . Otros tampones como fosfato o hepes resul-

taron ser de menor eficacia.

Efectos de policationes

La Tabla 50 y la Figura 46 muestran la accién estimuladora de las poliaminas sobre la
GlcNAc transferasa. El efecto se manifestd tanto en ausencia como en presencia de magnesio
y fue mas notorio cuando la enzima fue preparada en ausencia de Mg2+ ( Tabla 50 ). El
manganeso parecid interferir con el efecto. Dado que diferentes poliaminas actuaron en
forma similar ( Figura 46 ) y que los microsomas de higado de rata también fueron sensibles

a la putrescina ( Tabla 50 ) parece tratarse de un efecto inespecifico probablemente estabi-
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lizante de las membranas microsomales,

TABLA 50: Eiecto de policationes

cpm / I mg proteina

Adiciones Enzima + Enzima 2+ trzi=a
preporcda con Mg prepuroda sin Mg de higedo
- 2,178 2,643 2,256
- Mg2* + Putrescina 60 mM 3,051 4,002 4,432
+ Pulrescing 60 mM 3.665 4,967 -
- M92+ + Purrescina 60 mM
+Mn 8 mM 2.442 3.798 -
Condiciones Ma‘ B8 mM HEMTANTES «OVDIGONES ViR u,;'vm\os-
T.M, pll 7.7 100 m\ M min 0° C
Doc. 0.5%

FIGURA 46 : Efecto de poliaminas en la formacidon de lipido-GlcNAc

cpm

J000

2000 .
Se utilizaron las condiciones es-
tandar ( pég.65 ) y se incubd por
60 mina 27°C . 0 mM indica el

A0o00 - P o .
optimo valor obtenido en una cur
va de concentracién de MgCl

. . ) ‘ (9mM ) . A los restantés tubos

° 20 0 30 20 50 ot se les adade la poliamina. Las di

ferencias con la Tabla 50 son atri
buibles a las condiciones de ensa
yo y que se trata de diferentes pre
paraciones enziméticas. -

Caracteristicas del glicolipido  formado

El lipido -GlcNAc obtenido en varias incubaciones se llevd a seco bajo N, y se resus-
pendid en poco volumen de cloroformo/metanol 2:1. Una alicuota del mismo ( aproximada-

mente 4.000 cpm en 0.2 cc ) se pasd por una columna de intercambio aniénico de DEAE~
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celulosa forma acetato de 1,2 x 40,0 cm equilibrada con metanol 99% en la forma descripta

por Gareia y col. (359 ). Como se aprecia en la Figura 47 la mayor parte de la radioacti-

et Ac NH,
x 40! DEAE -Celvlosa. 4.0 %400 om o
A o .
Hu:-no; ‘)970 ] TOH-O”C ; .
20t 2008 M FIGURA 47: Cromatografia de inter-
A7 cambio ionico del 17pido-GlcNAc.
4
15}
1or { 0 b
5 /j 150mM
. o
RPN a“uﬂv""'o.\/&;‘ﬂ‘{[ . 'T)fv"“{‘\"

W 20 30 40 50 ¢C 7D 68U 90 X0

,
A fraccion

vidad permanecid unida a la resina y fue eluida de la misma con un gradiente lineal de aceta-
to de amonio en metanol 99% . Se requirié alcanzar la concentracién de 100 mM para la re-
cuperacién (80 % ) de la radioactividad. Por otra parte una alicuota similar del lip-Gle
NAc se pasd por una columna de &cido silicico equilibrada con cloroformo, quedando la radio
actividad adsorbida a la misma, debiendo ser eluida con metanol ( Tabla 51 ).

TABLA 51 : Cromatografia de adsorcidn en Unisil (3cido silicico) del

17pido-GlcNAc
cpm % de recuperacion
Cloroformo 187 4.0
Cloroformo/acetona anhidra 1:1 42 0.9
Acetona anhidra 889 19.0
Metanol anhidro 2877 62,0

Total recuperado 3495 85.9
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Como el comportamiento fue tipico de lipido fosforilado,se pasé la sustancia por pequerics

columnas de intercambio iénico

( DEAE-celulosa equilibradas con cloroformo/metanol ) que

habitualmente se usan para discriminar poliprenil derivados. La Figura 48§ A, muestra que el

com
600

400
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—

-

o

i

{

T

T

—

j I
DEAE - Celvlosa 43 0.6 m
CLOROFOAMO [HETAROL 213
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FIGURA 48 : Cromatografla de Intercom-
bio qyiénico en DEAE=-Celu
losa del lipido - [ '“C] GleNAc -

o, ._‘\. Se procedid como se indica en Métodos
I ( Tablo 30, p6gino 84 ) 10 mM, 50 mM
O _i L 4 indico lo concentrucidn de acctoto de nmo
30 nio en el solverte. Poro propiedades sopo:
totivas ver Mctodos y texto. £n B, las
fiacciones se conzentron y so siemluan en
. v ~— — I —r——r—r— T T paquenas piezos de popel $% 2041014 Ix
0,5.) que < secon y se doson pore ' C
Q DEAE .Cclulosa 4% 0.6 om B y 3)H en centeileador ( Ver Métodos ) .
1200 | 2N Sowvenre J (f‘x 3q) —j' Figura similor publicodu en (180 )
+ - -
- zx r
— P, Dol p ) Gle
Q-
400 + i}
: O -0.. ]
— O e s < o 2
O A A " i A Iy l 4 A e A= - I A = 4
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glicolipido quedd retenido en la columna y eluyd con una concentracién salina de 50 mM,

Se cromatografiaron muestras similares en otras pequefias columnas de intercambio idnico

( DEAE-celulosa equilibrada con cloroformo/metanol/agua 10:10:3 ) . En esas condiciones

el dolicol monofosfato glucosa no fue retenido por la resina ( Figura 48, B ) mientras que

los pirofosfato derivados lo son (

143

) . El lipido GlcNAc fue retenido y eluyd con

10 mM formiato de NH, en 10:10:3 . En las oantedichas cromatografias de columna descrip-
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tas, el lipido=GlcNAc se comportd como un poliprenol pirofosfato derivado (135,143 ) .
El lipido~GlcNAc cromatografid en capa fina con el solvente P en la posicidn esperada
para un fosfoglucolipido de cadena isoprencide ( Figura 49, A ). La Figura 49, B muestra
que el comportamiento cromatogréfico fue cercano al de Dolicol - Glucosa de higado y dife-~
rente del FMP~Glc. Ensayando en un sistema experimental de electroforesis en papel en
acetato de piridina-Triton X=100-SDS en medio acuoso, el complejo | ip-GlcNAc-detergen-
tes migrd, separdndose del complejo ficaprenol-P-Gal-detergentes . Esto
constituyd una indicacién indirecta de posibles diferencias en la cadena lipidica y/o en la

carga neta de la molécula.

Tretamiento acido

Por tratamiento Gcido suave del lipido-GlcNAc de insecto parte de la radioactividad se

hizo hidrosoluble y co~cromatografié con la GIcNAc en el solvente B ( Figura 50, Ay B ) .

FIGURA 50 : Tratamiento dcido del lipido~GlcNAc

(ONMTROL D @@ Gle- Nac
A, 0. L Gal flac

AGATIYA oL DETECTOR

oo of ol 03 o4 035 Oe Ry

AECYPUES "2

A Y S | A A A A 'y A
00 o1 01 O3 O& 05 0« 01 0% 04 40 Ry

Cromatografia del lipido—azlcar antes ( A ) y después de la hidrélisis (B ) en solvente B .
( C) Identificacién del GlcNAc por cromatografia en papel impregnado con borato, con el
solvente (A ).
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Para decidir si el azicar liberado eia totalmente o sdlo en parte GlcNAc ( dado que pueden
existir epimerasas ) se cromatografié un hidrolizado del lipido en papel impregnado en

0.2M Na B4O con el solvente A, Como se aprecia en la Figura 50, C toda la radioac-

2°477
tividad coincidid con GlcNAc y se distinguid de la GalNAc, Como quiera que en las condi-
ciones estandar de hidrélisis sdlo se hidrolizé el 75% del fosfolipido se estudid la labilidad
del mismo comparada con la del Dolicol-P~P-GlcNAc sintetizado con higado de rata y el
Dolicol-P-Glc sintetizado de igual modo.

En la Figura 51 se ve que, por razones dificiles de explicar los GlcNAc=lipidos son més

FIGURA 51 : Hidrdlisis écido del lipido-GlcNAc

Se hiro uno hidrblisis 6clda 16bil con HCI 0,013 N o 100°'C por los tiempos indica-
dos y e contd lo rodiooctividad remanent= «n el lipido

o/o
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80
60 .\\
. ..:\\ -
40 @~~~ _ ®
; E "
20 : .
: \A A
1. 2 1 . 1 1 y
5 40 A5 20 25 30 min

resistentes que el Dol-P-Glc. La velocidad estimada de hidrélisis para el lipido=~GlcNAc de
insecto es aproximadamente la mitad de la del lip~Glc. Si bien se conoce que el grupo amino
parece estabilizar la unién dster en glucosaminidos ( 104,415)  ( probablemente debido a la
formacidn del grupo amonio en la molécula ) , ( Ver Behrens ycol. (104) ) , €en

los acetil-amino derivados la mayor resistencia es de dificil interpretacién. Parte podria ser
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atribuible a la sustitucion en el C, y parte a impedimento estérico que, por ejemplo, difi-

culte la formacidn del idn carbonio, intermediario en la hidrdlisis acida de glucdsidos.

Tratamiento alcalino

Se someti6 el glicolipido a un tratamiento alcalino suave (0.1 N NaOH en cloroformo/
metanol/agua  6:4:1 , por 10 mina 37°C ). En esas condiciones el glicolipido permanecid
estable. Se lo traté con 0.1 N NaOH en n-propanol/ agua 1:1 durante 90 min a 68°C
y el lip-GlcNAc se rompid obteniéndose dos sustancias que aparecieron como negativamente
cargadas una vez sometidas a electroforesis. Este resultado es idéntico al que se obtuvo tra-
tando en la misma forma el Dolicol-P-P~GlcNAc de higado y el glicolipido obtenido incu=
bando aceptor de insecto con enzima de higado ( ver capitulo 3.1.2. y Figura 30 ). Por
tratamiento con fosfatasa alcalina e obtuvo N=-acetilglucosamina.

De los experimentos precedentes se deujo que el lipido~GIcNAc  de insecto es indistin
guible de un poliprerol—pirofosfato-GlcNAc similar al que se obtiene con microsomas de

higado.

3.3.2. ProEiedodes d_elienzimc transferente .dE manosa

Las fracciones ricas en microsomas de insecto catalizaron la transferencia de manosa a

sustancias solubles en medio orgénico y a glicoproteinas ( Figura 52 ).
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Sa utiligd lo rier io euténdor da incubucidn, w aivimon los lipidos y so alslé lo froc~
cidn insluble en TCA culiente ( pligina 48, Mé&todo B ) . Los precipltodos ucron
disveltos en Protcwd caliente, nevtralizados y contados.

fi.jura publicada en Quewdu y Belocopitow (203) .,

En la Tabla 52 se muestran los efectos de diferentes agregados:

TAELA 52: Condiciones para 1a incorporacién de radioactividad del GOP-(MC)Han
4 la fraccion lipidica.

MIDIFICACICNES RACICACTIVIDAD EN FRACCION LIPIDICA (CPM)
ENDOGe NO +hDol-¢ +iDol-P

.Experizento A

Sin M2 " mus £DTA 20mM - - 147 {¥)
Sin Trithn x-100 798 90" 8is5
Sistera completo 550 9.4h36 L. 906
*ane 1K - - - 6.662 2.3
+ GMP LR - - - 8.876 h.o100
¢ Hanows 6 nit - - - 10.607 5.609

Lrperimento 8

Kinquna modilicacion 12.527
+ 6P | mH 11.012
* GOP ) oM 7.5C9
+ GTP 1 8.109

3¢.603
+ Manoso b om 3h.,0%9
* Haagsa B o 32.13%
+ Manosa-1-° , 8 M 33.077
Sin Cl’;!‘(“‘:)i‘..m_n-:\’. (”‘C)r‘.ml')'.:. o3

(A)Ly rezcla de incubacicn contenia:Tampon Teis-HCI,pH 7,3,100mM ; 2-mercupto-
etannl , 109 mH ; GOP{!"C)Han 9 LM (60.000 cpm);:Triton X-100 0,6%. Los lipidos
se llevaron a scen con EDTA Ny 0,5 micromoles y MaCl, 1,5 micromoles y s les
anudieron i0s restantes compunentes de 1o mezcla.Con 13 proteina enzimdtica (0,6
ng) de Ceratitis se llevs 2 ur volumen final de 50 ul ,Datos publicados en
(136}, T (@) Se utilirG Konidet P-h0 al 0,47 en lugar de Tritdn.Se aumenté 1a
cantidad de enrimd (2,4 mq.de proteina). (C) Idem 8. pero con 1,5 x 109 cpm
de S0k-(VheYman | {n tados los casos se [acubl pur 20 min o 25%C.Cad)
doto ey promedio de-al menoss dos experimentios. B y € <e publicaron en (203)

133
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- Lipidos exbgenos : En (A) se aprecia que la reaccién se estimuld por la adicién al medio

de incubacién de dolicol fosfato de insecto o de higado de cerdo. El ficaprenol monofos-

fato de Ficus elastica estimulé igualmente la incorporacién, aunque en menor grado.

Cantidades crecientes de lipidos exdgenos aumentaron la incorporacién ( Figura 53 ) .

FIGURA 53 : Curva de concentra
cidn de sustrato

G O O Y T PO A Iy

. Condiciones como en Tabla 52 (A)
[4] 10 20 J0 40 30

( pégina anterior ) . Cada wl de
Dol-P de insecto ( circulos abier~
tos ) provino de 80 mg de insecto

vivo. Figura publicada en Quesada
ycol. (135).

hDolMP (amol) & & Dol MP(ud)

- Nucledtidos : En (A) y (B) se muestra que la adicién de GDP disminuyd la incorpora-
cién de radioactividad a la fraccién lipidica sugiriendo que el GDP es uno de los productos
de lo reaccién de transferencia. El GMP no alterd la tasa de incorporacién de Man mientras
que el GTP fue inhibitorio, probablemente a causa de su conversidn o GDP durante la in-
cubacién. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Tetas y col. (109 ) en
higado, que describieron la inhibicién no~competitiva de la formacién del Dol-P-Man por

el GDP. También coinciden con Richard y Hemming ( 111 ) que obtuvieron la formacién

de GDP ~Man a partir de estos Gltimos.

- Manosa y Manosa-P : El experimento (C) ( Tabla 52 ) excluyd que la transferencia
se haya producido a través de productos de degradacidn del GDP []4 C] Man : ni la manosa

ni la manosa-1-P compitieron con la transferencia y, en las condiciones ensayadas, la
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[MC]Manoso no se incorpord al glicolipido

- Nuclebtidos—azlcar : En experimentos de desplazamiento se vio que ( Figura 54 ) el

~
O

e .
SISy W on CATAS

5

o, 3.

FIGURA 54 : Efecto de la dilucidn isotdpica y de la adicién de diferentes nucleétido=
azlcares

Condiciones como en Figura 52 ( pagina 133 ) , usando 60 nanomoles de Dol-P de higado
y 0.2 % de Tritén X~100 , A los 3 min de incubacién se afiadieron 3 pyl de agua o
del nucledtido azlcar (1.2 mM final ) . Figura publicada en Quesada y Belocopitow
(203).

UDP-Glc y el UDP-GIcNAc apenas inhibieron la formacién de |ipido~manosa mientras
que el GDP-Glc fue inhibitorio. Este efecto parece debido a la aparicién de GDP como
producto de degradacidn ya que éste y GMP se detectaron en la cromatografia del medio

de incubacién conteniendo GDP-Glc.

- Detergentes : Cuando se adicionaron lipidos al medio de incubacidn se necesitd agregar
detergentes. Se ensayaron diferentes detergentes neutros y polares, resultando més efi-~

cientes los primeros. Las incorporaciones al aceptor endégeno se inhibieron por la presen-
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cia de detergente, en forma similar a lo descripto por Tkacz y col. para la enzima de

pancreas de bovino (121 ).
Se estudid el efecto de la concentracidn de detergentes no idnicos con respecto a la pre-

sencia de 20-30 nanomoles de Dol-P en el medio de incubacién. En general, el ptimo

se situd en una concentracidén de alrededor de 0,3 % para una concentracidn de proteina

de 10 mg/ml ( Figura 55 ).

cpm
,E ‘T N FIGULRA 55: Efecto de la concentracién
| o de detergentes no polares en la forma-
b fo cion del lipido-manosa. ( ¢=——@® )Tritén
‘ PN X-100 . (A& )Nonidet P-40 .(u'D )
. ‘e Kyro.

l’ ‘\
41 B ! \\
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) ©
! \ \
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. o
! AN
4 F/' A
/
0 1 1 1 1 i 1 1 1 1
o 04 08 Al 16 °/oco:\c.

Se estudid con mas detalle el efecto de Triton X-100 entre 0.1 y 1.0 % de concentracidn
y se observé una curva bimodal ( Figura 56 ) que aparentemente es dependiente tanto del
lipido exdgeno agregado como de la cantidad de proteina.

Si bien no es posible interpretar este resultado, se conoce un efecto similar para la manosil

transferasa de linfocitos humanos ( 59 ) . Entre los fosfolipidos ensayados como deter

gentes, la cardiolipina resultd el més eficiente.



137

16000

12 000
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- Cationes : La actividad transfersica depende de la presencia de cationes divalentes.
Las poliominas pueden substituirlos y el EDTA en exceso inhibid la transferencia de

manosa ( Tabla 53 ).

Tabla 53:Efecto de cationes

ADICIONES CPM
Ninguna 2.836
10 mM MgCl, 9.143
10 mM MnCl2 10.002
20 mM EDTA.Na 356

6 mM Putrescina 6.773

Condiciones estandar.Tabla publicada en Quesada y col (203)

A menores concentraciones de EDTA, sin embargo, se observd uno estimulacién parcial.

Este efecto se ha descripto también en (89 ) y quizds sea debido a problemas de
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conformacion de membrana.

La concentracidn dptima para Mg fue de 10 mM como se aprecia en la Figura 57, El Mn2+

2+ . . .
yel Co“ ", en esas condiciones fueron menos eficientes. Por resultados previos se

1000 I 1 ! 1 (T

FIGURA 57 : Curva de concentracion de

M92+ . La mezcla de incuba
cién estdndar contenia 30 ng en P de Dol-P~
y 0.1 mg de proteina enzimatica. Figura

publicadaen (136).
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estimé la concentracién enddgena de cationes divalentes en la preparacién de membranas
en alrededor de 1 mM .

El efecto de la variacién de pH en la manosil transferasa se aprecia en la Figura 58

( ver pagina siguiente ) .

El pH 6ptimo es de alrededor de 8.0 . Este valor es més alto que el encontrado para en=
zimos de vacuno (121-5) e higado de rota ( 416 ) , aunque en esta Gltima Leloir
y col. ( datos no publicados ) han obtenido un pH Sptimo de 7,8 - 8,0 , También un
pH de 8.0 se encontrd para la manosil transferasa de linfocitos humanos (59,122 ). Los
optimos aparentes de pH quizds tengan que ver con el tampdn empleado y con el grado de

fluidee de las mezclas de incubacién.
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Concentracidén de proteina enzimdtica

Como se aprecia en la Figuro 59 la incorporacién de manosa al Dol-P es funcién linear
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3
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FIGURA 59 : Formacidn del manolipido en
funcién de la concentracién
. de enzima
0] / 1 t | 1 ' ] J
0 02 04 06
PROTE INA (mg) Condiciones estdndar excepto para el tiempo

de incubacién que fue de 5 min. Figura
publicadaen (136).
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de la concentracién de enzima.

Cinética

La cinética de incorporacién de marca radioactiva a glicolipidos endbgenos y exdgenos

se grafica en la Figura 60 .

