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INTRODUCCION



Es conocida la importancia de la Enfermedad de Chagas en
nuestro pafs y en otros de Latinoamérica. Por los datos publica-
dos, se estima que unas veinte millones de personas estdn infec-

: e . L4 .
tadas con Trypanosoma cruzi. Subsisten muchas incognitas en

cuanto al comportamiento del parasito en sus huéspedes inverte-
brados y vertebrados. La participacién de glicoconjugados en
ciertas funciones biol6gicas, como la respuesta inmune, la

adhesién celular, la diferenciacion y crecimiento celuiar ya ha

sido demostrada para otros sistemas. El1 conhocimiento de la
estructura de los glicoconjugados permitira encarar su modifica-
cién por la accibdn de analogos de azdcares que podrian interfe-

rir en su biosintesis.

En este trabajo de tesis se utilizaron células epimastigote
de mds facil obtencidén en las cantidades necesarias para estu-
dios estructurales.

Un hecho saliente es la caracterizacidn por pr&mera vez de
ganglidsidos en las células. Este resultado es interesante desde

dos enfoques:

a) Por la funcién de los sialoglicolipidos en la regulacién de
fendmenos bioldgicos.
b) Desde el punto de vista de la evolucidn ya que los 9angliosi-
dos son caracter{sticos de vertebrados y solo se describieron en
pocos invertebrados

En primer lugar se ha conseguido incorporar (®H)-palmitico



Yy (®H)-galactosa lo cual confirmo que los gangliosidos no pro-
vienen del medio complejo en que se cultiva el parasito. Los mis
mos se han marcado también en forma exégena por dos métodos:

a) Oxidacidn con galactosa-oxidasa seguida de reduccidn con B3H4"
b)Oxidacion controlada con I1I04-, sequida de reduccidn con B2H4
metodo que marca selectivamente azucares con glicoles exoc{cli-
cos como el &cido sialico.

En esta tesis se ha consequido marcar por todos los metodos
mencionados, ¥y purificar dos gangliosidos. La determinacion de
su composicidén permitié establecer diferencias notables con la
composicion de ganglidsidos animales, tanto en los az@icares comc
en la fraccibn lipfdica de las moléculas. Esas diferencias con
la célula huesped, puede ser un objetivo para el ataque al

pardsito.



CAPITUI_LO I

TRYPANOSOMA CRUZT

TAXONOMIA Y MORFOLOGIAS



1.1 INTRODUCCION

Los trypanosomas son protozoarios pardsitos que causan algunas
de las mas importantes enfermedades del hombre.

Estas enefermedades, gque incluyen !a Trypanosomiasis africana
(enfermedad del sueRo), trypanosomiasis sudamericana (enfermedad
de Chagas) y la leishmaniasis (kala-azar), atacan a millones de
seres humanos, principalmente en los continenetes en vias de
desarrollo.

Por otra parte, debido a la trypanosomiasis bovina, la mayor
parte del continente africano no es apto para la crianza de
bovinos y, consecuentemente, contribuye a la malnutricidn humana.

Se conccen pocos tratamientos satisfactorios para estas
enfermedades, por ello es importante el estudio de estos
pardsitos en sus aspectos bioqu{micos, médicos y de biologia

molecular.

1.2 CLASIFICACION GEMERAL DE LOS TRYPANOSOMATIDEOS

Estos organismos representan algunos de los mas primitivos y
especializados del reino animal. La clasificacidn mas reciente
(1), designa a Protozoa como un subreino , y ubica a la familia
Trypanosomatidae sequn la Tabla 1

El subreino protozoa se divide en cuatro phila.
E]l] Sarcomastigophora incluye al subphylum Mastigophora

que corresponde a los protozoarios que poseen uno o mas fla-
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gelos . La mayorfa de estos organismos son de existencia 1i-
bre , pero un nimero considerable de ellos es de naturaleza
simbiética, ya sea de invertebrados o vertebrados. La mayoria
de las especies endosimbidticas habitan en los tractos di-
gestivos de sus hospedadores, as{ como también en los sistemas
circulatorios y tejidos. La capacidad natatoria de los flagela-
dos los ha ayudado a adaptarse a distintos entornos.Puaden
sobrevivir en medios lfquidos tales como la sangre, linfa y
flufdo cerebroespinal de sus huéépedes.Los trypanosomas exhiben
una adaptacidn adn mayor a la vida en medios lfquides debido a
la forma de sus cuerpos celulares. Poseen una apariencia alarga
da,en forma de torpedo, por lo cual los flufdos corporales les
ofrecen escasa resistencia para su desplazamiento.

El subphylum Mastigophora, se divide a su vez en dos clases:
Phytomastigophorea, caracterizada por organismos flagelados
en que se aobservan cromatéforos, y Zoomastigophorea , que
son flagelados de naturaleza animal, la mayor parte de los
cuales son parasitos. Todos los miembros de esta clase care-
cen de crematdforos y son en general, mononucleados . Cada
organismo posee uno o varios flagelos, dependiendo de la es-
pecie. La reproduccidn asexual se produce por fisién longitu-
dinal, aunque en algunos pocos grupos se conoce la reproduccidn
sexual.

ORDEN_KINETCPLASTIDA: Este orden, incluye var:as especies de
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existencia independiente,ademés de especies parééitas en plan-
tas, invertebrados o vertebrados. Los kinetopléstidos son en ge-
neral flagelados pequeffos con uno a cuatro flagelos. El cuerpo
es de aspecto pléstico, pero no ameboidal, como en el érden
Rhizomastigida. La reproduccion es generalmente por $isién lon-
gitudinal) y durante el ciclo de vida de las células adoptan
usualmente mds de una forma (condicion denominada polimorfismo)
Esto es especialmente cierto entre los miembros de la familia
Trypanosomatidae.

E1 drden Kinetopléstida comprende a su vez dos subdrdenes:
Bodonina, de existencia libre y Trypanosomatina, de existencia
parasitaria. Dentro de este subdrden se ubica solamente 1la
familia Trypanosomatidae.

FAMILIA TRYPANQSOMATIDAE:Los miembros. de esta familia son

todos paradsitos. Sus cuerpos son elongados y mas o menos
achatados. Un unico flagelo surge de un befleroplasto cerca
del cual se localiza el kinetoplasto. La posicidn del beflero-
plasto varfa, encontrindoselo en posiciﬁn anterior, media o
posterior sequn la especie.

lLa familia Trypanosomatidae se subdivide a su vez en nueve

7
generos:

1)Leptomcnas 2)Herpetompnas 3)Crithidia
4)Blastocrithidia S)Rhinchoidomonag 6)Leishmania

7)Endotrypanum 8)ehytomonas 9)Irypanosoma
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Los primeros cinco géneros de esta Familia son parésitos
mnnogenéticos de animales invertebrados {especialmente
insectos), en tanto que los cuatro d1timos géneros son parési—
tos digenéticos cuyo ciclo de vida transcurre entre dos hospe-
dadores:uno de ellos constituido por un invertebrado, o vector
en el cual el parésito se desarrolla principalmente en el ca-
nal alimentario} el otro un animal o planta; en cuya sangre o
tejidos , habitan (Leishmania, Endotrypanum,Trypanosomal). Otros
viven en la saliva (Phytomonas). Algunos autores sugieren que
los trypanosomas digenéticos se originaron a partir de los fla

gelados monogenéticos.(Z)

1.3 TRYPANOSOMA CRUZI

Hoare (3) agrupo a los trypanosomas de mamiferos ,sequn la
Tabla II de acuerdo a las siguientes caracterf{sticas:
a) Salivaria: Flagelo libre, presente o noj quinetoplasto
terminal o subterminal ; extremo posterior usualmente redondea-
do} patogenicidadj desarrollo en el vector de estacion
anterjorj transmisidn inoculativa. Las especies incluidas en
en este grupo serfan de evolucidn mas reciente , las que

pertenecen a las subgéneros: Duttonella (T.(D) wvivax)}

Nannomonas (T, (N)conqolense)ijPycnomonas (T, (P)suig)}

Trypanozoon (T, (T)brucei ,JT,(T)gambiense, JT.(T)evansi,
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T.(T)equiperdum) .

Dentro del subgenero Trypanozoon, la especie T.(T) evansi se
transmite por contaminacion por las patas de las moscas, y el

T.(T)equiperdum (que parasita en el ganado equino), por coito,

b)Estercolaria: Grupo mas primitivo cuyas caracterfsticas son

las siguientes! flagelo libre presente} quinetoplasto grande no
terminalj extremo posterior puntiagudoj multiplicacion en el ma-
mifero discontinua ( sdlo en el estadfo amastigote)} desarrollo

en el vector en el estadfo posteriorj transmision contaminativa

(exceptoT.ranqelli).
A este grupo pertenecen los subgéneroskﬁegatrypanum (especies

grandes :J. (M)theileri ,T.(M)traqalaphi, T.(M)ingens)

Herpetosoma (especies medianas : . (H)lewisi, T. (H)rangeli,

T. (H)muscul i);j -Schizotrypanum (especies pequedas :T.(Sleruzi,

T.(S)pipistirelli) La Jaica especie patégena del grupn es el
T.(S)eruzi, el cual es el causante de la enfermedad de Chagas.
Durante mucho tiempo existid una poléhica entre los estudiosos
de la enfermedad de Chagas sobre 1la adopcién del género
Trypanosoma o Schizotrypanosoma, para la fdentificacidn del agen
te etiolégico de la enfermedad.Por razones de orden taxonomico y

de conveniencia, la gran mayor{a de los autores se inclinaron

por la denominacion Trypanosoma cruzi.Sin embargo, la clasifica-
cion de Hoare deja abierta la adopclén del nombre Schizotrypanum

como subgénero que incluirfa especies de tryparosomas relativa-
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mente pequeRas,con quinetoplasto voluminaso y subterminal, que
presentan multiplicacidn intracelular, bajo la forma amastigote.

Por 1o tanto, la ubicacion sistematica delTrypanosama cruzi
es la siguiente:

Reino: Protista

Subreino: Protozoa (Godfus,1818)

Phylum :Sarcomastigophora (Honigberg'y Balamuth, 1963)

Subphylum :Mastiqgophora (Diesing, 1866)

Clase:! Zoomastigophorea (Calkins, 1999)

Orden: Kinetopléstida (Honigberg, 1963)

Subarden: Trypanosomatina (Kent, 1889)

Famila: Tryopnosomatidae (Doflein,1901)

Género: Trypanosoma (Gruby, 1843)

Subgénero:Schyzothpanum (Chagas, 1996)

Especie: cruzi (Chagas, 1995).

1.4 CICLO EVOLUTIVO DEL TRYPANOSOMA CRUZI

El ciclo evolutivo de este protozario es bastante interesante
y complejo. Cemprende dos fases: una en un huééped invertebrado
(triatom{neo) y otra en un huesped vertebrado ( numerosos
mamf{feros).

En la naturaleza, la perpetuacfbn de la especie se hace por

alternancia de los hueéspedes, s.endo el invertebrado el agente
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transmisor. EI triatomfneo, al succionar la sangre de un
individuo infectado por el parééito, ingiere formas denominadas
trypomastigote. A medida que se acercan a la luz del intestino,
estas formas se ensanchan y se acorta el flagelo diferenciéndcse
a epimastigote’el que se multiplica activamente por +isién bina-
ria en 1la regi&h media del intestino. En la parte final del tubo
digestivo, una fraccidn de la poblacidh de epimastigotes se di-
ferencian a trypomastigotes. Ahora, el trypanaosoma puede volver
al huésped vertebrado, cuando este fuera picado per el insecto.

El insecto, al alimentarse, defeca mientras come, ¥y en las de-
yecciones habra parésitcs que pueden penetrar a los tejidos del
vertebrado en la regién atacada.

En el vertebrado, los trypomastigotes penetran en las células
de algunos tejidos donde se diferencian en formas denominadas a-
mastigotas. Estas formas, que se dividen por fision binaria, se
multiplican y diferencian en trypomastigotes. En un dado instan-
te, la célula huesped se rompe y los trypomastigotes se encuen-
tran en la circulacibn sanguinea.

Los trypomastigotes pueden penetrar en nuevas células del hues,
ped o ser ingeridos por el insecto, reiniciando el ciclo en el

invertebrado. Un resﬂmen puede verse en la Fig 1.
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1.3 ESTRUCTURA DEL TRYPANOSOMA CRUZI.

El Irypanoscma cruzi mide,segﬁn la forma de desarrollo,entre

S y 25 u de largo, por 3 a 5 y de diametro y presenta, por perte
necer al orden Kinetopléstida, un conjunto de estructuras pecu-
liares que pueden ser descriptas de un modo integrado. Este cen-
junto esta constitu{do por el quinetoplasto, el cuerpao basal y
el flagelo.

El quinetoplasto se define como aquella parte de la mitocon-
dria Gnica,donde se encuentra el ADN mitocondrial. El ADN esta
rodeado por una doble membrana , cuya naturaleza wmitocondrial
se demuestra por la presencia de crestas mitocondriales en la
membrana interna. Los trypanosomatideos tienen un 28% del ADN
total en su localizacion mitocondrial,mientras que en el resto
de los eucariontes apenas alcanza al 1% (4).

El1 ADN quinetopléstico difiere del ADN nuclear en la
composicidon de las bases, en la estructura molecular, y en la
ausencia de histonas.

En el T.cruzi,la morfologia del quinetoplasto varfa en los
diferentes estad{os evolutivos del pardsito. En el epimastigcte,
el material fibrilar se dispone en camadas dobles mientras que
en el trypomastigote, las fibrillas forman cfrculos en camadas
triples o cuadruples.

En las diferentes formas del parésito, el nacimiento del fla-

gelo se encuentra adyacente al quinetoplasto, hacia la parte
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antericr o posterior (5).El 'mastigén' (aparato del movimiento),
esta constitufdo por el flagelo y el cuerpo basal , o blefero-
plasto.

El cuerpo basal es una estructura gque en su parte proximal es
totalmente intracitoplasmética y en su parte distal, o zona de
transicion, se provecta snobre el bolsillo falgelar.

Se trata de un cilindro hueco que esta 1limitado por 9
tripletes de microtibulos que son continuacion del flagelo.
Tiene la misma estructura en todas las formas de evoluciodn.

El flagelo presenta un sistema de 9x2 microtdbuios en una ma-
triz amorva. E1 trayecto del flagelo no es igual en los
distintos estadios. En todos los casos, la membrana que cubre el
flagelo estid en contacto con la pelicula que cubre el parésito,
pero no se observa coneccidn estructural entre ambas.

El niucleo del T. cruzi es de naturaleza fibrilar, con acdmu-
los de material genético contiquos a la membrana, cuando el
parisito comienza la division celular.

La membrana plasmética tiene fundamental {mportancia en 1la
interaccidn huesped-parisitn. La membrana plasmiatica propiamente
dicha tiene un espesor de 8 a 10nm y se encuentra recubiesrta por
una cubierta superficial, con un espesor de 3 nm en el
epimastigote. Por debajo de la membrana, del lado citoplasmético

se encuentra el armazdon de microtudbulos.
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Las caracteristicas de los distintos estadios en gque se puede
encontrar el parésitn son las siguientes:

El epimastigote es el estadio de multiplicacién activa del
parésito en el intestino del vector.Es mds corto(l¢ a 16u) ¥y mas
grueso que el trypomastigote. Tiene el guinetoplasto ubicado gor
delante del nicleo y en forma de disco y el flagelo emerge
aproximadamente de esa regién. Sus movimientos 1o diferencian
del trypomastigote y , en general,se producen en un solo plano.

El trypomastiqote e la forma circulante en el mamifero. Es
fino, y tiene movilidad en todos 1los planos, lo que lo
diferencia del epimastigote, es mas largo ( entre 286 a 25 uipl,
no se divide y presenta un quinetoplasto de forma esférica
ubicado por detras del nicleo.

El flagelo acompafa précticamente todo el cuerpo del parésito
con una membrana ondulante que lo ernvuelve.

El trypomastigote metaciclico es semejante al circulante pero
mas delgado y tiene una gran movilidad. Es la forma infectante
que se encuentra en las devecciones del wvector y en algunos
cultivos axénicos.

El amastigote es la forma intracelular del parésito gque carece

de flagelo y se multiplica activamente en diversas células.
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1.6 AISLADOS DE T.CRUZI

Se han efectuado numerosos estudios de caracter bioqu{mico,
antigénico, etc, sobre distintos aislados de T.cruzi.
Actualmente se ccnoce que dichos aislados, provenientes de
pacientes, o vectores o animales infectades, hasta ahora 1lama-
dos cepas, constituyen una mezcla de poblaciones diferentes (6),
Y los clcnes de un miemo aislado presentan caracter{sticas dis-

tintas (?7)

1.7 CULTIVO AXENICO DE TRYPANSOMA CRUZI

Los epimastigotes de T.cruzi pueden cultivarse axénicamente
en medios indefinidos ( difdsicos , o 1fquidos monofdsicos) o en
medios qufmicamente definidos.

El T.cruzifue cultivadn por primera vez por Carlos Chagas en
1999, usando un medio complejo desarrollado por Novy y Mc Neal
(8). Desde entonces se han desarrollado muchos medios para el
cultivao de T.cruzi (9).

Los medios difééicos, en general son variantes del medio Navy
y Mc. Neal, cuyos componentes son basicamente triptosa, infusié;
de hfgado, de cerebro, corazén, peptona, sangre o suero, vy
hemina.

Los medios 1fquidos contienen infusion de tejidns, sangre o

suero,y hemina. El medio LIT (Liver Infusion Triptocse), disefiado

por Yaeger (9)es uno de 1los mas difundidos para cultivar vy
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mantener los trypanosomas.

En 1933, Citry vy Grossowics (1) introdujeron un medio
parcialmente definido donde el Jnico componente no definido era
un hidrolizado de casefna. Mds tarde Bone y Parent's(1963) (11)
desarrollaron un medio que contenfa tiamina, acido f&licc, ;cido
estearico y tryptosa , la que permanecfa indefinida.

El primer cultivo exitoso de T.cruzi en un medio definido
fue comunicado por Anderson y Krassner en 19735(12),4ue denomina-
do XH25. Azevedo y Roitman, en 1978, 1o simplificaron, omitiendo
algunas coenzimas y obtuvieron un cultivo igualmente exitoso (13).

Estos medios permiten realizar estudios metabdlicos vy bioqu{mi-
cos del parésito. Resulta complejo de preparar, de elevado costo
y de rendimiento pobre, por 1o que es desaconsejable para 1la
produccléh masiva o el mantenimiento de cepas.

La produccian de trypomastigotes ®in vitro®" se realiza en
cultivos de células de mamiferos. Varias 1{neas celulares, de
mantenimiento sencillo,sen apropiadas celulas-huesped.

Las mas ampliamente usadas son las l{neas de células de
epitelio de rifcn denominadas Vero, NMCKK vy LLCMK2, vya que
forman monocapas perfectas, sin que se superpongan elementos

individuales (14).
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2.1.GLICOESFINGOLIPIDAS

Los glicoesfingol{pidos estdn formados por una fraccion
hidrofdbica denominada ceramida, y otra parte hidrof{lica
compuesta por hidratos de carbono.

Una ceramida consiste en una esfingosina
(trans-4-esfingenina, (2S5,3R,4E)-~-2-amino-4-octadeceno-1-3-diol),
O un anélogo tal como la dihidroesfingosina (esfinganina) c
fitoesfingosina (4-D-hidroxiesfinganina), las cuales estdn
N-aciladas con dcidos grasos cuyas tadenas pueden variar entre
14 y 26 &tomos de carbono.

Se postula que los glicoesfingol{pidos estdn sujetos en 1la
bicapa lipfdica de la membrana a través de la ceramida.

La 1Jlongitud de las cadenas de azdcar s en los glico-
esfingol{pidos pueden variar de uno a treinta residuos de monosa
cirido. La cadena se une al grupo 1-hidroxilo de la ceramida.
Todos los azdcares se han encontrado en los glicoesfingolfpidos
en cnnfiguracién 2, con la excepci&n de la é-fucnsa.

Las funciones espec{ficas que cumplen los glicoesfingolipidos
en las cglulas estdn reflejadas en la naturaleza de 1a parte
sacarfdica de los mismos.

Los glicoes4ingol{pidos se dividen en glicoesfingol{pidos
acfdicos, que pueden contener acido si&flico o sulfato. y glico-.
esfingol{pidos neutros ,que contienen =solamente azdicares neu-

tros (no cargados).
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Los glicoesfingol{pidns que contienen 5Eido siflico ,se deno-
minan ganglidsidos,mientras que los que contienen un grupo ester
sulfdirico se denominan sulfoglicoesfingol(pidos.

En general los 91icoes+ingolfpidos acidos abundan en tejidos
neuronales y en 6?ganus viscerales.

Debido a la diversidad de la fraccidn sacar{dica de estas
moléculas y el contf{nuo descubrimiento de nuevos glicoesfingol!
pidos es muy diffcil mantener una nomenclatura uniforme para
todos los glicoesfingol{pidos.

La comisidn de Nomenclatura Bioguimica de IUPAC-IUB (13) ha
recomendado una nomenclatura sistematica para estas moléculas.

La clasificacidn y la interrelacidn estructural y metabblica
de estos 1{pidos complejos,estZn basados en la fraccion
sacarfdica de los gli:oesf!ngolfpidos. En la Tabla 1III se
muestran las diferentes familias en que se clasifican 1os glico-
esflngol{pidos més simples.

Ademds se han aislado glicoesfingolipidos conteniendo fucosa
de diversas fuentes tales como adenocarcinoma humano (16),
eritrocitos humanos (17), rnucosa géstrica de cerdo (18), etc.

En contraste con los glicoesfingolfpidos de vertebrados sola-
mente se han encontrado glicoesfingolfpidos conteniendo manosa
en invertebrados tailes como los bivalvos (19). Algunos de estos

Jdltimos pueden contener , ademas xilosa (29).
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Jabla III: Estructura de los nligusacéridos mas comunes

encontrados en glicoesfingol{pidos

Prefijo Abreviatura Estructura

LACTO Lc GalA(1->3)G1cNAc A(1->3)Gal A1->4) Glc
LACTONEO Len GalB(1->4)G1cNacA(1->3)6al B(1-34) Gle
MUCO Mc Gal A(1->3)6al1B(1->4)6a1B(1->4)G1c
GALA Ga BalNAC?(1->3)6al?(1->4)Gala(1->4)Gal
GLOBO Gb GalNAc Bt1->3)Gal a(1-34)Gal A(1->4)Glc
GLOBOISO 5b i GalNAc A(1->3)Gala(1->3)Gal A(1-.4)Glc
GANGLIO Gg Gaif(1->3)GalNAcA(1-54)GalB(1->4)Glc

2.2 GAMGLIOSIDGS

Los ganqlidsidos son un tipo de glicoes#ingul(pidos
caracterizados por la presencia de una o mas unidades de acido
sialico en la cadena del oligosacérido.

Forman parte de los glicoconjugados de la membrana plasmética
que determinan las propliedades de la superficie celular.

Se han encontrado mas de 49 distintas estructuras en el
oligosacarido de estos 1{pidos. Si se tiene en cuenta las
variaciones en e]1 tipo de acido siélico, este ndmero se
incrementa hasta 54.

Los g9anqliosidos fueron identificados por primera vez por
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Gms * 1,0 .0I.INZ A
Gpo: 1.1, I0,I¥.A.B
Gy 1,0,10,I¥,AC
Gy 1.O,00,I¥,A,8,C

Fig 2: Estructura de los ganglidsidos mas importantes presen-

tes en mamiferos.
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Klenk en 1935 (21). Luego se han encontrado gangliésidos de

complejidades diversas practicamente en casi todos los tejidos
de los vertebrados,aunque en diversas concentraciones, siendo la
materia gris, el édrgano en Que se encuentran en mayor propor-
cion. Algqunas de las estructuras se representan en la Fig. 2.

Hasta el momento, en invertebrados, se han encontrado
gangliésidos solamente en génadas, gametas y otros tejidos de
varias especies del philum Echinodermata (22). Sus estructuras
difieren de aquellos encontrados en tejidos de vertebrados.
Algqunos de ellos contienen 9lucosa, como Gnico azucar, ademas de
acido sialico (23).

Se han descripto disialoganglidéidos conteniendo una (24) o
dos unidades de glucosa (25)

Un ganglidsido conteniendo arabinosa Yy un acido sialico

interno se ha aislado de la estrella marina Asterina pectini-

fera (26).

Estudiando la estrucutra de ganglidsidos de estrellas
marinas, Kotchekov (27) identifico en Evasteria
ectinifera,uno cuya estructura era NeuNAc(2->9)NeuNAc(2->3)
GalNAc(1->3) gal (1->4) glc (1-1*) Cer., Por otra parte en

Asterias _amurensis, la cadena oligosacar{dica del sialoglico-

l1{pido es 8-0-Me NeuNGc (2->3) 8-0-Me NeuNGc (2->6) GalNAc

(1->3) gal(1->4) Glc(i->1")Cer.



..21_
2.2.1 Estructura

a)Acido siflico: Este nombre es el termino genérico para una
serie de compuestos derivados del Acido Neuraminico (Acido
S-amino-B,S,didesoxi«Q-glicero-g-galactononulnsdnico). Hasta el
momento se ha encontrado aproximadamente 20 tipos distintos
de acidos sialicos (28). (Fig. 3)

Los mas abundantes son el N-acetil Neuram{nico (NeuNAc) y el
N-glicoil Neuraminico (MeuMGc ). De todas formas » la variedad
de Hidos siélicos en gangliésidos debe ser mayor de la conocida
ya que algunas formas acetiladas pueden desacetilarse durante el
aislamiento de los ganglidsidos.

Se han aislado de cerebro de pescado varios gangliésidos con
el NeuNAc y NeuNGec O-acetilados en diversas posiciones (29).

Reuter y col (39) han caracterizado de cerebro de rata un
trisialoganglidsido, derivado de GTIB conteniendo 9Ac NeuMAc
ademas de NeuNAc y NeuMGe

De la membrana de eritrocitos de equino (31) se aislé un gli-
coesfingol{pido no hid rolizable por neuraminidasa donde se
identificd 4Ac MNeuNGc .

Ademas se han identificado acidos sialicos metilados
fundamentalmente en invertebrados del phylum Echinodermata. Se
aisld 8Me NeuNGec de Asterias forbesi (32) y 8Me NeuNac, de un

ganglidsido de 1la estrella marina Diastolaterias Nipon (33)

Ultimamante Suzuki y col caracterizaron por espectroscopfa de



RS R4,7,8,9

-¢-CH2 -H (4,7,8,9)
-g-gnz -C-CH2 (4,7,8,9)
H 0

-c-gH-CHa (%)
4 oH

-CH3 (8)
~S03H (8)
~-PO3H2 (@)

. ’ . R .
Fiq 3: Estructura de acidos sialicos naturales. Se in:i1can los
sustituyentes en N- y en 0-, junto con la rosicion de los mismos

’, . LA . P4
para el ultimo. E]l] acido N-acetil neuraminico 9-tosfato. es un
intermediario de la biosintesis del 4&cidec sialico y no se
encuentra en enlaces 9qlicosidicos.
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masa, el Acidc MNeuraminico 2,7 anhidro como componente de ceru-

men himedo humano (33).

b)Familia de oligosacaridos:Los otros azucares que estan
generalmente presentes en ganglidsidos son: Glucosa, galactosa,
GalNAc y GlcNAc. Fucosa y arabinosa también se han detectado en
algunas estructuras.

Con la excepcidn de sialogalactosilceramida , todos los
gangliosidos de vertebrados derivan de lactosilceramida, o sea
que poseen una estructura de glucosilceramida. Se ha
determinado que los ganglidsidos se enrcuentran principalmente
dentro de dos familias de oligosacéridos derivados de
lactosilceramida, que son la serie Ganglio y Meolacto. Chein vy
col. sugirieron la presencia de ganglidsidos con estructura de
las series Globo e Isaglobo.

Algunas estructuras de ganglidsidos estan representadas en la
Tabla 1V, ordenandas de acuerdo a la familia de oligosacérido

a la que pertenecen.

1)Serie ganglin:lLa gran mayoria de los ganglidsidos de cerebro

derivan de esta serie. GM1 (Tabla IV) es la unidad basica en 1la
Que se basan un gran namero de ganglidsidos de cerebro de
mam{feros. Estudios comparativos han revelado diferencias

significativas del perfil ti{pico de ganglidsidos de cerebro de
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IV: Estructura de! oligosacérido de algunos gan91i651d05

TEJIDO

Cerebro hunano (44)

Cerebro de pacierte con ¥al
de Tay-Sachs (65)

Higado bavimo {£4)

Nedula adrenal bovina (64)

Cerebro de rerdo (47)

Ceredro de pez (63)

Cerebro de pez (49)

Eritrocitos hemanos (£4)

aedula huaana (71)



Serie Hematosido

Neukkcol 2-)3)6a1B(1-)4)61c II3NeuNAcLac (GK3)
KeuAcod2-)8) NeuNAcal2-)8) Neulhce (Z-)3)6al Bi1-)4)61c I113(NeuMAc)3tac (673)

Ganglidsidos en invertebrados

Aral()-)6)621B11-)4)8-0-NeNeube?(2-)36ai B11-)4)61c
Araptl-)6)6alB(1-)4)NeuNge?(2-)3)6alBt1-)4)6lc
NeuMara(2-39) MeuHAcod 2-)3)621NAC f(1-)3)6a1611-)4)6lc

8-0-He¥pukse?(2-)3) B-0-NeNeulBe?{2-)6) 6aINAc Bt 1-)3)6al Bl1-)4)
6lc
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Higado y ceredro hunaso (£4)

Cerebro de per (76)

Asterina Pectinifera (26)
Asterina Pectinifera 126)
Evasterias Retifora (27)

Asterias Anurensis (27)
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mam{feros con respecto al de otros vertebrados inferiores tales
como los peces. Estas (ltimas especies tienen mayoritariamente
tetra y penta sialoganglidsidos, y relativamente poco mono vy

disialo ganglidsidos,los cuales abundan en mamiferos (36).

2)Serie Lacto: Virtualmente casi todos los gangliosidos en que

se ha caracterizado alucosamina pertenecen a la serie
neolactotetraosa. l.a estructura IV3NeuNAclLcOse4Cer(Tabla IV)
cuyo nombre comdn es sialosilparaglobiosa, es el gangli&sido mas

abundante en el nervio periférico y en eritrocitos humanos. (37)

3)Serie hematgsido:E]l nombre "hematosido" proviene de que

fueron detectados inicialmente en eritrocitos (38) pero este

tipo de ganglidsidns, que se caracteriza por la ausencia de
hexosamina, se encontrd luego en todos los tejidos de
vertebrados. La mayoria de ellpos derivan de lactosilceramida

siendo los mas comunes GM3 y GD3 (Tabla 1V).

c)Componentes lipofilicos: Aunque algunos gangliésidos, al
igual que los glicoesfingol{pidos se clasifican generalmente en
base a la estructura del oligosacérido, se han hallado amplias
diferencias en su c:vposicién lipofflica. Los ganglidsidos de ce

rebro contienen en general bases esfingosinicas de 18 Yy 20 carbo



_27_
nos .Esta dltima no se ha detectado en otros esfingol{pidos de

cerebro y se encuentra raramente en esfingol{pidos extraneurona-
les . Crece su presencia en ganglidsidos de vertebrados en
funcion de la escala zonlégica (39).

El scido estearico es el predominante en gangliésidos
cerebrales, mientras que mezclas de acidos grasos gque van desde
Clé6 a C24, se encuentran fuera del sistema nervioso central. La
presencia de atidos grasos hidroxilados ,aunque es rara, se ha
detectado en higado y en riAon humano (49,41)

En invertebrados, dentro del philum Echinodermata, se ha
encontrado fitoesfingosinas ncrmales y ramificadas cuyas cadenas
varian entre 15 y 22 atomos de carbono (26,27).

Los dcidos grasos componentes de ganglidsidos en el género
Echinodermata poseen desde 12 hasta 25 atomos de Carbono. Una

alta proporcién de los mismos se halla hidroxilado.

I3 4 4 3
En A.pectinifera,solo se encontraron acidos grasos

-hidroxilados, si=2ndo el C22:9 el que se halla en mayor propor-

cion (26)

2.3 BIOSINTESIS DE GANGLIOSIDOS

2.3.1.Biosintesis de bases esfinqosinicas

Snell et al (42) propusieron el siguiente camino para 1la

bios{ntesis de la esfinganina:



g OOH PLP-sint, 2
C15C SCOH + CH-CH20H ----> (C15C-CH-CH20H
NH2 NH2
g NADPH-Red
C1SCCH-CH20H ----- > C1SCH-CH-CH20H
NH2 OH NH2

El producto de la condensacidon de Palmitoil CoA y la serina ,
catalizado por la PLP sintetasa se identificé quimicamente como
3-dehidroesfinganina. La enzima condensante requiere 12
presencia de fpsfato de piridoxal.

Una reductacsa microsomal reduce estereoespecfficamente 1a 3-
dehidroesfinganina a D-esfinganina en presencia de NADPH (43).
La enzima condensante y la reductasa son especificas para

ééteres de Coenzima A de écidos de 14 a 18 atomos de carbono.

2.3.2. Rins{ntesis de o]iqosacéridos

La adicién secuencial de residuos de moncsacaridos es
catalizada por enzimas conocidas como glicosiltransferasas. Cada
reaccién involucra la transferencia de un residuo de azﬁcar de
un donor tal como un nucleotido de azucar (XDP-monosacarido) a
un aceptor.

XDP-monosacarido + aceptor -> XDP + glicésido -aceptor.

El camino biosintético de los gangliééidos principales ha

sido estudiado por Rasy 7y col(44) y por Fishman (435) y se

esquematiza en !a Fig III.
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(GM2)

Ceramida

1 uppP-6lc

CER-Glc

2 bupp-gal

[cER-G1c-Gall
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(GM3)

CER-Glc-

Qal

NAN1

UDP-GalNac-;///;a
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S5a
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Fiq 4: Vias de biosintesis de los ganglidsidos. Cada reaccidn

-estd catalizada por una glicosil transferasa especifica.
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La adicidn de residuos de azucar parece ser altamente

ordenada y las glicosiltransferasas, altamente especfficas.
As{, aungque GM2 es una molecula ramificada, el residuo de Acido
sidlico se adiciona antes que el de GalNAc. De todas formas, la
especificidad de estas enzimas no debe ser absoluta, ya que la
aparicién de gangli&éidos minoritarios puede ser consecuencia de
especificidad incompleta (46).

Roseman propuso que la biosinteis de las
cadenas de oligosacaridos de carbohidratos complejos es
catalizada por un sistema de multiglicosiltransferasas (47),las
cuales estan asociadas dentro de la celula como un complejo
enzimatico. En los sistemas celulares estudiados, las
glicosiltransferasas de ganglio;idos se hallan localizadas en

una determinada organella subcelular. (47,48,49)

2.49. FUNCION DE LOS GANGLIOSIDOUS

2.4.1, Orqganizacidon celular

Estudios de reaccidn cruzada han sugerido la asociacion de
gangli6ésidos con protefnas especfficas de membrana. Se ha
aislado de membranas de eritrocitos humanos un polipeptido con
actividad de ant{geno de Paul Bulnell que tiene wuna afinidad
especifica con GM2 Sg). Este antfgeno gangliofflico debe estar

asociado con garglidsidos en la membrana celular y este complejo
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es sensible a la actividad de 1a sialidasa, por 1o cual el

gangliésido regqula la antigenicidad del polipéptido.

Con el uso de anticuerpos antiglicol{pido, se han detectado
estructuras comunes entre glicoesfingol{pidos Y protefnas.
Hakomori (S1) ha agregado anticuerpos anti GMI a cultivos de
células tumorales 373 vy ha detectado algunas glicoprotefnas
reactivas a este anticuerpo.

En glicoproteinas de cerebro se ha detectado cadenas de
MeuNAC (Z2->8) MeuMAc (2->3) Gal,similares a la presente en alqunos

gangliosidos (32!

2.4.2 Interaccidn celular y diferenciacion

El hecho de que los gangliésidos de una determinada membrana
celular puedan ser reconocido por otra membrana celular y
viceversa, puede constituir un argumento importante de
reconociniento celular vy di+erenciaci&%.

Por ejemplo se ha detectado una pronunciada sf{ntesis del
gangli&%ide GD1IB cuando se cultivan conjuntamente c€lulas
heuronales y ganglionares, a pesar de que ninguna de ellas posee
GD1B inicialmente (53).

Se postula que las moléculas que reconocen los gangliésidos
pueden ser lectinas o enzimas ., Es posible una interaccion del
tipo "llave-cerradura® entrg el ganglidsido Yy estas

glicoprote{nas (54)
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2.4.3. Requlacidn del crecimiento celular

La respuesta al contacto entre glicoesfingolfpidos de
membranas celulares, estd asociada a la inhibicién del
crecimiento celular por contacto intercelular, 1o cual sugiere
que loc glicoesfingolipidos pueden regular el crecimiento celu-
lar. Por ejemplo se encontrd un aumento en la sintesis de GD3 vy
GM1 antes de la inhibicidn del crecimiento celular de fibroblas-
tos humanos(55).Tambien la mitogéﬁesis de linfocitos de cabra e€s
td acompafada por un cambio en la composicién de gangliésidos
(56) .

Frees y c£ol han agregado en medio de cultivo acidos grasos de
bajo peso molecular, lo cual redujo la densidad de saturacion
celular vy restablecio la inhibicibn por contacto (57). Estos
cambios en el comportamiento del crecimiento celular estan
asociados con un gran incremento en los niveles de GM3, debido a
una gran actividad de la enzima GM3 sintetasa. (58)

También se observd el aumento de la reactividad de la toxina

colérica debido a una sintesis inducida de GM1 (S59)

. 4 .
2.4.4, Trancsformacionas ohcogenicas

Hokomori (60) describio por primera vez un cambio en la
- . ”~ . - K3 3 . [
composicion de glicoesfingolipidos asociados a la transformacion

oncogénica.
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Desde entornces se han llevado a cabo muchos estudios empleando
lineas de c€lulas de fibroblastos, o cultivos transformados por
virus o productos quimicos carcinogenicos (61). Estos cambios
pueden deberse a sintesis incoinpleta de gangliésidos o sfintesis

de nuevos carbohidratos ,ausentes en celulas no transformadas.

- - o -
2.4.5.Interaccion con ftactores bioactivos

Los gangliosides interactian con varios factores bioactivos
{Tabla V ),inhibiendo o interfiriendo con los efectos
+isiold§icos de estos factores en las celulas .

La interaccidn mas estudiada es la Que existe entre GM1 y Ja
toxina col€rica. La toxina colérica causa una respuesta
biolﬁgica en una amplia variedad de células, e€stas incluyen
acumulacién de +luidos intestinales, lipdlisis de celulas
grasas, inhibicion de la sintesis d= DNA en fibroblastos ,etc

GM1 actua como receptor de la toxina en 1a wmembrana
plasmatica e induce cambips conformacionales en la misma(62).

Por otra parte varios gangliésidos interactuan con hormonas
glicoproteicas e interferon (63)

Los ganglio%idos GT!{ y GDIB inhiben 1la unibn de varias
hormonas glicoproteicas con las membranas del tejido "Blanco"

Se han desarrcilado diversas teor{as para explicar la
interaccion de las hermonas con los gangliésidos.

i) La interaccion puede ser una reaccién cruzada con el receptor
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. P . 7.
real que tiene una estructura similar a la del gangliosido.

i1) Los ganglidsidos pueden ser cofactores para el receptor real

y regular la unién de la hormona al receptor .

Tabla V: Interaccicn de Ganglidsidos con Factores bioactivos

BIOFACTOR GANGL IOSIDO INTERACTUANTE

TOXINAS BACTERIANMAS
T.colérica
T.tetdnica

T.botulinus

HORMONAS GLICOPROTEICAS
Tirotrofina
Gonadotrofina coridnica
Hormona luteinizante

Interferon

GM1
GT1B,GALB

GT1B

GDiB
GT1
GT1

GM2,GT1
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3.1 LA MEMBRAMA DEL TRYPAMOSOMA CRUZI

La membrana celular del J.cruzi posee las propiedades nor-
malmente asociadas a las membranas celulares, tales como el
transporte de nutrientes y el mantenimiento del balance ionico.

Particulairmente importantes para el J.cruzi son la presen-

cia de receptores para ligar y penetrar las células huesped, la
habilidad de sobrevivir er el ambiente hostil del tracto intestj
nal del insecto vector y la resistencia al sistema inmune del
huésped. Adem&s, cada estadfio tiene distintos requerimientos.
Probablemente estos estén reflejados en las propiedades
de la superficie celular.Diversas experiencias han demostrado
diferencias en las propiedades de las membranas e€n los
distintos estadios. As{ se han encontrado diferencias en la
habilidad de unirse a lectinas (?2), en las proteinas de
membrana y en la antigenicidad (73).

Para el estudio de la membrana celular del J.cruzi, se han
utilizado diversas técnicas, tales como la purificaci&h de la
membana,el uso de lectinas gque reconocen distintos carbohidra -
tos de las moleculas de la membrana Y la utilizacién de anti-
cuerpos monoclonales.

En una primera aproximacién para estudiar la membrana ,ésta
se ha aislado por metodos tales comoO sonicacidn (74),

’ - I3
homogeneizacion en presencia de detergentes no iohicos (?5), o
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alternativamente, se ha inducido la vesiculacidn de membranas
por tratamiento con buffer acetato (76). Se ha encontrado que la
membrana comprende un 31% de proteinas, 34% de lipidos, 16% de
hidratos de carbono y 9% de esteroles (76). También se
detectaron fosfonolipidos en baja proporcidn (77).

La membrana plasmética del T.cruzi, no es una organela
uniforme.Existen diferencias en la cnmpnsicién antigénica Yy en
la estructura de la membrana, del cuerpo y del flagelo (78).

El flagelo es un area de la membrana altamente organizada, Yy
pndriéﬁ preverse propiedades distintas al resto de la membrana
plasﬁ%tica.

Se han identificado 1las prote{nas de superficie usando

(- (R-1}

técnicas de iodacidn con I I utilizando iododgeno (79)

o catalizada por lactoperoxidasa (8d). Estos estudios mostraron
que el perfil proteico es distinto para cada estadfo .

En todos los estadios del ciclo de vida del J.cruzi existen
macromoléculas que poseen una porcioh de carbohidratos. (81)
Su presencia se confirmo por estudios de marcacion
espec{fica con la enzima galactosa oxidasa seguida de reduccion

con B3H4Na (82) o usando lectinas con especificidades para
distintos azlcares (83,71).
También se han utilizado reacciones con anticuerpos

policlonales o monoclonales, para aislar ant{genos de membrana.

La aplicacién de estas tecnicas ha llevadc a i1dentificar en la



membrana de los epimastigotes una serie de glicoconjugados, que

se detallan en la Tabla V.

Tabla V: Glicoprotefnas aisladas de la membrana celular de

Trypanosoma cruzi.

GLICOPROTEINAS CARBOHIDRATOS DISTRIBUCION COMENTARIOS

% en peso Tipo

GP 99 (89) 19 Alta manosa E,A,T Factor antifagoc{-
tico.
GP 72 (27) 49 Fosforilada E,M,T Control de la
pentosa, fucosa diferenciacidn.
Gp 25 (197) 49 Gal-man E,T Poterncial de diag-

” -
nosticos.

GP 37,31,25 59 Gal -man E No se purificaron
(95) individualmente,
LPPG (95-99) 42-63 Man-Gal-1Inos. E

Te85 (108) T Inhibicidnh de

penetracion,
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3.2GLICOPROTEIMNA_ DE 98KDa

La glicoproteina de 9@kDa fue identificada por wmarcacidn con

'z'l—lactoperoxidasa y separada por cromatografia de afinidad

con la lectina de Lens culinaris, por el grupo de Snary (88)

Esté presente en trypomastiqgotes de sangre y es el mayor ant{
geno detectado por sueros de pacientes infectados crdnicos (73).
También fue encontrada en epimastigotes.

La Gp de 99kDa, se identificd como un posible antfgeno de
proteccid%. Cuando se inmunizaban ratones con epimastigotes
muertos,éstos protegfan al ratdn de una infeccidn aguda letal
(84), A esta glicoprotefna se le asignaba esta prcteccién va
que se encuentra en 1lps tres estadios.Igualecs resultados se
obtuvieron inyectando la glicoprote{na pura (87).

La importancia de encontrar ant{geros puros, reside en que
T.cruzi contiene un alto nlmero de antigenos que tienen
reaccidn cruzada con el tejido del corazdn de mam{fero, y con el
tejido neuronal (85,86) . Los sueros de pacientes chagdsicos
tienen anticuerpos gque reaccionan tanto con estos drganos como
con T.cruzi. En caso de vacunacion se requiere que no existan
estos efectos secundarios, los cuales podrian ser los causantes
de la patologfa de la enfermedad , y la Gp94d, parece no tener
determinantes que causen reaccidn cruzada con los tejidos antes

mencionados. (87).

De todas formas, la inmunizacion no fue total, ya que si bien
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sobrevivian a otra dosis letal, se detectaba la presencia de
parasitos por xenodiagnbstico. (&7).

Se ha propuesto que la funciodn biolégica de la GP99 e&s la de
proteger a los trypanocsomas de sangre de las celulas fagociticas
del sistema inmune (73),

La composicidn de esta glicoprotei{na es relativamente
simple; tiene un 19% de hidratos de carbono (Tabla VI), siendo
manosa el azudcar que se encuentra en wayor proporcidn. No se
detectd 1la eliminacidn de carbohidratos por reaccion de
B-climinacidn con dlcali, lo que sugiere que la porcion sacar{dij
ca esta unida por N a asparagina, probablemente a GlLcNAc. Esta
observacidn concuerda con el hecho de haber encontrado en
T.cruzi precursores de Dolicol [Fosfato (88,89,99) vy oligosacé—
ridos unidos a proteinas, intermediarins de la biosntesis de
glicoprotefnas N~glicosidadas, con estructuras coincidentes con

la esperada para la GP9g,en base a su composicion general.

3.3 _GLICOPROTEINA DE 72KDa

Snary y «col en 1981 (91) produjeron un anticuerpo
monoclonal por fusidn celular de bazo de ratdn irmunizado con
epimastigotes de T.cruzi. E]l anticuerpo, denominado WIC29.26
era espec{fico para epimastigotes, nc as{ para trypomastigotes o
amastigotes.

Si se marcaban 1los epimastigotes con la tecnica de



mastigotes de Trvpanosoma cruzi

—4ﬁ_

GP94g GP72 GP 327,31,25 LPPG
AZUCARES
Manosa 14 8,2 16 36.9
Galactosa 1.3 15,6 18,8 26.9
Glucosa 1,3 1,3 6,3 1.0
Glucosamina 2,3 2,9 1,5 2.8
Fucosa a 6,5 a [
Xilosa ] 19,6 g 2}
Ribosa ] 4,3 a 1
Inositol [ %} 2 2.5
PROTEINA 81 41 44 2.5
FOSFATO [} 18 n.d. 6.9
AC,GRASGS g n.d. n.d. 12.5

Bases Esfing., @ n.d n.d 6.3
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125 1-1actoperoxidasa y luego se realizaba una inmunoprecipi-
tacidn sobre extractos de epimastigotes, realizados con deter-
gentes no idnicos, precipitaba un ant{geno que reconocfa el
anticuerpo monoclonal, el cual fue posteriormente identificado
por electroforesis en geles como una gliccprote{na de PM 72099
(GP72).

Ferguson y Snary llevaron a cabo estudios sobre la estructura
de la GP?72 (77). Contiene un 41% de protefna, 49% de hidratos de
carbono y 1% de fosfato .Se encontro que todo el +fosfato estd
unido covalentemente a carbohidrato.

Los azdcares que contiene la Glicoproteina son : ribosa, xilo-
sa, fucosa, galactosa, manosa ,g9lucosa ¥y glucosamina (Tabla VI).

La unidn a la proteina <ce realiza a travds de xilosa o fu-
cosa a serina o treonina y glucosamina a asparraginha. sdlo el
S@% de la glucosamina esta involucrada en la unidn a la proteina.

Por tratamiento alcalino se liberan dos clases distintas de
oligosacéridos. La primera de ellas comprende el 15% del total
de los carbohidratos y contiene GlcNAc , Man y Gal. La unidn a
protefna es por la GlcNAc. La otra clase, que comprende el 85%
de los hidratos de carbono, contiene xilosa, fucosa, ribosa,
galactosa , manosa ,qlucosa y fosfato. La unidn es a traves de
xilosa o fucosa.

La estructura de esta glicoproteina es rastante inusual, vya
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que contiene una alta proporcién de fosfato wunido a cadenas

laterales ricas en pentosas, y uniones a travéds de tres a-
zicares distintos a la proteina.

La inmunizacidn de ratones con la glicoprotefna purificada,
no los protege de una infeccidn letal con trypomastigotes de
T.cruzi, pero si los proteqge parcialmente de una infeccidn con
parésitos metac{clicos. En este ﬁltimo caso los niveles de
anticuerpo en suero eran muy altos (92).

Se sugirié que la funcidn biologica de la GP72 reside en el
control de la transformacidn de epimastigotes en trypomastiyotes
metacfclicos, que ocurre en el intestino del insecto vector
(23). Cuando se aqregaba el anticuerpo monoclonal WIC29.26 al
medio donde ocurre la transformacidn,se observd que solamente se
transformaban a trypomastigotes un 2d% de los parésitos
esperados. Esta observacion condujo a la hipdtesis que la Gp72
tiene un rol importante en el control de la diferenciacidn del
parésito en el insecto vector. , posiblemente por interaccidn
con las lectinas presentes en el Gl1timo tracto del intestino del

vector, Qque se sabe,son capaces de unirse a epimastigotes (%94).