LI s S RASHD s Sth S N
3t o n
v
o 2t 7 FIGURA 60 : Formacién del manolipido en
‘é funcién del tiempo
p ( -») aceptor endégeno (@—@®) més
Dol-P de insecto ( cantidad obtenida a par-
tir de 38 mg de insecto vivo ). Las incuba-
hoo———T—% 1 1 1., Il cionescontenian 5,7 mg de proteina enzimé
0 10 20 30 “0  tica. Figura publicadaen (136) .
(min)

La incor poracidn crecid por lo menos hasta los 40 min cuando en el ensayo se utilizaron
5 mg de proteina enzimdtica. En otros sistemas (124,115,116 ) la incorporacién
decae répidamente debido a la accién de las hidrolasas por una parte y de las transferasas por

otra ( 118 ).

Te mperatura

En la Figura 61 se ve que lat emperatura dptima para la transferencia fue de 25° C ,
como era de esperar en un organismo poiquiloterno y a semejanza de lo descripto para hongos

(34,417)

( 33 ) y plantas/ En los organismos homeotermos la temperatura éptima para la manosil

transferasa oscila alrededor de los 30° C .
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FIGURA 61 : Dependencia de la temperatu
ra en la formacién de Dol-P=
Man
10000 - | Condiciones estandar con 0,5 mg de proteina
enzimdtica. Figura publicada en (136 ).
0 | i | |
20 25 30 35 40
TEMPERATURA (°C)

Propiedades del lipido manosilado

El extracto cloroformo/metanélico de las incubaciones con GDP- 14¢ - Man , se cro-
matografid en columna de &cido silicico activado ( cromatografia de adsorcién ), La ace=
tona, que eluye los glicolipidos neutros en este tipo de columna (395,397 ) no eluyd las
sustancias radiomarcadas. La radioactividad se recuperd en el eluato de C/M/H2O, como se

aprecia en la Figura 62 , en forma similar a como se comporta el Dol-P de higado de vaca

( 328 ) y otros glicero-fosfolipidos ( 397,418).
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I I I
| ACETONA . _CHCIy:CH30H H70]
H
6,000 (- 7
L 1 FIGURA 62 : Cromatogrofia en écido sili-
cico del Dol-P=-Man de in-
4000 secto
£ ' | A
Q El lipido obtenido en diferentes experimentos
se intfrodujo en una columna de Unisil de 1.0
B | x12.0 cm, tros lo cual se eluyd ésta con
? 80 ml de cloroformo y se continud como indi-
ca la figura., Cada fraccidn fue de 4 ml.
2000 - Figura publicada en (136) .
0 L‘JL\_.A“ = |

30 40 50 60 70
n° de fraccion

Se sometid el dolicol de insecto manosilado a cromatografia de intercambio anidnico,
en una columna de DEAE-celulosa equilibrada con MetOH 99% , en la forma descripta por
Garcia y col. (359 ) . El manofosfolipido fue retenido por la resina y eluyd a una concen
tracién salina de 50 mM cuando se aplicd un gradiente de AcONH4 en Metanol 99% a lo
columna, Otros poliprenil manofosfato derivados se comportan en forma similar en este tipo
de columnas ( 118 ).

En algunas cromatografias se observé que alrededor de un 7-8% de la radioactividad
ligada a la columna de DEAE permanecid en ésta hasta que la concentracién de sal akanzé
los 100-110 mM, Ese es el comportamiento esperado para los poliprenil pirofosfato azicares.

Se cromatografiaron los manolipidos radiomarcados obtenidos en diferentes experimentos,
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paséndolos por pequerias columnas de DEAE -celulosa equilibradas con cloroformo/metanol
2:1 y eluidos con el mismo solvente y con cloroformo/metanol 1:1. Se continud la elucién
con C/M/Ho0  10:10:3 . En este tipo de columnas los dolicol-monofosfato-azicares no
son retenidos por el DEAE ( quizés debido a la poca cantidad de sitios de intercambio y a
las trazas de sales ) . Los dolicol pirofosfato derivados, sin embargo, quedan unidos a la

columna ( 143 ).

En la Figura 63 se ve que el lipido-manosa no fue retenido por la columna ( Picol ),

3000 . Teez T J oz ]
8

4 ¢ 0
ﬂ FIGURA 63 : Cromatografia en DEAE~-Ce~

2000 lulosa del manolipido

com

4 Se procedib como se explica en pégina 84.
Después de colocar la muestra la columna
L (lde 0,6 x 3.0 cm ) fue eluida con : 32 ml de
- y 1) cloroformo/metanol ( 2:1 A); 12 m
10 20 30 40 roformo/me/fonol ( 1(:] ) zB)(; )842m| Id(i:h::socll-(2
FRACCION NUMERO vente J (C) y luego (D) 40 ml de formiato
de amonio en el mismo solvente ( J ). Cada
fraccion fue de 4 ml. Figura publicada en

(136).

1000

de acuerdo a lo esperado. Una pequeiia cantidad de sustancias radiomarcadas eluyd solamen-

te cuando se pasé una solucién 30 mM de acetato de NHn en C/M/H20 10:10:3 por la

columna (Pico Il ).

La sustancia radiomarcada, sometida a diferentes anélisis, se comporté como polipreni |

difosfato oligosacérido y su estudio se detalla en el capitulo 3.4,
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Peso molecular del glicolipido

Se estudid el peso molecular aparente del lipido fosfato manosa en columnas de filtracién
de Sephadex G-150 equilibradas con deoxicolato Na, segin el método de Behrens y col.
( 143 ). El Dol forma compuestos de inclusion con los lipidos y se ha calculado (143,419)
que el nimero de moléculas de DOC combinadas depende de la longitud del Iipido.

En la Figura 64 se aprecia que el volumen de elucidn del ficaprenol monofosfato glucosa

difirié del dolicol de insecto manosa en 8.5 ml mientras que este Gltimo sélo difirié en 1,4 ml

FIGURA 64 : Peso moleculor del Dol-P-Manosa de insecto

Se utilizé una columna de Sephodex G=150 de 1,2 x 90 em equilibroda con Tampbn
Fosfato de Na 50 mM ( pH 7.2 ) conteniendo deoxicalato No ol 0,5 %. Los pri=
meras determinociones fueron realizodas exclusivomenta por el doctor Leloir, Direc-
tor de esta Tesls, tras lo cual fueron repetidas por el avtor. La figura so publics en

(136).

com 21072

A ) Mezcla de hDol-P-[JH] Glc (a-a ) e IDoI-P-[“C]- Gle (e=0)
8 ) Mezcla de este Gltimo y Fic—P= [ 3H]Glc (v-9)

Apsordanda @ 700 nm (e-e)(vexrano Azor)

0
0 8 16 24 32 40 48
Fraccion N*

del dol-P-Glucosa de higado.

Teniendo en cuenta que el Peso Molecular aparente para los complejos ( DO1-P-Glc )-
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deoxicolato es de 11,300 ( 143 ) y para ( FicP-Glc ) - deoxicolato de 6.143, el
Peso Moleculor aparente para el lipido-manosa de insecto es de 10.567, Ese Peso Molecular

aparente corresponderia aproximadamente a un poliprenol de 18 isoprenos, con 22,5 molécul

FIGURA 44 : Nomograma pasa el cbleulo del tamodo aporente del Dol=P-Maon

. . !
las de DOC unidos ( Figura 64°) . - de insecto
n" ne iSOprenOS P M (MAAI;\IU
x10
“’l e
.\ DLOXICOL ALY
Bl —_——— _\5—- n? mocruas
rof i [ g
i 4=
[reg. 3 13— 7 4 A5+

Aceptanao lo leoiio de Herndon ( 419) y los cbleulos de Behirens y col. (143)
(ver texto ) se construyd un namogroma pare relacionor volumen de weparecién
(ml) enilu columna, con respectc o esténdores, con el n® de isopienos y con el

poso mulecular cporente. Lossignos = y  + indicon el volumen de wistancios
eluidas anies o despuds de lo incégnito ( © ) ; enestecaso el ( W ) iDol-P-Maar.
(®~0) tic-P-Cle i (@ —m) Dol-P-Glc

Esto coincide con los datos de cromatografia en capa fina, fase reversa, para el presun=
to dolicol de insecto ( ver pdgina 106 ) y ( 28 ).

Por otra parte cuando se prepard manolipido de insecto y se lo compard en cromatografia
de copa fina con Dolicol-P-manosa preparado tanto con enzimas de higado de rata como
con extractos de insectos, resultaron indistinguibles (Rgj. =1.82 - 1.98) ( Figura 65 A ).

El manolipido co-cromatografid también con Dol _ P_[3HJG|c ( Rgle = 1.8 ) (Fi-

gura 6 5B ) y se separd netamente del FicP-[aHJ- Gle ( RGic = 1.60 ) (Figura65C).
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FIGURA 65: Comportamiento cromatografico del Dol-P-Manosa de insecto
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Los derivados de manosa del dolicol fosfato de insecto y del Dol-P de higodo, sintetiza-

dos por enzimas de Ceratitis se trataron con &cido (0.0l HCl o 100° C por 20 min ) .

El 95 %

de la radioactividad se hizo hidrosoluble ( Tabla 54 ).
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TABLA 54: Sensibilidad al acido y al &lcali del iDolP-Man.

TRATAMIENTO hoo|+-(”%)nan imﬂ-P-(”%)Man
FASE SUP. FASE INF. FASE SUP. FASE INF.
CPM
NINGUNO 164 2.002 176 2.056
ACIDO SUAVE' 2.032 176 2.064 189
ALCALINO SUAVEZ 246 2.106 171 2.214
3

ALCALINO FUERTE 2.057 314 2.015 319

Después del tratamiento el material hidrolizado se separd segin el método de
Folch y col (355) y se lavé cada fase (pag.66). 1)Método 2.13.1.a (pag.69) ;
2)Método 2.13.2. ¢ (p4g.72); 3) idem ,e,pdg 72.Tabla publicada en (436 )

Se identificd el azdcar liberado como manosa en diferentes sistemas cromatogr&icos,

como se aprecia en la Tabla 55 .

TABLA 55: Identidad del resto liberado del aparente lipido-Manosa de insecto.

SUSTANCIA SOLVENTES
A B 3 D H 4)) (2)

RGlc
.Galactosa 0.87 0.93 0.82 -- - 0.92 0.93
.Manosa 1.20 1.06 1.26 1.04 1.03 1.18 1.45
:('“c) liberado 1.19 1.06 1.25 1.05 1.04 1.19 1.45
.Maltosa 0.69 0.85 0.48 0.60 0.87 0.61 --
.G1cNAc 1.2 1.13 1.39  1.26 1.12 -- --
.Fructosa 1.7 -- -- -- -- 1.15 --

A a H indican los solventes detallados en métodos (pag.76). (1) Butanol/
piridina/Agua (9:5:7); (2) Acetona 94%/Agua 6% . En todos los casos,sal-
vo en el solvente C,se cromatografié en forma descendente.

Se sometid el iDol-P []4' C] Man a tratamijento alcalino usadndose el hDol-P P

[MC ]Man como control. Ambos resistieron el tratamiento suave ( Tabla 54 ) mientras
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que ¢l tratamiento enérgico tornd toda le radioactividad hidrosoluble ( Tabla 54 ) .

Este material se comportd como un azdca:, menofosfato en electroforesis ( Figura 66, a ).

FIGURA 66 : Identificacidn del producto originado por hidrdlisis alcalina

oD Gle-e-P
@
©

/’\\ ,.
Q ~ANde” s A e pr e A et "\.,-w-——«-\-m

& I sowvENTE B
d

Las electroforesis se realizaron con el Tampén | ( pégina 77 ) apH 6.5 . a) produc
to del tratamiento alcalino b) tratamiento Gcido del anterior ( ver texto )
c) picode b tratado con fosfatasa d) cromatografia en papel del pico "neutro" de

c con el solvente B

Tratado con 0.1 N HC| por 7 min a 100° C y sometido nuevamente a electroforesis vol-
vié a comportarse como azGcar-fosfato (b) . Se eluyd la sustancia resistente a hidréli-
sis cida del papel y se traté con fosfatasa alcalina de E. coli . El tratamiento transfor-
md lo esencial del compuesto radiomarcado en manosa C (c) segdn se comprobd
por cromatografia en papel con diferentes solventes (d ).

Los resultados obtenidos excluyen la posibilidad de que el fosfato unido a manosa se

encuentre en la posicién 1 . En cambio, la resistencia al cido indicaria que el produc
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to del tratamiento alcalino es manosa-2-fosfato que se habia originado via manosa 1,2 fosfa-
to ciclico. La formacidn de éste, sdlo puede explicarse si el fosfato en el manolipido se en-

cuentra unido a la manosa en posicién ‘5 ( 69 ).

Tratamiento fendlico

Este tratamiento rompe la unidn entre fosfato y lipido en los derivados de alcoholes al -

licos ( 359 ) . Como muestra la Tabla 56, la [14 C] Manosa se liberd del ficapre-

TABLA 56 : Trotamlento fanblico del ilpldo de Cerctltis manosilado

Antes del Después del tratamlento
trotamiento
capa acvosa capa fenbdlica
cpm cpm cpm
Lipido enddgenc de Ceratitis®
monosilodo 1,298 49 1.204
IDal~P manasilade® 2,402 192 1.920
hDol -P-Man® 2,401 202 2.227
Fic -P-Man® 1.809 1.469 201

Se realizoron incubaciones esténdar y e aisltaron los polipranil—derivados. a ) preporados con
enrito de inwscto b ) preparodos con enzima de higodo . Se utilizb el procedimianto de
Garcio y col. {359 ) (ver pbgino 70 ) calentando en fenal durante 3 hs, y separando luege
las fasns paro contor en centelleadar . Tablo publicadaen (136) .

nol monofosfato [‘4CJ Manosa tratado con fenol caliente mientras que tanto el manolipido de
, 14
insecto como el hDol — P[ C] Manosa resistieron el tratamiento. Este resultado es indica-

tivo de que el lipido de insecto es un poliprenol d -saturado, luego seria el dolicol fosfa-

to de insecto.
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3.3.3. Dolicol fosfato glucosa de insecto

Lo transferencia de glucosa desde UDPGlc para formar Dol-P-Glc se estimuld tanto por

adicién de Dol-P de higado como del anélogo de insecto ( Figura 67 ) . En la Tabla 47,

FIGURA 67 : Transferencia de glucosa de UDP~Glc a aceptores lipidicos

[vorarc o]

& -

o I B B |
0 40 20 30 40 S0
ranomoles {Dol-P o ul LDolP

cpmxi103

y I |

Se utilizaron condiciones estdndar ( Métodos )  (*—* ) hDoI-P.; (°—°.)
iDol-P ( cada microlitro corresponde a 2 g de insecto vivo ) . Figura publicada
en Quesada y col. (135).

pdgina 122, se mostraron los requerimientos para la incorporacién. La omisién de Mg o Mn2+
y el anadido de EDTA no elimind totalmente la incorporacién de Glc a material liposoluble.
Esa incorporacion se ha interpretado provisoriamente como una sintesis de esteroles~glucésidos
dado que la sustancia radioactiva cuya sintesis fue insensible a EDTA aparecid como neutra

en columnas de intercambio idnico y no resulté degradada por el tratamiento &cido tipico para
romper poliprenil-aziGcares. El afadido de detergentes se hizo necesario cuando se agregaron
Iipidos exdgenos y se ve en la Figura 68 ( ver pagina siguiente ) que el éptimo para Triton
X-100 se situd en 0,1 % . La temperatura Sptima para la transferencia fue de 25°C y

lo actividad maxima se obtuvo con Tris~HCl a un pH de 7.4 ( Figura 69 ).



FIGURAS 68 Y 69 : Influencia dd detergente ( 68 ) y la temperatura (69) en

4k la biosintesis del Dol-P-Glc
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(e ~® ) y (A—A ), incubacién en presencia de Dol-P . (©--0) endégeno

En la Figura 70 se observa ( ver pdgina siguiente ) la curva de concentracién de proteino
enzimdtica. Es de hacer notar, sin embargo, que las incorporaciones a lipidos exdgenos fueron
muy sensibles a las concentraciones relativas de detergente en la mezcla de incubacién por
lo que las curvas de este tipo tienen un valor limitado. El gréfico de incorporacién de

14
[ C] Glc a Dol=P-Glc, en funcién del tiempo llegd a una meseta en 10 min, lo que podria

sugerir una posible transferencia de Dol-P-Glc a otras fracciones ( Figura 71 ).



CPM FIGURA 70 : Efecto de la concen-

24 tracion de proteino en
X 10 zimatica en la biosintesis de Dol-P-

Glec

Incubaciones estandar conteniendo
hDol-P ( 15 nanomoles de fosfato )
o iDol-P ( cantidad obtenida de
0,3 g de insecto vivo ) . Enzima de
Ceratitis .

1 1 1 1 1 1
0 05 1)0 1,5 20 2,5 30 35
rmg . Protei.l\q /md

1

FIGURA 71 : Incorporacion de [MC] Glc en funcién del tiempo
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Propiedades

En la Figura 72 se aprecia el comportamiento del lip=- [M C] Gle en columnas
FIGURA 72 : Comportamiento cromatogréfico del Lip~Glc de insecto
cput 1 mM €F mN
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A ) B ) C ) Cromatografias en DEAE~Celulosa forma acetato. Ver texto y Métodos . B y C
fueron microcolumnas (0,6 x 4.0 cm ) . La concentracién salina en ordenadas se refiere a
los gradientes continuo (A ) o discontinuos (B y C) de elucién. D) Cromatografia
de adsorcidén en écido silicico ( Métodos ) . Las eluciones se efectuaron pasando 10 vol de
columna de cado solvente .
cromatogréficas de intercambio idnico/Met 99%( A ); 2:1 (B) y 10:10:3 (C) yen
cromatografio de adsorcién (D ). En todos los casos el lipido Glc se comportd como el
hDol-P [BH] Glc obtenido con higado de mamifero.
El anélisis cromatogréfico en capa fina con diferentes solventes mostré también ( Figura

73, A ) que el iDol-P~Glc obtenido con microsomas de insecto cromatografié como el Dol=-

P-Glc y se distinguid claramente del Ficaprenol-P-Glc., En electroforesis experimental en
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presencia de detergentes se comprobd la misma semejanza al Dol-P-Glc y separacién de Fica-

P-Glc ( Figura73,B).

FIGURA 73 : Comportamiento del Lip-Glc
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vidrios silicanodos .

pravlels con Fic-P-Glc (obajo ) o Se realiz$ la electroforesis entre
Se montuvo un compo de 42 Volt/em ,

La hidrélisis &cida suave del glicolipido liberé Gnicamente glucosa, que se identificd en
diferentes solventes. El tratamiento alcalino suave ( ver capitulo 3.3.2. ) no degradd el

glicolipido, que se hidrolizé parcialmente cuando se elevd la temperatura. En este Gltimo

caso se liberé una sustancia hidrosoluble que migré como 1, 6=anhidroglucosano, como se

ve en la Figura 74 , A . Esta Gltima sustancia se obtuvo también en la hidrdlisis del Dol-P-

Glc de higado donde la glucosa estd unida como andmero -(5 . Como era de esperar,

la hidrdlisis del producto de tratamiento alcalino con 0.5 N H, SO, produjo glucosa libre



( Figura 74, B ) .

FIGURA 74 Tratamiento alcalino del glucolipido
igg ) Gl 164G

0 10 20 “m 30

A) Cromatografia en papel con el Solvente E

B) Se eluyd el pico radioactivo de (A) vy se tratd
el material con 0.05 H SO4 por 2 hsa 100°C,

se neutralizd y se cromgfogrofié en el mismo siste
ma. Figura publicada en Quesada y col. (135) .