3.4 ELL COMPLEJQ DE GLICOCAONJUGADOS ABCD

En 1975, Alves vy col (93), describieron la extrazcidn por
fenol-aqua de un complejo glicoconjugado q-e por andlisis por

electroforesis en geles de poliacrilamida,revelaba la presencia
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de cuatro componentes, denominadas bandas ABCD. Se demostré su
localizacion en vesfcuias de membrana plasmética de
epimastigotes (82),.

Yambién se realizaron estudios de marcacidn superficial en locs
tres estad{os usando técnicas de marcacidn enzimdtica con
galactosa oxidasa B3H4Na., En estas condiciones, se encantro
incorporacidn de la marca en las bandas ABC de epimastigotes.Lsa
banda D, no se marca probablemente por poseer 1la galactcsa en
configuracidn furandsica. Aprovechando la presencia de esta
estructura se realizo una marcacidn de las galactosas furanbsi-
tas por oxidacidn suave con periodato de sodio, seguida por re-
duccidn con B3H4Na. Cuando se marcaron de esta forma células
epimastigote, se detectd por electroforesis en gel de poliacril-
amida de un homogenato total , la incorpociracidn de la marca
en la banda D y en una banda de mayor movilidad que se
llamd E (1g@).

Experiencias de marcacion in_vive con ‘H"C- glucosa,
mostraron la naturaleza endégena de este complejo (199).

Este complejo no se ha logrado wmarcar en trypomastigotes
intactos o lisados.Por otra parte anticuerpos anti- ABCD,
reaccionan con compuestos presentes en sangre de animales
con infezcidn aguda :1061), y con amastigotes (182), Una posible

interpretacidn de estos datos es Que estos glicoconjugades se



..44..
expresen en la superficie de epimastigotes y amastigotes y que

también puedan ser excretados por los estad{os encontrados en el
huesped mamn{fero.

Hasta el momento, no se describio el aislamiento individual
las tres glicoprote{nas ABQC que se extraen junto a la banda D,
probablemente debido a que posean estructuras similares. La
composicidn global de las mismas se muestra en la Tabla VI

lLa banda D ha sicdo purificada por p=acaje a través de columnas
de +filtro molecular y extraccidn con solventes (95-59). La
:omposicioﬁ en carbohidratos, gue representan el 68% en peso
es: Marosa , g9lucosa , calactosa y glucosamina ;en relacidn :
35:22:1:8.8 Tambien se identificd ribosa como componente
minoritario. Contierne un 9.5 % de prote{nas, ,2.5% de +dsforo
unido a inositol (97)y 12.6% de Acidos grasos. Los dcidos grasos
principales son Falmftico (6.9%),Lignocéri:o (4.8%), estedrico
(6.5%), oleico (9.15%) y miristico (£4.18%). Un tercio de los
acidos grasos estadn unidos como esteres y 2/3 como amida (97),

a esfingosina . El acido lignocérico se une sdlo como amida.

Las esfinganinas que forman la ceramida del LPPG, se identi+fi
caron por c.q9.1-em como 17-metil esfinganina Y ,en menor propor-
clén)esfinganina (98)

Se realizaron estudios sobre la estructura del oligosécaridc
del LPPG (99) por espectroscopia de 3¢ + analisis de metilacidn

Unido a la ceramida, a través de inositol ‘osfato (Fig S ), se



-45-

R-CHOH-CHmH-CHzog-on1N03170LA»*~—0LIGOSACARIDO
0=C-R’ -

R= CH3(CH2)14- o CH3-CH(CH2)13
CH3

R'= CH3(CH2)14 o CH3(CH2)22

Figq 5! Estructura parcial de la porci&n lipidica del LPPG
de T.cruzi., (98).

encuentra un oligosacarido formado por manosas 2-0 y 6-0 sus-
titufdas, €l cual se separd de una cadenz externa que contiene
residuos de manosas 3-0O-sustitufdas. Las galactofuranosas , se
encuentran ramificando en C-3 a manopiranosas unidas (1-3>2).

No se conoce la funcioh del LPPG en T.cruzi. Mcléculas de

estructura similar se han ericontrado en Acantomeba castellani

(186). Ambas moléculas contienen atido aminoetilfosfdnico .

Se ha postulado que la presencia de fosfonatos provee a orga-
nismos de existencia libre, alguna proteccién contra su entorno,
y posiblemente la presencia de fosfonato en T.cruzi provenga
de un antecesor de vida libre o ,alternativamente, que el LPFG
tenga algun rol en la proteccidﬁ del parésito de las condiciones

del medio del intestino del vector (146).
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Andrews y col (183) llevaron a cabo un estudio mas profundo
cobre las glicoproteinas de membrana de las formas epimastigote

Y trypomastigote de T.cruzi, analizando las proteinas iodables

por electroforesis bidimensional, inmunoprecipitacién y afinidad
a lectinas.Se encontraron dos glicoprote{nas afines a concanava-
lina A, comunes a epimastigote y trypomastigota, que correspon-
derfan a las glicorpote{nas descriptas por Snary y Hudson (8@) ,
y Nogueira (73), y otra de 8¢ Kda que puede corresponder a la
descripta por Nogueira (73).

Los trypomastigotes presentan, ademé%, varias glicaprotefnas
iodables, afines a concanavalina A de 85kDa, 190kDa, 12dkDa vy
68kDa. Muchas de ecstas prote{nas se remueven por tratamiento con
tripsina. Simultaneamente se pierde la capacidad del parésito de
penetrar la celula,

La glicoproteina de 85kDA, denominada TC-85, ademé%, se liga

a la aglutinina de germen de trigo , no as{ a Lens culinaris,

consecuentemente debe contener en su molecula, manosa y N-ace-
til glucosamina (83), Se sugirié que la TC-8S puede estar involy
crada en la adhesidon e internalizacion del JT.cruzi en las
celulas de mam{feros, y es inmunoprecipitada de la superficie
de trypomastigotes r>r el suero de pacientes chagésicos. Se
encontro que ur anticuerpo monoclonal contra la misma inhibe la

penetracién de trypomastigotes en células de mamiferos (1€4).
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Cuando los trypomastigotes son tratados con tunicamicina
(165), pierden su capacidad de penetracién, y cambian su perfil

electroforético, ya que no se encuentran las glicoprotefnas de
12¢-125, 99-95 y 85 kDA. Cuando estos pardsitos son incubados

nuevamente en medio fresco, recuperan su capacidad de

peretracidn y su perfil electroforético. Estas experiencias

llevaron a la hipdétesis que estas gliceprote{nas estan

involucradas en la penetracion de los trypomastigotes.
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4, 1PRESENCIA DE ACIDOS SIALICOS EN LA NATURALEZA

El interes por los acidos sialicos se ha incrementado en los
dltimos aRos, desde gue se tuvo conocimiento de su importancia
€h una gran variedad de fenomenos bioldgicos.Los Acidos sialicas
tienen una funcion protectora en células la cual se debe, funda-
mentalmente & su posicidn periférica en glicoconjugados y, con
secuentemente, a su localizacién externa en membranas celulares,

La carga electronegativa de un eritrocito humano se debe prin
cipalmente a una capa con unas 26 millones de moleculas de
acido sialico.

E) nombre “acidos sidlices ", fue usadn por primera vez por
Blix, Gottshalk y Klenk (16%9),y comprende 2 todos los N y O-acil
derivados del acido neuraminico, cuyo nombre sistematico es :
5—amino-3,5—didesoxijg—glicero—g—galacto-Z-nonulopiranésico (Fi-
qura 3).

El acido N-acetil neuraminico {NeuSAe), fue aislado por
primera vez por Gottschalk (119) en mucinas wurinarias. Poco
tiempo después se aisld el dcido N-glicolil neuraminico (MeuSGc)
de una glicoprotefna de gléndula submaxilar porcina (111), vy
mas tarde se obtuvieron varios acidos sialicos O-acetilados de
mucinas bovinas y eguinas (112), No se ha encontrado acido
neuraminico sin sustituir en la naturaleza . En la Tabla VII

4 3
puede verse distintos acidos sidlicos naturales.
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lLa precencia de acidos sidlicos en plantas no se ha podido con-
firmar (113). También estdn ausentes en la mayorf{a de las bacte-

N ¢ . N . . ‘
rias; las unicas excepciones lasconstituyen Eschericha coli,

Neisseria meningitidis y varias cepas de Salmonella (112,114)

Es de notar que todas ellas son huéspedes de mamiferos e
inclusive patogénicns. Los dcidos sialicos se han descripto
raramente en virus. Se han encontrado como componentes de
glicoproteinas del virus Sindbis, el Sarcoma de Rous y el virus
que causa estomatitis vesicular. Se cree gque los dcidos sidlicos
virales son sintetizados por sus huéspedes (113).

Una gran variedad de investigaciones han establecido la
ausencia de acidos sidlicos en animales inferiores pertenecien-
tes a los Protostomia, as{ ccmo en insectos.(114), Existen datos
discordantes sobre la presencia de acidos sidlicos en moluscos vy
crustaceos. Aunque en algunas especies se han encontrado en
pequeras canhtidades, en otras no se han detectado (114). Warren
describid la presencia de acidos siélicos en la gléndula

digestiva del crustaceo Uca tangeri, la langosta _Homarus

americanus y el astdceo Astascus leptodactilus . Este dltimo

fue investigado en mayor detalle y solo se encontro acido
sidalico en el intestino. Tampoco sintetizaba el acido sialico
a partir de N-acetilmanosamina como precursor (113). Esta
obserbacién, junto con el hecho de que el dcido sidlico en éstos

animales no estaba unido glicosidicamente, llevd a la conclusian
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que, probablemente, este derive de los alimentos o de bacterias
intestinales (113),

El grupo de animales pertenecientes a 1ps Echinodermata ,
contiene acidos sialicos unidos glicosidicamente a moléculas
que tienen alguna funcidn fisiolégica .Warren (114) describid la
presencia de acido sidlico en las cinco clases de
Echinodermata. Ademds de NeuSAc, se han detectado en estos a-
nimales, acidos sidlicos conteniendo qrupos MN-glicolil, O-acetili
O-metil y O-sulfato, como componentes de gangligsidos (26 , 33)

Los acidos sialicos se hallan ampliamente distribuidos en
vertebrades (113) como componentez de glicoprotefnas ,y ganglid-
sidos. Se enhcuentran en muy baja proporcion como moleculas 1i-
bres en materiales bioldgicos como orina, suero y saliva humanos
Concentraciones mucho mayores acompafan ciertas entfermedades

humanas.

4.2 SIALOGLICQCOMIUGADOS EN TRYPANOSCOMA CRUZI

En 1980 ;Pereira y colaboradores (72), llevaron a cabo

estudios de aglutinacidn vy ligamento de diferentes lectinas, con

actividades espec{ficas. para diversos monosacdridos , con
T.cruzi, en diferentes estadfos. Encontraron receptores

espec{ficos para la .ectina de germen de trigo en epimastigotes,

Cuando se incutasaban previamente las células con la enzima sia-
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lidasa (C.perfringensz), se perdia la capacidad de la lectina

de aglutinar las ceiulas y de ligarse a epimastigotes.Analizaron
colorimetricamente la cantidad de dcido sidlico liberado por el
tratamiento enzimdtico y estimaron un promedio de 27,7 x 18 ©
residuos por célula. La capacidad de aglutinacion de la lectina
se regeneraba cuando se incubaban las células durante 4 horas en
un medio de cultivo, el cual habia sido pasado varias veces por
una columna de WGA sepharosa 4B, para remover todo el material
del medio que podia ligarse a la lectina, asegurandose as{ , la
ausencia de ligaciones no especfficas a la celula.

Por otra parte, Schauer vy col (115), sometieron células
enteras de diferentes cepas de epimastigotes de T.cruzi a 1ia
accidh de la sialidasa, y a hidrdlisis acidas débiles, vy
analizaron por metodos colorimétricos, cromatografia en placa
delgada vy c.g9.1, la preszncia de acidos sialicos en los
sobrenadantes.

Para la cepa Y, determinaron la liberacidn del 36% del acido
sialico poir la neuraminidasa, mientras que el 28% permanecié 1i-
gado. EI analisis de la naturaleza del &cido sialico por c.p.d.
y €.9.]1 reveld que se trataba de MeuSAc y NeuSGc en una relacion
9:1, mientras que en la cepa Cl1 , esta relaciéﬁ era de 1:1

Cuando se incubaban 1los trypanosomas con N-acetil (3H)
mancsamina, precursor de acidos 51511:05, estos incorporaban

metabdlicamente la marca. Sin embargo, cuando un hidrolizado de
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las células se pasaba por una columna de intercambio aniénico,
casi toda la radiactividad se eluia con agua, mientras gue en el
elufdo con acido 4{cormico se recuperaba muy poca radiactividad,
la cual no comigraba con los 4cidos sialicos ya identificados en
varios cistemas cromatogrdficos. Este resultado les sugeria que
los acidos sidlicos no eran biosintetizados por el para%itc ’
sino que eran tomados del medio, hipétesis que podrfa explicar
también las distintas proporciocnes enh gque se encontraban los 3~
cidos sialicos en las diferentes cepas, ya que estas se cul-
tivaban en distintos medioszs.
J.da silveira y Colli (116) s llevaron a cabo un analisis

quimico de la membrana plasmética de epimastiqgotes de T.cruzi.

En la fraccidn libre de l1{pidos no detectaron la presencia de
acido sidlico por métodos colorimétricos, lo cual sugerfa la
presencia del mismo en fracciones lipf{dicas.

La movilidad electroforetica de celulas epimastigote Y
trypomastigote , indico que poseen uha carga superficial
negativa neta, siendo en el trypomastigote mayor que en
epimastigote (117).

El tratamiento de las células con neuraminidasa, redujo la
movilidad electroforética celular en un 12% para los
epimastigotes y un 52%, para los trypomastigotes. Estas células
recuperaban su normal movilidad electroforética cuando eran

incubadas en un medio de cultivo fresco. El proceso de recu-
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peracién era inhibido, en parte cuando se agregaban al medio de
cultivo inhibidores de sintesis de protefnas (puromicinal), o
tunicamicina. Estos resultados suger{an la presencia de sialo-
glicoproteinas y/o sialoglicol{pidos en 1a superficie celular
de epimastigotes y trypomastigotes de T.cruzi.

Las formas epimastigote de J.cruzi se lisan por suero
normal, a traves de la activacidn del cemino alternativo del
complemento (ACP). En contraste, los trypomastigotes son
resistentes a la lisis por activacion del ACP en ausencisa de
anticuerpos. Kipnis y col (118}, bhan demostrado que el
tratamiento de los trypomastigotes con sialidasa o tripsina,
hace a estas formas sensibles a la J{sis por ACP.

La sensibilidad a tripsina y sialidasa de 1los componentes
superficiaies de membrana ; ague protegen a los trypomastigotes
de la lisis por activacion del ACP, ha indicado que puede estar
involucrada una sialoglicoprotefna.

En ninguna de las experiencias anteriormente descriptas se ha
determinado inequfvocamente la naturaleza del sialpglicocohju-
gado.

Couto y col (119, han realizado estudios de incorporacién
de (3H)galactosa y (2H)palmitico en glicolipidos éﬁidos de

formas trypomastigote de T.cruzi. La incorporac:én de

palmitico fue mucho mavor que la de galactosa. E) andlisis de

los qlicolipidos acidicos por c.p.d., mostrd la incorporacidn de



é&ido palmftico en cuatro componentes, dos de los cuales
cambiaban su movilidad cuando eran tratados con neuraminidasa,
por 1o que se dedujo que se trataban de sialoglicolfpidos.

Por otra parte, cuando se trataba la superficie celular con la
enzima galactosa oxidasa, segquida por reduccién con B3H4NA, se
marcaban los sialoglicoifpidos, lo que indico su localizacidn en
l1a membrana plasmética.

Previato y col (129), aislaron de un extracto fenol agua de
epimastigotes, un glicoconjugado de PM 43.099 cuya composicién
de azicares variaba de acuerdo al medio de cultivo utilizado.

Cuando crecian 2n una infusioh de cerebrec , corazdh , hemina
y suero fetal, el glicoconjugado, contenia galactosa, manosa ,
glucosa, hexosamina Yy dcido sidlico. En ausencia del suero
fetal ,se encontraban los mismos azdcares, salvo el acido sié—
lico.

Este glicoconjugqado se pegaba a una lectina de germen de
trigo , a Concaravalina A ¥y a una hemoaqlutinina de Wisteria
floribunda. El acsialoglicoconjugado, obtenido del medio sin
suero fetal,o por tratamiento con neuraminidasa del sialoglico-
coconjugado,solamente ho se unia a la lectina de germen de trigo

Cuando los epimastia otes obtenidos del medio suplementado
con suero fetal, se trataban con neuraminidasa, y luego se incu-
baban en presencia de suero fetal, recupeiraban su capacidad de

aglutinar la lectina de germen de trigo.
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Esta capacidad también se regeneraba en presencia de fetufna
marcada en el acido sidlico por oxidacidn ron periodato y reduc-
cioh con D3H4-, v de sorbitol(3H) sialil lactitol, pero no
en presencia de NeuSAc( '4C), Las células se marcaban soclamente
cuando eran incubadas con la fetuina radiactiva.

Debido 2 la efectividad de la fetuina y la sialil lactosa
como sustratos donores de acidos siélicos, los autores han
sugerido la existencia de una sialil transferasa de superficie
que no utilice como donor de acido siélico , CPM -~ sialico.

Recientemente (1€8), se ha descripto una sialoglicoprotefna
(Tc8S) de formas trypomastigote de células de cultive que
estar{a involucrada en la penetracicn del pardsito en la célula

huesped.
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5.1FRACCIONES SUBCELULARES DE CELULAS EPIMASTIGOTE DE

TRYPANOSOMA CRUZI, CEPA TULAHUEN 2

Las fracciones subcelulares de epimastigotes de T.cruzi,
separadas por centrifugacibn difeirencial, muestran un
comportamiento diferente desde el punto de vista bioqu(mico e
inmunolégico (124). Sequra y col. analizaron el contenido de
DNA, RNA y marcadores enzimaticos en estas #fracciones. La
fraccidn nuclear (precipitada a 19099 y extraf{da convenientemen-
te) ,contenfa la mayor parte del DNA ,y la fraccion microsomal,
(preciptada a 195.096dq9), la mayor parte del RNA. Dentro de los
marcadores enziméticos, la succinato dehidrogenasa se encontraba
en la fraccion mitocondrial, la fosfatasa acida en la fraccidn
lisosomal (precipitada a 11.508g), y la glucosa-é6-fosfatasa, en
la microsomal.

En este estudio se ha encarado la diferenciacign de las dis-
tintas fracciones subcelulares, en base al andlisis de los
glicoconjugados presentes en las mismas.

Todas estas fracciones fueron analizadas paor electroforesis
en geles de poliacrilamida 15%, en presencia de SDS. Los geles
se revelaron con €l reactivo de Acido periédico -Schif¥f (APS)
{oxidacion de azlicares convenientemente ligados Yy posterior
reaccion con reactivo de Schiff) y luego se realizaron las

densitometr{fas a 568 nm (Fig. 6). Las densitometr{as se



560 nm

560 nm

2
D
E
! -
+ € -
Fa s
D J
(I'—-/\—%lf\_/\"d
L 4 -
+ 44— -

Fiq 6: Densitometrias de

-58-

E
c F3
o)
©
7o)
g D
i
' A 4
+ae -
|
A 4
FS
£
[ =
o D
©
")
v
Cpa
'
+ 4 -
electroforesis en geles de

poliacrilamida (15%) en presencia de £DS de las fracciones sub-

celulares de T.cruzi epimas
se colorearon con &} reacti
F3= Precipitado s 1{1.5009;
cipitado a 10S.90339 .

tigotes, cepa Tulahuen 2,

Los geles

vo de APS. 2= Precipitado a S009Yg;

F4= Precipitado a 39.0909;

£5= Pre-



560 nm

-59--

560 nm

r B3

m
560nm

+q—- -

Fiq é(cont): Densitometrias de electroforesis en geles de
poliacrilamida (15%) en presencia de SDS de las fracciones sub-
celulares de JT.cruzi epimastigotes, cepa Tulahuen 2. Los geles
se colorearon con &l reactivo de APS. F6= Flagelo} F7= Homogena-
to total obtenido con desintegrador ZSorvall Ribij F8= Homogenato
total sonicado con inhibidor de proteasas.
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compararon con la del complejo de glicoconjugados (A,B,C,D)

aislados de la cepa Y (95-99),

En el homogenato total (F8) en presencia de inhibidor de
proteasas, se observan cinco bandas (Fig 6 y 7). Las tres de me-
ner movilidad se corresponden con las bandas ABC ,descriptas
por Alves y Colli (95), en la cepa Y, como un complejo glicopro-
teico extraible por fenol-agua.Es de notar que la cepa Tulahhénﬁ
que proviene de la cepa Tulahué% mantenida 8 afops en cultivo v
que habia perdido su infectividad, presenta en el analisic por
electroforesis en geles , una sola glicoprotefna en la zona en
que aparece el complejo ABC (125,126). For otra parte Gottlieb
informo 1la presencia de las tres bandas para la cepa Tulahuén
(127).,

Tambien se observa la presencia de la banda D, purificada y
caracterizada por Lederkremer ¥y c¢ol, como un lipopeptidofosfo-
glicano (96-99,128) . A la altura del colorante, se observa
otro glicoconjugado, de naturaleza lipidica denominado para la
cepa Y, banda E (120,129).

Este complejo de glicoconjugados ecta presente en la célula
Yy no se forma por accion proteolftica.

El citosol(F1) rno reveld ninouno de estos glicoconjugados por
anélisis electroforetico, lo cual descarta la presencia de los
mismos en la fraccion soluble de la célula,

En las mitocondrias ( representadas por el sedimento a Sd949g,
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(F2)), sblo se observan las bandas D y E , siendo la primera la
mds abundante; el pertil electoforético del sedimento a 11.50g 9
{lisosomas,F3) es similar, mientras que en el sedimento a 39.989
g, (F4), sdlo aparece banda D.

La fraccidn microsomal (FS),formada por un conjunto de membra-
nas externas y del retfculo endoplasmdtico, complejo de Golgi,
ribosomas, etc, sedimenta a 185.900g9. El per+fil electroforético
de la misma nos muestra la presencia del complejo ABCD.

Lopetegui y col (13¢) han comprobado que esta fraccion
induce la prnduccié% de anticuerpos +ijadores de complemento en
conejo, aunque se comporta como un inmundgeno débil.

La fraccion flagelar (Fé6),fue obtenida por cehtrifugacién en
gradiente de sacarosa a 24.569 rpm (78) del sedimento a 109Gqg,
El glicoconjugade mas abundante en esta fraccion es el glicoli-
pido E.(Fig 6 y 7).

Ruiz (131) observo'que esta fraccion es capaz de inducir
una inmunoprotecién alta en animales , contra infecciones
letales producidas por el parésito. Ademés, un anticuerpo anti-
flagelo reconocia un compuesto de movilidad electroforetica
similar a un testigo de PM {5 KDa, con caracteristicas de glico-
conjugado . Este compuesto podrfa estar relacionado con las

bandas D o E.
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Fig ?: Electroforesis en geles de poliacrilamida (15%) de

fracciones subcelulares de T. cruzi, cepa Tulahuen 2.
2) Homogenato total, 3) Sedimento a 11.599 g, 4,4’) Flagelo,

6) Sedimento a 195.069 g
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5.2 CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LAS FRACCIONES SUBCELULARES

7 e
Se analizaron 103 azdcares totales en relaciuon a proteinas
en cada una de estas fracciones, cuyos resultados se representan

en la Tabla VIII.

de T.cruzi, epimastiqgotes.

Fracciones Azucar Proteinas Azucar/proteina
Fi 2,18 3,6 2,95
F2 2,26 5,9 2,64
F3 9,26 5,8 9,084
F4 2,36 4,7 2,87
FS 1,68 2.9 “,12
Fé 2,04 %,7 a,86
F7 a,28 7,7 9,93
F8 a@,26 6,1 2,94

La fraccioh microsomal (o sea de membranas) presenta la mayor
relacion de azﬁcares con respecto a proteinas, lo cual coincide
coh la presencia de todos los glicoconjugados en la misma. Su
relacion aumenta con respecto al homaogenato total, indicando que

L
en esta fraccion se concentraria la mayor parte de los
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g9licoconjugados.

. ’ -
Se han analizado l1os monosacaridos componentes de algunas de
las fracciones subcelulaires por c.g9.i. como acetatos de aldito-

les (Tabla IX)

Tabla IX: Azlcares componentes de las fracciones subcelulares

de Trypanosoma cruzi

RIBOSA MANQSA GALACTOSA GLUCOSA INOSITOL AMINOAZUCAR

(q/ 1¢¢ g de azlcares totales)

F2 15,7 21,5 16,1 19 25,8 5,3
F3 11 24,4 38,0 1 7 2,98
F4 23 19 16,7 3 33,2 5,4
Fs 28 25 24,0 9 11,0 6,5
F8 11 20,9 18,5 2 29,1 2,9

En el sedimento a 145.4@@ 9 (FS), se encuentra el mayor
porcentaje de ribosa, ya Qque en esta fraccion precipitan
fragmentos de ribosomas y complejo de Golgi.