155

El lIipido~Glc results estable al tratamiento con fenol, a semejanza de lo que sucede con

otros polipren il-derivados °< ~saturados (60,359 ) . En la Tabla 57 se aprecia que todos

J1ABLA 57 : Tratamiento con fenol del lipido-glucosa de insecto

SUSTANCIA ANTES DEL TRATAM.°® DESPUES DEL TRATAMIENTO

Fase acuosa Fase fendlica

Lipido manosilado de

insccto(endégeno) 1.298 69
iDol-P-Glc 1.877 186
iDol-P-Man 2.402 192
hDol-P-Glc 3.190 210
hDoi-P-Gic(enz.de higado) 3.000 154
fic-P-Gal (enz.de Acctobacter

xil i num) 2.473 2.221

NwWw -

.20

. 754
.920

.059
.877

370

Se ulilizé el método de Garcfa y col.(359) (ver Tabla 56,pag.149).Excepto

en los casos indicados se emplearon enzimas de Ceratitis.



los derivados de dolicol resistieron el tratamiento mientras que el Ficopremol ~P~-Gal ( alilico )

se hidrolizé en un 90 % .

3.3.4. Evidencias sobre formacidén de otros dolicol monosacéridos

Cuando se incubaron microsomas de Triatoma o de Ceratitis con UDP-, [MC] - Golocfo_
sa se formd una sustancia que se comportd como poliprenil~fosfato~azdcar ( Tabla 47, pégina
122 ) . Sometida a la hidrdlisis acida débil, se comprobd que la mayor parte de la radioac-
tividad acuosoluble liberada del glicolipido se comportd como glucosa y sélo una pequefia
proporcién ( 8~15 % ) co=-cromatografid con la galactosa, Debido a lo escaso de estas in-
corporaciones no se continud el estudio de este glicolipido, desconociéndose si su formacién
es debida a una enzima especifica o a una inespecificidad de la enzima sintetizante de Dol-

P-Glc .

Lipido P-P-GalNACc

Dada la presencia en glicoproteinas de insecto ( ver pp.46-47) de galactosamina
(acetilada o0 no ) y la presencia de UDP-GalNAc en hemolinfa de mariposa gigante ( 411 )
se estudid la posible formacion de lipido~GalNAc .

Como  se aprecia en la Figura 75 , cuando se incubaron extractos de larvas y/o de

pupas de Palendus dermestoides con UDP [MC] GalNAc se formé un glicolipido labil con

las propiedades de los poliprenoles azicar que liberé GalNAc y GlcNAc por hidrélisis
4cido débil. Por cromatografia en capa delgada de Silica Gel se verificé la identidad de los

dos aminoazicares ( Figura 76 ) . Tampién se comprobd la existencio de las dos acetilhexo~-
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FIGURA 75 : Formacién de un | ipido=GalNAc

'
M:s My Gkt s !
' 1 La mezcla de incubacién contenfo : Tompén Tris~-Maleato pH 8.0,
@ @D D ' 1 25mM; MgCl, émM; EDTA-Na 1.5 mM; iDol~P (d 100 mg de
/40 g » “ insecto ) ; hDol=P ( 50 nanomoles ); Tritén X=100 1 % ; 2-mercop~
Oo O\ ' toetanol 15 mM; Enzima de Palendus é mg proteina. Nucledtidos=
' O y ©zlcor, 250.000 cpm volumen final 200 ul. Se incubd 30 mm a
‘ 1t 75°C, se hidrolizaron los respectivos lipidos polores y se cromato
! ! grofioron en popel con el solvente C ( oscendente ), En la figura
0 " se han superpuesto los perfiles. Se utilizaron esténdares endégenos
' o y como control de la movilided.
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FIGURA 76 : Cromatografia en capa fina del resto hidrosoluble del aparente lipido-GalNA¢

Ensayo y procesamiento como en Figura 75 ( arriba ) . Después de la hidrélisis dcida suave

se cromatografid la sustancia radioactiva hidrosoluble liberada del glicolipido obtenido a par-
tir de UDP=- MClGoINAc en Silica Gel G con acetato de butilo/2-propanol/piridina/agua
(40:31:14:15 ) . Se hicieron corridas en ausencia (A) y presencia (B) de una "barrera™ de
fitohemaglutinina de Phaseolus ( que interacciona con GalNAc ) . En ambos casos la radioac
tividad se repartié entre la GalNAc y GlcNAc . B
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saminas utilizando cromatografio en papel impregnado en borato, con el solvente A ( ver
Métodos y pagina 76 ). Probablemente exista en los homogenatos de insecto una epimersa
que posaria el UDP-GalNAc a UDP-GIcNAc en forma similar a la que se conoce en otros

organismos. ( Salvo que la epimerasa sea a nivel de lipido~ozGcar) . Resta saber,entonces,
si las transferasas involucradas son una o dos.

Lipido=acido glucurdnico

14
Se ha detectado la transferenciade ( C ) desde UDP- ( 14 C ) é&cido glucurdnico
a una sustancia lipidica labil al cido. Sin embargo las incorporaciones son sumamente bajas
por lo que no ha podido demostrarse la identidad de la sustancia radiomarcada que podria ser

lipido~P- ( ¢ ) GlcUA. Un lipido similar se forma en Acetobacter xylinum (Couso y

col., comunicacidn personal ) .

3.3.5. Dolicol monosacéridos en otros organismos

Al inicio del presente trabajo de Tesis s6lo se conocian poliprenil derivados en mamife~

ros, plantas y hongos. Cuando se detectd en Triatoma infestans la formacién del Dolicol~

P-P-GlecNAc y, poco después, otros poliprenil-monosacéridos, se quisc conocer si éstos
intermediarios se formaban en otros invertebrados. Se prepararon enzimas con diferentes
grados de purificacién de diversos artrdpodos y otros organismos. Como se aprecia en la
Tabla 58 en casi todos los organismos estudiados se detectd formacidn de poliprenil deriva~-

dos,
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TABLA 58 : Deteccibn “invitro” de lipido-monosacbeidms do invartebrados semibles o
hidrélisis écida y cuyo bivsintasis so estimuld por Dol=P

Lipido - Gl Lip = Gl NAC Lip-Mun

CRUSTACLOS
= Porcellin wo .

{ticho nolita ) Sl NO Si
= Cyrtoqrzotus sp

( ccnyrejo de Samborombén ) pUDOSO - -
~ Artemin wlinu Sl St St
ZQOFLAGELADOS
= fugleno vididis st TRAZAS -
HOMIGOS
- Heprgeo cogna WI St st Sl
= HNeurapors croya CR™ (162 ) St - Sl
~ Phycum,ces blovesleunuys - - K

Lipido-monosocéridos de Artemia salina

Se estudiaron en detalle los glicolipidos de Artemia, llegdndose a la conclusién de que
el lipido aceptor endégeno es similar al Dol-P de insecto. Este Gltimo estimuld la biosintesis
de los glicolipidos de Artemia, cuando fue agregado exdgenamente a la incubacién ( Figura
77 ) . En la misma Figura se aprecia que la casi totalidad del UDP- ( 14 ¢ ) Glc fue degrada

do mientras que el GDP- ( 14 C ) Man permanecid - aparentemente - como tal.
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En la Figura 78, A y B se muestran las cromatografias en papel de los azOcares liberados

Figura 78: Cramatociatia de productos de pidrSlisis de
TUETTTTTT e polipreail-aszicaren de Artemia,fuaiens v
Neuro«spora,

A @ @ D Db

M2 Gle

A 1 1 1 [\ i

B D [ Ole @ Man.
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Preparacidn de cazimas d¢ Artemia ¢omo las de insecto.
Las céltutan de (unglena tueron rotas por Jescompresiéna
seqan el método Te TTendh y Hilnes(420) L) micelio we
ospora se molio con arend loavada.Se utilizarvun in
oncs estandar  similares a 13s ecpieadas para ies
.cuperimentos con insectus.los glicoiipidos biosin teti=,
zados se procesaron hidrolizaron y sc cromatogralid el
resto hidrofilico en papcl con ¢l solvente B.

del glucolipido y manolipido por hidrélisis dcida suave. El glucolipido liberd glucosa y una
sustancia que permanecié en el origen ( Figura 78, B ) . El manolipido liberd manosa ( pico
principal de Figura 78, A ) y ademds, aparentes oligosacéridos ( Ver capitulo 3.7 ).
El GlcNAc-lipido, por su escasez, no pudo analizarse debidamente.

Entre otrcs, se obtuvo la biosintesis de Dolicol-P-Glc en un protista fotosintético unice-

lular flagelado, Euglena viridis , ( Figura 78, C ). Poco después Keenan y col. ( 55,133 )

obtuvo lo mismo en otro protozoario, Tetrahymena pyriformis.

Parodi ( datos no publicados ) encontrdé biosintesis de dolicol glucosa y de poliprenol~
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oligosacérido en lombriz de tierra.

En base a los datos propios y de otros autores se concluyd que la biosintesis de dolicol-
azidcares era un fendmeno general para todos los invertebrados. A los efectos de comparar
propiedades de la parte lipidica se obtuvo también la formacién de aparentes Dolicol-P-P~

GlcNAc, DolPMan y DolPGlc en el ascomycete Neurospora crassa ( Figura 78, D - F )

y en el hon go primitivo phycomyces blakesleanus .
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3.4. BIOSINTESIS DE DOLICOL-OLIGOSACARIDOS CONTENIENDO MANOSA

Se incubd GDP- ( 14 C ) Man con una enzima rica en microsomas de Ceratitis en las
condiciones habituales para la biosintesis de Dol-P-Man. El material lipofilico radiomarcado
14

con C se cromatografid en una columna de intercambio i6nico de DEAE-celulosa, equi-

librada con cloroformo/metanol  (2:1 ). En la Figura 79 se aprecia que no se eluyd radio-

Figura 79: (Publicada en Quesada y Belocopitow, (203))

(Pmb T 1 T i T T T 0 n n v
x 107 _ . i
CLOROFOAM0 [ mETAROL . FoariaTo pe Amorio en EL Sowvenre  oF Lelor (sav J)
. N : et 1001
< 21 1:1 0 N _ 5 mi — 30 N > ~My
{ — € ol
¢
6 1 a l
el DY AC-Celulosa 4.0 X300 um
: (@'« Glicos JPinos NSLLTO
51— ]
: (o 1. Dol-P-Gle
3
i ‘g :. ;
q
5 - g
' q
2 of ]
i - ] 4
. ....0 . ;J -2 @ *_o ....
0 [220% hongee OptfeenOc Ogpenl | winga el q oe%efiartepadcte? 0%
O 100 RAYN] 00 HLOO 4500 ML O 0O

actividad con el paso de cloroformo/metano! (2:1) (160 ml ) y de los mismos solventes
en proporcién 1:1 (50 ml ).

El solvente de Leloir ( j ), cloroformo/metanol/agua ( 10:10:3 ) ( 100 m! )
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tampoco eluyd sustancias radiomarcadas. La mayor parte de éstas ( 93 % ) eluyeron junto
con un esténdar interno de Dol-P - ( 3 H ) Glc, cuando se pasé acetato de amonio 5 mM

en cloroformo/metanol/agua  (10:10:3 ). Sustancias més aniénicas ( 5% de la radioactivi-
.dad ) eluyeron a una concentracién de 30 mM de la sal, en forma similar a como se comportan
los poliprenol pirofosfato derivados (143,145 ) . Se sometieron a hidrdlisis dcida débil las
fracciones de la columna que eluyeron con 5 y 30 mM de formiato de amonio y las sustancias
hidrofilicas liberadas se cromatografiaron en papel con el solvente A,  Como era de espe=
rar el producto de hidrdlisis de la sustancia menos anidnica comigrdé con la manosa ( RF =
0.30 ) indicando que se trataba dol dolicol fosfato-manosa descripto en el capitulo ante~
rior (3.3.1. ). La(s) sustancia(s) hidrofilicas originadas en los manolipidos més cargados

se comportaron como oligosacdrido(s) dado que permanecieron cerca del origen en el mismo

sistema cromatografico.

3.4.1. Estimulacién de la sintesis por extractos de Ceratitis capitata

Se prepararon proteinas microsomales de larvas de 6 dias y de pupas en la etapa de "ojos
pigmentados " ( ver Métodos ). Se incubaron cantidades equivalentes de cada preparacién
con GDP- ( 14C ) Man para obtener la manosilacién de los aceptores enddgenos. Como se
aprecia en la Figura 80 la hidrdlisis cida débil de material soluble en solventes organicos
origind varias sustancias radioactivas que migraron como oligosacdridos en cromatografio en

14 C ) que

papel. Las enzimas larvales ( Figura 80, B ) incorporaron mayor cantidad de (
los adultos farados ( Figura 80, A ) . Muchas de las preparaciones enziméticas obtenidas

de estos Gltimos fueron frecuentemente capaces de sintetizar cantidades detectables de
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FIGURA SkFormacién de lipido-oligosacaridos manosilados de Ceratitis
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de lipido~oligosacéridos radiomarcados ( ver también ciclo de vida , pégina 202 ).,

Se suplementaron incubaciones conteniendo enzimas larvales con una fraccién lipidica
polar extraida de Ceratitis ( ver Material y Métodos ) . La mezcla de incubacidn estandar
contenia el material lipidico correspondiente a 2 g de insectos vivos. La incorporacién de
[MC] Manosa en los oligosacéridos unidos a lipido aumentd 10 veces ( Figura 80,C ). Para
descartar la posibilidad de que el extracto lipidico estuviera ejerciendo un efecto de detergente

se lo sustituyd - en experimentos paralelos - por diferentes concentraciones de cardiolipina
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( como "detergente" natural ) Tritdn X-100, o Nonidet P-40, o deoxicolato de sodio. En
ningln caso la estimulacién fue mayor de una vez y media sobre los valores basales,

Para comprobar la especificidad del sistema transferente se prepard a partir de higado de
cerdo una fraccidn de lipidos aceptores de glicosilos ( ver Métodos ). El agregado de lipido
heterlogo estimuld en forma similar la biosintesis de lipidos—oligosacaridos. La radiolectura
del cromatograma revelé diferencios cualitativas ( Figura 80, D ) en el perfil de distribucidn
de la radioactividad: el aceptor de insecto favorecid la formacidn de los aparentes lipidos—
“trisacérido" y "tetrasacrido" mientras que el aceptor de higado estimuld en mayor medida

los aparentes lipidos-"pen tasacérido” a "heptasacarido".

Propiedades del aceptor lipidico de insecto

Para excluir la posibilidad de que el estimulador de la sintesis de |ipido=oligosacéridos
sea el Dol-P descripto previamente ( capitulo 3.1.2. ) se llevaron a cabo experimentos de
control en que este Oltimo lipido purificado se adiciond o no al estimulador.

Cuando a la incubacién tipica, en que sdlo se hallaban presentes los aceptores endégenos,
se le afiadieron 3 6 nanomoles ( en fosfato ) de doliquil fosfato la incorporacion de

14C ol Dol-P-Man. Se estimuld 12 veces, mientras que a los lipido-oligosacaridos se
inhibi6é levemente ( Figura 81, A ).

Probablemente este Gltimo efecto se debib a la competicién entre enzimas por el GDP=
Man. Cuando el Doliquil=P se adiciond a la mezcla de incubacidn suplementada con aceptor
de insecto ( Figura 81, B ) se produjo una notoria inhibicién de la biosintesis de lipido~oli-
gosacéridos. Aqui también se tratarfa de un fendmeno de competencia por el GDP~-Man,

En la Figura 81, C se aprecia que el tratamiento del aceptor lipidico con HCI 0,1 M por



A000

FIGURA 81 : Efacto de lo adicidn de lioidos erfgencn
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Mezcla y mitodes esténdar salvo en la concentracidn de Tritsn X~100 que fue de 1,5 % , y
los adiciones de lipidos. Cromatagrofios en popel, solvente B . Se cuento la radicoctividad

on centelleador, cortando en el cromatogroma bandos transversales de 0,5 cm .

baciones se suplementon (. ... ) ono (
B ) Igual que A pero cado tubo contiene el lipido oceptor obtenido de 2 g de imsecto ( pSgino

o).

A ) Las incu-

) con 30 nonomoles de hDol-P .,

C) igwal a Ay B persel aceotor de insecto fue calentodo 3 99 °C durante 20 min

en 0.1 M HC!, lavado por el método de Folch y las fases orgénicas onadidas o la mezelo de
Incubocibn . Figura punlicada en {202 ).
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20 min a 98° C, destruyd su capacidad estimuladora. Es de hacer notar que este tratamiento

no destruyd al Doliquil=P.

El aceptor lipidico de insecto se comportd como un sustrato para la enzima transferente,

como se aprecia en la Figura 82, donde cantidades crecientes de aceptor ocasionaron suce=-

sivos incrementos en la cantidad de lipido-oligosacéridos biosintetizados. En la Figura 82

se ve que también se estimuld la formacién del Dol-P~Man debido quizés a la liberacién al

medio del dolicol fosfato unido a azGcares. Ello puede ser debido a hidro lasas que hemos

comprobado se hallan presentes en las preparaciones de extractos microsomales de mosca

( datos no presentados ) .
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FIGURA 82: Efecto de la adicion
T I T T del aceptor lipidico de insecto.

Se obtuvo 1 ml de solucidén que contenta
los aceptores de insecto,partiendo de

16 g.de Ceratitis(pupas),vivas.lLas canti
dades de aceptor indicadas se llevaron a
seco bajo N, y se las resuspendié en
Tris-HCl 82mM,pH 7,4;MgCl, 8.2mM;Tritdn
X-100 3,3%;2-mercaptoetansl 80mM y GDP(14c)-
-Man 6.6 uM (90.000 cpm).Volumen final
60 ul .Se incubd 20 min a 25°C.Después
de la extraccidén de los lipidos ,se se-
pararon los manosil-derivados en columna
de DEAE-celulosa .Figura publicada en
(203).
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Teniendo en cuenta el comportamiento del lipido estimulador de insecto en diferentes
sistemas cromatogréficos, sus propiedades en cromatografia de DEAE~celulosa, la analogia
con los sistemas de mamiferos y los precedentes resultados, se puede asumir que se trata de un

poliprenil=pirofosfato derivado, conteniendo oligosacéridos de diferentes tamaiios.

3.4.2. Estudio del oligosacérido unido al lipido: Dolicol trisacérido

Las propiedades del lipido~oligosacérido intacto se han descripto en los secciones prece-
dentes. Su sensibilidad a la hidrélisis Gcida débil es ligeramente menor que la del Dol-P-
Manosa y del Dol-P=-Glc de insecto ( Figura 83 ). Behrens y col. ( 104 ) han descripto

también una velocidad de hidrélisis menor para el Dol-P-P-GlcNAc.



169

FIGURA 83 : Susceptibilidad al écido de
los lipo—~oligosacaridos
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El Dol=P=Man y los lipo=oligosacéridos se
separaron en columnas de DEAE-celulosa, El
Dol~P-Glc se prepard con enzima de higado
de rata. Las muestras en duplicado con apro~
ximadamente 5000 cpm por tubo se secaron
bajo N5 y se hidrolizaron ( 2.13.1. a,
pagina 69 ) . El gréfico indica el porcentaje
de radioactividad remanente en las fases or=-
(min) o ganicas después de la hidrélisis. ( Figura pu~
blicada en Quesada y Belocopitow, (203 ) ).
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Del comportamiento de los hidrolizados del Iipido oligosacérido(s) en cromatografia en
papel se infirié que la sustancia que migré entre maltosa y maltotriosa ( Figura 80 y 81 )
podia ser un trisacérido,

En cromatografia de filtracién molecular ( Biogel P=2 ), el oligosacérido radiomarcado
se comportd como un pico simétrico que migrd entre la rafinosa y la estoquiosa ( Figura 84 A).
Estimando el Peso Molecular en base a los patrones usados, se obtuvo ( Figura 84, B ) un
valor de 650, préximo al de un tetrasacrido. Sin embargo, es frecuente que la presencia de
una acetil hexosamina haga decrecer el volumen de elucidn en este tipo de filtracién mole-
cular. Es lo que sucede para la GIcNAc ( Figura 84, B) y con la di-N'-N-oceHIquitobioso
¢ 157 ).