También es importante el porcentaje de galactosa y manosa,
componentes principales de g9licoconjugados presentes en la mem-
brana. Es interesante la prnporcién alta de galactosa; que, ade-
m;s de est;r presente en el LPPG (96-99), es componente princi-

pal de la glicoprotefna de Tul @ (125). La glucosa, como se
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5.3 MARCACICN DE LA MEMERAMNA PLASMATICA DE EPIMASTIGOTES: DE

T. CRUZI, CEPAS TULAKUEN @ (TUL®) Y TULAHUEM 2 (TUL 2).

La enzima galactosa-oxidasa oxida selectivamente el hidroxilo
en C-6 de g—galactosa . N-acetil g-galautosamina Yy g-galactoga—
mina presentes en oligosacdridos. El aldeh{do resultante pue
de incorporar tritio mediante una reduccion con NaB3H4 .

Esta técnica ha side utilizada para marcar selectivamente
glicoconjugados de wembrana, vya que la enzima no penetra
membranas celulares .Steck y col , (134%) demcstraron que el
perfil de glicoconjugados gue se marcan en eritrocitos enteros,
es cualitativamente el mismo que el de membranas aisladas.

La enzima ataca preferentemente las unidades de galactosa
terminales, siendo la velocidad de oxidacibn de las unidades
internas, mucho mwmenor,

Existen controversias acerca de la oxidacidh por la enzima
de unidades de g-galacto+uranosa. El galactofuranosilglicerol vy
el meti}Bg-galactofuranééido no pudieron ser oxidados por la
enzima ( 137). Por otra parte, se ha informado la oxidacid% de
residuos de D-galactofurarosa de un galactano y una glicopro-
teina (138). La hipélesis de que la enzima necesitaria de un
sustrato de alto peso mDlecular no esta de acuerdo con la alta
reactividad del metal b-g-galacﬁopiranésido (139).

Se demostrd que es importaznte el tamafo del]l sustituyente en
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C-4 de la galactosa, para la accié; enzimitica (140). En la
configuraciéh furanééica, el hidroxilo del C-4 estd involucrado
en la formacidn del ciclo. E1 impedimento de los sustituyentes
de loes dos carbonos exocfclicos para adoptar una conformacion
dptima para el atague per la enzima, podrfa explicar la falta
de interaccién de algunas estructuras furanbsicas con la
enzima.

La marcacion espec{fica de superficie celular, en conjuncian
con otros métecdos, tales como la inmunoprecinitacién, ha sido
usada con é€xito para identificar importantes romponentes de
membranas de parésitos, tales como ias glicoprote{nas.

La presencia de las glicoproteinas ABC en la superficie
celular de epimastigotes de cepa Y , fue evidenciada por la
oxidacion de perdsitos vivos con la enzima 9galactesa oxidasa,
seguida por reduccion con NaB3H4 (18@8). En la Fig 8 se nrues
tra el perfil de marcacion de epinastigotes totales.

En fracciones de membrana plasmitica, aisladas por vesicula-
cicn a pH dcido (?6) o centrifugacidh diferencial (74), se obser
va un enrigquecimiento en estos componentes.

El LPPG incorpora poca marca por esta t€cnica, lo cual se
deberia a que las unidades de galactosa se encuentran en su
mayoria en la configquracidn furandsica (141).

Ninguna de las sustancias del complejo ABCD pudo detec-

tarse por este metode en trypomastigotes y amastigotes de T.
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Fiq 8: Electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida de epimas

tigotes (cepa Y), marcados con galactosa-oxidasa- MNaB3H4.
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cruzi, cepa Y (199).

Gottlieb (191) obtuvo un suero de conejo anti ABCD de cepa
Tulahuén. Este suero se unfa al parasito vivo, lo cual indicaba
la presencia del complejo en la membrana plasmatica.

Sin embargo, no exist{an evidencias por metodos quimicos de
la localizacién en membrana plasmética de estos componentes
para la cepa Tulahuen.

Con el objetn de comparar 1os glicnconjugados de membrana, se
llevé a cabo la marcacidn externa de epimastigotes de dos l{neas
de cultivo de la cepa Tulahuen por la tecnica de galactosa oxi-
dasa- NaB>H4. Este procedimiento se aplic6 a una linea mantenida
en cultivo durante 8 aRfos, no infectante (Tul @), y a otra linea
de reciente aislamiento en cultivo en medio bifésico desde ratén
y usada en el repique 14-16, a partir del aislamiento (142) (Tul
2).Para marcar los parasitos se siguid basicamente la tecnica
descripta por Zingales y col (198) para epimastigotes de la ce-
pa Y. Paralelamente se marcaroh el complejo glicoproteico aisla-
do de la cepa Y (ABC) y la glicoproteina (GP45) aislada de la
cepa Tul g (123).

El andlisis de los compuestos marcados se realizo por
electroforesis en gradiente de geles de poliacrilamida en
presencia de SDS. Este sistema (143), que se caracteriza por
gser discontirnuo en el pH del buffer y en el tamaro del poro de

la acrilamida, mejora notablemente la resolucidn de una mezcla
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de proteinas.

Cuando las proteinas soh sometidas a electroforesis en gra-
dientes de geles , everntualmente alcanzan la parte de la
matriz donde los poros son suficientemente pequedos como para
reducir su movilidad a cero, en consecuencia, protefnas de
diferentes tamafos se detienen en regiones diferentes del gel,
dando como resultado, bandas finas y bien separadas.

Para visualizar los glicoconjugados marcados con tritio, es
necesario impregnar el gel con un centellador antes de secarlo,
lo cual incrementa la impresion en placas radiogrdficas de
moléculas marcadas con isotopos que emiten particulas de baja
enerqgia (144).

Se puede observar en la Fig 9 el perfil diferente de
glicoprote{nas marcadas para las dos l{neas de 1la cepa Tulahuén

En la 1fnea Tul @ , se observa en la zona de ABC, solamente la
glicoprotefna de Mr=45 kDa (Rm= &,35), que coincide con la g9lico
proteina aislada. Ademds se observa la incorporaci&n de la marca
en las bandas D vy E.

En el canal central (Fig 9), en que se sembr6 mayonr numero de
c.p.m., se distingue una banda tenue de Mr=235 Kda (Gp25). Esta
constituye el glicoconjugado gque se marca en forma preferencial
en Tul 2.

El perfil obtenido para ambas lineas de la cepa Tulahuén, es

diferente del de la cepa Y (Fig 9). En esta dltima se detectd
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Fig 9: Electroforesis en qgeles de SDS-poliacrilamida de
epimastigotes marcados con galactosa oxidasa- NaB 2H4. 1)
Extracto fenol-agua (95) de epimastigotes cepa Y (25.699 cpm)

2) Lisado de epimastigotes, cepa Tul @ (20.4999 cpm) ; 3) Lisado
de epimastigotes ,cepa Tul @ (35.€669 cpm); 4) Lisado de
epimastigotes , cepa Tul 2 ( 35.996 cpm) ;3 S) GP4S, purificada
segﬁn (125) de epimastigotes, cepa Tul 4.

Los pesos moleculares de las proteinas patrones que se muestran

a la derecha son 1: 14.39@; 2: 28.6d0; 3: 42.99d; 4: S57.299.
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un componente de movilidad similar &a Gp 25, en epimastigotes

marcados endogenamente con (34 C)-glucosa (198) .Es de senalar
que la electroforesis en geles de poliacrilamida de poro homogé-
neo no permitia diferenciar los glicoconjugados de las cepas
comparadas, como pudo hacerse con el uso de geles con gradiente
de poliacrilamida.

En el complejo aislado con fenol-agua de cepa Y, revelado con
reactivo de Schiff para azﬁcares)GpZS no se detectaba (96), pero
recientemente la misma se visualizo con el reactivo de nitrato
de plata (145). Una glicoprotefna de Mr= 25 kDa obtenida de
epimastigotes, es inmunoprecipitada por suero de paciente con
enfermedad de Chagas cronica (146).

La 9glicoproteinra Gp4S es componente mayoritario de la
membrana celular de epimastigotes de la linea Tul &, mientras
que GpZS s0lp se observa nitidamente en Tul 2.

Podr{a pensarse que la diferente composicién de glicoconjuga-
dos de membrana para ambas lineas puede estar relacionada con la
distinta infectividad (142),

Por iodacidn de 1las prote{nas de superficie ,también se
encontro un perfil diferente para Tul & y Tul 2 (147),.

Tambien diferencias interclonales de las proteinas marcadas
con iodo , fueron descriptas para epimastigotes de varias cepas
(148).

El1 hecho de entontrar incorporacidn en la banda D (LPPG) que



_73_
se marca pobremente en cepa Y, podrfa indicar una distinta

proporcién de galactosa pirarosica en muestras de LPPG
provenientes de distintas cepas y adn mismo en distintas
partidas de la misma cepa. Ferguson Yy col (149), tambien
encuentran que células de un clone de la cepa Y, incorporan bien
la marca en el LPPG, cuando se tratan con 9alactosa oxidasa
sequida de MaB2H4. Por estudios de metilacion del LPPG de cepa Y,
se determinaron 5610 trazas de galarciopiranosa terminal (99). La
microheterogeneidad en glicoprote{nas es un fentmeno conocido
{158) .

Las células marcadas de las dos lineas, se suspendieron en
agua y se extrajeron con cloroformo-metanol (2:1). Se recuperé
para Tul @ un 47% de la radiactividad en la fase orgénica Y para
Tul 2 un 37%. La electroforesis del residuo no mostrd el
componente E, 1o cual indicaba su naturaleza lipfdica y , por el
hecho de haberse marcado con galactosa oxidasa- NaB3H4, la
presencia de galactosa o galactosamina .

Para determinar 1los azucares marcados, se realizaron
hidrdlisis acidas de las #fracciones deslipidizadas de las
c€lulas marcadas, como as{ también de las glicoproteinas
aisladas. Las cromatogra#fas en papel de los distintos
hidrolizados (Fig 19), mostraronh la incorporaci6n de la marca en

galactosa.
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5.4 ESTUDICS COMPARATIVCGS REALIZADOS S0BRE LA GLICOPROTEINA

GP4S DE TUL ¢ Y APC AISLADAS DE _CEPA Y

5.4.1.Purificacion de GpdS y ABC respectivamente

Para aislar 13s glicoproteinas de !a cepa Y, al igual que
para aislar la GP4% de la cepa Tul ¢, se utilizd lz técnica de
extraccidn con fenol 44% en acgua (95). Ne la fase acuosa se
precipitd el complejo de alicoconjucados con 4 volumenes de
etanol. La electroforesis en g2les de poliacrilamida 5% del
complejo extraide de la cepa Y mostrd 1la presencia de las
bandas ABCD, con valores de Rm= &,267 G,24: 8,29 y @,74
respectivamente. E1 complejo extra{do de la cepa Jul © presenté
dos glicoconjugados de Rm = @,24 2,74 (GP4% y Banda D)
respectivamente. E! Mr de GF45, fue estimado por :nmparaciék de

la migraciéh electroforética con proteinas patrones {(Fig 11).

Figq i11: Densitometria de 1la : 2

-
-p
-t

electroforesis en geles de PAA
i5% del complejo extraicdo con

fenol-agua de T.cruzi, cepa

Tul g. El gel se reveld cen APS.

Los pesos molecuvlares de las

protefnas patrones gque se nues-

Absorbancia a 5€0nm

tran en el tope de la figura son

1: 14.399) 2: 28.600; 3: 42.939

4: 57.209y S: 71.502.
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En ambos cssos se procedié‘a extraer el lipopeptidofosfo-
9licano (banda D), con cloroformo:metanol:agqua (19:19:3) (99).
Las glicoproteinas quedan impurificadas principalmente con aci-
dos ribonucleicos.

El complejo ABC se purificé por cromatografia en biogel P-15¢
en presencia de SDS 9,1% (96) vy se confirmé la pureza por
electroforesis en geles 15%.

Para purificar GP45 se utilizé, en cambio , una resina de in-
tercambio aniénico, DEAE celulosa, eluyendo ccon buffer Tris-HCI
con concentraciones crecientes de NaCl (Fig 12)

El andlisis electrofcrético de la fraccidn elufda con NaCl
¥,4%, mostro la presencia de GP45 como unico componente (Fig 13)

Este método de purifi:acioﬁ es mas rapido que el wutilizado

previamente (125), que consistia en una digestién con

ribonucleasa, didlisis y posterior pasaje a través de columna de

Biogel P-154,

Fiq 13: Densitometria de la
electroforesis en geles de PAA
15%, obtenida luego de revelar

con APS, de la +fraccion elufda

Absorbancia a 560 nm

de la columna DEAE- celulosa con

buffer Tris-HCl- NaCl @,4% W,
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Fiq 12: Creomatografia en tolumna de intercambio anionico
DEAE-celulosa. El extracto fenol-agua de epimastigotes de
J.cruzi, cepa Tul @, se precipité con etanol (4 vol). El pre-
cipitado se extrajo con C:M:H=20 (18:10:2 v/v/v/) y el residuo
(29 mg) se_cromatografié en una columna de DEAE- celulosa (@,S

x 20 cm), eluyendo con buffer Tris-HCl g,95M pH 8,67 con concen-

tracliones crecientes de NaCl.

Absorbancia a 280 nn S
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5.4.2. Composicidn de azicares de GP45 v ABC

Los azutares totales presentes,analizados por el mgtodo del
fenol-csulfdirico representan un 17% del poso, para GP45 y un 14%
para ABC. La composicion de los azicares se analizo por c.p b
€.9.1, luego de hidrdlisis acida de las glicoprate{nas. Por c.p.
se determino la presencia de galactosa, manosa vy 9lucosamina,
para ambas muestras y ademas, trazas de xilosa para ABC.

Pcr c.g.1. se encontré una relacion molar de galactosa ‘mano-
sa 3:1 para GP45S y una relacion galactosa :‘manosa ¢! glucosa

3:2:!1 para ABC (Tabla X}

TJabla X: Achares componentes de las glicnprote{nas ABC de ce-

pa Y y GP45 de Tul 9 (% peso de azlcares/peso de glicoprote{na )

COMPONENTE GP45 ARC
Galactosa 12 8,5%
Manosa a4¥ 5 *
Glucosa tr. 2 ¥
Glucosamina 6% 4
Xilosa n.d. tr.

% Determinade por £.q.1

# Determsinade colorinetricanente por Elson Korgan
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Por otra parte, la hexosamina se determiné por reaccion de

Elson Morgan, encontrandose &% para GP4S y 4% para ABC. LLama
la atencion la alta proporcidn de hexosamina , 1o cual indicarf{a
que la mayor parte de las cadenas de azdcar no son del tipo alta
manosa, N-glicosidicas,.

Hasta el momento no ha sido informado 1la separacién en sus
componentes del complejn ABC.

Ferguson y col, determinan los monosacaridos en un complejo
de tres glicoproteinas que afslan tambien con fenol- agua (149),
aunque su peso molecular seria menor que el de ABC, y encuentran
los mismos azucares en el mismo orden de abundancia, aunque no

detectan xilosa.

5.5.ESTUDIOS DE LAS UNIOMES DE LOS OLIGOSACARIDOS Y LA PORCION

PEFTIDICA DE GP45Y ARBC

La existencia de uniones glicosfdicas a grupos hidroxilo de
residuos de serina o treonina en cadenas peptfdicas fue
reconocida por primera vez en glicoproteinas de secreciones
mucosas y proteoglicanos (131 , 152). Posteriormente tales
uniones fueron halladas en un gran nimero de protef{nas
plasmdticas, colégeno de anelidos ,membranas plasméticas y
glicoproteinas de hongos. En tanto que en la mayor parte de las

glicoprote{nas conteniendo este tipo de uni6n, ambos residuos
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serina y treorina, estan involucrados, en algunos casns

solamente uno de elles interviene (153).

Cuando !as glicoproteiras o los glicopéptidns Qque contienen
unhiones de azﬁ&ares a estos K-amino-DB -hidroxiécidos, son
tratados en condiciones alcalinas suaves, (NaOH 2,3M, 45°C, 6h),
la unién glicopeptfdica se rompe por un proceso de B-el1i-
minacicon liberandose el oligcsacérido por su extremo reductor

y formandose un aminodcido insaturado en el péptido (Fig 14,

R W p ,
G-O-CH-ﬁ—C- Seril-C-glicosido : R= H
« NH
v Treonil-0O-glicosido! R= CH2
]
, OH- ,
v G= Oligopsacarido
~ R 0
G0 CHYC-C-
H
"
¢ 1 v B g zZ-aminoacrilil : R= H
G-0-1 + CH=C-¢-
. - wH 2-aminocrotonil : R= CHS3

Fiq 14: Mecanismo de ruptura por PB-eliminacién de wuniones

O-glicos{dicas ac-amino- B-hidrexiacidos.

Para estudiar la existencia de este tipo de uniones en las
glicoprote(nas GP4S y ABC, muestras marcadas con la técnica
de galactosa oxidasa- NaB344, se incubaron respectivamente ,
en NaOH 4,3M a 45°durante 6 h. Las mezclas de reaccioh de la

B-eliminacidn se neutralizaron y se cromatografiaron en Biogel
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Fiq 15: Cromatograffa en Biogel P-2 de los productos de B-eli
minacidén de la glicoprotefna GP45 de T.cruzi, cepa Tul @,

previamente marcada con qalactosa oxidasa- NaB2H4.
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P-2. En las Fig 15 y 16, se muestran los perfiles de elucicn de

las mencionadas cromatogra#fas, donde se observa en ambos casos
un pico de elucidn excluido y picos inclufdos, que contienen los
oligosacéridos marcados.

Las fracciones corirespondientes a los picos II yIII de GP45
y Il de ABC, se . cromatografiaron en papel (solvente 6). Los
picos IV de GP4S (Fig 15) y II1 de ABC (Fig 16), correspondian a
saies.

En la Fig 17, correspondiente a la c.p. del pico I1 de GF45
(Fig 15) , se observa una zona de radioactividad que coincide
con testigos de penta a heptasacéridos. Resultados similares se
obtuvieron para el pico II (Fig 16) de ABC (Fig 19). El pico III
de GP4S (Fig 15), muestra ademas radio actividad en la zona de
tetrasacarido (Fig 18).

den QOBD OO O O
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Fiq 17: Cromatografia en papel (solvente Butanol:Piridina:agua

{2:4:3)), del pico II, Fig 185,
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Fiq 18: Crnmatograf{a en papel (solventa Butancl:piridinalagua
(3:4:3), del pice III, Fig 1S.
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Fiq 19: Cromatografia en papel (solvente Butanol:piridina:agua

(3:4:3), del pico II, fig 16.
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Para confirmar estos resultados se Pealizé cromatograf{a 11 -

quida de alta resolucién (CLAR}),; de estas fracciones, las que se
cocromatografiaron con una mezcla de testiqos de maltooligosacé-
ridos que contenian de 1 a 8 residuos de az(lcares. En los tres
cacos (Tabla XI), la radioactividad comigraba principalmente con
pentasacérido. De los resultados obtenidos podemos concluir que
en ambas qlicoproteinas existen oligosacaridos de 4-7 residuos
de azGcar, unidos a traves de uniones 0-glicosidicas a la
proteina vy , que por marcarse especfiicamente con la enzima

galactosa oxidasa, poseen galactosa como uno de sus componentes,

Tabla XI: Separacion por CLAR de oligosacéridos obtenidos por

B-eliminacion de GF45 y ABC, respectivamente.

MALTOOLIGO- PICO Il (Fig 15) FICO III(FIGIS) PICO II (FIG 16)

SACARIDO (GP45) (GP45S) ({ABC)

(MX) (cpm! {cpm) {cpm?}
M2 23 25 i9
M3 34 49 32
M4 14S 298 17¢e
MS 2331 2580 1150
M& 336 437 467
M7 124 89 78
M8 53 32 45
M2 21 11 21

Los picos 1 de GP45 y ABC, se marcaron respectivamente con
$4COH2, segdh 1a técnica descripta por Means (154), y se

desalaron a traves de un biogel P-2 . Se observa (Fig 20 y 21),
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Figq 22: Cromatograffa en Sephacril S-209 del pico I de GP4S
(Fig 20) (20.98¢9) c.p.m. *C ; (12.6060¢) c.p.m. >H.
en ambos casos, la presencia de un pico excluido marcado con *%C.
El pico I , luego se cromatografid por una columna de
Sephacril S-224 (Fig 22). Se cbservd radiactividad coincidente
de “C y 3H 1o cual indicaria que la cadera de azicar se halla
ligada a la proteina. No se confirmo el tipo de unién, pero dado
que el oligosacarido no se pudo B- eliminar podria tratarse de
una union N-glicosidica, o sea que Gp4S presentarfa los dos
tipos de unidn mas comunes en glicoprote{nas.
Ferguson y col. (?7), describieron una glicoprotefna de 72 kDa
(Gp72), cuya composicién y estructura son inusuales. Gp72 contie
ne una alta proporcidn de carbohidratos (49%), entre ellos xilo-

€a ,ribosa, fucosa, manosa, galactosa Yy glcNH2, También esta
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presente una alta preporniﬁn de fosfato unido covalentemente a
la cadene de carbohidrato. Se encontraron dos tipos de cadenas.
Una gue posee 1 153% de los azucares, rica en manosa, Yy unida
al peptido por uridn GLcMH2-asparragina. El otro tipo de cadenz
unidas por enlace glicos{dico a serina o treonina, son ricas en
galactosa y contienen la pentosa y fucosa.
También se describio (84) una glicoproteina de Mr 99 kDa gue

sdlo presenta los oligosacéridos unidos por unidn N-glicos{dica.



CAFRPITULO oS
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6.1. LIPIDOS TOTALES

Se realizo una extraccion de l1{pidos totales con Cloroformo
metanol (2:1) de epimastigotes de T. cruzi,cepa Y.El} método
utilizado difiere del descripto por Folch (155), para la
extraccion de glicolfpidos, en que se suprimio el lavado con
solucidn salina, vya que en esta fase se pueden extraer
glicolipidos polares vy gangli&sidos.

Las proteinas y sales contaminantes que usualmente se
eliminan con este procedimiento, fueron separadas per
filtracion del extracto a travds de vidrio sinterizado.

Con este procedimiento e1 porcentaje de lipidos fue de 9,39
mg/mg de célula liofilizada, para la cepa Y; el mismo pro-
cedimiento aplicado a la cepa Tul 2, arrojd un valor de 9,28 mg/
mg de celula .

Los valores informados anteriormente para un extracto deriva-
do de la cepa Y, fueron de 9,29 mg/mg (116), vy &,15 mg/mg (156)
respectivamente. En ambos casos los extractos habian sido
lavadcs con solucidh salina, lo cual explica el menor valor
hallado, por extraccion de los glicolipidos polares.

El analisis del porcentaje de carbohidratos del extracto
trudo de cepa Y, por el método del ferol- acido sulfurico dio co
mo resultado @,56 mg de azucares totales / 198@ mg de extracto

lipfdico. lo cual esquivale a 3¢ ug de carbohidrato unido a lfpi-
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Fig 23: Densitometriac de geles de poliacrilamida 15% de
extractos Cloroformo:Metancl (2:1) de células epimastigote de
J.cruzi a) cepa Y} b) cepa Tul 9} c» cepa Tul II .

Los geles se colorearon con el reactivo de APS.
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do en 19 '* celulas., Este valor se asemeja al hallado por

Da Silveira (116), en experiencias similares.

Los azucares neutros liberados por hidrolisis dcida del
extracto lipidico, se analizaron por c.g9.1 como acetatos de
alditol,siendo los componentes principales: Inositol: glucosa:
galactosa! manosa en relacion 87:19:1:1,

El inositol se encuentra generalmente unido a l{pido por
fosfato. Las celulas epmastigotes de T.cruzi contienen un
12% de fosfatidil inositol, con respecto al peso total de la ce-
lula (116). Por otra parte, en la extraccién con C:M se puede
extraer una pequena proporcid% del LPPG, el cual posee un 2,3%
de inositol en su molécula (?a).

Se realizd una electrofcoresis en ge) de poliacrilamida 15% ,
en presencia de SDS, de extractns C:M (2:1), obt=2ridos de epimas
tigotes de cepas Y, Tulahuen 9 y Tulahuen 2.

En las densitometrias de los geles, revelados con reactivo
APS, se observa la extraccién del camponente de naturaleza
glicolipidica denominado Banda E (Rm= @,9) y del LPPG (Rm= &,74)
(Fig 23). En los tres casos, los extiractos estan enriquecidos

en la Banda E, cuando se los compara con el per+il obtenido de
celulas enteras (Fig 6).