El putativo trisacérido se comportd como una sustancia neutra cuando fue electroforetizado
en papel, tanto con tampones dcidos como alcalinos. Se lo redujo con borohidruro de sodio

para evitar el ataque del &lcali por el extremo reductor y se lo traté con KOH ( ver Métodos ).
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opd—L_1L 13131 1 )11 11 1
' 20 2 s 3?, 36‘"‘” “0 o @ €l trisacérido radiomarcado fue eluido de cromato
Vol elucion gramas como los de la Figura Bl. Se concentraton
los eluatos y se los posd por una columna de Bio-
gel P-2 equilibrada con agua. Los el uatos radio-
S actlvos volvieron a ser concentrodos, mezclados con
i T rmrTTaT egéndores y pusados por la mino columna
100 Ll I, I I 1 equilibrada y eluida cor Tompde fostato 5 mM
A I Y] (pH 7.0 ). Losfraccionesde C,5mi 0.1 ml/
. o5 = min ) e evaporaron en olanchetas de vidrio v con
- . toron, despubs de lo cuol se tomaron en aguo pare
S Haginosa - determinar la posicién de los estandares { ver
tae Métodos ) .
a»s - ’ N A ) Perfil do elucibn del trisacérido radiomorcado
11 B ) La flecha indico el peso molecuoir aoarente del
| |
0, 2 1 4 56789 trisacérido. Figuro publicada en (203) .
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Sometido a la electroforesis la radicactividad se repartidé en dos sustancias cargadas positiva=-
mente ( Figura 85, A ).

En la Figura 85, B se ve que el pico de menor migracién aparecid primero y gradulamen=
te fue desapareciendo a medida que aumentd la radioactividad en el pico més rGpido. Este
resultado puede atribuirse a la de=N=-acetilacién de dos grupos N=-acetilhexosamina
( 188 ).

. Por otra parte al oligosacérido radiomarcado con MC se lo tratd previamente con
NoB[3 H} para radiomarcar el extremo reductor y se lo hidrolizé totalmente en &cido, cro-

matografiando el hidrolizado en papel. El azGcar marcado con ]4C que se obtuvo migré
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FIGURA 85 : Trotamienta olcglina dal oligoss-

cé&rido unido o llpide

Después de reducidas con borohidruro ( 15 mg/ml
= 1 hore/21° C ) las muestras se pasaron por una
microcolumno de Dorvex~50. El écido bérico se
elimind por repetidos adiciones de netanol y eva~
poracibn en vacio. El material reducido fue trota
do con KOH 2 M a 100° C durante los tiempos
indicados, neutralizado con &cido perclérico y so
metico a electrofloresis en papel con Tompén Il
(&cido ) . El campo elelrrico sromedio fue de
Ov/em .,

A ) Perfil de la distribucidn de radiooctividad

B ) Los electroforetogromas correspondientes o los
tiempos de trotamiento indicodos se cortoron en
bandas de | cm y se conté lo radicoctividad “pico
lento" s refiare ol que migrd otrds de lo GlcN y
"répido” , adelante,

Figura parciolmante publicada en Quesoda y Beio=-
copitow (203).
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como manosa en los solventes A, B y D mientras que el azdcar tritiado co~cromatografid

con glucosaminitol, Este resultado indica que la N-acetilglucosamina se halla situada en el

extremo reductor del oligosacérido.

De los datos precedentes se desprende que la sustancia analizada debe ser el trisacérido

( Gle NAc )2 - Man , llamado X3 en el sistema de higado de mamifero ( 167 ) y biosin=~

tetizado también por otros tejidos de eucariotes ( 14, 40, 42, 43 ).

3.4.3. Los dolicol-oligosacéridos de mayor tamaiio

Las incorporaciones de [MC] Manosa a los oligosacéridos unidos a lipido, oparentemente

mayores que el trisacérido descripto, fueron bajas. Por ello fue dificultoso el anélisis de los
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azlcares componentes, En el caso del aparente lipido~tetrasacérido se obtuvieron evidencias,
mediante el tratamiento alcalino del oligosacérido reducido y posterior electroforesis  ( idén_
tico al de la Figura 85 ) de que también contiene un par de acetilhexosaminas. Habria
ademds dos manosas. Todo indicaria que para los oligosacéridos mayores sucede lo mismo,
por lo que podria estarse en presencia de una familia de lipidos oligosacéridos que se fueran
sintetizando a partir del miembro de menor tamaiio por adicién de sucesivas manosas.
Asumiendo este hipdtesis, si se toma el trisacérido como "cabeza" de la serie de oligosa
céridos de insecto, estos tendrian entre 3 y 9 unidades monosacaridicas, por criterio de cro~

matografia en papel en diferentes solventes. Como se aprecia en la Figura 86, la presunta

FIGURA 86 : Movilidad relativa de los oligosacaridos de insecto unidos a dolicol
R.| A Rx
X B
4.0
1.0 ps * OLIGOSACARIDOS DE | %o e,
L N % INSECTO %,
V- \o\ & o N
Ne .6} 0\0 ®
.51 \°\ ;| \0\\?
I 2\0 4b 0\..
\O . 0\
3t \o '3:_J¥1 | R S W N S O.
% 4 2L 34 56 78 440

MALTOOLIGOSACAR

A ) Cromatografia en papel,
solvente B, 3 dias

B) idem, solvente H

56 78 9101 12

UMERO OL UNMIDADRS SACARIDICAS

123
]
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"familia" de oligosacéridos se comportd como los maltooligosacéridos alineGndose ambos en
una recta, en cromatografia con el solvente B, o en una linea de idéntica curvatura, con el
solvente H.
orcién oli ari ipido= i o i0 con e o=
La porcidn oligosacarida del presunto |ipido=tetrasacérido co-cromatograf | malt
tetrasacérido en papel y eluyd inmediatamente antes de la estaquiosa en Biogel-P4 ( no se
muestran los datos ) . Por conveniencia se lo calificé de "tetrasacarido" pero ello no im-
plica un conocimiento acabado de la molécula,
En los experimentos de estimulacion con anadido de Iipido de insecto los incrementos
. - ”» . ” L4 .
porcentuales decrecieron a medida que aumentd el tamafio aparente del oligosacérido ( Figura

87 ) sugiriendo una relacién precursor - producto entre los mismos. En el caso del presunto

FIGURA 87 : Estimulacién, con respecto al material endégeno, de los lipo-oligosacéridos de
insecto segin el tamafio aparente del oligosacérido

% de estimvlacian,

+ACEPTOR . . . .
&ook D Los restos oligosacaridicos del lipo-oli
ook B+ ~cspror+ uoP Gletlac gosacarido se co~-cromatografiaron con
soob malto-oligosacéridos y se les otorgd el
soo b tamaiio aparente ( salvo el trisacrido,
woo b que se demostrd ) . No se detectd esti~
200 F mulacién en ninguna sustancia que cro-
00} matografiara como pentasacarido .
! § |

3 4 6 7 8-7-9

TAMARO APARENTE  OEL OLIGOSACA R(DO (CRoM” PAPEL SOLV. B)

lipido-hexasac&rido podria tratarse de una mezcla de dos sustancias, ya que tanto el aceptor
como el UDPGIcNAc estimularon la incorporacion de marca. Como, ademds, no se detecta
generalmente el aparente pentasacérido podria suponerse la existencia de una ramificacién que

hiciera variar la movilidad cromatogrdfica y, entonces, la sustancia que aparecié como
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"hexa-acérido" seria una mezcla de dosdiferentes ( el "pentasacérido” y el "hexasacérido" ).

3.4.,4, Caracferu'sficosd_el_a transferencia de manosas

En la Figura 88, A se ve la incorporacién de radioactividad a los diferentes lipido~

FIGURA 88 : Incorporacion de radioactividad a

doliquil-oligosacéridos

Incubacion estdndar con 1 % de Triton X-100 y el
lipido aceptor que correspondia a 4 g de insecto
vivo. Se tomaron 2 alicuotas iguales de la incuba
cidn. Una de ellas se hidrolizé y se separaron los
oligosacéaridos en cromatografia en appel ( Método
destructivo ) . La otra alicuota se cromatografié en
DEAE-celulosa con el solvente J y se separaron los
lipo-oligosacéridos del Dol-P-Man ( Método con~
servativo ) . A ) radioactividad incorporada

B ) distribucidn porcentual de cada compuesto mar-
cado en funcidon del tiempo

Figura publicada en Quesada y Belocopitow ( 203 )

Radioactivided (Cpm x a0

(3% At IS S N S UUN SR S
o ' ") ¥ 0 V) 30 45 ()
Tienwo (mim)

Dol-£-Nan (Q. desivucavo . @ ne destructinet:
Lifigo- oLivosacdaido : (0. Justiucine @, no  destesctive

(V). Ligios - TeraAsacanipo’ (A) Litios - " Taisacanive”

oligosacéridos en funcién del tiempo. El Dolicol=P~Manosa y el lipido trisacérido llegaron a
una meseta a los 5 min de incubacién mientras que auments el MC en el aparente lipido=
tetrasacérido hasta los 20 min.

El lipido-tetrasacérido acumulé la mitad del MC incorporado a glicofosfolipidos, en

las condiciones del ensayo, En cambio, el Dol-P- Man  y el lipido trisacérido decrecieron
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simultGneamente en funcién del tiempo ( Figura 88, B ). Estos datos sugieren que la segun-

da manosa, en el presunto tetrasacérido, posiblemente entre via Dol=-P=-Man,

Caracteristicas generales

14
. Preincubando la preparacién microsomal por 1-5 min antes del agregado de GDP-( C )

Man la incorporacién a Dol=P-Man y a lipido-oligosacérido decrecié en forma similar

(Tabla 59 ) . Esto reflejaria  una similitud en las manosiltransferasas en cuanto a los

TABLA 59 : Scnsibilidad o factores presentes en la incubacion

Tie de Breincuboc i6n Lfeido-oligosacéridos Lipido-Man
cpm % cpm o

0 min 34,235 100 33,107 100

I min 25,876 76 20,481 61

5 min 25.915 76 17.468 53

Después de incubar la enzima microsomal (0,1 g ) con la mezcla
de incubacién por los tiempos indicados, se incorpord el GDP-
- ( e ) Man  ( 10° cpm ) . Condiciones idénticas a Figura 88 ,

factores del medio ( proteasas, fluidez de membrana, agotamiento de los sustratos
endbgenos, etc. ) .

. El pH 6ptimo  para la incorporacidn a los lipo-oligosacéridos fue el 6,8 cuando se
empled un tampdn de Tris~-Maleato mientras que empleando Tris HCI la incorporacién fue
menos eficiente y el dptimo se situd en 7.4 ( Figura 89 ). Esta discrepancia puede

atribuirse a que se estén promediando datos de varias manosil transferasas.
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FIGURA 49
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. La temperatura 6ptima para la incorporacién fue de 25° C ( Figura 90 ).
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. La formacién enddgena de lipo—oligosacéridos se inhibié ligeramente por la adicidn de

detergentes, como ocurre en la sintesis del Dol=P~Man de insecto y en muchos otros

sistemas similares. Sin embargo, cuando se agregd el |ipido aceptor de insecto (u otro

lipido ) o la mezcla de incubacidén, se precisd asimismo algin detergente. Tanto el

Nonidet P=40 como el estructuralmente similar Tritdn X-100 resultaron adecuados para
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la estimulacidn de la formacidn de lipo-oligosacéridos. En la Figura 91 se grafican las
curvas de formacion de éstos Gltimos respecto a la concentracion de Triton X=100. Se
observan muy buenas incorporaciones a altas concentraciones de detergente. Cuando la
concentracién del detergente llegd a 4.8 % final en | a mezcla de incubacién, el

83 % de la radioactividad incorporada a la fase inferior estuvo constituida por lipo-

oligosacéridos ( Figura 91, B ).

FIGURA 91 : Efecto da lo concentracién de detergente en lo biosintesis de doliquil~

ollgosacéricos

C-3-Radioactivi ded (cpm)

!
Incorporation %!

Triton (%)

Condicionws del ansayo y simbolos como Figura 88 ( pégina 174 ) . ( Se incubaron 20 min
025°C). A) Radioactivicod incarporado 8 ) Distribucion porcenmual de lo
radlomcrco en cada sustancia. Figura publicoda on Quesodo y Belocopitow (203 ),

Se aprecia que, en las condiciones para biosintesis de lipo-oligosacéridos como las de la
Figura 21, la méxima formacién de Dol-P~Man se obtuvo con 1,5 % de Tritén X-100,

En condiciones més favorables para la sintesis de este Gltimo la concentracién éptima de
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Tritén erade 0,2 = 0.7 % ( Figura 56 en la pagina 137 ) .
Ello se debe a la presencia, en la mezcla de incubacidn, del lipido estimulador de la
biosintesis de lipo-oligosacéridos, que asocia parte del detergente, con lo que la concen-

tracién real de éste se hace menor.

Para experimentos como los descriptos en el presente pérrafo se utilizé también un método
no destructivo para la separacién de los derivados mono y difosforilados de dolicol. Este
método consistié en separarlos por intercambio i6nico con DEAE=celulosa ( ver Métodos ) .
Como se aprecia en las Figuras 88 y 91 , se obtuvieron resultados similares a los propor-
cionados por el método destructivo ( en que se analizaron los productos de hidrdlisis

Gcida ) , (El método fué puesto a punto por E.Belocopitow)

2+

La formacidn de los lipo-oligosacéaridos se estimuld en presencia de iones Mn mientras

que el Mg2+ estimuld poco y el C02+ o Co2+ no parecen tener efecto, en las con~
diciones dosadas. El EDTA  en concentracién de 20 mM inhibid la biosintesis de los
glicolipidos pero a concentraciones menores estimulo la sintesis ciertos miembros de
la familia de oligosacéridos. Un efecto similar fue descripto en cél ulas plasméticas
tumorales de ratas por Baynes y col. ( 66 ). Laespermina (20 mM ) y la putrescina

. . . +
(15 mM ) sustituyeron el efecto de magnesio aunque no estimularon tanto como el Mn2 .
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3.4.5. Origen de los residuos de manosa incorporados a los lipo—oligosacéridos

Teniendo en cuenta que las preparaciones de Ceratitis ricas en microsomas son capaces
de transferir glucosa al doliquil fosfato endégeno a partir de UDP-Glc ( ver 3.3.3. ), se
anadid este nucl edtido azicar como competidor del GDP( ¢ JMan en incubaciones tipicas
para la sintesis de lipo-oligosacéridos.

Se hicieron adiciones simuit@neas o previas (5 min ) de 1 mM de UDP-Glc y a los
10 min se obtuvo una inhibicién del 50 % y 80 % respectivamente en la biosintesis de

Doliquil-P-Man mientras que la del |ipido-trisacérido no se alterd ( Figura 92 ). Este

FIGURA 92 : Efecto de la disminucidn de Dol=P~Man ocasionado por la competencia del
UDP-Glc por el Dol-P mientras que el |ipido-oligosacérido no varia

cpm cpm ]
° !
2,5 F
Dol-P-Man Dol-P- P Oligosacarido
20f - (80% X5+20%X,)
s | ESTANOAR 8 4
°
PP
A‘o i / ”"; VOP- Gic i -"
o _V’ A /?
0,5 -~ ....--""'.. -
F,//:.Y.---“"'. Preinr.ub + UDP- Gl /~2'

T S e T e 3 T MmN o 4 2 354 5 ¢ ¥ & 9o Hmin

resultado indica que el Dol-P no parece ser un sustrato necesario para la biosintesis del
Dol=P-P~(Glc NAc )2-Man, como se aprecia también en los casos en que se agrega Doliquil-
P a la mezcla de incubacién ( Figura 81, pdgina 167 ).

En la Figura 88, pagina 174, se observé que la incorporacién de manosa al lipido

GlcNac) -Man no tuvo un tiempo de latencia, sugiriendo que la transferencia a partir del
A P , Sug q p
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GDP-Man fue directa. A pesar de ello, no puede descartarse una transferencia de manosas
via Doliquil=P-Man por lo que se hicieron experimentos en que se tested este glicolipido~
-('4C ) como dador de manosas.

En la Figura 93 , A-C, se ve que la manosa radioactiva del Dol=P=-Man no se incorpord

FIGURA 93 : Biosintesis de lipido—oligosacéridos de tamafio gronde
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al lipido-trisacarido. En cambio aparecié marcado un glico-lipido cuyo resto hidrofilico se
comporté como un maltooligosacrido de 8~10 unidades sacéridicas No ha podido obtenerse

suficiente cantidad de este oligosacérido como para evaluar su Peso Molecular por otros
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métodos.

Esta sustancia se obtuvo también por incubacidn de una mezcla de lipido=trisacérido y
lipido-"tetrasacérido" junto con GDP-Man y enzima microsomal ( Figura 93, D-E ).

Los experimentos expuestos indican que la manosa del lipido trisacérido procede del
GDP-( MC ) Man  mientras que para lipo-oligosacaridos de mayor tamafio, al menos uno de
los manosilos procede del Doliquil-P-Man. Los experimentos de cinética apuntan en esa
direccidn; por ejemplo, en la Figura 87, pégina 173 , se ve que la incorporacién de marca
radioactiva al lipido-"tetrasacérido" crecid siguiendo una curva sigmoidal precedida por la
biosintesis previa de Dol-P=Man y de lipido-trisacérido.

En la Tabla &0 se aprecia que la disminucidn de radioactividad especifica en el

TABLA &0 :  Dasplazomicnto do lu murca radicuctiva enlte ylicolfpidas

epm Incorporados en
Adiclones a los 20 min

de incubocidn Dol-P-Mun  Llpido-triwafridn Llp="tetrusac ! (Lip=X,)  Proteina
+ |_ip")(7

enzimo calentuda 18.800 4.007 408 5.110 1.8:8

enzimo 15,998 3.738 871 7.125 3.587

enzima + GDP-Mon
4 mM 14,884 1.920 850 6.932 4,373

Condiciones como en figura 87,pdg.|73.Proteina se refiere
a material insoluble en TCA caliente.Enzimo= | mg.de
proteina de Ceratitis .

MC desde el lipido=trisacérido hacia

GDP-Man acarred un aparente desplazamiento de
los lipo-oligosacéridos y la proteina., Esto sugiere una relacidn precursor=producto ( ver

también Tabla 42 en pégina 186 ).
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3.5. FORMACION DE DOLICOL - OLIGOSACARIDOS CONTENIENDO

ACETILGLUCOSAMINA

A pesar de que el Dolicol=P-P-GlcNAc fue el primer poliprenil-azicar de insecto
detectado, concomitantemente a la sintesis de quitina (ver 3.2. 'y (164, 180) ),
resultd muy dificultoso obtener lipo-oligosacéridos con radiomarca en acetilglucosamina,
Esta parece ser una caracteristica general para otros eucariotes donde, como en artrépodos,

las transferasos de GlcNAc son labiles y los sistemas "in vitro" muy poco eficientes.