El estudio de la composicién lipidica de epimastigotes, de

T.cruzi, ha sido encarado por variosgrupos de trabajo.

Oliveira y col (156) encontraron en epimastigotes de cepa Y
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lizado para marcar glicoconjugados que coantienen acido sialico,

(161), tambien revelo la banda E, en una electroforesis en gel
de poliacrilamida.

No se hab{a detectado la presencia de acido sialico en frac-
ciones de la membrana plasmética deslipidizada (116). Por otra
parte, la superficie celular de epimastigotes interactia con 1la
aglutinina de germen de trigo (?72)} si las células eran tratadas
coﬁ sialidasa, se perdfa la.capacidad de aglutinarse con la lec-
tina. Estas observaciones nos llevaron a analizar la presencia
de acido sialico en extractos lipfdicos.

Se realizo una determinacidn colorimnétrica por el m;todc del
acido tiobarbitlrico (162) del acido sialico liberado por trata-
miento con acido en condiciones suaves (H2S04 9,1 N, 88°C) de un
extracto C:M 2:1 de 1@ 13 células, dosandose 5S¢ ug de acido
sidlico total.

Por cromatografia en capa delgada (c.c.d) (solvente 18), del
extracto, se revelaban ccen el reactivo de Resorcinol/Cu (163),

espec{{ico para gangliosidos, dos componentes de Rf 9,35 y 0,62.

6.2.1 Extraccion con Cloruro de Potasio.

Se realizb una extraccion con KCl 98,1 M, del extracto CiM 2:4
de 1@3icélulas, metodo recomendado para la extraccion de ganglié
sidos. La c.c.d del extracto mostro los dos componentes que se

revelaban con el reactivo de Resorcinol/Cu.
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Se determino la rantidad de acido sialico liberado por trata

miento enzim&tico =cn necuraminidasa, del extracto KCL y separado
For didlisis. El valor determirado en el dlalizadu fue de S2Z ug/
1** células. Se obtuvo ur resultado similar cuando se sustituyé
Jla hidrdlisis enzindtica por ura hidrdlisis scida. En base al
contenido de¢ &cido sialico, se calculd un valor de 4,8-1,9 x 1@
moleculas de Acido N-acetil Meuraminico por celula.

Pereiré vy col {72 estimaron un valor de 2,7 x 16°© residuos
de acido sialico liberados par digestiéﬁ con sialidasa de paré;
sitos enteros. La diferencia puede cer debida al estado de cre-
cimiento de 1los parésitos empleados y/p a pequelas variaciones
en la composicién de]l medio de irecimiento, va gque en los estu-
dios efectuados por Pereira ,se utilizo un medio complementado
con suero fetal caprino, rico en fetuina, que es una
glicoproteina que posse nuwerosons residuos de scido sidlico que
podrian servir de fuente de acido siflico para el trypanosoma.
Esa hipélesis esta avalada por estudios realizados por Previato
y col (428), que aisian de J.cruzi un 9glicoconjugado de 43 kDa
que sdlo contenia &cidc zidlico si los parédsitos eran cultivados
en un medio suplementado con suero fetal caprino.

La cromatograffa en papel de los hidrolizados mostro un
un componente de movilidad igual al acido si;licu, Yy una
sustancia de FRMA= 1,22 , mayoritaria, cuando se revelaba

con reactivo de é&ido Tiobarbiturico, especifico para acidos
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Tabla XII: Componentes principales de la $raccion extraida

con KCl acuoso , del extracto cloroformo:metanol (2:1).

Carbohidratos

Azucéres totales = 23 % *

Composicion de carbohidratos

Arabinosa * 7
Manosa 19
Galactosa 9
Glucosa * 38
Inositol * 2
Galactosamina ° 18
Ac. sialico ¥ 3

Acidos grasos *

% Tr Ir’?
C 12:9 1,6 2,47 2,63
C 14:¢9 5,5 3,45 3,49
C 15:9 3,2 6,91 6,95
C 16:9 22,5 7,27 7,508
c 172:9 3,2 19,92 19,935
C 18:9 18,1 15,98 16,18
C 18:1 1,5 17,89 18,03
n.i. 19,83
C 29:9 14,1 7,18 @ 7,19 @
C 21:90 4,3 9,26 @ 9,34 @
C 22:9 3,5 13,14 @ 12,84 @
C 23:9 2,7 172,22 @ 172,29 @
C 24:90 5,2 25,93 @ 25,19 @

Bases de cadena larga

Bases de cadena larga totales = 28% ¥

¥detersinado colorinétricasente * determinado por c.9.l.
© determinado por c.9.1. en condiciones 1]

TroTr de Jos ésteres met{licos de los acidas grasos de FskCl
en tondiciones 111 a , €: determinado a 289 C.

Te': Tr de los distintos testigos msados.
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sialicos. Este ultimo compuesto no cambio su movilidad cuando

fue sometido a conlirciones de saponi@icacién {(pH= 14d).

Al mismo tiempo, se debe notar que el veler hallado,
corresponde a un extracto , y no se puede asegurar que la ex-
tracciéﬁ de sia}oglicol{pidoshaya sido total.

Los acidos sialicos estdh distribuidos ampliamente en la natu
raleza.Se han erncontrado mas de veinte tipos distintos,y por su
papel en divereas funciones rmelularss, no se puede dar un cochceg
to unificado sobre su rol binlégico. En protozoarios en particu-
lar, se sabe muy pocn sobre la presencia de 1los mismos (165,
166), y en trypanosomas en particular se ha detectado

/ .
en una glicoproteina de trypanoscmas afiricanos (I. concgelense!

(167).
Por otra parte, se analizaron por c.9.l1. los componentecs de

esta fraccidn, liberades en una metanclisis acida (Tabla XIT) .

El bajo porcentaje de inositol detectado (2%), ccn respecto al
extracto original, indica, como era de esperar que no se han
ext + aido fosfolfpidns del tipo inositol-fosfato, ni el LFPG,
utilizando este solvente de extraccion.

La presencia conjunta de esfingosina, carbohidrato vy acido
sialico en el extracto KC1, llevo a investigar 1los sialogiico-
esfingolipidos, componentes del mismo, los que, segun su defini-
ciéﬁ, podrfamos denominar gangliésidos.

L
Otros laboratorics 2analizzcron los acidos grasos
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presentecs en la "Fase inferior de Folch", de la extraccidn con
Cloroformo: metanol (2:1) vy solucion salina (157, 1858).

Para la cepa Y , se han hallado acidos grasos normales de 12
a 20 C e insaturados de 17,i8 y 20 € (i57). Los dcidos grasos
normales de 22 y 24 €C no han sido detectados en estos extractos
provenientes de la cepa Y o Tulahuén.

La ceramida de gangliésidos de cerebro de vertebrados se en-
cuentra acilada principalmente por acide estearico, mientras que
en g9anglidsidos del sistema nervioso central lo estan por acidos
grasnos de cadena normal de 16 a 24 atomos de carbono (168).

Los 9ang]iésidos de cerebro contienen una mezcla de bases de
cadena larga de 3318 y 2¢ atompos de C. Esta Gitima no es
detectable en otros glicuesfingolfpidos de cerebro Yy muestra
variacionas dentro de los distintos tipos de gangliésidos (169)

Los gangliosidos se hallan practicamente en tcdos los tejidos
de vertebrados,siendo la materia 9gris el 0©Organo en que se
encuentra en mayor proporcién. En invertebradas , hasta el mo-
mento sdlo se han detectado ganglidsidos en génadas, gametas ,

y otros tejidos de varlias especies del +filum Echinodermata
(22).

La importancia que ¢se le asiqna a 10s gangliésidos en
diversas funciones celulares, tales como la diferenciacion
celular (54), la regulaciéﬁ del crecimiento celular (55), el

reconocimiento antigeno-anticuerpo (62 ) ¥ la interaccidn ccn
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factores bioactivos (63), nos ha llevadn a confirmar la presen-

cia de los mismos en trypanosoma, por tecnicas de marcacion
quimica, incorporacidn metabSlicx y finalmente, estudios estruc

turales de los mismos.

6.3 MARCACIQN CON PERIODATO-IIABYH44 DE ZELULAS EPIMASTIGOTE

En los ultimos afos se han descripto varios procedimientos
para la marcacidn exégena de la superticie celular (179,171).

La reaccion cen periodato de sodio se puede controlar para la
oxidacidn selectiva de glicoles exocfclicos. Si el aldeshido
generado se reduce con NaF3H4, se cuenta con un buen metode de
marcacion de glicoconjugados que contengan esas estructuras. En
el caso de sialoglicoconjugados , la modificacidn aparece selec-
tivamente en residucs de dcido sialico y lleva a la incorpora-
cion de tritio en un prnduct& modificado, el acido 5- acetamicdo

3,5—didesoxi—£—arabino-2 heptulosonizo (NANAZ?) (Figq. 24).

OH\ /H COOH COOH
HOH,C~~ \/\ o I .
3
CH,CONH 2)B H, CH,CONH
3 OH

Fig 24: Degradacion del acido M-acetil neuraminico a acido

7-(2H)S5-acetamido 3,S-didesoxi—£—arabino 2-heptu1056ﬁico (NANAZ}
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La union glicosidica de NANA?, sigue siendo suceptible a

la accidn de la neuraminidasa, aunque mas lenta, y a hidrolisis
suave (161).

El tratamiento con periodato de sodio diluido por periodos
cortos, también cliva el hidroxilo primario en hexosas furandsi-
cas con grupos libres en €-5 y C-6. As{, los glicoconjugadns con
galactofuranosa se marcan, introduciendo el tritio en el C-S5
de la arabinosa generada por la oxidacion de la galactofuranosa
(Fig 25). Esta teécnica fue utilizada para demostrar la configura
cidn furandsica de la galactosa presente en el LPPG de T.cruzi
(141).Tambien se detectd galactofuranosa como componente de un

glicopéptido del protozoario Crithidia oncopelti, pertene-

ciente tambié€n a la familia de los VTrypanosomatidae (172)

R 104' 0
noon gt CER > O=HC \oH w + H,CO0
HOH,,C OH OH
b3
ENaB H4
[}
]
¢
0 OH _ TFA ; 0 R
"""" “HOH, C” NQH “H
HOH, C Wu 2
2 OH OH

FIG 25: Degradacién de D-galactofuranosa a S5-(=H) B—arabino-

furanosa.
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En la Fig 24, se muestra una electroforesis en geles de

poliacrilamida de ce€lulas epimacstigqote , cepa Y, marcados con
NaB®H4, despueés de la oxidacidnh con periodato de sodio.

En el lisado total de epimastigotes (canal a,Fig 2Z6) se
observa principalmente la incorporacidn de la radioactividad en
el LPPG y en la banda E, indicando que esta posee Qglicoles
exociclicos en alguna unidad de azucar. Las glicoproteinas ARC
se pueden observargaunque mwuy tenuemente, comparadas con los
experimentos en que se utiliza 9galactosa oxidasa como agente
oxidante, ya que las galactosas jue poseen estas qlicoprotef{nas
se encontrarian en configuracidn piranosica.

La banda E se extrae junto con una menhor proporcién de LPPG
con el solvente cloroformo:imetanol (2:1) (camal d, Fig 26). L=z
mayor parte.del LPPG queda en el insoluble de la extraccich con
CiM:(2:1),(canal b, fiq 26), debido al alto porcentaje de hidra-
tos de carbono que posee en su nolecula (96).

Cuando el extracto C:M (2:1), es extraido con KCl, en la foi--
ma anteriormente descripta, el LPPG gqueda en la fase interior
{canal c, Fig 26), y el 60% de la radioactividad presente en el
extracto original se recupera en la fase superior. La fluorogra-
${a indica,la presencia de 1la Banda E, purificada, en este
extracto {(canal e, Fig 26).

Por su intensa marcacion y su solubilidad , podemos rconcluir

que la banda E contiene un glicol{pido con glicoles exocfclicos.
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m O

Fig 26: Electroforesis en gel de poliacrilamida de
epimastigotes marcados con NAB3H4 después de la oxidacidn con
Nal04: a) lisado de epimastigotes b) insoluble en C:M (2:1); «c)
fase inferior de la particidn con KC1 @,1 N, del extracto C:M
(2:1)3 d) extracto C:M (2:1) de celulas liofilizadas e) fase su-

perior de la particidn con KC1 @,1N del extracto C:M (2:1).
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En un primer intento por purificar el glicnlfpido que se
marca con 104-NMaB2H4 , se rcalizo un fraccionamiento del
extracto C:M (2:1) en s{lica gel H, eluyendo con mezclas de
polaridad creciente de C:M.

Kawamura y Taketomi (173) emplearon s{lica gel G , para
separar gangliésidos, de 1{pidos totales de cerebro, eluyendo
los ganglibsidos con C:M:HZ0 (68:35:8) . La fraccion
saponificada y dializada, contenia gangli6sidos de moderada
pureza.

Por fraccionamiento del extracto C€C:M (2:1) marcado , con-
teniendo 1,8 x 19¢d.p.in., en silica sel H, se sopararon dos
picos principales de radioactividad (A y B Fig 27), los cuales

rd

se eluyeron com C:M (7:3) vy metanol, respectivamente.lLa fraccion

A tontenia 1 x 18e dpm y la fraccion B £,6 x 166 dpn.

Estas fracciones fueron incubadas con neuraminidasa a 37°C
24 hs y posteriormente extraidas con C:M (Z2:1). En 1la fase
acuosa se recuperd el 39% y 18% de 1la radiocactividad de las
fracciones A y B, respectivamente.

Se realizd una cromatografia en papel en solvente 7 del
dializado externo de las fases superiores de la extraccion ’
obteniéndose en la fraccidn A una sustancia de RKMNA’= 1,33
(Fig 28, a) y en la $raccion B, dos sustancias, de RiMI=1,33
y 1,31 (Fig 28, b).

El testigo de NANA? fue preparado seqin el procedimiento
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9% 5 91 82 73 32 11 MAeOn

dpm x 10«.3
./.
\
/

NUMERO DE FRACCION

Fiq 27: Cromatografia en Silica gel H de un extracto C:M

{2:1) de epimastigotes mercados. Volumen de las fracciones
colectadas: 2 ml § dimensiones de 1a columnha 2,5 x 20 cw,
Se sembraron 18¢.000 d.p.m. } Fraccidn A: 106.0666 d.p.m.;
Fraccidn B: 6@.0000 d.p.m.. Las flechas indican la proporcién de

C:M utilizada. para la elucion.
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Fiq 28: Cromatograf fa ¢n papel Ze la fase superior de extrac-

ciones con C:M:H20 , despues del tratamiento con neuraminidasa
de a) Pico A (Fia 27y ;3 b) Pico B ({Fig 27) Solvente de
desarrollo Butanol:hdz. Acéticciagua (5:2:2), Las flechas indican

ia posicion de !ocs testigos.
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descripto por Yu vy Leeden (174), a partir del Acido N-acetil

Neuraminico.

Las fases inferiores de las hidrélisis enzimiticas, fueron
rehidrolizadas con acido trifluoroacetico 9,85 N, 3h a 1@@6°C ,
condiciones en las que se hidrolizan selectivamente los azuca-
res furanéslcos, y luego se realizd una particion con C:M:H20.
En la fraccion A, (Fig 27), solo se recuperé un 2% de la radio-
actividad total, en la fase acuosa, mientras que enh el pico B ,
( Fig 27) se recuperé un 62% de la radiactividad total. Por c.p.
de la fase acuosa de la fraccidn B se determind la incorpo-
racién de la marca en arabinosa (Fig 29) la cual provendria de
las unidades de galactofuranosa del LPPG, un posible componente

de la fraccion B, que se eluye con metanol.

dpl_'l'_ll A
x 107 55 NANA? MIA

|

\’-\A—‘
10 20 30 cm

v

Fiq 29: Cromatografia en papel de la fase acunsa de un hidro-

lizado con acido Trifluoroacetico , del pico B, tratado con

neuraminidasa. Solvente de desarronllo! butanol:piridina: aqua

(6:4:3)
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Si bien los sialoglicoconjugados modificados son substratos

para la neuraminidasa, la velocidad de la hidrdlisis enzimatica

es menor que la de controles sin modificar. Liao Yy col {161)
encontraron gque un 76% de la radioactividad se libera por hidro-
lisis enzimética, mientras que una hidrolisis &cida libera el
193% de la radioactividad original. Sin embargo en nuestro caso
la hidrolisis acida posterior al tratamiento ernzimdtico no
liberd una cantidad significativa de radioactividad, la cual se
deberia a marcacion inespec{fica. En algunas sialoglicoproteinas
modificadas se encontraba por c.p. de 1los hidrolizados (161),

ademas del NANA? otro compuesto de mayor movilidad que

también revelaba con el reactivo de Nitrato de plata.

La mayor movilidad del producto oxidado liberado por la
neuraminidasa, conh respecto al standard de NANAZ, podr{a
sugerir una O-sustitucidn en la molécula. Son conocidos los
esteres de O-acetilo de acidos sialicos en las posiciones
4,7,8, y 9.

En los métodos utilizados corrientemente para aislar acidos
sialicos de materiales bioldgicos (hidrdlisis enzimaticas o
é&idas) pueden ocurrir des-Q-acetilaciones o migraciones de los
O-acetilos de acidos sialicos sustituidos, particularmente a pH
debajo de 3 o mayores que 6. La utilizacion de resinas de
intercambio anidhico para purificar acidos sidlicos contribuye

a la des-O-acetilacion y/o la migracién de grupos acetilos (175)
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El método cldsico para hidrolizar acidos sidlicos (H2504 &y 1N
89°C, 1h),puede liberar girupas O-acetilos., Asimismo la presencia
de grupos O-acetilos pucden hacer a la molecula de acido sialico
parcial o completamente resistente a la accién de la neuraminida
sa (126).

Por otra parte,en el procedimiento de dialisis utilizado
corrientemente para separar el acido sialico de macrumolé:ulas,
solo se recupera un A% ael acido sialico presente
originalmente (176).

Es conocida la dechidratacidn de azicares libres por la ac-
cion de é&idos, dando lugar a la formacicn de anhidro azucares
(177). Se demostro la deshidratacitn de acidos sidlicos cuando
se utilizan condicicnes de metanolisis acida para separarlcs de
macromoleculas (178). FPor c.9.l-e.m. se determino que un 1S5%
del acido sialico se deshidrata dando acido S-acetamido-2,7

anhidro 3,5—didesoxi-x—g~glicero-Q—galacta-nonu!opiranoséni:o.
Ademas de formas anhidras, se detzctaron formas lactonicas
del NANA, producidas durante la metanolisis de los
g9licoconjugados (179)., Se postu15 tambien la formacion esponta-
nea del 2,7-anhidro derjivado a partir del NANA (189).
La estructura del acido siéli:o que se marco con periodato,
B3H4-, en las fracciones de J.cruzi, no se puede asignar
inequivocamenta por los métodos cromatogrificos empleados.

En capitulos posteriores, se describira la identificacion
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4
del acido sialico liberado de un ganglidsido puro aislado de

T.cruzi.

6.4 INCCRPORACION IN VYIVQ DE ACIDO PALMITICO Y GALACTOSA EN

GLICOLIFPIDOS DE TRYPAMQSOMA CRUZI

La glicosidacion de ganglidésidos involucra la transferencia
secuencial de monosacéridcs desde nucledtido-azdcares al aceptor
en formacion (62,181). Cada paso est; catalizado por una glico-
siltransferasa especifica que se encuentra como un complejo
multienzimdtico en el aparato de Golgi de la célula {182).

Miller Podraza y col (183), realizaron estudios de incorpora-
cion in vivo, de precursores marcados adicionados al medio de
cultivo de células de neuroblastoma M18, de ratdn y determina-
ron la incorporacién en g9anqglidsidos de palmitato, galactosa
y N-acetil manosamina ,marcados con tritio. La glicosidaciﬁn
secuencial parea formar el siguiente homélogo, involucra un
pequero ndmero de intermediarios.

Continuando con la investigacion sobre la naturaleza de las
fracciones glicolipidicas presentes en las formas epimastigote
de T.cruzi, se llevo a cabo la incorporacion in vivo de

B4-galactosa y PH-acido palmitico ,a las células.

. / N . 4
6.49.1 Cinetica de incorporacion de precursores marcados

Con el objeto de determinar el tiempo optimo para la incorpo-



Fiqg 33 Cinética de incorpuracién de (®H)

palmitico

(®H) galactosa (e—e ); células de dos dfas de

(8x 187/ml1) se incubaren con 20uCi de precursor.,

~11d-

-3

com x 10

)

(6----0)

crecimiento
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racién de los precursores marcados, se llevé a cabo una cinetica

de incorporacicn, para lo cual, se agregaron 5 ml de una suspen
sidn de 4 x 19 ® epimastigotes a 198 uCi respectivamente de cada
precursor marcado y se tomaron alfcuotas después de 4,7,11 vy
24 hs. En la Fig 30 se observa que la galactosa se incorpora
linealmente durante 7h y el palmftico durante 10 h en extractos
C:M.; la maxima incnrpnracién del acido graso fue de
¢,2 x 1@04c.p.m./ 1@& células , y del carbohidrato , el maximo
fue de 2,5 x 183c.p.m./ 1P¢celulas.

En experiencias con células de neuroblastoma de ratbn (183)
se comprobd que, si bien el palmitico era tomado en su totalidad
por las celulas, la galactosa y la N-acetil manosamina se

incorporaban solamente en un 29% y un 1@ % , respectivamente.

6.4.2 Extraccidn de glicoconjugados de las células marcadas

Para la purificacion de los glicol{pidos, se incorporé
(°H)-palmftico y (2H) -galactosa respectivamente a suspansiones
de 19 9 células ’ que'habfan sido cullivadas en medio LIT (184),
y las incubaciones se llevaron a cabo durante 12 h a 28°C,

las c€lulas marcadas y liofilizadas, fueron extraidas con
C:M (2:1) una vez y con C:M (1:1), dos veces.

El material insoluble fue extraido con fenol 44% , y la fase
acuosa se precipito con 4 volumenes de etanol de 1la forma vya
descripta. Esta fraccion contiene el complejo de
glicoconjugados ABCD (95-194). Un resdmen del fraccionamiento

realizado puede verse en el Esquema (1),
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Epimastigotes (13% células)
148 uCi precursor

Homogenato liofilizado
C:M 2:1
C:M 1:1 (=2}

Soluble (S) Insoluble (1)
KC1 g,1 N Fenol- agua 44%
Fase Superior (FS) Fase Inferior (FI) ' Fase acuosa
i Etanol
(4 vol)

Complejo ARCD

Fracciones Acido Palnmitico Galactoca
C.p.M C.p.™
Extracto C:M 18,8 x 196 9,79 x 10 e
Fase superior (FS) 359 % 193 A5 x 1g3
Complejo ABCD 3,3 x 194 14 x 144

ESQUEMA 1: Fraccionamiento de células epimastigotes de T.cruzi

marcadas con acido 9,19 (®H)-palmitico y 1 (®H)-galactosa.

La fluorograffa de la electroforesis en gel de poliacrilamida
{Fig 31), muestra que 1los cuatro componentes aislades del
extracto fendlico de las células epimastigote incorporan biosin
t€ticamente 3H-galactosa (3,Fig 31). Solamente el LPPG (4, Fig
31) y los glicol{pidos de alta movilidad (Banda E) (7,Fig 31),
incorporan dcido palmitico.

Es de notar que en el residuo insoluble en C:M de las células

(S,6,- Fig 31), no se evidenciaron otros componentes importantes.
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Figq 31: Fluorograffa de electroforesis en gradiente de gel de
poliacrilamida (8-15%) 1) LPPG marcado in vitro con Nal0O4-
NaB®H4; 2)glicoproteinas ABC marcadas con NaB®H4 después de

ser oxidadas con galactosa oxidasaj 3) epimastigotes marcados
con (®H)-galactosa, extraidos con fenol 44% en agua y precipi-
tados con etanol de la fase acuosa 4) idem 3), pero marcados con
(®H) -palmitico;S) Insoluble en C:M de las células marcadas con
(®H) -galactosaj 6) idem 5), pero marcadas con (®H)- palmiti-

coj 7) Extracto C:M de células marcadas con acido (®H)- palmi-

tico.
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La estructura de gliccfosfoceramida, demostrada para el LPPG
(92), explica la incorporacidn de amhos precursores en la
molécula.
Por otra parte, si bien no se han realizado estudios
estructurales exhaustivos sobre el complejo glicoproteico ABC ,
€l hecho de que no incorporé acido palm(tico, confirma su

naturaleza glicoproteica.