3.5.1. Doliquil-P-P- ( GIcNAc ),

No se pudo elongar el Dol=P-P- { MC ) GlcNAc por re~incubacién con UDP-GIlcNAc,
como se ha descripto para otros organismos ( 167 ). Sdlo se obtuvo un aparente lipido~
( disacérido ) con radiomarca en GlcNAc cuando se utilizaron larvas de 6 dias de
Ceratitis y se incubaron sus homogenatos en condiciones apropiadas ( Figura 94 ) . La mitad
hidrofilica, liberada por hidrdlisis écida débil del glicolipido, se comportd como

N, N'~diacetilquitobiosa en cromatografia en papel, con diferentes solventes ( Tabla 61 ),
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TABLA 61 ;Comportamiento cromatografico del

1

6

to y de su producto de hidr

Irnsec

MOVILIDAD

SISTEMA /Solvente

(1) GLICOLIPIDOS INTACTOS

3,2 + 0,1 cm
0+0

TLC / P

Dol—P-P-(GlcNAc)2 de hfgado

3 cm

’

3

dem

isacidrido de insecto

.Lipido-d

(11) PRODUCTOS DE HIDROLISIS ACIDA SUAVE

RGlcNAc
0.66

Papel/ A

. (GlcNAc)2 de hfigado

0.71
0.81
0.87

idem

Papel/ B

insecto

.Disacarido de

idem
. (GlcNAc)2 de higado

idem
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3.5.2. Doliquil-P-P- ( GIcNAc ), - Man

Cuando se afiadid el lipido aceptor de insectos a la incubacidn-tipo para sintesis de
lipido diacetilquitobiosa no se modificd la distribucién de radioactividad en los cromatogra-
mas ( Figura 94, B ). Cuando se incubd simultdneamente en presencia de GDP-Man sin
marca, tampoco se apreciaron cambios significativos. Al afadirse el GDP-Man (4 mM )

l4C

7 min antes del término de la incubacion ( 20 min ) decrecid la incorporacién de
en el lipido diacetil—quitobiosc y simultGncamente aparecieron marcados lipo-oligosacéridos
de mayor tamafio ( Figura 94, C) . Este resultado parece indicar que el lipido disacérido

se elongd con manosas a partir del GDP-Man. En realidad, en las incubaciones sin GDP-Man
agregado se advertian pequefias pero significativas incorporaciones de marca a estos glico=
lipidos largos ( Figura 94, A y B ) probablemente por adicién de manosas provenientes de

GDP-Man endégeno ( una hipdtesis alternativa serfa que se estén agregando acetilglucosa~

minas "externas" a cadenas preformadas ) .

El resto hidrofilico que migré en cromatografia en papel ( con el solvente B ) entre
maltosa y maltotriosa se comportd exactamente como el lipido trisacérido radiomarcado en
manosa descripto en 3.3.2. A modo de control, ambos trisacéridos con la marca respecti~
vamente en GlcNAc y en Man, se mezclaron y recromatografiaron en papel con el solvente

B obteniéndose un Gnico pico simétrico ( Figura 95 ).
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FIGURA 95: Cromatografia en papel de la mezcla de trisacaridos de
higado y de insecto.(Solvente B)

Debido a su escasez los lipo-oligosacéridos radiomarcados con  ( MC ) GlcNAc de
mayor tamafio no han podido ser analizados todavia.

Por otra parte, la presencia de UDP-GIcNAc en el medio de incubacién favorecié la
formacién de lipido-oligosacéridos radiomarcados con manosa ( Tabla 62, A ). Tanto el
Iipido—trisacérido como el lipi-do-"tetrasacérido" oumentaron ligeramente ( 10 % ) su
marcacidn con respecto a los valores en ausencia de UDP-GlcNAc ( Tabla 62, B ). Esto
puede explicarse como el resultado de una mayor cantidad de lipido—quitobiosa disponible
para su elongacidén con manosas. La estimulacién observada en lipido-oligosacéridos de

mayor tamadio es dificil de interpretar debido a las bajas incorporaciones.



TABLA 62 : Desplazamiento de la e Manoso-por adicién de UDP=GlcNAc
radioactividad Incorporada o
A) Adiciones LIpido-manosa Lipido-oligosactrido
cpm % cpm %
NINGUNA 18.489 100 8.035 100
+ oceptor 33.107 1% . 34.235 423
+ UDP-GleNAc 15,101 8 8.742 108
. + oceptor - . ’
'+ UDP-GlcNAc 29,300 158 44.713 553
Lipidos mayores
8) Adiciones Lipido-Trisac® Llpldo=-"Tetrosacbrido® (Xb + X7 +X)
- cpm % cpm % - cpm %
NINGUNA 1.757 100 3.210 100 - 3.118 100
+ oceptor "13.830 775 (100) 13.717 427 (100) 6.621 212 (100)
+ eceptor
+UDP-GlcNAc 15,599 887 (110) 15.837 487 (114) 13.477 432 (203)

186
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3.6. FORMACION DE DOLICOL ~ OLIGOSACARIDOS CONTENIENDO GLUCOSA

Cuando se incubaron extractos microsomales de insecto con UDP- []4C] - Gle,
ademés de la formacidn del Dolicol~fosfato-glucosa descripto en el capitulo 3.3.3., se
observd incorporacién de radioactividad a material insoluble en TCA y a sustancias extraibles
con cloroformo/metanol/agua  10:10:3 ( Figura 96 ).

FIGURA 96 : Incorporacién de radioactividad a material soluble en cloroformo/metanol/
/agua 10:10:3 y al insoluble en TCA caliente

20 @ I// -

Yaterial lipofilico
{sowvanre e Lg_uu.)

Q - P n
: /

~ 8 r S | .
g oul 1 1 ]

a 01 3 10 min 20

(@]

VAR A/// —

/ / Yaterial insoluble er TCA crliente
d .
’ A

1 : | 1L

o1 3 10 min 20

A Se procesaron las muestras de acuerdo a lo explicado en Métodos ( pégina 66 )

B El material extrafdo con el solvente de Leloir se cromatografid en papel con el
mismo solvente. Las sustancias lipofilicas migraron con el frente y se eluyerony
contaron en centelleo liquido.
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El 80 % de las sutancias extraidas con este Gltimo solvente resultd ser hidrosoluble.
Cuando se pretendid reducir esa contaminacion mediante el recurso de aumentar el nimero de
lavados previos ( ver Métodos, pégina 6667 ) se observé que también disminufa la sustancia

lipofilica ( migra con el frente, Figura 97 ).

FIGURA 97 : Radiocromatogramas de sustancias extraibles con el solvente de Leloir

A 3 LAVADOS  PRevios A) Extraccidn esténdar ( Materiales y
; Métodos, pagina 66 )
l l B) Extraccién precedida de lavados
adicionales
B 6 LAVAOOS PREVIOS

. C) AE-Glc de higado, cromatografiado

como patrdn,
M‘ i

Las muestras se cromatografiaron en tiras

RESPUESTA RELATIVA OEL OETECTOR (0-300 CPML}

[ Uisioo (oicomcdnine)Gle oe womvo de 14 cm de papel con el solvente de Leloir,
en forma ascendente. En el origen, o con

0 F poca movilidad, se encuentran las sustancias
I hidrdf Tlicas; las lipofilicas van al frente.

Se comprobd que la sustancia lipofflica era ligeramente soluble en el solvente utilizado
en los lavados ( cloroformo/metanol/agua ) (1:16:16 ) por lo que sblo se hicieron tres

lavados previos, monteniendo la contaminacién de material hidrofilico.

Anélisis de material hidrosoluble

Se eluyeron las sustancias rodioactivas cercanas al origen en cromatogramas como los de
la Figura 97 y se las cromatografid, nuevamente, con el solvente E.  Como se aprecia en

la Figura 98 las sustancias radiomarcadas se separaron en tres entidodes, Estas se recromato-
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Andlisis de sustancias hidrosolubles extraidas con el solvente de Leloir

FIGURA 98
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grafiaron por separado en el mismo solvente. La sustancia de menor movilidad co-cromatogra
fié con UDP-Glc y , sometida a hidrélisis cida liberd una sustancia que se comporté como
glucosa. La sustancia de movilidad intermedia se comportd como Glc=6~P y resistié una
hidrdlisis Gcida suave. Por tratamiento con fosfatasa alcalina ( Métodos ) liberd gluco-
sa radioactiva. La sustancio de mayor movilidad se comportd, por los mismos criterios, como
Gle-1-P,

El an&lisis cromatogréfico de la curva de marcacidn "in vitro" de sustancias a partir de
UDP- ( 14¢ ) Glc  permitid apreciar una muy répida degradacidn de éste dando Glc=1=P y

Glc=6-P ( no se muestra ) .

3.6.1. Indentidad del material lipofilico

Al cabo de un minuto de incubacidén ya pudo detectarse la sustancia liposoluble en los
extractos con el solvente de Leloir, Esta sustancia fue totalmente hidrolizada a pH= 2,0 en
caliente, liberando una sustancia con comportamiento de oligosacérido. Por su solubilidad,
su comportamiento cromatogréfico y su labilidad al &cido, se pensé que la sustancia podia
ser un poliprenil-oligosacérido - ( Gle ) similar al AE=Glc descripto en higado de mamifero
( 143 ). Se compard el comportamiento del presunto lipido-oligosacérido  de insecto
con el AE~Glc de higado de rata en diferentes sistemas cromatogréficos . Tanto en capa
fina (Figura 99 ) como en columna analitica de intercambio aniénico ( DEAE celulosa )

( Figura 100 ) el glicolipido de insecto se comportd en forma similar al AE~Glec de higado

y en forma diferente al Dol-P-Glc.
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FIGURA 99 : Comportamiento en cromatografia de capa fina del aceptor endégeno
de glucosa, de insecto,
Solvente O
(pm
3| A pm B ® Dol
»40 Dol-P-Gl¢ Dol AE-1*A Gl hnzcdo
A0 ° oo
\ S \
'y l- 200 = I °
@ ~o’ \,'.‘.°,-. * ,-9-®
6 L & 3 1 4381
“c @® 0ol
L
4+ FReate L o AE' ("C1Gle insecto
° o | l
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La propiedad de la Concanavalina A de retener al lipido-oligosacérido ( Glc ) de

higado ( Staneloni, comunicacién personal ) se aproveché para comparar el lipido

oligosacérido de insecto con aquel y con los Iipido-oligosacGridos » (  ( 14C ) Men )

de insecto.

En la Figura 101

( ver pagino 193 ) se aprecio que los lipo-oligosacéridos conteniendo

Glc fueron retenidos por la barrera de Con, A , mientras que el Dol=P=Glc no fue

retenido en absoluto.
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Cromatografia en columna de DEAE~celulosa microanalitica del

FIGURA 100 :
AE=Glc de insecto
cpm
1000 T 37 | — — 400
o O[H]
/ .[14(:]
o C\o ’f.‘
. AR
500F |\ I
o ! 0\
\ J L': .\‘0.
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Lo cromatografia se realizd como se describe en Métodos ( pégina 84 ). Se mezcld el
glicolipido de insecto ( ®---® ) con Dol-P-Glc de higodo ( 0—0 ) 6 con AE~Glc
de higado (A— A ) y se pasd la muestra por lo columna, que se eluyd con 2 y 15 mM

( flechas ) de formiato ( NH4 ) en el solvente J .
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Figura 101: Afinidad del AE-Glc de insecto por la Concanavalina

Concanavauina "A"
CP“l H

Se utilizé papel S$SS2043a de 25,5
mm de ancho por 14 cm de largo.
En el tercer cm. a partir del o-
rigen se sembré,a todo lo ancho
del papel, una solucidén contenien
do : 1 mg de Con."A" (Grado 1v,X)
15 micromoles de NaCl;0,02 micro-
moles de MgCl, y 0.02 micromoles
de MnCl,_,.Se s€écd con aire frio
forzado“"y se sembraron 10 .l de
cada solucidén conteniendo los
lipido-azicares.No se secd.

Se cromatografid en forma ascen-
dente con el solvente J,con un
flujo promedio de 9cm/hora.Des-
pués de la corrida se cortaron
bandas de lcm y se contaron en
centelleador. A)EA-Glc de higado.

Al00

600

A2Q0

B)EA-Glc de insecto .C)Dol-P-Glc insecto.

0 4 2 3 4 56 1 8 9 10 ilm

El anélisis de los productos de degradacién de la hidrélisis Gcida débil reveld que el
oligosacérido de insecto se comportd como una sustancia de mayor dispersién que el de higa=
do y de tamafio aparente menor ( Figura 102 ) . Ademés, en ambos casos una pequedia parte
de lo radioactividad permanecid en el origen como si fuera un oligosacérido de mayor tama-
fio. Esta sustancia, extraida y recromatografiada volvié a permanecer en el origen del cro-

matograma. Por lo escaso del material no se pudo analizar si poseia carga neta.
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Figura 102: Cromatografia en papel del resto oligosacaridi-

co del AE-Glc de insecto.

Se mgzclé AE‘(3H)G|C de higado (10.000 cpm) (O---O) con
AE( 'C)Glc de insecto (1.700 cpm) (e—e®) y se llevaron
a seco.Se los sometid a hidrélisis acida suave(PH=2,0)
y los restos hidrofilicos liberados se cromatografiaron
con el solvente B.Se cortaron bandas de 0,3 cm y se con
taron en centelleador ambos isdtopos.

Resultados previos indicarion que la biosintesis del lipido ( oligosacérido ) glucosa
se inhibid en presencia de detergentes y se estimuld por ciertas fracciones de lipidos acepto~-

res de insecto. El manganeso y el Mg estimularon la biosintesis endégena.
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3.7. DOLICOL-OLIGOSACARIDOS EN ARTEMIA SP  ( CRUSTACEA )

Se estudid la capacidad de las preparaciones de  Artemia salina y Artemia sp para

sintetizar lipo-oligosacéridos radiomarcados con manosa. En la Figura 103 se aprecia que se
formaron glicolipidos que cromatogrofiaron en la posicidn del lipido trisacrido y " tetrasa-
crido " de insecto, ademas de oo s que por su escasez no han sido caracterizados.

El glucolipido principal sélo se hidroliz6 (apH=2,0) enun20% ), loque indicaria

que se trata de una mezcla, donde predominan glucésidos resistentes.

FIGURA 103: Autoradiografia de la TLC de lipo-oligosacadridos de Artemia

Dol-P-(14C)Glc esténdar
GDP-(14C)Man + Dol-P

on.g
®-
o

1
'/ GDP-(14C)Man
! UDP-(14C)Glc + Dol=P
]

]
{
]
]

[]

]

[}

[}

]

]

upP-(14C)Glc

AE-Glc yg%zoc’légowcérldo Glc

Dol = dolicol

3 = Lipido (GlcNAc), ~Man de
insecto

4 = Lipido~"tetrasacérido" de
insecto

Dol

s
H =p
w =

AE-GIc’

Placo desarrollada con el solv.O
Las flechas indican la posicién de
los estdndares en placas paralelas.

u ! Fic-P-(MC)Gcl estdndar

(Ver también fig 77,pé&gina 160 )
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3.8. BIOSINTESIS DE GLICOPROTEINAS

3.8.1. Glicosilacién a partir de nucledtido—azicares

A partir de GDP= ( 14C) Man se incorporaron manosas a la fraccién insoluble en
&cido tricloroacético caliente al 10 % en précticamente todos los ensayos en que se obtuvo
biosintesis de manolipidos.

Més de la mitad (entre 55y 70 % ) de este material pasd a ser soluble en TCA 10 %

después de ser tratado durante 72 hs con proteasa de Streptomyces griseus ( ver Métodos ) .

La quimotripsina y otras proteasas también fueron capaces de solublizar la marca radio~
activa. Se asumid, por tanto, que se trataba de una glicoproteina que contenia manosa.
Las sustancias solublizadas se cromatografiaron en Sephadex G-=15 . Casi toda la marca
emergid con el volumen muerto . Al pico de radioactividad se lo sometid a electroforesis
sobre papel y se obtuvieron dos picos radioactivos que migraron tanto en solvente écido co-

mo bésico como si fueran glicopéptidos.

A partir de UDP=- ( 14c ) GlcNAc seobtuvo una sustancia precipitable por TCA que,
sometida a (5 - eliminacidn, sufrid la pérdida de un 60 % de la radioactividad que pasd

a ser soluble en TCA .

Se hicieron electroforesis en geles de poliacrilamida (con y sin SDS) del material protei=
nico radiomarcado,obtenido a partir de ambos nucledtido=azicares. Los resultados fueron erra-
ticos (gran dispersidon de la morca radioactive y poca reproducibilidad de un ensayo a otro).
Ello parece debido a la accién de proteasas ya que la biosintesis concomitante de quitina fué

reproducible.
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3.8.2. Glicosilacién de proteinas a partir de dolicol derivados

Los datos cinéticos sugieren que los lipo-oligosacéridos pueden estar involucrados en la
manosilacidn de proteinas mencionada en 3.7.1. No se ha podido obtener manosilacién
fehaciente de proteinas de insecto a partir de los manolipidos aquf descriptos. Sin embargo
se probd la capacidad de estas Oltimas para actuar como sustratos de las manosiltransferasas

de higado de rata.

En la Tablo 63, experimento 1 se ve que tanto los restos oligosacaridicos de los mano-

TABLA 63: Transferencia de radiomarca de lus manolipidos de insectan
A los accptores de hlgado cve rata.

CXPERIHENTO Manol ipidos . _‘I_nga.rn_otn‘c_i_é_rl_dswa_a_gi'ga_cl ivid.u_!____
de Sin incubar(control) Incudadss
FASE INSOLUBLF FASE INSCLUSLE
ORGAN. EN TCA ORGAN. tN TCA
1 MIAAR S ohk ar L.211 5L
INSECTO 14,5544 78 12.117 973
2 INSECTO 2.400 110 376 1.745

tos lipo-oiiqosac8ridos preparados con las respectivas enzimas
s¢ purificaron en columnas micivanallticas de DEAE-Celnlosa (métodcs).Se in-
cubaron exactanente como deccriben Behrens y col (1'4) con mivrosoras de hi-
gado conteniendo 4,5 mg.de proteina.ti detergente usado c¢n el experimento
1 fué Deoxicolaln de Na al 0,5¢ mientras gue en el 2xperimento 2 se utilizd
TeltGn ¥-100 o1 3,87.5¢ incubG 5 min a 257°C.Todos los ensayos e hicleron
por duplicado (1o ¢ifia en la tabla cs el promedio) v han consigaado las
mejoies cxperlimentasn. Tabla publicadas en Quasada v Oelocopitow (203).

lipidos de insecto como los de higado son transferidas a glicoproteina(s) por las enzimas
microsomales de higado. Cuando el experimento se realizd en condiciones de total disgrega-
ci6én de las membranas ( 3,8 % final de Tritén X=100 ) se ve que alrededor de! 80 % de la

radioactividad se transfirid a la fraccién TCA~insoluble ( Tabla 63, Experimento 2 ) .
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No se sabe si estos resultados " in vitro " representan un fendmeno fisiol dgico o = por
el cortrario - se trata de un artificio. Se sabe que en parecidas condiciones la ovoalbimina
puede llegar a glicosilarse en sitios fisiolégicamente aglicosilados ( 206 ).

En cualquier caso es evidente que las manosiltransferasas de higado reconocieron los
glicolipidos de insecto como si fueran los sustratos naturales.

Los microsomas de Ceratitis fueron aptos, en cambio, para transferir la parte azGear del
lipido-oligosacérido  ( MC )Glc derata ( EA-Glc ) a lo proteina enddgena. Como se
demostrd en 3.6 este gluco~oligosacarido~lipido es précticamente idéntico al homdlogo de

insecto. En la Tabla 64 se ve que los microsomas de insecto transfirieron la radioactividad

con similar eficiencia a la de los de higado.

TABLA 64 : Formocidn de glicoprotelnas o portir de doliqull oligosacériceos

AE-Gle de Enzima de C,/WHzo 0:10:3 Proteina
(TCA insol.)
Hfgodo Higodo 1.745 819
Higodo Higado ( contrel ) 3.024 67
Hlgodo Insecto 1.356 667
Higedo Insecto ( control ) 2.658 51

El AE-Glc de higado se obtuvo como se explica en M&todos ( pbgina 61 ). Después de lo
incubacién las muestros se proceson como se describe en Métodos. Los diferencios corresponden
0 sustancios oparecidas en otras frocciones, Los controles se realizoron con enzimas pre~ccien=
ados, ’
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La curva de incorporacidn de radioactividad a glicoproteina parece indicar que existid

degradacién del AE-Glc y/o de la glicoproteina sintetizada ( Figura 104 ), A los 8 min

cpm Figura 104:Incorporacén de radiomarca
2000 a glicoproteina(s) en funcién del t.
\. c[t[u,0 (10:10:3)
® La solucidén con AE-Glc se llevd a
o0 b seco bajo N2 y se procedid como se

indica en la Fig.105 y en métodos.