6.4.3. Extraccion de qlicolfpidos acidicos marcados

Los extractos C:M de los epimastigotes marcados
respectivamente con acido palmitico Y galactosa s se
fracclonaron utilizandc el metodo recomendado por Yu y Leeden
para el aislamiento de ganglidsidos (185). El mismo emplea una
resina de intercambio anidnico (DEAE;Sephadex), para separar
los ganglidsidos junto con otros l1ipidos acidices , de la gran
cantidad de 1{pidos neutros que no se pegan a la resina. Debido
a que es un intercambiador anidnico débil, los ganglidéidos se
eluyen con solucidn salina cuantitativamente. Los pasos subsi-
guientes, que comprenden el tratamientc con base, didlisis vy
cromatograf(a con acido silfcico, fueron disefados para remover
otros lfpidos acf{dicos, y cualquier otro contaminante acido de
bajo peso molecular gue pueda acompafar a los gangliééidos. La
columna de acido silicico asegura la remocion de pequeRas

cantidades de proteina que hayan resistido el tratamiento
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precedente,

Evitando la partician con KCl, se 1logra una recupera:ién
alta de todas las especies de ganglidsidos , incluso los
9anglidsidos poco ponlares.

En la Tabla XIII se muestra la recuperacidn ckhtenida en los

sucesivos pasos de fraccionamiento de los extractos C:M.

Tabla XIII: Fraccionamiento de glicoesfingol{pidos marcados
de JT.cruzi

Los epimastigotes (2,6 x 19®) se incubaron 12 h a 28°9C con

238 uCi de &cido (¥H)-palm{tico (500 mCi/mmol) y 320 uCi de -
(®H) -galactosa (3,6 mCi/mmol). Las células se procesaron y ex-
trajeron como se describe en el texto,

Fracciones Acidec Palmitico Galactosa
C.p.n nmol c.p.m. nmo}

xtracto C:M S,¥x10671£5,6 S.5x18¢ 140
Cromatografia en DEAE-sephadex
Fraccioh de 1{pidos neutros 2,9x106” 52,6 3,9%x1@53 98,6
Fraccidén de lipidos acidos 1,2x19” 2% 1,2%x16° 38,7
Lipidos acidos saponificados
y dializados 1,1x187 19,5 1,2xi9° 29
Cromatografia en Ac. silicico
Cloroformo:Metanol (8:2) 4,0xigi<e 2,2 8,2x1499 24,5
Cloroformo:Metanol (1:1) 2,2%xi9* 3,9 4,5x162 11.3
Metanol 6,8%10" @,1 8,9x16< B,Z
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Ern la columna de DEAE-Sephadex que separé los 1lipidos

neutros de los acidicos, se nota una mayor incorporacicn de

galactosa en los glicolipidos neutros. Cuando los lipidos acidos
se sapohificaron y dializaron exhaustivamente, se retuvo 1la
mayor parte de la radioactividad.

La cromatografia en acido silfcico del material no dializa-
ble, separd los sialoglicolipidos,eiuvidos con C:M (1:1), de
otros 1{pidos menos polares .En la Tabla XIII se puede observar
una buena correlacion entre la incorporacidn de Zcido palm{tico
y g9alactosa en las fracciones separadas por el d&ido silicico.

El eluido con C:M (8:2) del acido silicico fue analizado por
c.c.d en solvente i4 .En la Fig 32 se puede apreciar que la
fraccion proveniente de la incorporacién con galactosa contiene
dos sustancias de Rf 9,45 y 9,52 respectivamente, mientras que
en la fraccion incorporada con &cido palmftico, se detectaron 4
sustancias de Rf¢ 9,4 &,45; @,7 y &,75. Una muy baja
incorporacién se encontrd en la sustancia de Rf &,52., La incorpg
racion de ambos precursores en las sustancias de Rf @,4S5 y 9,52
indica que se tratan de compuestos de naturaleza glicolipfdica.
Esta fraccidn puede contener fosfolipidos no eliminados por la
saponi*icacién y lipidos acidicos menos polares que lbs ganglié—
sidos (sulfatidos).

Por otra parte, el eluido con CiM:(i:1 ), se puri+ic6 poste-

riormente por c.c.d.y en solvente 19 (Fig 33). El1 per+il
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Fig 32: Flunrogra+{a de c.c.d (solvente CIMINH3 (65:25:5)) de

glicolfpidos acidicos de T.cruzi eluidos de columna de Unisil

con C:M: (8:2) 1) Marcados con (®H)-galactosa 2) Marcados con

acido (®H) -palmitico.
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Fig 33: C.c.d de glicolipidos acidicos de JT.cruzi. Los

eluidos C:M (1:1) de la columna de Unisil se recromatografiaron

en placas de silica gel (solvente n-propanol:NH3 28%:H20 73:5:5)

a) glicolipidos marcados con (2H)~ galactasa b) glicol{pidos

marcados con acido (®H)-palmitico .
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obtenido era similar para ambos precurscores (Fig 33 a,b)

El componente I (Fig 33, a,b) migra considerablemente en el
sistema de solventes 11 (Fig 34) En 1la +luorografia se
detectaron dos glicalipidos de movilidad similar, independiente-
mente del precursor. Estos glicol{pidos migran con un Rf similar
a los detectados en un extracto con KCL , marcados con Feriodato
de sodio-NaB3H4, como se vio anteriormente, por 1lo cual se
concluye que los glicolipidos purificados en l1os cuales se 1levd
a cabo la incorporacién _in vivpo de precursores radioactivos
corresponden con los extraidos con KCl1 de un extracto C:M vy
donde se caracterizo la presencia de acido sialico. E1 Rf algo
mayor de los sialeglicolipidos modificados ( 3, Fig 34), se
deberia a la presencia de MANA? en lugar de NANA en los mismos,
y por 1o tanto su mayor movilidad.

Se obtuvo ura mejor separacién de 1los siaioglicol{pidos

realizando una c.c.d. bidimensional de! componente I, marcado

con acido palmitico (Fig 35).

6.4.4 Andlisis de los productos de incorporacion del acido

palmitico

Las manchas X e Y (Fig 35) fueron extraidas separadamente de
la placa y dividida cada una en dos alicuotas.

Id . N . o .
Una alicuota se sometit a hidrblisiz acida cen HCL:Metanol:a-

gua (3:29:4), el hidrolizade se alcalinizo y se extrajo con éter,
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Fiq 34: Fluorografia de c.c.d (Solvente Cloroformo:metanol:NH3
2,5 M (79:49:8) )de sialoglicolfpidos marcados de T.cruzi : 1)
Fraccion marcada con acido (®H) -palmitico y eluida de la colum-
na de acido silfcico con C:M (1:1); 2) idem 1), pero marcado con

(®H) -galactosa } 3) glicolipidos extrafdos con C:M:KCL &,1 N

(fase superior), marcados con NalO4-NMaB®H4,




o -4

Fig 35: Fluorograffa de c.c.d bidimensional de sialoglicol{-

pidos de T.cruzi. EI pico I (Fig 33(a)) fue eluido y recroma-

tografiado . Se emplearon los solventes Cloroformo:metanol:CaClZ

@,2% (5:4:1) , en la primera direccion (hacia arriba) y clorofor

mo:metanol: NH40H 2,5M (5:4:1) en la segunda dimonlién (hacia la

derecha). La flecha indica el origen .
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El extracto etéreo se analizo por c.c.d. en solvente 13 (Fig
36). Se demcstro la incorporacion de A&cido palmftico en una
ecfinganina en X (B1T€C) vy wuna esfingenina en Y (G2TC),
respectivamente. La estructura de estas bases de cadena larga,
componentes de lops glico]fpidos, seréa discutida en capitulos

posteriores, junto con la estructura total de estas moléculas.

6.4.5. Hidrdlisis con neuraminidasa

Las otras alicuotas fueron incubadas con neuraminidasa vy
analizadas por c.c.d.(Solvente 18), antes y después del trata-
miento enzimatico. Como era de esperar, ambos glicoesfingolipi-
dos hidrolizadcs, migran con Rf mayores que los originaies (Fig
3.

La incorporacién de acido palmitico en la porcién de bases
de cadena larqa de los compuestos que son modificados por el
tratamiento con neuraminidasa, confirma que 1los epimastigotes
de T.cruzi, biosintetizan sustancias del tipo gangliosidos.
Era importante también asegurar la naturaleza endégena de los
gangliosidos, pues las células se cultivan en un medio complejo,
conteniendo suero bovino y es conocida la capacidad que tienen
de adscrber sustancias del medio (186).

El perfil cromatngréfico de los glicolfpidos provenientes de
incorporaciones con (3H)-paimitico y (3H)-galactosa en

trypomastigotes de T.cruzi, es distinto al obtenido en

epimastigotes (119).
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Fig 36: Cromatograf(a en capa delgada en Cloroformoimetanol:

NH40H 1M (49:19:1) (doble desarrollo). Las sustancias X (G1Tc) e
Y (G2Tc) (Fig 35), extraidas de la placa, fueron hidrolizadas
con HCl(c):metanol:H20 (3:29:4) .Los productos de la hidrdlisis
se cromatografiaron. La placa se cortd , y la silica 9el se
extrajo con C:M (1:1) para la determinaci6n de la radicactividad
a) Producto de la hidrflisis de X (GiTc) b) producto de 1la
hidrSlisis de Y (G2Tc) .Los patrones eran 1) fitoesfingasinaj 2)

eritrodihidroesfingosina § 3) esfingosina.
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Fig 37: Tratamiento con neuraminidasa de los glicoesfingolipi-
dos X (G1Tc) e Y (G2Tc) de T.cruzi . X e Y (Fig 395) se
trataron con neuraminidasa . Después del tratamiento enzimatico
las muestras se analizaron por c.c.d en solvente n-propanol:
NH40H 28%: H20 (75:5:5). Las manchas se detectaron por fluorogra
fia. 1) X tratado con neuraminidasaj2) Xj 3) Y tratado con neu-

raminidasa 4) Y.
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7.1

SRACCTQOMAMIENTO DE GLICOLIPIDOS ACINICOS.

Conocida la presencia de sialoglicolfpidos en T.cruzi, se
encard el estudio de su compasicidn , 1o cual seria interesante
para comparar con otros ganglidsidos de células de organismos
mas evolucionados. Para ello era necesario contar con suficiente
material puro.

1,7x1¢22 céiulas liofilizadas de epimastigotes de JT.cruzi

(15,7 g), se extrajeron con C:M (2:1) y C:M (1:1), El peso del
extracto seco fue de 4,8 9. El miswmo , luego de separar un inso-
luble en el primer solvente de elucién, se fracciono en DEAE-
Sephadex, utilizando el método descripto anteriormente pare
separar glicolipidos provenientes de incorporaciones metabolicas
Se obtuvieron 2,4 g de 1la fraccion que eluye como lipidos
neutros v @,25 g de la fraccion gque eluye como lipidos acidicos,
Esta ultima se separé a través de una columna de Unisil, luego
de una saponificacion en condi c iones suaves Yy dialieis. Se obtu

vieron dos fracciones, la fraccion eluida con C:M (8:2) (3Z mg},

(CM 82) v la fraccion eluida con C:M (1:1) (14mg) (CM 11) .

71.1.ANALISIS DE LA FRACCION CH 82

Se llevd a cabo e! andlisis de la FR CM 82 por c.c.d. Con el



-126-
reactivo de «-naftol, especffico para Gglicolipidos se revelaron

3 componentes de R{ (solvente 14) 9,45; 6,52 y 9,60 . Utilizando
reactivo especifico para fosfato, se revelaron cuatro sustancias
de Rf= 0,4} ©,7; 8,8 vy 4,95. Un testigo de galactosil ceramida
tiene un Rf de 9,7.

El porcentaje de azlicares determinado por el método de
Dubois, fue de 7% en peson,l o que equivale a 9,39 umoles/ mg, V¥
el de hexosaminas, determinado por el m€todo colorimétrico de E1-
son Morgan, fue de @,6 % del peso total. Se analizd fosfato to-
tal en la muestra ,y fosfato inorganico ,luego de una hidrdlisis

acida en condiciones fuertes . E! valor en ambos casos fue de
9,23 umoles / mg, lo que equivale a 4,59 umoies de fosfato por
umol de carbohidrato. Este hidrolizado fue analizado tambien por
c.p.5e determind la presencia de colina (Rgienwz= 2,5) y eta-
nolamina (Rgicnm=z= 2,3), ¥y tres sustancias de menor movilidad
sensibles al reactivo de ninhidrina y de fdsforo. Las dos prime-
ras provendrian de fosfatidiletanolmina y fosfatidileolina , reg
pectivamente, que son los fosfoglicéridos mas abundantes en T.
cruzi (156),

Se obtuvo una reaccidn positiva para sulfato en esta fraccion
(187), indicando la posible presencia de sulfatidos en la misma.
Los azucares gque componen CM 82 son = arabinosa! xilosa:

Manosa: Galactosa : Glucosa en relacion 2:1:1:1:1 (Tabla XIV).

Esta fraccion no se pudo marcar con la técnica de galactosa
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oxidasa- NaB®H4, descripta para la marcacidn de galactosas o

galactosaminas en configuracidn pirandsica y con el OH-6 libre.

Por otra parte, si se oxida la fraccicon CHM 82 con periodato
de sodio, seguida de reduccién con NaB®H4, en las condiciones
utilizadas para marcar atidos sidlicos y/c galactofuranosas, el
tritio se incorpora en tres sustancias de Rf 2,45 ; 9,78 ¥y ©,80
en c.c.d en splvente 14 ,Estos tres componentes se eluyeron de
la placa y se hidrolizeron en las corndiciones descriptas por
Lederkemer y col ( 141), para las galactofuranosas modificadas.
Por c.p. (Fig 38), se demostréd la presencia de arabinosa radioac
tiva s6lo en el componenhte de Rf @,45.

Estos resultados indicarian que la galactcsa presente en un
glicolipido de esta fraccion se encuentra en la configuracién fu
randésica. Hasta el momento so0lo se habia determinadc la presen-
cia de galactofuranosa en IT.cruzi como componente del LPPG
(141) .

Se realiz6 una determinacion cuantitativa de las esfingosinas
1ibaradas en una metanélisis,de la Fraccion CH 82. Se dosaron
9,63 umol de bases de cadena larga/ umol de azucar. Por c.c.d.
en solvente 13, se reveld una sustancia de movilidad similar a
esfingosina,

El1 analisis de los écidos grasos se efectuo por c€.9.1. . Y
c.g.l.-e.m.. Los resultados se muestran en las tablas XIV y XV.

La asignacion de los iones se realizo en base a datos de 1i-

teratura (182).
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Fig 238: Cromatcgrafia en papel del hidrolizado con Ac.
Trifluoroacético 9,95 N de la sustancia de Rf 9,45 marcada ccn

la técnica de Pericdato de sodio - MaB®H4,
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TJabla XIV: Composicién de CM &2.
CARBOHIDRATOS:

Azlicares Totales: 7% (p/p) ¥
AminoazGcares: &,6% (p/p) ¥%

Composicidn de acdcares *
Arabinosa 2

Xilosa 1
Manosa 1
Galactosa 1
Glucosa 1

FOSFATO: 2,59 umol/ umol azucar %
BASES DE CADEMA LARGA : &,63 umol/ umol azucar *

COMPOSICION DE ACIDOS GRASGS Pt

Acido graso Abundancia (%) Tr? Ir"

C 14:9 9,9 3,01 3,03

C 1S5:@a 9.3 4,24 4,28

C 16:2 6,8 5,95 6,95

C 17:0 g,8 8,99 9,19

C 18:¢a 23,8 12,85 12,76
Cc 1e:1 27,4 14,52 14,71
c 18:2 44,90 17,21 17,66
C 20:9 3,2 27,39 27,71

Tr*Tr cxperinental de Jos cosponestes se (N 82
Tr"Tr do les distintos testiqos usados
¥ Determinado rolorisetricanente

“DPeterninado por c.q.1.
Px Determinado por c.9.1 en condiciones 112

Los acidos grasos insaturados de 18 C son los que se hallan
en mayor proporcion (67,4%) en CM €2, siendo el acido linoleico,
el mas abundante. Estos Ultimos son 1los dcidos grasos mas
abundantes en JT.cruzi (157-158), Se encontro que en 1los
fosfol{pidos de T.cruzi, el dcido linoleico constituye el 5@%

del total de acidos grasos (158).



Tabla XV: iones caractericsticos de los ¢&steres metflicos de

los acidos grasos presentes en CM 82.

M+(%) M-31(%) M-43(%) 74(%) 87 (%)

Ac. palmitico 2608 (13) 239 (3) 227 (S) 109 3%
Ac. estearico 298 (17) 267 (3) 255 (&) 1900 6,1
Ac. oleico 296 (8) 265(16) 92 39
Ac. linoleico 294 (19) 263 (9) 16 14

Como se discutio en la seccidn 6.4.3 1la fraccién Ch 82
incorpora metabolicamente galactosa en tres componentes. Uno de
estos compuestos ( Rf 4,45), se marca tambien por la técnica de
pericdato-Rorhidruro de srdio, e intcorpora acido palmitico,lo
cual indicarfa que se trata de un glicolipido que contiene
galactosa en la configuracion furandsica.

El compuesto de Rf=G,69 revela con reactivo de fosfato , por
lo que se tratar{a de un fosfoglicolipido.

La sustancia de Rf= @,7 gque se revela conh el reactivo de
fosfato, tambien incorpora metabolicamente dcido palmitico, pero
no se revela con el reactivo para glicol{pidos ni incorpora
galactosa, por lo cual se tratarfa de un fosfolipido que nco

saponifico en las condiciones empleadas.
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La fraccion CM 82 esta formada por dos glicol{pidns, uno de
ellos conteniendo fosfato , y fosfolipidos. Probablemente el
glicol{pido de menor movilidad contenga un grupo sulfato en su
molécula , que le conferirfa el caracter acidico. Es de notar
que no se detectd la presencia de acido sialico en esta fraccicn

Dado que el interées principal de esta tesis era el estudio de
los sialoglicol{pides, no se analizaron los componentes

individuales de esta fraccion.

7.2 PURIFICACION DE L QS GAMGLIOSIDOS

Por cromatograf{a en columna de Unisil de 1la fraccion CM 11,
se separaron dos sustancias de Rf 0,42 y 8,53 en c.c.d (solvente
12) ambas se detectaban al U.V ( en placas de s{lica gel Merck
PF 234), y con el reactivo de Resorcinol/Cu

Se obtuvieron 3,2 mg de la sustancia de Rf= 6,59 (GiTe) ,

y 1,3mg de la sustancia de R$f=06,42 (B2Tec). Estos valores
representan 280 ug de GiTec/g de célula seca y 80 ug de G2Tc/
q de célula seca respectivamente.

EL contenido de ganglidsidos en téjidcs de vertebrados varia

entre S mg/g de tejido hﬁmedn, en materia gris de cerebroj hasta

2 ug / g de tejido himedo, en flufdo cerebroespinal (189!. Por

otra parte, en la estrella marina Asterina pectinifera (28),

el contenido de gangliésidos es de aproximadamente 40 ug/g de cé



lula theda.

4 /7
Dado que todos estos valores estan dados en peso humedo, se

calculo para T.cruzi un contenido de 56 ug de Gl1Te/ g de pe-

so hdmedo ,y 22 ug d¢ G2Te/ 9 de peso humedo. Estos valores es
tan en el orden de los determinados para invertebrados.

7.2.1. _Composicion de _GiTg y G6G2T¢

En alicuotas canvenientes de @GiTc y B62Tc, se dosaron

V4 ’ . rd
colorimetricamente azucaires totales, amincazucares, bases de
cadena larga y fdsforo total. Los resultados se muestran en la

Tabla XVI

Tabla XVI: Composicion de lcs ganalidsidos de GiTec y G2Tc

de celulas epimastigote de T.cruusi

B8iTe G2Tc

relacidn peso (%) relacion peso (%)

molar melar
ACIDO SIALICO 3,9 13,7 1 12,2
AZUCARES TOTALES 4,4 42 4,8 56,8
AMIMOAZUCARES 1 9
BASES ESFINGOSINICAS 1,1 17.14 1,1 13,6
FOSFORO TOTAL




7.3. ANALISIS DE LA CERAMIDA DE Gi1Tc

G1TC se sometid a una hidrdlisis con HCl:Metanol:Agua 3:29:4
18h a 78-78°C y se separaron los productos segin el Esquema (2)

El tratamiento acido en medio metanolico hidroliza la union
glicosidica de la cadena del oligosacdrido al OH de C-1 de 1la
base esfingosinica (189).A la vez hidroliza la unién amida
entre la base de cadena larga y el acido graso de la ceramida.
En estas condiciones tambien se rompen las uniones glicosidicas
entre los azucares de la cadena del oligosacarido, pero debido
a la posible formacion de los metil glicbsidos, se prefiria
realizar la hidrdlisis con HCl1 1§ M en agua, como s¢ describe

Id 4 .
mas adelante para el analisis de los monosacaridos .

gHZ- H-CH-CH20- OLIGOSACARIDO

* OH NH
C=0 Ac.sialico
R

CERAMIDA

GiTe o G2Tc
[1JHC1:Metanol:Agua (3:29:4)
| 18 h, 79-78°C
'12)NaOH 1 N (pH 9)

", ¢ 7
r__,_______!-:xtr-accu:mu con eter____ﬂ
]

Fase Organica Fase Acuosa
: I HCL IN (pH 3)

Bases esfingosinicas :

rExtracciDn con éterq

l , )
F.acuosa F.organica
'
1

Azdcares Ac.9grasos
Esquema 2: Hidrolisis de los gangliosidos GiTc y 02Te y sepa

racion de bases de cadena larga y dcidos grasos.



7.3.1. Bases de cadena larqga deBGiTc

En el extracte eteren obterido en medio alcalino, se dosaron

esfingosinas por la reacciGn de) naranja de metilo (Tabla XVI).
Las bases de cadena larga se derivatizaron como trimetilsilil
derivados para su posterior aralisie por €.9.1. ¥y €.9.1.-€.m.

En la cromatografia gas-liquido, se detezctd urn (nico compues-
to, cuya movilidad, en las condiciones usadas, era 1,83 con
respecto a una esfinganina de 18 atonmos de carbone. La
co—cromatogra{fa de ambas sustancias, mostro que ro se trataba
del mismo compuesto.

El espectro de masa del derivado trimetilsililado, de 1la

base de cadena larga dic evidencia de su estructura (Tabla XVII)

En las condiciones usadas no aparece el ion molecuiar, romo

es usual para los trimietilsililéteres de las bases
esfingosinicas (199).

El pesc molecular se calculd por los jones m/z 445 (M+i-Me)j
m/z 336 (M-CH205iMe3),que corresponden a una esfinganina de 19
atomos de carbono.

El idon M+i-15 de una mnuestra auténtica de esfinganina
trimetilsililada es también mas abundandte que el ion M-15.

La formacicon de iones protonados concuerda con la observacion
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Tabla XVII lones caracter{sticos de la base esfingosinica de

GiTc.
ION(m/z) Estructura de los fragmentos Intensidad
Base de Esfinganina
GI1TC testigo
43 (C3H?) + 13,1 2,8
57 {C4H9) + 42,2 2,7
73 (Me3Si) + 31,1 13,90
132 (CH20SiMe3) + 16,90 4,8
116 (CHCH205iMe3) + 19,5 23,46
112 {NH2CHCH20SiMe?2) +: 42,5 32
132 (NHZCHCH205iMe3) + 3,5 16@
133 (NH3CHCH20SiMel) +- 46,1 25,7
147 (Me30SiMe2) +: 45,2 5,0
23S (Me3SiH2ZNCHCH203iMe3) +- 19a 2
313 (M+1- S7 - Me3SiCOH)? 9 -
341 (M+1-Me-Me35i0H) +- - 1,3
342 (M-CH20SiMe3) + - 47,4
343 (M+1-CH20SiMe3) +- - 12,4
354 (M+1-Me3SiC0H) + - 1
355 (M+1-Me-Me3Si0H) +- 2 -
356 {(M-CH20SiMe3) + 2,5 -
357 (M+1-CH20SiMe3) +- 2,9 -
379 (M+1-Me3Si0H) + 2,5 -
431 {(M+1-Me) +- - 1,5
445 {(M+1-Me) + 9 -

que los iones moleculares de las aminas tienen una gran ternden-
cia a protonarse (191),

El pico base a m/z 205 podria derivar de la ruptura entre el
C-2 y C-3 con migracion del grupo trimetilsililo del oxigeno del
C-3 al nitrdgeno del C-2. Se ha observado un reordenamiento simi

’

lar para ﬂ-acetil-g-trimetilsililéteres de bases asfingcsinicas
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(192). Sin embargo 21 pico base en 1z dihidroesfingosinz
sililada ccrresponde a m/z 132, o sea 205- TMSI.

Dado que su tiesmpo de retencidn es poco meyor que e! de la
esfinganina de (C18), se tratar{a de una base ramificada de 19
atomps de carbono. A este respecto se puede seralar que 1la
intensidad del ion m/z 57 es bastante maycr que @&l de las
esfinganinas lineales, 1o cual podrfz indicar una estructura
anteiso.

Por los estudios de incorporacion de acido palmitico .se
habia determinado que ia base de cadena larga presente en G1Tc
era una esfinganina; el andlisic por c.g.1l.~em pernite asignar
a la misma la estructura de una metil esfinganina.

Iso y anteiso metil esfinganinas han sido descriptas (192) .
Asi, =e ha informado la presencia de esfinganina :17-metil

esfinganina en relacidn molar 1:3, en la ceramida del LPPG 4=
T.cruzi ( 98).En el glicoesfingolfpido neutro, aislado d2 epi-
mastigote de T.cruzi por Barreto-Bergteir se identificaron C-:i8
esfinganina y 17-metil esfinganina como bases de cadena larga
componentes de la ceramida (169).

En otros organismos, se ha detectado esfinganina y 17-metil

esfinganina como componentes mayoritarics de la ceramida de los

fosfolipidos de Bacteroides melarinogenicus(1i94).

Carter y Graver (193) caracterizaron esfingosinas de cadena

ramificada (C-19 y C~-17), como constituyentes de ia fraccidn de
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esfingol{pidos de Yetrahymena pyrifnormis . En Chritidia

fasciculata se ha encontrado una 19-metil C-20 fitoesfingosina

(196) .

Los ganglidsidos de cerebro de vertebrados contienen en
general bases esfingosinicas de 18 a 20 carbonos, no saturadas.
En invertebradocs, dentro del filum Echinodermata, <ce han
encontrado fitoesfingosinas (4-D-hidroxiesfinganina), normales
y ramificadas , cuyas cadenas varian entre 15 a 22 atoumos de

Carbono (26,27) (Tabla XX1IV).

El tipo de base esfingosinica detectada, saturada y ramifi-
cada, es diferente, tanto de la de ganglidsidos de vertebrados
como de la de invertebrados, aunque se relaciona con las caracte
rizadas por otros autores en otros glicoconjugados de T.cruzi

probablemente por provenir todas, de una misma via metabdlica.

7.3.2. Acidos qracsns de la ceramida de GITC

Para estudiar los acidos grasos componentes de la ceramida ,
luego de extraer las bases esfingosinicas del hidrolizado a
pH 9 con éter. la fase acuosa se acidificéd con HC1 y se extraje-
ron los acidos grasos con éter etilico. La Tabla XVIII ilustra
los porcentajes de los acidos grasos , caracterizados por c.35.1

y €.9.1.-e.m como esteres metilicos.



Tabla XVITf :Acidos qrasos componentes de G1Tc

Acido graso GITC (%) Tr¥ Tr’
Mir{stico (Ct4) 1,4 1,73 1,66
Palmitico (C16) 7,8 3,20 3,21
2-Metil Palmitico 6,3 3,49
Estedrico (C13) 31,6 6,47 6,45
Oleico (Cie:1) 4,6

2-Metil Estearico™ 44,9 7,49
Araquidico (C20) 2,9 13,20 13,28
Behénico (CZ22) 1,1 24,25 24,19

TrE=Te experivental de los cooponentes de 61Tc en coluwna }iPGS
Tr'z Tpr de los distinrtos testicos usados,

~=£n Ja colvenma NPGS s2lip junto con el dcilo cleico, Este
ultiso se separc en uma crocatografia programada e OV17
(189-295°C; 1°C x win ), donde se calculd el porcentzje
aproxinato

En el andlisis por c.g9.1. de los esteres metflicos en la
columna NPGS (cte de Reynolds 2,72 (198)), no pudieron asignarse
por comparacidn con testigos, el picec mas abundante, de Tr 7,4
como as{ tampcco el de Tr 3,69.

Ambas sustancias presenteban, en las condiciones utilizadas,

un Tr relativo a acido estearico ¥ acido palm(tico,
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respectivamente, iqual a 1,1i5. A su vez, el Tr relativo a
éstos en una columna SP-233¢ (cte de Reynolds 499), fue en
ambos casos iqual a 1,65 , lo que indicar{a cue pertenecen a una
serie homéloga.
La identidad de los acidos grasos fue asignada por c.q9.l- e.m.

de sus ésteres met{licos en las condiciones descriptas en el

capftulo experimental. En la Tabla XIX puede verse 1los ionhes

caracter{sticos obtenidos.

Tabla XIX: Iones caracteristicos de los esteres met{liccs de

los acidos grasos presentes en GiTc.

M+ M-31 M-43 24 87
Ac. Palmitico 263 (4,3%) 239 (3%) 227 (&%) 1€0 (%) OP (%!}
Ac. Estedrico 298 (6,6%) 267 (2,5%) 255 (8%) 169 (%) &I (%)
M+ M-43 M-57 88 19l

Ac. 2-metil Palmitico 284(4,2%) 241(6,9%) 227(3,3%) 199% S5%

Ac. 2-metil Estedrico 312(4,8%) 279(6,2%) 255(2,4%) 190% S5&%

Los espectros de masas de los eésteres met{licos de cadena
. - s . . . :
normal de una serie homologa estan bien definidos y dan iones

caracteristicos (187).

Lta abundancia relativa del 10n molecular crece con el largo
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de la cadena. Su identificacion se verifica por el ion acilio
M-31 (R-C=0¢).

En general el pico base del espectro corresponde a una migra-
cion de H sequido por ruptura (reordenamiento de Mc Laffety).
En esteres metilicos de cadena normal , el ion producido es
m/z 74. Si el C-2 esta sustituido , se corre a valores de m/z
mas altos.

Los iones de la serie CHR0CO(CH2)n , se encuentran a m/z
(59 + 14n) (m/z 87,101,115,129,143,157,etc). E1 miembro mids abun
dante de la serie (m/z 87), para los de cadena normal, deriva su
estabilidad por la formacidn del enol (CH30-C-CH=CH2),

o+

El ion M-43, para 1los lineales y M-37 para 1los 2-metil
ééteres, deriva de un reordenamiento del esqueleto de la cadena,
sequido de pérdida de un radical procpilo o butiio respectivamen-
te. (Esquemna(3)).

Los iones a m/z 69,83,97,etc corresponden a la serie saturada
CnH2n+1.

La asignaciéﬁ de la estructura de los acidos ramificados s
fue realizada por c.g9.l-em.

El ion molecular de 2-metil estearico (m/z 284) Yy 2-metil
palmitico (m/z 312), corresponden a dacidos grasos de 17 vy 19
atomos de carbono, respectivamente.

En ambos casos el pico base es m/z 88. El corrimiento de 14
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unidades de masa con respecto al pico base de una cadena normal

(m/z 74), indica la presencia de metilo en C-2 (188). También se
observa el corrimiento de los iones de m/z 87 a m/z 18! , M-43
a M-52 y M-29 a M-43, caracteristico de ésteres remificados con
metilo en C-2 (188) (Esquema 3).

En el extracto KCl, que contiene la mezcla de ganglidsidos,
se determino (seccion 6.2), que los acidos grasos que se
hal laban en mayor proporcién eran l1os normales de 16, 18 y 286 Cj
En el ganglidsido GITC,purificado los acidos 2-metil ramificados
predominan sobre aguéllos .En ambos casos el acido oleico se
encuentra en una baja proporcién, aunque es unho de los dcidos
9qrasos mas abundantes en T.cruzi (157)

Hasta el presente no se habia determinado 1la presencia de
écidus grasos ramificados en extractos lipfdicos de T.cruzi.

Timm y col (157) describieron la presencia de un Zido 3raso
no identificado de tiempo de retencidn mayor yue dcido estearico
en c.g9.l.. Las fracciones acidicas del extracto C:M, que
contendrian los ganglidsidos estudiados en esta tesis, estaban
enriquecidos en el mismo.

Algunos autores (11), han sefalado que 1la composicién del
medio de cultivo , ejerce influencia sobre la composicion lipi-
dica de organismos flagelados y ciliados, sin embargo se informo

que la composicion lipidica de T.cruzi es relativamente
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+. H
0 *“\?H-(CHZ)nCHa ‘.
Il OH
CHaoé} j:CH2 ------- > CH30C=CH
H CH3
EHS m/z 88
0
CH3C-CH-CH24 (CH2) nCH3
CH3
m/z 161
(———
+, +
(CH2) n -CH2
/ N CH3
CH30C ?HZ ?H-R CH30 (CH2)n - EHCH2CH3
------ 5 / )
CH3-CH2 H2< H CH3-CH™ *CH-R
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. 7 7 .
Esquema 3: Formacion de fragmentos caracteristicos en 1los

esteres met{licos de dcidos grasos metil sustitufdos en C-2
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independiente del me&io de cultivo {158).

Existen muy pocos estudios realizadcs sobre 1a biosintesis
de lfpidos en Trypanosomatfdeos. Erwin y col (199), informaron
que en protozoarios ciliados, la conversiodn de écidos grasos
saturados a insaturados, ocurre a través de la via estearato—
oleato—> linoleato -3 {-linoleato.

El metabolismo de los acidos grasos ramificadecs , no ha sido
estudiado en protozoarios.

Los éfidos grasos metil sustitufdos en €-2 se producen co-
mo productos mayoritarios en gléndulas sebaceas de muchos p;-
jaros (209)
Asi, en las ceras producidas por las gldndulacs sebaceas de

”
Nicotyrax nicotirax, los acidos 2-metil sustituidos

representan el 49,9% del total de 1a composicién de acidos
grasos, siendo el acido 2-metii estearico (21,5%) vy el acido
2-metil palm{tico (11%), los «que se encuentran en nayor
proporcion (261).

La biosintesis de acidos grasos ramificados; ocurre a partir
de diversos precursores, dependiendo del tipo de ramificacidn.

Para los 3cidos grasos que contienen un grupo metilo en C-2 ,
se han sugerido, por 1o menos; dos rutas posibles.

Estudios de marcacion irn vivo, indicaron que tales ramifi-
caciones provienen de la sustitucidn de acetato por propionato

(202)
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Por otra parte (203)se encontro que en condiciones fisiologi-

cas que llevan a la acumulacion de metilmalonil- CoA, se pueden
sintetizar esos atidos grases ramificados, y que la sustitucian
de Malonil CoA por metilmalonil CoA, da lugar a los acidos gra-
sos ramificados, apropiados. Md% tarde Buckner y col (20d) , con
firmaron esta hipdtesis , ya que aislaron de una gléhdula seb&-
cea de patos, una sintetasa que cataliza la incorporacibn de me-
tilmalonil CoA en acidos grasos.

En ganglidéidos de cerebro, el é&ido estearico es el
predominante. Fuera del sistema nervioso central, se encuentra
una mezcla de Zcidos grasos lineales e insaturados (189), que
tienen de 16 a 24 atomos de carbono.

En invertebrados, los ganglidsidos del phylum Echinodermata
contienen , predominantemente, dcidos grasos saturados , de 16

& 24 carbonos (28) (Tabla XXIV).

7.4, COMPOSICION DEL OLIGOSACARIDO DE GiTc

7.4.1. Analisis de 4cido sidlico

Muchos de 1los métodos utilizados convencionalmente para
4
liberar y purificar 1los acidos sialicos de glicoconjugados
/ . . . . . . 3 .
(metanblisis, hidrolisis con &cidos minerales, hidrdlisis enzi-

Sy o N .
maticas) no dan resultados cuantitativos con respecto a los
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distintos tipos de acidos sialices que pueden estar presentesg,
especialmente en casos en que se dispone de poco material,

Ltos problemas, hasta ahora conocidos, incluyen principalmente
la liberacign incompleta y no espec{fica de ciertos acidos sia-
licos y la destruccidn extensiva de esteres de O-acetilo (des-0-
acetilacion), producida durante la liberacion Yy purificacidﬁ de
los mismos. Otro problema adicional es la migracion de grupos de
las posiciones 7 y 8 a posicion 9 a pH por debajo de 3 o sobre
6.

El método utilizado en esta tesis, propuesto por Varki y Diaz
(176) para la liberacion y purificacion de acidos sialicos de
glicoconjugados, minimiza 1os problemas mencionados.

La determinacion estructural de los A&Acidos cjalicos es
bastante compleja, ya oue se puede obtener muy poca cantidad de
material puro ¥y los compuestos no son muy estables . EI anélisis
se puede llevar a cabo sobre los derivados pertrimetilsililados
(203), o sobre los esteres met{licos de los eteres trimetilsili-
lados. Se eli916 el primer metodo ,por resultar mds rapido y de
alta sensibilidad. Para G1Tc, el analisis se realizf sobre 1| mqg
de gangliésido puro.

La hidrolisis se llevd a cabo en Acido Acético 2 M durante
4 horas y se procesé segun se describe en la parte experimental.

Los acidos sialicos se analizaron como trimetilsilil deriva-
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dos por c.g.l.-e.m.. Los 1iones obtenidos se observan en la

Tabla XX.

Tabla XX: Fragmentacioness del é&ido sidlico componente de GiTc

ASIGNACION%  ION (m/2z) INTENSIDAD (%) INTENSIDAD (%)
81Tg NAMA Patron
A 726 5,7 3,4
B 634 19,8 81,0
c 536 11,9 68,8
H 458 6,0 8,7
E 375 9,1 35,7
D 356 100 99,4
F 205 17,5 13,6
G 173 12,7 55.9

¥= La estructura de los iones se muestra en la Fig 39.

Se han descripto rupturas especificas de los diversos tipos
de dcidos siflicos estudiados (203). Estos fragmzntos se utili-
zan para identificar la presencia de sustituyentes y su posicién
en acidos sialicos.

Los iones A (M-CH3) y B (M-COOTMS), indican el peso molecular
de los acidos sid&licos y , en general , la cantidad y tipo de

sustituyentes presentes. Para el {cido sidlico de 61Tc, el
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*
gH:NH-RS
(;H -OR¢ -———

6
CH,~OR?
CH w=OR®
*
F : 0 or? - 9‘
\{ RHN— CH=OR" X coositte,
COOSiM¢3
RO E 0

Fiq 39: Esguema de Jas fragmentaciones de los dcidos sialicos

Parz el acido H-acetil Neuraminico : rR2,R4,R7?,R8,R? = SiMe3 ;
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fragmento A tiene un vaior de m/z 726 y el B , un m/z 634.

El fragmento C (m/z 526 ), se forma por eliminacion de la
porcidn c8-C?, de 1la molécula; con localizacidn de la carga
formal en la posicion 7. Su formacidn es improbable si existe un
grupo ester en C-7. Lindberg (204), demostrd que la carga se
lpcaliza preferencialmente en un oxigeno de un é&er, antes
que en un 0O de un ester.

El fragmento D (m/z 3568) (M-CHOTME-CHZOTMS- 2TMSCH), se forma
a partir del fragmento C por eliminacion consecutiva de R20H vy
R40OH

La eliminacion de la cadena lateral en C-7,8,9 y del susti-
tuyente en C-5 lleva a la formacidn del fragmento E (m/z 379)
{(M-CH20TMSCHOTMSCHOTMS- CH3CONH2). El1 fragmento F (CH20TMSCHOTMS
contiene 1la porciéb del C8-C9 de 1la molgcula {(m/z 205). 8Si el
C-8 esta sustitufdo por un grupo ester, la formacidon de este
fragmento no esta favorecida.

Finalmente, el Fragmento G (CH3CONHCHCHOTMS), contiene la
porcifn C4-CS de la molécula (m/z 173).

Por comparacion con el espectro de masa de un testigo, se de-
termind que el acido si&lico presente en GITC, es el acido
N-acetil Neuraminico (NANA), pues presenta las mismas rupturas
caracteristicas s aunque las intensidades son menores. (Tabla
xXX)

Un posterior analisis por c.g.l-e.m. del trimetilsililderiva-
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do del acido siadlico liberado por hidrdlisis acida de un

extracto KC1l, mostro Ja presencia de acido N-acetil Neuramfnico,
el cual provendria de G1Tc, ya que como se vio anteriormente
(Capitulo 6), este gangliésido es uno de 1os componentes del
extracto KCl1.

Tambien ce realizo el e.m. de una sustancia de Tr. releativo a
NANA = 8,91 , en las condiciones Qque se mencionan en la parte
experimental.

La abundancia relative del mismo, con respecto al Acido
ﬁ-acetil Neuraminico, detectado en GiTC, era de S5%.

En el e.m. de esta sustancia (Fig 49), se detectaron iores
carcteristicos a m/z 564, 462, 374, 286, 203 vy 173. Los iones
de masa alta se detectaron con baja intensidad.

El ion a m/z Sé4, en la regién mas alta del espectro, se
forma por eliminacidn de un grupo metilo del ion molecular.

La presencia del! ion a m/z 462 provendr{a de la eliminacion
de CCOTMS de la molecula.

De estos dos fragmentos, se deduce que =21 PM de la sustancia
en cuestién seria S579.

El ion a m/z 374 proviene de la eliminacion de la cadena
lateral C8-C9 .

El ion a m/z 205 (CH20TMS-CH20TMS), indica la presencia del
glicol exociclico que se silild. E1 ion a m/z 272, que se

formaria por pérdida de (CH20TMS-CHOTMS-CHOTMS),no se observa,
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Fiq 46! Esquema de las fragmentaciones del acido 2,7 anhidro

N-Acetil neuraminico, detectado en el hidrolizado con Ac Acético

4M de GI1TC
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pero se encuehtra un ion a m/z 286 ( Fig 49) . Este hecho

sugiere que en la molécula no tenemos un grupo OTMS en C-7, sino
que se encontrarf{a deshidratado cen el OH en C-2.

La estructura de este compuesto, fue finalmente asignada al
Acido 2,7 anhidro-ﬂfa:etil—Neuramfnico ( Acido S-acetamido-2,7-
anhidro-a,s—didesoxi«X—E-glicero-D-galactD— nonulopiranosdnico),
por comparacidn con el espectro del mismo que Suzuki vy col
caracterizaron por c.g9.l-e.m. en cerdmen humano (34)

El espectro obtenido , también se corresponde con el del éster
metflico del trimetilsilil derivado del acido 2,7 anhidro
siflico, salvo las diferencias de masa debidas a la distinta
sustitucion del &cido en C-1. Lifely y Cottee caracterizaron el
mismo por €.9.1l-e.m., como producto secundario de la metandlisis
del acido NANA y de homopol{meros de NANA provenientes de menin-
gococos (178).

Schauer y col (188), informaron que en orina de rata se deteg
taba una cantidad relativamente grande del acido 2,7 anhidro N-
acetil neuraminico. En el espectro de masas del derivado per-
trimetilsililado, también observaban los iones caracteristicos
am/z 564 ,462 ,374, 285 y 173 , los cuales han sido también de-
tectados en la sustancia proveniente de la hidr6lisis de G1Tc.

Sin embargo Suzuki vy col (34) no lograron detectar este
anhidro derivado de NANA en orina de tres cepas de ratas. Estos

autores sugirieron que el NANA libre o unico a algun glicoconhju-
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gado, puede dar espontaneamente el derivado 2-7 anhidro en condi
ciones particulares . Dado que este dltimo compuesto tiene
comprometido su OH glicosfdico, no puede formar parte como tal
de un glicoconjugado, cowmo sugieren los autores.

Por otra parte se conoce la deshidratacion espontanea de azuU-
cares libres, por accion de acidos para dar lugar a la formacion
de anhidro azucares (177},

En nuestro caso el anhidro derivaco se formaria también a
partir del NANA liberado en la hidrélisis . Esto explicarfa 1la
deteccion de un componente de mayor movilidad que NANA e&n la
cromatograf{a en papel de hidrolizados realizados en condiciones
espec{ficas para la liberacidn de acidos sialicos (Cap 6).

En efecto, cuando se sometio una muestra autentica de NAMA a
las condiciones utilizadas en las primeras hidrflisis acidas, se
detecto por c.p. con el reactivo de acido TiobarbitdGrico,
ademas del NANA de partida, una sustancia de RNANA= 1,4,

Simul tanreamente con nuestro primer trabajo sobre la presencia
de sialoglicolipidos en celulas epimastigote de T.cruzi,
(129), Schauer y col detectaron acido N-acetil neuramf{nico vy
Acido N-g9licolil neuraminico en relacibn 9:1 en muestras
provenientes de hidrolisis enzimaticas con neuraminidasa de epi-
mastigotes de JT.cruzi, cepa Y ;, aunque no identificaron el
origen del mismo (115).

El tipo de &cido sidlico caracterizado en GI1TC, es el mas
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abundante en la naturaleza y es el principal tanto en glicol{pi-
dos como en glicoprotefnas animales.

En los gangliééidns de invertebrados caracterizados hasta el
presente, han sido identificades, ademas de los Acidos N-acetil
y MN-glicolil Neuraminico, otros derivados C-acetilados e
inclusive, g—metilados en diversas posicinnes. (26,31,32).

En la estrella marina Diastolateria Nipon, se detectd un

acido si&lico acetilado en C-5 y metilado en C-8 (Tabla XXIV)

De todas formas, la variedad de &cidos si&licos identificados
en ganglidsidos, debe ser mayor que la conocida actualmente,
debidc 2 los inconvenientes que se presentan para aislar los
mismos sin gque ocurran reacciones de des-0O-acetilacibn Y

.
deshidratacion.

En las condiciones de hidrnlisis utilizadas para liberar aci-
dos sialicos, tambien pueden hidrolizarse parcialmente azlcares
terminales que se liberan en condiciones acidas suaves (99).

Como se describe mds adelante, arabinosa es un componente del
oligosacarido de GI1TC. En uno de los an&lisis por c.g9.l.-e.m. de
un hidrolizado con Ac. acetico 4M, se detectaron dos picos de
Tr. menor que el del acido N-acetil neuraminico, cuyas fragmenta
ciones corresponden a una pentosa sililada en las configuracio-

nes furanosica y piranosica, respectivainente (Tabla XXI).
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Las asignaciones se realizaron de acuerdo a la literatura,
(2935), considerando gue en las furanosas, el pico a m/z 217 es

/7
el mas abundante.

Tabla XXI: Espectro de masa de 1la pentosa trimetilsililada

detectada en un hidrolizado acido (Ac. Acetico 4M) s de GiTc.

ION ESTRUCTURA DE LOS IONES INTENSIDAD (%)

(m/z) PIRANOSA FURANOSA
423 M+ -CH3 9,7 2,3
333 M+ - CH3- TMSOH 2,7 1,9
243 M+ - CH3- 2 TMSOH @,5 12,4
329 M+ - O=CHOTMS 17,4 13,1
319 TMSOC-CHOTMS-CHOTMS=CH 63,8 46,8
307 TMSOCH-CHOTMS-CHOTMS 14,3 74,9
217 TMSOCH=CH-CHOTMS 46,4 - 97,1
294 TMSOCH-CHOTMS 64,4 29,1
73 T™S 100 109

7.4.2 Andlisis de los az&cares componentes de GI1TC

’
Las condiciones utilizadas para determinar los monosacaridos

componentes de G1TC, por analisis de sus acetatos de alditoles,
son las recomendadas por Torello y col (206) ,para el analisis

de la composicion de azdcares en glicoesfingolipidos, cuando se

posee poca cantidad de muestra.
Los resultados dptimos se obtienen por hidrdlisis a 1806°C

durante 8h con HCl1 IN, reduccidn con borohidruro de sodio por 64
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minutos y acetilacicn con anhidrido acético y piridina por 28
minutos a 19€°C.En estas condiciones ,se consigue la ruptura
cuantitativa de la glucosa unida a ceramida, la hidrdlisis de
los aminoazucares, y la minima destruccion de los azucares. Se
llevd a cabo, posteriormente, la separacidbn de 1os aminoazucares
por cromatografia de intercambio idnico en una resina Dowex 5@ HT

El an&dlicsis por c.9.1. de los azGcares neutros, mostrd que la
composiddn de GiTc es: Arabinosa: Manosa: Glucosa en relacion
1:1:2 (Tabla XXII),

El cromatograma de los aminoazlcares (Tabla XXII), analizados

como acetatos de alditoles en las coundiciones descriptas =n métg

dos generales, mostrd la presencia de galactosamina .

Tabla XXII: Monosacaridcs componentes de GiTc.

MONQSACARIDG Tr Tr’ RELACIOM MCLAR
Arabinosa 9:76% 19,88 1

Manosa 24,59% 25,99 1

Glucosa 33,46% 34,12 2
Galactesamina 15,0867~ 14,927 1~

* Determinado por c.9.1. en columna ECNSSM 3% a 199°C.
~ Determinado por c.9.1l. en columna 0.V. 225 a 23¢°C.

: 7/ . .
~ Determinado colorimetricamente por reaccidn de Elson Morgan.
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Como ce vid antericrmente, la relacidn MAMA:azdcares neutros:
aminoazdcares, dosados colorimétricamente, es, para GiTc aproxi
madamente 1:4:1, por lo cual, la relacicon de aziicares en e)
oligosacarido de GI1TC es Arabinosa: Manosa: Glucoca: Galactosa-
mina: Ac. N-acetil Neuraminico (1:1:2:1:1),

La presencia de una pentosa y dos hexosas se cenfirmo por
andlisis por c.9.l.-e.m de los azucares neutros como acetatos de

alditol (Tabla XXIII).

Tabla XXI1II: 1Ionecs caracter{sticos de 1los monosacaridos

nevtros de G1TC, analizados como sus acetatos de alditoles por

c.q9.l.-e.m.