SV © FEI
8----8

‘.
’/ INSOLUBLE EN TCA
ots 1 1 1 i i .
0 A 1 3 4 5 mun

el AE-Glc esté totalmente consumido y casi no se detectd radioactividad en material inso=-
luble en TCA .

El producto insoluble en TCA se traté con urea para romper los puentes hidrégeno entre
cadenas polipéptidas y con ditiotreitol para cliver los puentes disulfuro. Se lo cromatografid
por Sephadex G-50 obteniéndose el perfil que se observa en la Figura 105 ., La heteroge=
neidad de tamafios podria explicarse por la presencia de proteasas enddgenas en forma simi~

lar ¢ lo que parece suceder en levadura ( 140 ).
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FIGURA 105 : Filtrecién molecvior de los-sustancias radiomoarcadas irsolubles en TCA calierts

La transferencia del EA~Glc o proteiio s¢ reolizd de acusrdo o lo indicado en A'{tadss, con.
unu concentrocién [inol de Tritdn X=-100 Je 0.5 % . Paro evilar la in*c.fererzia de esc Tritdn
en lo precipitocion do lo glicaprotcinag (aprox, 0.04 % cusnds s adace ¢i TCA ), s
oudié $OS (0.05 95 tinol ) ¥y KCl (6 mM finol ), Lo suspersilnen TCA se dejdal° C
por min , s centrifugd y se descoitd el sobrenauunte que conteric los detergentes, Se vehio
a resuspender en TCA 10 S5 durante 2 hs, o temperulura onbiente y luego 3¢ coientd 5 min

a 100 > C . Después de iavados sucesivos cori éler etilico y n.etano!, s cAcdid a lo ruestro
0,4 ml de : Tris-HCl pH 7,2 50 mM; ditiotecitol 35 mM; uren 4 M; Tritén X-100 0,75 %
SDS 0,1 % y glicerol 1,5 % (tomedo de diferentes avtores ) .

Se utilizé una columno de Sephadex G=50 de 1,0 x 50 cm equilibrade con 0,1 % SDS en tampdn
fosfato 5 mM o pH = 6,8 ., A portir de la froccién 10 se tomaron vaiimenes de 1,8 cc.

8.D. indica dextrono azul. Cit.C. = Citocromo "C", El oligosocérido del EA-Glc, en
wno cromatogrofia previa de colibracién oparecis en las frocciones 40 a 45

Por otra parte, la incubacidn del Dolicol-P-P-GlcNac y Dol-P-P-(GIcNAc)2 de insec-
to (o de higado ) con microsomas de insecto origind la sintesis de un material TCA 10 %
( frio ) insoluble. Parte de este material se solubilizé en TCA 10 % calentando a 100° C
durante 3-5 minutos, Tratada con &lcali suave ( P - eliminacién ), un 75 % de la radio-
actividad incorporada a partir de Dol=P-P-GlcNAc se solubilizd en TCA, en forma similar
a lo que sucedid con la sustancia sintetizada a partir de UDP=-GIcNAc (Tabla 65). La

incorporacidn a partir de Dol=-P-P=( Glc NAc)2 fue sumamente baja, por lo que resulta pre-
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matura sacar conclusiones,

TABLA 45 : Biosintesls de uno glicoprotelno ?- eliminchble

cuentas / min Incorporodos o

Mcterial rodiomarcado Insoluble ( Después de ea - oliminoci8n )
o pastir de en TCA Soluble ¢n Insolub'e en %
TCA TCA.
UDP=GlcNAe 15.400 9.453 5..912 0
o 1-P-P-GleNAc 440 337 105 25
. ’
Dol-P-P= GleNAc )2 169 180 e 0 0

Les incubociones sa realizaron con enzimo de Pa'endus dermestoldes ( lorvas ) en una mezcle
eoneniendn - Tv'is-Maleufo 0,1M npH= 8.0 como tompbn ; MnClz 10 mM ; Nonidet P~40
! ’5; y UDP- ((4C )GIcNAe (200.000 cpm) con Dol-P 30 nanomoles ( en fasloto } o
bien ODol-P-P-{ 14C}GlcNAc 3,100 cpn o bien Dol-P-P-( 19C ) GleNAc-GleNAc ( 1.600

cpm ).
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3.9. BIOSINTESIS DE DERIVADOS DE DOLICOL EN RELACION AL CICLO DE VIDA

Se realizaron experimentos tendientes a correlacionar aspectos cualitativos y cuantitati=

vos de la biosintesis de Dol-P-monosacéridos con el ciclo de vida de diferentes artrépodos.

3.9.1. Insectos: Ceratitis

Como se aprecia en la Figura 106 las sintetasas de Dol-P-Glc fueron aparentemente més

Figura 106:Biosintesis de glucolipidos a lo largo del riclo de vida

i3 L ARVAS tiagahs APOLISIS bin? faks P U PAS
ENDOGENO M, M5 M, Glc ADPGlegy  Gle a | WPt Gl gy
Wegd ERDOGEHD ENDOGENO

oricen  ADP-Glc

{ 1 1 _l 1 A L 1 1 1

+ Dol-P +AE + Dol-P+AE + Dol-P+ AE
"
1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 ] 1

1 1 L
0 A0 20 30 4oom o A0 20 30 40 o A0 20 30 40

Incubaciones estandar., Cromatografia de los restos hidrosolubles en papel,solv.B



203

activas en los estados pupal y larval, como era de esperar, pero siguieron siendo detectables

en la apolisis.

En todos los casos el afiadido de Dol-P estimuld la biosintesis de Dol=P-Gle.

TABLA 66: Incorporacién de radiocactividad a material insoluble en
acido tricloroacético,en diferentes estadfos.

LIPIDO ACEPTOR Estadio MATERIAL INSOLUBLE EN TCA (cpm/mg proteina)
(]hC)Manosa (]hC)GIc (]hC)GIcNAc

#EndSgeno Larvas 3.758 1.710 1.082
Apolisis 559 550 204
Pupas 8.750 2.706 1.157

#+Dol-P Larvas 2.452 2.003 593
Apolisis L32 461 376
Pupas 6.906 3.136 1.324

#+ Dol-P

+ Lipido aceptor
Larvas 1.434 1.792 604
Apolisis his 343 4g
Pupas 5.690 2.654 800

Condiciones experimentales estandar.
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En el caso de las manosil transferasa de Dol-P-Man, también fueron més activas las de
larvas y pupas y todas se estimularon por agregado de Dol-P. Las larvas, como ya se demos-
trd en el correspondiente capitulo ( pégina 165 ), sintetizaron lipido-oligosacéridos en

presencia de aceptor exdgeno de insecto ( Figura 107 ) . También en apolisis hubo sintesis

Figura 107 :Biosintesis de manolipidos a lo largo

del ciclo de vida.

LARVAS APOLiSIS PUPAS
"s“é“sﬂ&'c Man ADP-Gle M2 Man | %%,, %1 Man
/
ORIGEN M,@G, @Q v ORIGEN @ @ @ ORIGEN . @
Enbéosuo ENDOGENO
1 1 { 1 1 1 ! Il i 1 | S S 1 " L 1 N 2 2 1__ 1 ) 1 2
o] A0 20 30 qoUMm{ o Ao 20 30 40 Q 40 20 30 4o0m
+ Dol-P +Dol-P l+ Dol-P
° 46 26 36 4eUm| o 4o . 26 3o 4o | O Ao 26 36  4ommn
+Dol-P +AE | +Dol-PoaE +Dol-P 4 AE
MM’/\ M
S i S N § i 1 i_..L. 1 ) [y 1 I 4 1 A 1 J —_— A A 1 A A A i &
o A0 20 30 oM fe) A0 20 k%) 40 o) A0 20 30 4oUm

Los mano!Tpidos obtenidos en incubaciones estdndar se hidrolizaron a pH=2.0 y los
restos manosilados se cromatografiaron en papel con el solvente B.



205

de lipido-trisacérido .

Los |lipido~oligosacaridos no se sintetizaron en pupas. Sugiriendo una aparente relacién
precursor-producto, en este estadio se sintetizaron mds sustancias insolubles en TCA y radio=
mar ¢ adas con manosa que en larvas ( ver Tabla 66, pdgina 203 ). El afiadido de lipidos exé
genos ( Dol=P y lipido aceptor de insecto ) inhibid las manosiltransferasas a proteinas
(Tabla 66).

Finalmente, lo sintesis de quitina ( la mayor parte ) y otras acetil-glucosaminil-protei-
nas, fue mayor en pupas,como era de esperar, debido a la construccidn de la nueva cuticula.
Lo escaso de la biosintesis obtenida de Dol-P-P-GlcNAc no permitid hacer anélisis en nin=-

guna de las series distintas de experimentos.

3.9.2. Crustlceos: Artemia salina

Los eventos de la reiniciacion del metabolismo de las gastrulas desecadas de Artemia se
encuentran indicados en la Figuro 108 . En la misma se aprecia una muy temprana biosintesis
de |fpido=Man y de lipido-Glc, seguida poco después por la de proteinas y polisacéridos,
todos ellos radiomarcados con los respectivos trazadores. Los estudios indicaron que el lipido=

Man es una mezcla de un aparente Dol-P-Man y Lipido ~oligosacérido ( ver capitulo 3,7.)
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3.10. FOSFORILACION DE DOLICOL POR ENZIMAS DE INSECTO

Como se vio en la Introduccidon ( capitulo 1.2.1. ), lo formacidn de poli-isoprenil
pirofosfatos bacterianos, con n unidades isoprénicas, implica la condensacién de una molé
cula de di-metil-alil-pirofosfato con n=1 moléculas de isopentenil pirofosfato ( ver Intro-
duccién 1.2,1. y Figuras3a 5. Este tipo de reacciones es catalizado por varias enzimas
Ilamadas prenil pirofosfato sintetasas ( E.C. 2.5.1.1. ).

Por su parte, la formacién del isopentenil pirofosfato es consecuencia de la sucesiva
fosforilacién de mevalonato por la mevalonato quinasa (E.C, 2.7.4.2, ) . Tombién se ori~
gina por isomerizacidén del dimetikalilpirofosfato ( E.C. 5.3.3.2. ) (verFigura 3 ,
pégina 8 ).

L poliprenil pirofosfatos serian defosforilados a monofosfatos ( 14,19 ) y éstos a

alcoholes libres ( Figura 109 ) .

Figura 109: Esquema aceptado de la formacidon de poliisoprenoles
y poliisoprenoles fosfato.
ACIDO MEVALONICO AC.MEVALONICO-P AC.MEVALONICO-P-P
ATP ADP ATP ADP

hs!l» CO.+H.6

POL I 1SOPRENOL Poli-isoprenil -P-P 27
l» Pi (precursor) !
POL1ISOPRENIL-P POLIlSOPRENan+]-P'P ISOPENTENIL-P-P

El esquema estad basado en lo conocido en bacterias ( 14 ) y,en principio,
se acepta que es valido para los eucariotes (Kornberg,Comunicacién personal).
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La biosintesis de dolicoles parece seguir este esquema  (19,61,63 ) con la particularidad
de que deberia existir una enzima capaz de saturar la unidad X ~isoprénica. El dolicol
podria, eventualmente, fosforilarse por la accidn de una poliprenil quinasa similar a la des=-
cripta por Strominger y col. ( 32 ) en los procariotes. Sin embargo no existe hasta la fe=-
cha en la bibliografia ninguna evidencia en ese sentido.

El presente capitulo intenta aportar pruebas de la existencia de una posible quinasa de

dolicol en insectos, que seria entonces una novedad para los eucariotes.

3.10.1., Evidencias indirectas

Como se vio en 3.1. la cantidad estimada de dolicol presente en los tejidos de pupas de

Ceratitis capitata fue muy superior a la de dolicd fosfato, como sucede en otros eucariotes

Tabla 67 .

TABLA &7 : Concentracion de Dol y Dol-P en insectos, comporoda con arros orgenismes
Concentracidon en ug/g tejido Datos coleulados o tomados

Material biolbgico Dol Dol-P de

. Levadure 6 0.6 Jung y Tanner (57)

. Cerebro de voca 15 - Breckenridge y col.  {30)

. Cerebro da rate 0.00 - idem :

. Higado de cerdo 100 - Burgos y Morten {31, 51 )

. Higodo de cerdo ra) - I86n de lonnino  ( cormnlcucisn

peesonal )
. Higodo de cerdo - 1,0 Tébere ( 187 ) y comunicocién
personal
« Hlgodo de rate - 0,7 Dollner y col. (58)
. Fupas de Ceratitis
capitolo 1.43.7 0.05-0.20 Cita Tesls®

* Seo calculd lu conientracién de Dul on bowe al peso seco de aluidos de cromalageaning propa=
ralivas on capa delaada con tegrecto ol pesa do las pupos vivoe, e indiven volie: calremos
hatlods, Lo concentineidn del Dal- w estimd medionta en.ayn bioldgico. Comparumts con
contichades conacidas de Dal-P de hiede, en términod de o loto ttol, se obluve ol valer
mdninm { pueden cdarse comideramlo ot l\‘)l\\'l'";do\ Yo L valor sfniime s colovld en
haws al deliquil=asamsa formds en un enayo tipo, dewontande of fasmack: calSyenomente,
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En el transcurso de los estudios de formacidén "in vitro” de Dolicol=P=Manosa ( capitulo
3.2.2. ) y de Dolicol=P=P=-GlcNAc ( capitulo 3.3.1. ) en los insectos, se observd que, en
ciertos casos, el ATP fue capoz de aumentar la contidaed de glicolipido biosintetizado. Esta
observacién parecia depender del momento del ciclo de vida del insecto ( mejores larvas ),
del tipo de fraccidn subcelular utilizada ( mejor fraccién mitocondrial ) y de las condiciones
de la incubacién.

Resulta interesante conocer el origen y/o el mecanismo de recambio del fosfato en el
Dol-P.

En los cxperimentos que se describen aqui se demostrd que el fosfato en posicién
del ATP-[&- 32P] fue incorporado por extractos de larvas de insecto a dolicol-fosfato-manosa,
dolicol-pirofosfato-oligosacérido y a una sustancia que se comportd como dolicol-fosfato.

32p

3.10.2. Formacidn de sustancias radiomarcadas con

Los extractos de Ceratitis capitata suplementados con NaF 3 mM ( para disminuir la

degradacién de los sustratos ) y con GDP = Man ( con objeto de retener el Dol=P como
Dol-P~Man ) , catalizaron la transferencia del 32P del [x -32P] - ATP a material
lipidico,

Las sustancias radiomarcadas se comportaron como fosfolipidos en una columna cromato=-
gréfica de dcido silicico y co-cromatografiaron con el Dolicol=P= ( ¢ ) Glucosa de insecto
en una cromatoplaca de celulosa desarrollada con el solvente A ( isobutirico / OHNH,

5:3) (Rf: 0,87) (Figura 110a ). E!l agregado de Pi frio no produjo cambios (110b ).

La incorporacién dptima se obtuvo en presencia de ATP de 2 mM ( Figura 110 ¢ ) .
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FIGURA 110: Fosforilacion de lipidos endd- Las mezclas de incuba-
genos.(TLc en celulosag cién contenfian:Tampdn
Tris-Maleato,pH=7.45,
LO mM; EDTA.Na 1mM;
GDP-Man NaF 3 mM;Tritén X-100
0,18%;2-mercaptoetanol
30 mM; GDP-Man 1 @M;
(32p)ATP 1,6 x 10° cpm
(actividad especifica
inicial 109 cpm/umol);
y extracto enzimatico
(3 mg de proteina) en
un volumen final de
150 ul.(a). En (b) se
afadié 1 mM Pi y en(c)
imM ATP(conc.final
2,06 mM). Se incubd
por 30 min a 25°C y
i A1 .- se proces6 en forma
A0 ML 42 estandar.lLas fases
(sigue Fig.111,pag.
sig.)
La incorporacidn no se alterd tampoco por la adicién de Manosa=1-P . De los datos que

Dol-P-GlI

L

o 2 4 6 8

preceden se puede deducir que el sustrato para la actividad transferente no es alguno de los
productos de degradacién del ATP, Se eluyd el material radiomarcado y se lo recromatogra-
fié en cromatoplacas de celulosa con el solvente Q , donde se separd en dos sustancias. Una
de el!las co~cromatografié con el Dol-P-Mon de insecto ( ver capitulo 3,3.2,pég.132 )
mientras que la otra se movid con un R Dol-P-Man de 0.88. Resultados similares se obtu-
vieron con cromatografia en capa fina con el mismo solvente: se visualizaron dos sustancias
con R Dol-P-Man de 0.80 y 1.0 respectivamente.

Cuando los extractos larvales fueron incubados con [K -32P]-ATP y GDP [MC]
Man se formd una sustancia doblemente radiomarcada q ue se comporté como una doliquil-
fosfato-hexosa ( Figura 111 A ) (Rf.: 0.65). Otra sustancia radiomarcada con MC

y que sdlo contenia trazas de 32P exhibié la movilidad de un poliprenil=P-P-oligosacérido

( ver capitulo 3.4 ) (Rf.:0.44) (Figura 111 A ).



FIGURA 111:

Incorporacidén de 32P de ( 32P)ATP

CPM \|

4000@9

2000

2000

e e (cpm)
@)

Man [)q&fzf4cuw squal.

[)otF{EgEE: DolP  cerebr.
Qol -
.. psitosterol

0

No se detectaron otras sustancias doble mente radiomarcadas

3.10.3. Hidrdlisis écida

—
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a Dol-P-Man

(ver Fig.110)
inferiores se la_
varon 10-15 veces
con fase superior
'"teorica' conte-
niendo TmM ATP y
se cromatografid
en TLC con el
solvente :Acido
isobutirico/1 M
NH, .OH :(5/3)
(Figura 110 ).

En ésta Fig.(111)
se utilizé la

E misma incubacion
O que en 110,c pero
< sustituyendo el
GDP-Man por 2,0
x 10° gpm de
GoP- (1*c)Man (a-
préx .107cpm).

9 Los fosfolipidos
$ se cromatografi-
aron en silica
gel G con el solv.
X.Se cortaron ban
das y se contd la

radioactividad.
(A)Sin y (B) con
hidrélisis acida
(ver texto).

Se sometid la sustancia doblemente marcada al tratamiento en 4cido débil tipico para los

poliprenil-azicares, La mayor parte del

parte del

La sustancia marcada hidrosoluble se resolvié

14
C se hizo hidrosoluble mientras que la mayor

32
P siguid solubilizando en lo fase organica de una particién de Folch.

en ofras dos que cromatografiaron respecti

vamente como manosa y como un oligosacérido ( Figura 111, B ). El material [32P]-marcodo
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se comportd como doliquil-fosfato tanto en cromatografia en capa fina ( Figura 111, B )

como en papel ( Figura 112) .

FIGURA 112: Cromatogrofla en papel de fo:follpido resistente o la hidrSlisis écido suave

C. Dolp Dal-P-Man

o0 (cpm)
-
@
@)
O
K
o
|
W
@)
o
0o—o 37—P(cpm\

O
o,

cm

Las bandas 7,8 y 9 del cromatograma (B) mostrado en la figura 111, (pag.anterior)
correspondientes al Dol-P,se lavaron conTolueno(para eliminar el centelleador)y
se raspé la silica que se extrajo con 0.6N HC! en Clorof./met. (2:1).Se cromato-
grafidé en papel utilizando el solvente ;2-propanol/agua 4:1.
El esténdar de Dol s focalizé por rovelado con
anisoldehids . El Dol-P=Man estabo radionwrcado con '4C . El Dol-P se locolizé por

dosaje enzimbtico { Métodys ) . Lo ubicocion de los sustancias incégnitos se hiro cortondo
tiritas de | cm del cromotogroma y analizéndolos en centclleador ( liquido ) con el método

da canales diferanciales ,

3.10.4. Hidrdlisis alcalina

El material doblemente marcado fue sometido a tratamiento alcalino débil (0.1 M KOH
en 50 % n-propanol/69° C por 60 min ) y parte de la radioactividad pasd a ser soluble en
ogua. Lo sustancia hidrosoluble fue sometida a electroforesis de alto voltaje en papel. En el
radioelectroforetograma se obtuvieron 2 picos negativamente cargados: uno de ellos doble=
mente radiomarcado, se comportd como Manosa-1-fosfato mientras que el otro fue més lento
y tenia una relacion de marca 32P/ 14¢ mucho menor. Su comportamiento pareceria el

de un oligosacarido - fosfato ( Figura 113, ). Ademds se observaron en el electroforeto-
32

) 14 .
grama dos sustancias marcadas con C pero no con P : uno permanecid en el origen y

la otra migrd ligeramente hacia el cétodo, tal como b hizo la manosa esténdar ( debido a la
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Man-6-P
b
Man
3
o
i O
o D
<L
23
78
>
::2 ¢ ¢ ' \ "'P "P
DisTANCGIA  RELORAOA
electro-enddsmosis ) ( Figura 113 ) . Se eluyd del papel el pico anidnico "répido" , se

lo traté con HCl por 5 min a 98° C y se lo volvid a someter a electroforesis en papel. Como

se ve en la Figura 114 volvié a comigrar con la Manosa=1-P , Después de un tratamiento con

Figura 114::Andlisis de la Hexosa-P

< } A

-E_ doblemente radiomarcada.

&g i Man-4-P (A)Después de la hidrélisis acida

€5 oRicer @ . L .

2% l @ se hizo una electroforesis identica

E_ZQMM a la de la Fig.113 (pdg.anterior).

0iSTANUA  Qfcordidn
com! . (B)Se traté la hexosa-P con fosfa-
. aw . -
200} 8 Oletp PC tMan tasa alcalina (métodos) y los pro-
Aso o, ;‘c ductos de hidrélisis se cromatogra-
L r

A‘:L 3;9 {O’ O"'O fiaron en papel con el solvente E.
e ?‘Q f-&".’ 0-0-9—-9—-6 Se cortaron tiritas del cromatograma
02 4 6

y se analizé con centelleo liquido.
: , : 14 .
fosfatasa alcalina de E. coli , la radiomarca de ~ C pasd a comportarse como manosa
- . 32 ”» . -
mientras que la radiomarca de P pasd a comportarse como fosfato inorgénico .
Dado que un tratamiento alcalino idéntico del Dol-P-Man de insecto liberd manosa = 2 -

fosfato ( debido a la configuracién (5 de la manosa en el glicolipido ) ( ver capitulo
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14
3.3,2 vy 136 ) , se asume que la sustancia "répida" anidnica debe ser [ C]-monoso-

-2- [32P] proveniente de doliquil=- [32P] - [MCJ Man,

3,10.5. Adicién d_edolicol fosfato

Se diseAd un experimento de dilucidn isotdpica consistente en incubar extractos de in=
[ -32 ] [14 ] . .
secto con K P|ATP y GDP| CJMan con o sin 50 nanomoles de Dol-P de higado
- : . [32p]- [14¢] ”
purificado. La incorporacidn de P al Dol- Pl- CJMan decrecié 18 veces
sugiriendo una competencia entre el Dol-P exdgeno y el aceptor endégeno radiomarcado

( Tabla 68 ). Analizando en cromatografia de capa fina los productos de las incubaciones

2
TABLA 68: Efecto del Dol-P en la marcacidén de Dol-P-Man con 3 P

Proporcidn 32P / ]hC en

Dol-P-Manosa Dol-P-P-0ligosacaridos
SIN ADICIONES 0,350 0,023
+ Dol-P (50 nanomol) 0.019 0.056

Cilculos en base a 3 experimentos.La concentracién de Dol-P se
expresa en base a la cantidad de fésforo presente.

conteniendo Dol-P exdgeno se observd un pico de radiocactividad diferente del que se ve en
. . . 32
el control, en ausencia de Dol-P . Se trato de una sustancia radiomarcada con P de

movilidad intermedia ( Rf.: 0.55) entre la del Dol-P-Man (Rf.: 0.60 ) y la de los



215

poliprenil-oligosacéridos ( Rf.: 0.44 ), Esa es la posicién en que cromatografia el Dol-P
( dosado enzimaticamente ) por lo que puede asumirse que el Dol- [32P] se acumuld debido

a la presencia del Dol=P no marcado.

3.10 6. Adicidn de dolicol

El dolicol de higado afiadido a la mezcla de incubacién suplementada con ATP estimuld
la biosintesis tanto del Dol-P-Man marcado con  4C como la del Dol-P marcado con

32p ( Tabla 69 ) . Esta estimulacién dependié de la cantidad de dolicol de insecto endégeno

TABLA 69:Efecto de la adicidn de Dolicol

(A)BiosTntesis de Dol-P-(th)Man (B)Biosintesis de Dol-(32P)

ADICIONES CPM 4 Dol anadido CPM %2 de
estim. estim,

Ninguna L. 232 - EXPERIMENTO |

+2,3mM ATP L.964 17,2 Ninguno 907 -

+50 ug Dol L.413 Lo + 15 ug 1,743 92.2

+ 2,3 mM ATP

+ 5 ug Dol 5.185 22,5 EXPERIMENTO 1

+ 2,3 MM ATP _ i

+ 15 ug Dol 5.642 33,3 Ninguno 1.444

+ 2,3 mM ATP + 15 ug 2.875 99.1

+ 50 ug Dol 5.867 38,6

La misma mezcla de incubacién que en la Fiura con las siguientes modificacio-
nes: (A) Se omitié el ATP radiomarcado y se hicieron los adadidos indicados. La
concentracién del Tritdén X-100 fué de 0.03% . (B) Se omitié el detergente vy se
utilizaron 1,6 x105 cpm de GDP(14C)Man (apf6x.9 uM) en lugar del GDP-Man. Las
muestras se procesaron y cromatografiaron como se indicé anteriormente.La radioac
tividad se localizdé cortando bandas de 0,5 cm. y contando en centelleador liquido.
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presente en las membranas Ceratitis que se ha estimado entre 1.4 y 3.7 g por gramo de
de proteina ( ver capitulo 3.8.0. ). Por ello se precisa para observar el efecto de dolicol
que las membranas posean bajos niveles del mismo.

El posible efecto de solubilidad de membrana o de disminucién relativa de los detergentes
naturales ( fosfolipidos ) se descarté, ya que en los presentes experimentos el agregado de
Tritdon X=100 entre 5 y 30,JMO|OI' estimuld s6lo ligeramente la formacién endégena de poli-
prenil derivados.

Esto es opuesto a lo previamente descripto para las preparaciones enriquecidas en micro=
somas y puede ser debido a que éstas tienen habitualmente mayor proporcion de fosfolipidos
con respecto a los lipidos tofal . Es decir que las suplementaciones de dolicol, realizadas
en presencia de Triton X=100 estimularon por encima del ligero incremento de incorporacion

proporcionado por el detergente.

Los resultados indican que gran parte del P incorporado aparecid en los doliquil
derivados. Esto quizds se explique por el bajo nivel de sintesis de glicero-fosfolipidos a los
6 - 8 dias del ciclo de vida de Ceratitis ( 421 ) yalabajo tasa de recambio de
muchos de estos lipidos en los insectos  ( 422 ).

Como el dolicol estimuld la incorporacién de 32P , la mayor parte ~ al menos = de
los fosfatos deberion ser atribuidos @ una poliprenil quinasa similar a la descripta para bac-
terias por Strominger y col. ( 32 ) ( ver discusién al respecto en la p4gina 208 ).

La(s) actividad(es) de quinasa no hdp)podido purificarse en los tejidos de insecto, aGn

usando solventes orglnicos, método empleado por Strominger y col. en la purificacidn
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de la poliprenil quinasa procariética ( 32 ).
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4, DISCUSION

Los resultados obtenidos en el transcurso del presente trabajo de Tesis han extendido los
conocimientos previos sobre el metabolismo de dolicol a los artrépodos ( fundamentalmente
a los insectos ) . Ademés, en éstos se han realizado hallazgos que probablemente sean ex-
tensibles a los demés eucariotes, como la deteccidén por vez primera de una dolicol kinasa.
Se aportan también en el presente trabajo, datos que correlacionan estadios de diferencia~
cidn con biosintesis de derivados de dolicol .

Walton y Pennock, en 1972, habian descripto  la biosintesis en invertebrados de poli-
prenoles de cadena larga, a partir de  ( 14 ¢ ) - mevalonato . En particular, el cangrejo

ermitafio, Eupagurus bernhardus, y el cangejo de playa, Carcinus maenas, resultaron capa

ces de sintetizar "in vivo" un aparente dolicol ( 25 ). Este trabajo, al menos en lo que
a artrdpodos respecta, no tuvo confirmacién hasta que, al comienzo de esta Tesis, se detec-

taron dolicol y doliquil fosfato en extractos de la mosca mediterrGnea, Ceratitis capitata,

y otros insectos. El dolicol de insecto se identificé en base a su comportamiento cromatogré
fico en diferentes sistemas ,a su deteccidn colorimétrica con reveladores relativamente es-
pecificos, a su fluorescencia bajo luz ultravioleta y - fundamentalmente =, cuando esté
fosforilado, a su capacidad de activar doliquil monosacérido transferasas de higado. Le
sustancia radiomarcada de crustéceos solamente se identificaba por su movilidad cromatogré=
fica. Poco después, confirmando nuestros resultados, Beedle y col., encontraron que los

. ey . ]
extractos de la mosca Calliphora erythrocephala sintetizaban a partir de  ( 4C ) -mevalonato

una sustancia que co-cromatografiaba con dolicol (28 ) . Los datos de estos autores refe-
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rentes al tamafio del dolicol de insecto coinciden con los nuestros que estimaban al componen
te principal como de 18 isoprenos ( ver pdgina 145 ).

Se acepta generalmente que la mayor parte de los insectos ( 406 al 408 ) y de los
restantes artrépodos ( 409, 410 ) asi como muchos invertebrados, son incapaces de sintetizar
colesterol y otros esteroles. Una dieta sin estas sustancias es letal, El &cido mevaldnico, el
escualeno o el lanosterol son incapaces de reemplazar los esteroles (406 ) . Clayton
(407 ) y otros autores han sugerido que los insectos requieren colesterol y otros esteroles
como precursores de ecdisonas ( hormonas de la muda ) y como componentes de membranas.
Por otra parte, todos los invertebrados investigados hasta ahora, salvo una esponja, son
capaces de sintetizar dolicol y también ubiquinga ( 25, esta Tesis ).

Los experimentos en moscas con 8cido mevaldnico marcado  muestran que este precursor
puede incorporarse al dolicol (28 ). Encambio ese mismo precursor no se incorpora al
colesterol. Esta Gltima deficiencia no es letal porque los insectos reciben colesterol en su
dieta. Seguramente también reciben dolicol . ¢ Porqué en un caso la cadena metabdlica
se ha hecho deficiente y no en el otro ? Una posibilidad es que el dolicol de la dieta no es
absorbido ( o = aunque lo sea ~ es insuficiente ) y esto habria acarreado, a lo largo de
lo evolucidén, la desaparicidn de los organismos deficientes.

Es de destacar que en presencia del antibidtico tunicamicina, que inhibe la formacién
de Dol-P-P-GlcNAc, ademds de detenerse la biosintesis de glicoproteinas, se interrumpe el

desarrollo. Por ejemplo en el hongo Neurospora crassa las conidias desarrollan en un micelio

aberrante, muy fino, a su vez incapaz de conidiar normalmente ( Torres y col. , datos no

publicados ) .

En el presente trabajo se ha detectado por primera vez doliquil fosfato en los tejidos de



220

insecto. Behrens y Leloir lo habian descubierto en higado de mamifero (& ) . Después,
Jung y Tanner lo detectaron en levaduras ( 57 )y, en el Instituto de Investigaciones Bioqui-
micas, en plantas (58 ). Las cantidades calculadas de Dol-P presente en tejidos de insec~-
to (capitulo 3.1. y Tabla 67 ) son sdlo estimativas. El dosaje enzimético sSlo proporcio
nd una idea aproximada, pues se desconocen las condiciones dptimas para muchas incubacio-
nes y el Km de las glicosil transferasas Dosajes més exactos podrian haberse obtenido reali-
zando curvas de concentracion del Dol-P  de insecto y del nucledtido—azdcar ( Dankert,
comunicacidn personal ) .

En general se acepta que el Dol-P se biosintetiza - o semejanza del undecaprenil~P
bacteriano = por defosforilacién del Dol=P=P (19 ) ( ver capitulo 3.10 ). En esta
Tesis se describe la obtencion de Dol- ( 32P ) ~Man y Dol- ( 32P ) o partir de
ATP ~ ( 6 3:ZP ) . Como ya se ha indicado, Beedle y col. demostraron que los huevos de
Calliphora sintetizan [MC]dolicol incubdndolos con DL~ 2-[]4C] &cido mevaldnico
lactona. Luego seria necesario descartar que el 32P que aparece en Dol-P-Man no pro-
venga de la mevalonato kinasa ( Figura 108 ) . No se han detectado Gcido mevalénico
fosfato ni isopentenil pirofosfato en nuestros extractos. Sin embargo no se puede descartar
que una parte del 32P provenga indirecfamenfe del [K -32PJ-ATP a través de la via
indirecta de la fosforilacién de mevaldnico.

Por otra parte no se puede excluir que el verdadero dador de fosfatos sea otro nucledsido
trifosfato, previamente fosforilado por ATP .

Hasta ahora sélo se conocia la poliprenil quinasa de procariotes, descripta por Strominger

y Col. ( 32 ). Teniendo en cuenta que la cantidad de Dol-P presente en todos los

tejidos estudiados por diferentes autores ( ver Tabla 67 , pégina 208 ) es menor que la
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cantidad de dolicol, cabe suponer que exista una poliprenil quinasa similar en todos los

eucariotes. Esta enzima tendria como funcién aumentar la disponibilidad de Dol-P por una
via mas rdpida que la sintesis a partir de mevalonato . ( En los ensayos "in vitro", la can-
tidad de Dol-P endégeno/gﬁorentemenfe limitante de la actividad de las poliprenil-glicosil
transferasa ) . Por tanto es posible que la poliprenil quinasa eucaridtica sea una enzima

clave, sujeta a regulacién,

Los resultados obtenidos sobre formacidn de doliquil monosacéridos en los artrépodos re-
fuerzan la idea de que se trata de un proceso comin a todos los eucariotes.

Lo doliquil-fosfato~manosil-transferasa de insectos ha sido detectada en varios estadios
del ciclo de vida ( larva, larva en apolisis, pupa, pupa madura y adulto ) . En el crustbceo
Artemia sp se detectd también sintesis de Dol=-P=Man desde poco después de la completa
hidratacién de las gdstrulas enquistadas ( Figura 107 ) . En todos los casos pudo observarse
formacién de Dol-P-Man a partir de Dol-P enddgeno.

La doliquil-fosfato-manosiltransferasa presente en los extractos microsomales de insecto,
preparados en presencia de M92+ y de anti-oxidantes, permanecid activa @ =70° C  duran
te un afio, manteniendo al término el 15 % de su actividad. En cambio, la acetilglucosa~-
minil transferasa de los mismos extractos se inactivd en menos de una semana. Pereceria que
la manosil transferasa es menos sensible a la accidén de las proteasas bien por su estructura
o bien por su ubicacién en las membranas.

En insectos se formd Dol=P=Glc "in vitro" en todos los estadios del ciclo de vida pero
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- frecuentemente - la biosintesis a partir del Dol~P enddgeno fue indectectable, debiéndose
afiadir a la incubacién Dol-P exdgeno. En experimentos con tejidos de Triatoma en cultivo
se detectd, también ( ver padgina 114 ) biosintesis de Dol-P-Glc, a partir de []4 C] Gle.

Lo actividad especifica aparente de la glucosil transferasa comparade con la de la mano-
sil transferasa fue, en insectos, mucho menor. Establecer comparacidén entre actividades
aparentes puede carecer de sentido dado que no se conocen las concentraciones enddgenas de
sustratos, los Km de las enzimas, las condiciones éptimas, etc. En insectos se conocen
numerosas manoproteinas ( ver Introduccidén ) y en los mamiferos la parte interna de las gli-
coproteinas sintetizadas via lipidos intermediarios es rica en manosas. Cabe suponer, enton-
ces, que la aparentemente alta actividad de las doliquil=manosil=transferasas sea un reflejo
de la multiplicidad de funciones del Dol<P~Man como intermediario en la manosilacién de
diferentes proteinas,

Se detectd la lipido acetilglucosaminil transferasa de insectos - en ensayos "in vitro" -
solamente en ciertos momentos del ciclo de vida. En Triatoma se pudo medir transferencia de
GlcNAc a lipido sélo inmediatamente después de la emergencia del imago. En Ceratitis las
preparaciones més activas fueron las realizadas con larvas de 6 dias ( antes de entrar en
inmovilidad ) y los adultos farados ( pupas ) en el momento de comenzar la pi gmentacién
de las ommatidias. Esta dificultad en la deteccion de la GlcNAc-transferasa ( habitual
también en otros sistemas ) puede responder a numerosas causas. La baja radioactivided
especifica del UDP= [MC] GlcNAc probablemente se ve agravada por el alto contenido de
UDP-Acetilhexosaminas ( hasta 4 umoles/g ) en tejidos de insectos (411 ). Ademés,

como para las otras transferasasse desconoce el Km y las condiciones optimas de incubacién

estas varian de acuerdo al contenido de lipidos totales, alimentacién previa, etc.
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Por Gltimo, como ya se indicé, la doliquil~GlcNAc transferasa es muy sensible a las
condiciones de preparacién y almacenamiento. La preparacién del homogenato debe ser lo
m6¥§3m con preferencia conviene usar N2 liquido para congelar los insectos. Se
requiere la presencia de un antioxidante de sacarosa y magnesio. En experimentos "in vivo"
se obtuvieron también pequefias incorporaciones de radioactividad a un aparente poliprenil-
GlcNAc. Tanto en Triatoma, como en Periplaneta, solo se lo detecté inmediatamente des-
pués de la muda,

En los experimentos "in vitro” , para obtener cantidades medibles de Dol-P~P-GlcNAc
se necesitd suplementar con Dol-P exdgeno. Es interesante destacar que una cantidad dada
de Dol-P de higado agregado estimuld en mayor medida la biosintesis de Dol-P-Man o de
Dol-P-Glc que la de Dol~P-P-GlcNAc, con respecto a como la hizo el Dol~P de insecto
(Ver Figpros 44 , 53 y 67 , pbginas 44 , 134 y 150 ). Esdificil
interprehir este hecho experimental, pero pareceria haber una mayor necesidad de especifici~
dad en la biosintesis del Dol-P=P~GlcNAc. Esta especificidad podria estar dada por una
utilizacidn preferencial, por parte de la enzima, de dolicol de un largo de cadena menor.
Fendmenos de este tipo han sido sugeridos por Pennock ( 290 ) . En cuanto a la posibilidad
de que el aceptor de GlcNAc en insectos no sea dolicol ( posibilidad siempre latente porque
no existen identificaciones a nivel de espectro de masa ) existe un gran nimero de isoprenoi-
des de cadena corta en los tejidos, que se descartan por sus propiedades cromatogréficas. Las
vitaminas con cadenas isoprenoides( A, E, K, D) podrian quiza$ actuar como aceptores del
resto GIcNAc ( u otros azGcares } pero el comportamiento cromatogréfico del glicolipido
resultante seria diferente al exhibido por el Dol-P~P-GlcNAc. La transferencia de GlcNAc

reviste en los artropodos una importancia particular. Ademés de las acetilglucosaminas presen~
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tes en las glicoproteinas, alrededor del 30 % del peso de la cuticula estd constituido por
quitina ( fundamentalmente poli-N=-acetilglucosamina ) . En el capitulo 1.4.2. se discutid
la posible composicién de la quitina y su unién a glicoproteina ( ver Figura 15, pégina

43 ). Hackman (315 ) estima probable que exista ademés de la unidn a proteina a través
de residuos Aspartilo, otras uniones a histidilos. Lipke y col. (310, 313 ) concluyen
también que la quitina est& unida @ aminodcidos no arométicos por enlaces covalentes.

Es de hacer notar que se detectd por primera vez la Doliqui| -GlcNAc transferasa de
insectos en experimentos "in vitro" disefiados para obtener sintesis de quitina ( 164, 180 ) .

En la incubaciones de Dol=P-P-GIcNAc con enzimas de insecto se ha obtenido transferen
cia del GlcNAc a una proteina con el resto oligosacaridico (5 ~eliminable. Esto hace
suponer que se trata de una glicoproteina con un enlace del tipo O-glicosidico ( ver Figura
12, pégina 35 ), que no tendria que ver con la quitina (425 ) .

Por otra parte, varios autores han estudiado en hongos la posible participacién de lipidos
intermediarios en la sintesis de quitina, sin obtener ningln dato concreto (423,424) . Sélo
McMurrough y Bartnicki-Garcia observaron un aumento en la biosintesis de quitina en
Mucor, suplementando el medio de cultivo con extractos lipidicos del mismo hongo ( 358 ).

" de hongos = que es el residuo insoluble en &lcali caliente -

En cualquier caso, la "quitina
estd relacionada con otros componentes de la pared celul ar de manera totalmente distinta a
como se estructura la poli GlcNAc en la cuticula de insectos ( 308 ).

En este trabajo de Tesis, se ha detectado la incorporacién de [MC] GalNAc a glico-"
lipidos, a partir del derivado de UDP. Analizados, los glicolipidos formados se comporta-

ron como doliquil=azlcares y liberaron por hidrlisis dcida suave [MC] GalNAc y

MCJ GlcNAc. Aparentemente, se trata de la primera vez que se ha detectado un
P P q
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aparente poliprenil=GalNAc. Lo formacion de este glicolipido se obtuvo en diferentes
experimentos, con diferentes preparaciones enziméticas. El hecho de que se obtenga también
la biosintesis del doliquil~P~P=-GlcNAc implica que durante la incubacién actud una epime-
rasa bien a nivel de nucledtidos azGcar ( 391 ), o bien a nivel de lipidos. Esta cuestién
y el eventual papel que cumpla la presunta lipido=-GalNAc transferasa requiere mayores
estudios. Se puede pensar que la enzima biosintetizante  del Doliquil-GalNAc sea la
misma GlcNAc~-transferasa que posea inespecificidad con respecto a la hexosamina. Sin em-
bargo se debe tener presente que se acepta que el UDP-GalNAc es el nucledtido azGcar més
abundante en tejidos de insecto (411 ) sin que se sepa a donde son transferidos los restos

GalNAc .

En preparaciones realizadas con larvas de Ceratitis de 6 dias ( justo antes de que entren
en apolisis ) se logrd obtener un aparente lipido-diacetilquitobiosa. Este lipo-oligosac&rido
se logrd elongar con manosas a partir de GDP-Man.

La naturaleza de los productos obten idos se discute més adelante.

Seria interesante, sin embargo, obtener cantidades suficientes de lipido~-diacetilquitobiosa
de insecto para estudiar la posibilidad de que el disacérido sea transferido directamente a
proteina, como se ha comunicado sucede en hongos ( 158 ). Datos previos ( ver Tabla

65 , pdgina 201 ) indicarian una posible formacién de la misma glicoproteina (b -

eliminable que se formd a partir del lipido=-GlcNAc.
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Los experimentos expuestos en el capitulo 3.4. demuestran la formacién " in vitro
en insectos de poliprenil-oligosacéridos conteniendo manosa. Estos parecen ser sintetizados
a partir del lipido difosfato diacetilquitobiosa. Las evidencias surgen del anélisis del resto
sacaridico del |ipido-trisacérido, de los experimentos de competencia ( pagina 179 ) y elon-
gacidon ( pégina 184 ) y del comportamiento de los lipo-oligosac&ridos sometidos a diferen-
tes ensayos. El manosilo para la formacidn del lipido=trisacérido proviene de! GDP-Man.
Se descartd la posibilidad de que los productos de degradacion de este nucledtido—ozlcar o
el Dol=P-Man fueran los dadores, Los datos para los insectos coinciden con lo descripto por
Levy y col. ( 201 ): los microsomas de oviducto de ga llina transfieren la Man del GDP-
Man al Dol-P-P-diacetilquitobiosa agregado exégenamente. Estos datos del grupo de Leloir
han sido confirmados por otros autores, en diferentes sistemas ( 43 )

Los lipo-oligosacéridos de insecto radiomarcados en manosa y de tamafio aparente mayor
que el lipido~trisacérido, parecen formarse por sucesivas adiciones de manosas a este Gltimo.
Los experimentos de incorporacion de radiomarca ( p&gina 174 y siguientes ) y el anélisis

de los restos oligosacaridicos manosilados indicarian también que los lipo-oligosacéridos de

insecto forman parte de una " serie " cuya " cabeza " seria el lipido-trisacérido al cual
se ensomBlorl'on,secuenciolmenfe, las manosas ( Figura 86, pégina 172 ) . Y esto porece
confirmarse por el hecho que los lipo-oligosacéridos radiomarcados con  ( MC ) GleNAc,
obtenidos por elongacidn del lipido=P=P=( GlcNAc )2 mediante la adicién de GDP-Man en
la incubacidn, son indistinguibles de los radiomarcados en la manosa.

En nuestro sistema, se obtuvo una relativamente mayor s ntesis endégena de |ipido-trisa

cérido y lipido=" tetrasacéarido " que en otros sistemas eucaridticos. En higado ( 114 ),

ogorta ( 128 ) yplantas ( 102 ) es mayor la proporcidn de lipido-oligosacéridos
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de tamafio aparente mayor. Esto puede ser atribuido a la presencia, en insectos, de més
aceptores enddgenos de menor tamafio. A este respecto, resulta interesante el hecho de que
la adicién exdgena de extractos lipidicos de higado a la mezcla de incubacidn con enzimas
de insecto, estimuld la sintesis en forma diferente a como lo hicieron los extractos de insecto
( Figura 80, pégina 165 ): Las enzimas de insecto sintetizaron un espectro de lipo-oligosa-
céridos tipico de las incubaciones con enzimas de higado. Esto indica que los aceptores pre
sentes en la incubacidn fueron determinantes; confirmando, de paso, la aparente inespecifi-
cidad - destacada por otros autores ( 43,45,46 ) - de las poliprenil transferasas.

Por incubacién de Dol=P~Man o de lipido=trisac@rido con enzimas de insecto se obtuvo
la formacidén de un lipido-oligosacérido cuyo resto sacaridico se comporté como un malto-
oligosacérido de 8 = @ unidades. Este glicolipido presenta caracteristicas similares al ob=
tenido por Brett y Leloir ( 62 ) en plontas, por elongacién de un lipido-" pentasacérido."
Oliver y Hemming ( 205 ) describieron también una sustancia similar cuyo resto azdcar
se comporté como un malto-oligosacérido de 8 a 10 unidades. Desconoce mos hasta el momen
"

to si el lipo-oligosac&rido de mosca que se comenta en este capitulo y que se obtuvo " in

vitro " , esté relacionado con la sustancia de tamafio aparente similar obtenida en cultivo

de epidermis de " vinchuca ( sustancia IV, ver p&gina 117 ). En cualquier caso,

tanto los datos sobre formacién de sustancias " in vitro " como los obtenidos en condiciones
mds fisoldgicas, indican que existen numerosas reacciones de transferencia de azlcares entre
lipidos intermediarios y desde éstos a las proteinas, muchas de las cuales no conocemos
todavia. Parece existir una compleja regulacion de esas reacciones ya que hemos visto

( capitulo 3.9., pégina 202 ) que la actividad aparente de las glicosiltransferasas varié con

el momento del ciclo de vida. A este respecto, es de destacar que en Artemia se detectd
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una muy temprana actividad de poliprenil fosfato glicosil transferasas con respecto al comien~
zo de la activacidén del metabolismo de las gastrulas desecadas. Durante ese proceso, y

hasta pasadas 16 hs, no existe crecimiento ni duplicacién celular pero si una gran diferencia
cidn; ello sugeriria que los poliprenil-azicares juegan un palel primordial en este proceso de

transformacién celular.

El lipido-oligosacérido=glucosa de insecto obtenido " in vitro " presentd todas las
caracteristicas del aceptor glucosilado de higado descripto originalmente por el grupo de
Leloir ( 143 ) ( ver Figura 7, p&gina 23 ) . La sustancia de insecto presentd la solubilidad
caracteristica del EA=Glc: es insoluble en mezclas de cloroformo/metanol y en agua y total~
mente soluble en el solvente de Leloir ( cloroformo/metanol/ agua 10:10:3 ). Sise lo
lleva a seco con Nj y se lo resuspende en 1-propanol/agua 65:35, se lo puede precipitar
selectivamente duplicando la proporcién de propanol. Este comportamiento es tipico de la
sustancia de higado ( 145)46) . Finalmente, ambas sustancias se comportaron igual en
presencia de concanavalina A ( pégina 191 ) . El tamafio aparente del principal resto
sacaridico de insecto parece algo menor al de higado ( Figura 102, pégina 94 ). En leva-
dura, Parodi demostrd que hay dispersidon de tamafios y aisldé, ademés de una especie de tama-
fio similar al oligosacérido de higado, otra de menor tamafio ( 139,140) .

Es llamativo el hecho de haberse encontrado formacién del Iipido-oligosacérido contenien
do glucosa en todos los sistemas eucariéticos debidamente estudiados (43,45 ). Esta sus-
tancia parece ser el Gltimo intermediario en la glicosilacién de proteinas. En &stas, habitual
mente, no se encuentran glucosas ( comparar Figura 7, pégina 26, con la Figura 11, pagina

34 ) . Esto ha hecho pensar que las glucosas jueguen un papel clave en la regulacién de la

transferencia del glicolipido a la proteina , siendo eliminadas posteriormente (195,427),
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Significativamente, Ugalde y col., han encontrado en higado una glucosilasa que actda
especificamente sobre el EA-Glc y sobre el oligosacérido unido a protefna ( 321 ).
También otros autores han detectado enzimas similares (320,426 ),

En incubaciones de homogenatos de insecto se obtuvo la glucosilacién de proteinas en-
dbgenas a partir del EA-Glc ( de higado ) agregado exégenamente. Este tipo de ensayo

"invitro " puede en algunos casos carecer de significado fisiolégico, debido a la presen-

cia de detergentes que distorsionan las estructuras de las membranas. De todas maneras, el

hecho de que, a su vez, lasenzimas de higado reconocen los lipo-oligosacéridos de insec~
to, transfiriendo el resto azlcar a proteinas enddgenas, abona la idea de que, en los artré=
podos, la formacidn de poliprenil=oligosacéridos forma parte de un mecanismo de glicosila-
cidén de proteinas comin a todos los eucariotes. Este razonamiento se impone cuando se
confecciona un diagrama esquematizando la evolucién de los eucariotes ( Figura 115 )

( ver pagina siguiente ) .

Los artrépodos presentan similitudes notorias,en lo tocante al metabolismo de los poli-
prenil-azicares,con aves y mamiferos.Es decir,que en ramas evolutivamente tan diferentes
como los protostomiados y los deuterostomiados, parece haberse mantenido idéntico el meca-
nismo de sintesis de glicoproteinas. Como quiera que también hay similitud con grupos fi-
logenéticamente muy lejanos como hongos y plantas,todo parece indicar que dicho meca-
nismo fué tempranamente adquirido en la evolucién y serfa caracteristico de toda célula
eucariotica actual, Hipotéticos mecanismos alternativos y/o modificaciones en el ciclo de
los doliquil—derivados deberion, entonces,haber sido eliminados a lo largo de los procesos

evolutivos.Una excepcidn podria ser la glicosilacién del retinol=P,si éste tuviera participa

ci6n en la glicosilacién de proteinas.(429).
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FIGURA 115 : Esquema de las relaciones filogenéticas entre grupos de eucariotes
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Estimamos que los estudios presentados aqui apuntalan la idea de que el papel de los
doliquil intermediarios en esos procesos se establecié tempranamente en la evolucién de los
eucariotes. Nuestros datos en Euglena y los estudios de Keenan y col. (55,|33 ) en

Tetrahymena son, a ese respecto, sumamente sugestivos.
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Cuando aumente el nimero de organismos estudiados se podra sober si, realmente, en
todas las células nucleadas el dolicol es el principal transportador de azlcares. De ser asi
se reforzaria la idea de un origen monofilético para todos los eucariotes. Por tanto, es de
sumo interés investigar grupos de protozoarios y algas eucaridticas primitivas con objeto de
constatar si todos ellos sintetizan dolicol y doliquil derivados. Taombién resulta necesario
conocer si las cianoficeas ( algas azules ) poseen lipidos intermediarios del tipo bacteriano
o del tipo eucaridtico . Por otra parte, no se puede descartar que en algin grupo eucario=-
te ( especialmente en taldfitas ) exista formacidn de sustancias del tipo poliprerol —azicar-
péptido, como persistencia de caracteristicas del hipotético ancestro procaridtico.

Lioma la atencidn el hecho de que, quimicamente no existen grandes diferencias entre
los lipidos intermediarios bacterianos y los eucaridticos : los primeros son de cadena corta
( 10 u 11 isoprenos ), e insaturados en el isopreno O( , mientras que los segundos son
largos ( entre 17 y 22 isoprenos ) vy saturados. Aunque en plantas existen, ademés,
en gran cantidad, poliprenoles cortas ( 6 o 13 isoprenos ), como Pont Lezica y col.

( 58 ) han sugerido, éstos no estarian involucrados en el transporte de azlcores. Perma-
nece abierto el interrogante de Romero (197 ) sobre cuél serfa su funcién.

En esta Tesis, comprobando lo encontrado anteriormente en otros sistemas ( 58, 197
se vid que las enzimas de insecto pueden utilizar undecaprenil monofosfato como sustrato
en lugar de Dol~P. El grupo de Dankert ha observado = o su vez - que algunas enzimas
bacterianas son capaces de utilizar el Dol=P ( 58, 197 y comunicaciones personales ) .
Estos y otros autores ( 14, 42, 43 ) han destocado la aparente inespecificidad
de las poliprenil-fosfato transferasas eucaridticas; sin embargo, y como se indicd més

arriba, el principal aceptor de glicosilos en todos los eucariotes estudiados parece ser el
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dolicol fosfato.

Es decir que, a pesar de su similitud quimica y de una notoria inespecificidad de los si
temas enzimaticos, es un hecho que los poliprenoles cortos y alilicos estén asociados a un tipo
de proceso ( formacidn de peptidoglucano bacteriano ) y que los largos y saturados estén
involucrados en otros ( glicosilacién de proteinas ) . Nuevamente bajo una Sptica de
evolucién bioquimica se podria postular que se han producido tres eventos para originar los
intermediarios eucaridticos : la seleccién de una cadena larga, la saturacidn del isopreno
terminal y la especializacién para la glicosilacién de proteinas. Lo que nos lleva otra vez a

una discusion filogenética como la realizada més arriba.
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5. CONCLUSIONES

1 = Se detectd, por primera vez en invertebrados pluricelulares, la formacién " in vivo "
e " invitro " de derivados de poliprenoles.

2 - El aceptor de glicosilos en los insectos y crustéceos resultd indistinguible del dolicol
fosfato de mamiferos.

3 - Se extrajo por primera vez dolicol de tejidos de insecto; parece estar constituido por

17 a 18 isoprenos,

4 - Se estudid la formacién, en Ceratitis capitata y otros insectos, del Dol=P-Man y

Dol=P-Glc que,por los criterios usados, resultaron indistinguibles .de los homélogos

de vertebrados.

5 - Se comprobd la formacién de Lipido-P=-P~GicNAc en Ceratitis, Triotoma y otros insec=

tos -~ "invivo" e "invitro" -.

6 = Por primera vez se ha detectado la formacién de diacetil=quitobiosa, unida a lipido,
en artropodos. Este disacérido es la unidad repetitiva en la quitina, poli-Nacetilgluco-

samina, principal componente del exoesqueleto cuticulor en dicho phylum.

7 = ElI poliprenil=P=P-trisacérido de insecto parece idéntico al de otros eucariotes:

Dolicol=-P-P- ( GlcNAc )2 - Man . Se comprobd que se forma por elongacidn del
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Dol=-P-P- ( GlcNAc )2 con la manosa procedente del GDP-Man.

8 - Se estudiaron los lipido=oligosacéridos de insecto radiomarcados en manosa, que parecen

formarse por elongacidn del lipido-trisacérido con manosas procedentes del Dol-P-Man

y del GDP-Man, La cinética y condiciones de formacién " in vitro " son similares a

las de otros eucariotes. Algunos de estos lipo-oligosacdridos se han detectado " in

vivo " en insectos y en Artemia salina.

9 - A partir de Dol=P-Man y Dol=P-P- ( GlcNAc )2 Man se obtuvo " in vitro " la for-
macidn de una sustancia que se comportd como un poliprenil-azGcar con el resto sacari-
dico de un tamafio aparente de 8 - 10 monosacéridos. Esto sustancia podria ser relo=-

cionada con una de similares caracteristicas que se obtuvo cultivando epidermis de

vinchuca con [MC] Gle.

10 - Se obtuvieron fracciones purificadas de insecto que estimularon la biosintesis " in vitro

de los poliprenil-oligosacé@ridos y se demostré que contienen derivados de dolicol.

11 = En insectos, como en todos los eucariotes debidamente investigados, se formd un polipre
nil=oligosacérido largo, conteniendo Glc, de caracteristicas idénticas al aceptor end6-
geno glucosilado descubierto por el grupo de Leloir en higado. Esta sustancia parece

ser el Gltimo intermediario en la glicosilacidn de proteinas.

12 -~ El Dol=P-P- ( oligosacérido ) Glc de higado fue reconocido como sustrato por los enzi=
mas de insecto, que transfirieron el resto oligosacaridico a un aceptor enddégeno. Inver=

samente, los microsomas de higado catalizaron la transferencio del resto sacaridico del
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lipo~oligosacéarido de insecto.

Se obtuvo, por primera vez en los eucariotes, la fosforilacion del dolicol por una pre~
sunta poliprenil quinasa, Este resultado abre interesantes perspectivas de estudio, ya que

se trata de una posible enzima clave para la regulacidén de la biosintesis de glicoproteinas,

Muchos de los resultados obtenidos en Triatoma y en Ceratitis han sido comprobados en

otras especies de insectos y en Artemia salina. En este Gltimo orgonismo se ha demostra=

do que lo formacién de poliprenil-azicares es un evento muy temprano en la reiniciacién

. . ., /
de la diferenciacion de la gastrula desecada.

La actividad de cada poliprenil transferasa sufre variaciones a lo largo del ciclo de vida
del insecto., En la apolisis de Ceratitis y en la intermuda del V° estadio de Triatoma

algunas enzimas fueron indetectables.

Los datos obtenidos en artrépodos y los estudios preliminares en Euglena y Neurospora

han aportado solidez a lo postulado por otros autores que sugir ieron la extensién de los

resultados obtenidos en mamiferos, levaduras y plontas, a todos los eucariotes.

Se han discutido los resultados de la presente Tesis bajo la éptica de la bioquimica evo-

lutiva, y se ha sugerido que:

- éstos apuntalon la idea de que el papel del dolicol, como aceptor de azicares e in~
termediario en la glicosilacion de proteinas, se establecié tempranamente en la evolu

cidn eucaridtica.

- se deben realizar estudios en grupos clave, por ejemplo, en las algas azul verdosas,
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para conocer qué tipo Je lipido=-intermediario poseen ( pro- u eucaridtico ) y en
protista y algas unicelulares para ratificar que el dolicol es el principal intermediario
en eucariotes. Se propone que si esto fuera cierto se reforzaria la idea de un origen

monofiletico para toda célula eucariética.
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