MONOSACA- INTENSIDAD DE LOS IQNES (%)
RIDG 43 73 89 183 115 145 157 175 187 217 259 289 361

15 22 38 22 6 3 13 114
8 18 39 118 11 4 1S5 ¢ 27
8 ig 31 22 11 3 18 ? 4

Arabinosa 199
Manosa 199
Glucosa 199

W wa
a ¢
K]
o U

El estudio sistembtico de los espectros de masas de los ace-

tatos de alditoles, mostrd gue existe un modo de fragmentacidn
simple para esta clase de compuestos (207).

Los acetatos de alditol no dan ion molecular, pero se
encuentra el ion a m/z (M- CH3COOCH2)+ en baja abundancia. Este
ion corresponde a m/z 289, para los acetatos de pentitol y a

m/z 361 para los de hexitol.



-157-~
El pico base en todos los acetatos de alditol es el ion aceti

lo (m/z 43 (CH3C=0)+-) Los ivnes primarios se forman a partir
de los acetatos de alditol, por eliminacidn de grupos acetoxi, o
por clivaje de la cadena del alditol (Fig 41,a). En la Fig 4i,b

se muestran otras rupturas caracter{sticas de estos compuestos.

73_ H2-C-0Ac
145 H- c OAc 341"

H-C-0Ac 217 7T H-C-0Ac 289
H-C-0Ac 289 AcO-C-H_ 217
361 " H-C-0Ac ~ T14S'
=== T A A ——r 1
HZ2-C-0Ac 72
a b

Fiqg 41: Rupturas caracter{sticas de los acetatos de alditoles

Los fragmentos primarios se degradan por eliminacidn de
Acido acetico (- 62), cetena (-42) o Anhidrido acdtico 192)
(208). Las eliminaciones pueden proceder a partir de la forma
acfclica o de una forma cfclica del fragmento primario.

La composicidén de azidcares determinada para el oligosacHrido
de G1Tc, difiere de la de todos 1los ganglidsidos conocidos
hasta el presente, tanto en vertebrados, como en invertebrados.

En g9angliosidos de vertebrados, se hallan siempre
galactosa y atido sidlico, siendo comunes ademds glucosa, N- ace
tilgalactosamina o N-acetilglucosamina, y ocasionalmente se
ha detectado fucosa (18%9). Por lo general existe una sola unidei

de glucosa.
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Dentro del phylum Echinodermata. se hallan ganglid%idns
conteniendo solamente { o 2 unidades de g9lucosa, Yy a&ido sialico
(24,25).
En los gangliésidos de la estrella marina Asterina

. . 13 3 ’ 3
pectinifera, se ha detectado arabinosa en posicion terminal,

unida a galactosa. Estos gangliésidos, poseen, ademés otra
caracteristica 6nica, que es la de tener el residuo de acido
sidlico localizado internamente en la cadena del olignsacérido
(25) . (Tabla XXIV).

En la literatura existente, no se ha informado la presencia
de manosa como componente de gangliésidos. En contraste con los
glicoesfinglol{pidos de animales vertebrados, se han halladc
glicoesfingolipidos neutros, conteniendo manosa, en invertebra-
dos tales como los bivalvos (19,29)

Hori y col (19),aislaron del espermatozoide del bivalvo

d
Hyriopsis Schlegeli, un globosido que contiene manosa ;en lu-

gar de galactosa, cuya estructura es GlcNac B (1~->2) Man B(1->3)
Man p(1->4) Glc B(1->1) ceramida.
Dentro de los gli:oesfingolfpidos de TJT.cruzi , se ha

hallado manosa, como monosacarido mayoritario en el LPPG (99).
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Barretto-Berqgter y col aislaron recientemente un glicoesfingoli-

pido neutro de epimastigotes de T.cruzi, y determinaron por
€.9.1. que la relacién de azudcares en o1 oligosacdride del mis-

mo era Galactosa:Manosa (1:1) (148). Esta composicidn es tambieén

inusual para glicoestingcl{pidos neutros.

7.9 _MARCACIOMNES ESPECIFICAS REALIZADAS SOBRE L OS COMPONENTES

DE 1.0S OLIGOSACARIDAS DE GQiTec Y G2Tg.

7.5.1 Marcacionh con pericdato de sodio- NaB®H4,

Se realizd una marcaciédn de GiTc y 52Tc, con la técnica de
periodats de sodio-NaB®H4, en las condiciones descrintas ante-
riormente para marcar acidos sidlicos. El andlisis por c.c.d de
los ganglid%idos marcados, mostré la incorporacidn de la radic-
actividad en los mismos (Fig 42).

Alfcuotas de G1Te y G2Tc, (2¢.999 y 16.999 cpm, respec-
tivamente), se hidrolizaron con HZS04 J,1N, en las condiciones
en gue se liberan acidos sidlicos. Paralelamente, alicuotas
de la misma actividad, fueron tratadas con neuraminidasa.

Luego de procesar las muestras de manera conveniente, los
hidrolizados se secaron, se tomaron en solvente | Yy se
extrajeron con agua . Las fases acuosas se dializaron, Yy se
midio la radicactividad presente en las aguas de dialisis (Table

XXV) .
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Fig 42: Cromatografia en placa delgada en C:M: NH40H 2,5 N
(69:49:8), de G1Tc y G2Tc.

1) GM1 (patrdn) marcado con Galactosa oxidasa- MaB®H4., 2) GI1Tc
hidrolizado con nheuraminidasa vy luego marcado con galactosa
oxidasa- NaB®H4. 3) G1Tc marcado con Nal04- NaB®H4. 4) G2Tc

tratado como (2) § S) G2Tc tratado como (3).
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Tabla XXVU: Hidrdlisis acida y enzimatica de GiTc y 62Tc,

marcados con MalO4-MaP3H4,

Original Dializado % en el
(c.p.m.) externo (c.p.m.) dializado
G1TC (Meuramnidasa) 29,9928 13.7990 68, 5%
GITC (Hidr. acida) 20.9889 15,399 76,5%
G2TC (Neuraminidasa) 10,099 7.939 79,3%
G27C (Hidr. acida) 10.900 7.800 78,0%
Para ambos compuestns, es similar la cantidad de

radicactividad liberada por hidrdlisis acida que por tratamientn
enzimatico.

Los extractos Drgénicos provenientes de 1la hidrdélisis
enzimatica de G1Tc y G2Tc, se marcaron utilizando la técnica de
Galactosa-oxidasa-NaB®H4 previamente descripta para marcar 9li
:oprotefnas (109) .Las muestras marcadas se analizaron por c.c.d,
junto con los ganglidsidos originales marcados con 104-NaB@H4.
En la Fig 42 , se muestra la movilidad de ios gangliosidos antes
y despues del tratamiento con la enzima. Como era2 de esperar,
los asialocompuestos presentan una mayor movilidad, aunque la
diferencia no es significativa, ya que al estar el &cido sialico

como NANA?,es menos polar y su liberacidn no afecta demasiado la

polaridad total de la moleécula, Estos resultados confirman la
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sensibilidad a neuvraminidasa de los dos ganqgiésidos=

La enzima wutilizada (Meuraminidasa de C.perfringens),

hidroliza solamente rezsiduos de acido sidlico terminales (2¢9)
El cambio de movilidad en c.c.d por el tratamiento con 1la
neuraminidasa de G1Tc y G2Tc Yy 1la correspondencia de 1la
radioactividad liberada por tratamiento acido Y enzimatico s
indican que en ambos ganglidsides el residuo de acido sialico

se encontiraria terminail.

7.5.2 Marcacioh con galactosa oxidasa-NaB®HA4,

Por otra parte, ce llevd a cabo una marcacion con la técnica
de galactosa oxidasa-MNaB®H4 de un extracto eluido con C:M (1:1)
de 1la columna de Unisil utilizada para aislar los gangliasidos.
El extracto marcado se recromatografio en una columna de carac-
ter{sticas similares a la anterior, pero recogiendoc fracciones
de 2 w1l y midiendo la radioactividad en cada fraccidn (Fig 43).

Los picos de radioactividad correspondientes a GiTc y G27Tc,
respectivamente, se hidrolizaron con HCl IN ,8 h a 188°C, se
cromatografiaron a traveds de una resina Dowex 5S¢ H+ y se midia

la2 radioactividad eluida con agua y HC1 2N (Tabla XXVI).
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C:M (1:1) G1Tc
cpT3 )
x 10 \\
51 'y
4 ®
3L
2 F G2Tc
{ ] d ¢
4 /
.
1} .,”\\ //
/0 .\
T —— e ~/ Iy 1 ) .\0 -..1 s
5 10 15 20 25 30

NUMERO DE FRACCION

Fig 43: Cromatografia en columna de Unisil de la  4raccidn
CM 11, previamente marcada con galactosa oxidasa- NaB®H4.

Se recogieron fracciones de 2 ml.
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acido de G1Tc y G2Tc, marcados con galactosa oxidasa-NaB®H4.

Origqinal Aqua CiH 2N
(cpm) {cpm) (cpm)
G1ITC 15.990 209 8.899
G27C 19.909 6.200 299

Por analisis cromatografico en papel (solvente S ), de los
eluf{dos neutros vy acidos de G1Tc y G2TC (Fig 44), se comprobé
que en G2Tc, la marca se incorporz en galactosa y en GiTec, en
galactosamina. En ambos casos los residuos de azicares deben es
tar en configuracion piranésica y tener el OH de C-6 libre.

En capitulos anteriores se describid la especificidad de 1la
enzima galactosa oxidasa por residuos de galactosa ()
galactosamina que posean el OH de C-6 libre y se encuentren en
con+iguraci6n piranésica.

En el Capitulo 6, se describié la identificacian de
galactosamina por €.g9.1. en el extracto KC1 de las células. Se
confimo su presencia en la cadena del oligosacérido de GiTc por
c.9.1. ¥ tambien por marcacion especifica con galactesa oxidasa
NaB®H4, Ecte es el primer informe sobre la presencia de galac-
tosamina en T.cruzi,

En 1os glicoconjugados de membrana de T.cruzi y T.hrucei
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a) GI1TC, marcado con galactosa oxidasa-MNaB®H4,

HCL IN y eluido de una resina Dowex 58 H+, con

b) G2Tc, marcado con galactosa oxidasa-NAB®H4,

HC1 IN y eluido de una resina Dowex S@ H+, con

Fig 44:Cromatogra4{a en papel en Butanol:piridinaiagua (6:4:3)

hidrolizado con

HC1 .

hidrolizado con

agua.
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(219, 211), no ha sido detectada galactosamina como componentes

/ '3 .
de los mismos, Yy sugieren que ectos parasitos no pueden sinteti-
zar o incorperar este azicar en glicoconjugados.

En esta tesis se demuestra que al mencs en JY.cruzi, las

[ . .
celulas son capaces de incorporar g9alactosamina.

7.6 ESTUDIOS DE OXIDACICGN CON METAPERIODATO DE SODIO DE _GiTc

El gangliésido G1Tc se oxidé con Metaperiodato de sodio @, 495M
durante 48 h , se redujo con NaBH4, y se hidrolizo con HCl 2 N.
Luego de 1la hidrolisis se extrajeron los acidos grasos coh
hexano. Por crcmatografia gas liquido de 1los productos de
nxidacién, analizados como sus acetatos de alditoles, se deter-
mino la presencia de glicerol, treitol y sorbitel en relacion
2:1:9,25,

Es conocido (212), gue las uniones piranésicas'(1->3) y las
ramificadas en C2 y C4, son resistentes a la oxidacion.

En el producto de oxidacion de Gi1Tc, observamos la presencia
de sorbitol, en una proporcion que indica que la giucosa no fue
oxidada, o sea que estaria 3-Q sustituida o ramificada de forma
que ho sufra oxidacion .

El glicerol prnvendrfa de la manosa o de arabinosa furanosica

terminal. La precencia de treitol, solo podria deberse a
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residuos de galactosamina no N-acetiladas, unidas por la posi-
cién 4. La baja proporcidn en que se detecto treitol, podria

’ - :
deberse a que la hexosamina este sclo parcialmente N-acetilada.

7.7_METILACION DE_GITC

Una muestra que contenia 209 ug de azucares totales, se meti-
10" con hidruro de sodio, icduroc de metilo vy dimetilsulfoxido,
segin la técnica descripta por Hakomori (213).

La hidrolisis del producto metilado se llevd a cabo en Acido
sulfdrico @,7N en Acido acetico 8%, a 896 C, 20 h. (214). EI
hidrolizado se diluy6 con agua y se filtro a través de una
resina Dowex 1 (forma acetato), eluyendo con metanol. Los acidos
grasos se extrajeron con hexano.

La cromatografia gas liquido de 1los alditoles parcialmente
metilados y acetilados did un pico de Tr 1,95 que por c.g.l-e.m
se pudc identificar como el derivado de 3,4,6 tri-O-metilmanosa

Los picos de mayor tiempo de retencibn eran muy pequefos y nho
se pudieron asignar en forma concluyente.

La presencia de manosa 2-O-sustituida estd de acuerdo con el
hecho de no haberse detectado 1la misma en la oxidacién con
neriodato. El alicerol formado provendria entonces de la manosa
y la arabinosa estaria piranosica. Su liberacibn en condiciones

de hidrblisis suave sugiere que esta como azudcar terminal
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ramificando la glucesa.

La poca cantidad de material dispornible impidi& dzterminar la

. . . S .
seruencia de los azucares en el oligosacarido.

7.8 COMPOSICION DE_G21g

7.8.1 Analisis de la ceramida

G2Tc, purificado por columna de Unicsi}!, se hidrolizb en las
condiciones descriptas para GITC.‘Las bases de cadena larga vy
los acidos grasos se separaron segqun el Esquemna (2).

Las bases de cadena larga se analizaron como trimetilisilil
derivados por ©.9.1. e-m como se describid &n Métodos generales.

El tiempo de retencion era el mismo que el de una estingenina

Las rupturas y las intensidades relativas, del espectroc de
masa de ia base de cadena larga de G2Te (Tabla XXVII), coinci
den con los de una esfingenina patran.

E!l peso molecular (443) esta indicado por la presencia de loc
picos a m/z 428 (M-15), por peérdida de metilo de un grupe
trimetilsililo; m/z 338 ( M-Me3S5i0H4)} w/ZzZ 340 (M- CH20SiMe3d) vy
corresponde a una cadena de 18 dtomos de carbono con una insatu-
racion . La ruptura de la molécula entre los C 2 y €C-3 con reten
cion de la carga en el fragmentc de mayor masa da origen al ion

m/z 311 (M-132}). E!l ion m/z 132 es &l pico base del espectro.
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Tabla XXVIl:Espectro de masas de la base esfingosinica de G2Tc

10N ESTRUCTURA DE LOS INTENSIDAD (%)
(M/2) FAGMENTOS G2Tc  ESFINGENINA PATRON
73 (Me3Si)+ 82,7 17,7
75 (Me2S5i0H) + 14,7 6,9
103 (CH2SiMe3) + 4,4 2,9
116 (CHCH20SiMe3) +- 41,5 65,9
117 (NH2CH2CH20SiMe2) +- 4,8 7,4
132 (NH2CHCHZ0SiMe3) + 160 100
133 (NH3CHCHZ0SiMe3) + - 28,4 46,9
311 (M~NHZCHCH20SiMe3) + 3,7 5,2
338 (M-Me3SiOH) + 3,1 8,7
340 (M-CH20SiMe3) + 4,0 12,0
428 (M-CH3) + 1,1 2,1
429 (M+1-CH3) + - 2,4 8,8

132 193

s

CH3(CH2) 12-CH=CH-CH4CH+CH20S i Me3
TMSC 'NH2

Rupturas similares se han observado para N-acetil-O-Trimetil-
silil eteres de bases esfingosinicas (215).

Los estudios de incorporacion de acido palmitico a los
9anglidsidos de T.cruzi, sefalaron la incorporacion del mismo
a una esfingenina, para G2TC. E! analisis por c.g.l-e.m de la
misma indica que se trata de esfingosina o sea 1,3-dihidroxi-
2-amino-4-octadeceno.

Los acidos grasos purificados sequn el Esquema (2) se analiza

ron por c€.9.1. como sus esteres metilicos (Tabla XXVIII),
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Tabla ¥XVII1T:Acidos arasos componentes de G2Tc

ACIDG GRAZN Tr Tr® G2Tc (%)
C 13:a 1,49 1,45 3,6
C 14:8 (Miristico) 1,98 1,93 2,1
C 15:0 2,67 2,62 1,1
C 16:9 (Palmitico) 3,65 3,69 9,7
2-metil-palmitico 4,38 4,29 27,1 %
no determinado 5,61 a,9
C 18:0 (estearico) 7,27 7,21 17,3
2-metil-estedrico 8,73 8,65 22,6 %
C 2¢:@ (Araquiaico) 13,23 13,15 5,6
2-metil-Araquidico 16,09 9,6 *

Tr Tr experinental de los :nspohentes ge 527c en columna HFGS
TrTe, ¢a los distiatos testigos utilizados

% ldertificados por comparacion con los Tr de los ;cidos
2-netil sustituidos de 617C

+ Ge asignd  por talculo de atuero de carbono {Fig 45) .

Al igual que en GITC, los acidos 2-metilsustituidos son los
mas abundantes (59% del total). Los acidos 2Z-metilpalmitico vy
2-metil estedrico se asignaron por comparacidn con los T.r
de los presentes en GITC, y los Tr relativos a los acidos grasos

de cadena normal (Ejemplo Ci9r/Ci8n= 1,20)
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Serie Nermal Serie 2-metilada
NeC  Tr Log Tr NeC Tr Log Tr
13 1,49 @,173 12 4,33 @,631
14 i,98 9,294 19 8,33 09,9414
is 2,67 9,426 21 16,23 1,200
16 3,65 9,562
18 7,27 @,861

29 13,23 1,12

Fig 45:Grafico de la funcion l1og tr=k. (n2de carbono), para los

acidos arasos de la serie normal y 2- metil ramificada de G2Tc.
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Finalmente la probable identidad del acido 2-metil araguidico

se realizé utilizando el método grafico (Fig 45) .

7.8.2 Composicion del opligesacarido de G2Tc

Comp se describif anteriormente, G2Tc, se marca con 1la
técnica del periodato - NaB®H4,y la radioactividad es liberada
por hidrolisis dcida débil o por la accion de sialidasa.

La movilidad de G2Tc es wmodificada por accifn enzimdtica.
Estas experiencias indican la presencia de &cido sialico en la
molécula. Si bien se cuantifico colorimétricamente, se cbservo
que el color obtenido con acido tiobarbitrico s ho era igual
al de un testigo de acido N-acetil neuraminico. La diferencia
registrada en el color podr{a deberse a sustitucién en el acido
sialico de G2Tc. Acidos sialicos acetilados, o el acido N- glicp
lil neuraminico dan coeficientes de extincidn molar menores al
del N-acetil neuraminico (216)

La caracterizacion por c.g.1,.,-e.m del tipo de acido sialico
presente en G2Tc no fue posible, debido a la baja proporcian en
que este gangliésido se encuentra en la célula (22 ug/g peso
humedo) .

El analisis por c.9.1 de los azucares componentes de G2Tec ,
mostro la presencia de arabinosa, manosa, g9alactosa y glucosa.
No se detectd galactosamina. Estos resultados concuerdan con los

hallados en la marcacidn con galactosa oxidasa-MNaB®H4 en los
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cuales la marca ce incorporé en G2Tc en 9galactosa y no en

galactosamina.
Se realizd una hidrdlisis enzimadtica con B-galactosidasa, de
G2Tec, previamente tratado con neuraminidasa (217).

Por c.g9.}, se observd la presencia de galactosa como ans
azdcar que se hidrolizd por accidn de la enzima.

La enzima hidroliza galactcsas terminales, unidas en B, La
suceptibilidad a B-galactosidasa de G2TC, previo tratamiento
indicarfa que el acido s{ialico terminal estarfa unido a 1la
galactosa, ccmo es comdn en ganglidsidos animales.

Al igual que GiTc, G2Tc también posee manhosa, componente
inusual en gangliosidos de vertebrados

La poca cantidad de material disponible no permitid realizar

estudios de secuencia del oligosacarido de G2Tc.
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7.9.CONCILUSIONES

El interés por los sialoglicoconjugados en general, se ha
incrementado en los (ltimos afos, por su funcion en la regu)a-
cidgn de gran variedad de fenomenos biolagicos. Esa funcion se
debe a la posicidn periférica del &cido sidlico en locs
glicoconjugados y consecuentemente, a su localizacidn externa
en las membranas celulares.

Como ya se ha mencionado, algunos trabajos habian sugerido
la presencia de sialoglicaceonjuqados en J.cruzi,por ejemplo,
la interaccidon de las células con lectinas especificas para NANA
y la deteccidn colorimétrica de NANA, cuandp se sometfan las
c€lulas a la accidn de la neuraminidasa (115).M;s recientemente
se le asignd a los sialoglicoconjugados parte de la carga superfi

cial negativa de la membreana de T.cruzi (117).
En otros trypanosomas, se determind 1a presencia de acido

sidlico asociadc a una glicoprotefna de superficie en Y. _con-

golense (218). En las formas sanguineas de T.brucei_brucei ,
Caroll y col. (Z219) detectaron acido sialico asociado a lfpido,

en concentraciones mayores que en plasma y eritrocito de rata.
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La movilidad de este sialoglicolipido en c.c.d. era algo mayor
que la del gangliocido de mamifero GM1.

En T.cruzi, resulto interesante el estudio estructural de
los sialoglicoconjugados, pues no se habia establecido la natura
leza de los mismos. Su caracterizacion como gangliosidos fue rea
lizada por primera vez en este trabajo de tesis.

Es importante la ccmparacion de su estructura con la de gan-
gliosidos animales, ya que toda diferencia con la célula hues-
ped puede servir de objetivo para el atague del pardsito.

Para la identificacion, se utilizaron en primer lugar,métodos
de marcacion de los parésitos 1o cual permitid trabajar con me-
ncr cantidad de celulas y por otro lado la mercacicn metabolica
confirmo que los glicoconjugados en estudio no provenian del me-
dio complejo en que se cult;van.

El andlisis per electroforesis en geles de poliacrilamida de
las células marcadas excgenamente con NaB®H4, luego de una oxi-
dacion controlada con periodato , mostro la incorporacidn de la
radioactividad en una banda de alta movilidad denominada Banda E
ademds de banda D,la cual incorpora ia marca por poseer unidades
de galactosa en configuracién furantsica (141). L; marcacion de
l1a banda E, sugirié la presencia de sialoglicolipidos ya que el
metodo utilizado marca también unidades de acido si&lico.

La banda E, se extrajo con C:M (2:1), solvente para 1ipidos,

y en espercial con un solvente con KCI, recomendado para la ex-
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traccion de ganglidsidcs, donde se recuperaba un &@% de la
radioactividad.

Por otra parte, ce dosh colorimetricamente el acido siélico
liberado por hidrélisis acida suave v enzimatica de extractcs
lipidicos y extractos KC1 de 1¥t1células. En ambos casos se
dosaron aproximadamenta 1@%unidades de NANA por celula. Por
c.c.d del extracto KCl1 se detecto la presencia de dos
componentes que reveiaban con el reactivo de gangiiosides.

Para confirmar que la porcion lipidica era una ceramida, como
corresponde a los ganglidsidos,se realizd una incorporacidon meta
boiica de (®H)-acido palwitico a las celulas . Faralelamente
se l1levo a cabo una incorporacidn de (®H)- galactosa. La incor-
poracién de(®H)-ac.paimftico en extractos iipfdicos, {fue 20 ve-
ces mayor,que la incorporacion de (2H) galactosa, mientras que
en el insoluble, del cual se extrajeron 1os glicoconjugados ABCD
hay cuatro veces mas incorporacidn del azicar. Se demostrd la
incorporacioh metabolica de galactosa en A,B,C,D v E, ¥y la de
palmiticc solo en D y E.

Por fraccionamiento de los extractocs lip{dicos por un método
descripto por Yu y Leeden, para obtener alta recuperacién de
ganglibsidos , se purificaron dos glicolipidos, gue incorporan
palmitico y galactesa y que coinciden en su movilidad en c.c.d.

con los extraidos previamente con KCl ¥y gque se marcaron con
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periodato- NAB2H4,

En el glicolipido mayoritario (G1Tc) se detecto la incorpora-
cion de acido palmftizo en una esfinganina y en el minoritatrio
(62Tc), en una esfingenina. La movilidad de ambos glicolipidos
en c.c.d es modificada por el tratamiento con neuraminidasa, con
lo cual se comprobd gque se trataba de sialoglicoesfingolf{pidos.

Estas evperiencias confirmaron también cue los ganglibisidos,
qQue son componentes normales de células animales,; son también
biosintetizados por T.cruzi .

Para determinar la composfcién de estos dos gangliésidos, se
llevd a cabo una purifica:ién de los mismos a partir de
1922 cciulas.

La ceramida de G17C censiste de una esfinganina ramificada de
19 dtomos de carbono. Se determinod que los acidos grasns que se
encuentran en maycr prcporcion son dcidee 2-metil sustituidos ,
siendo el acido 2- metil esteirico el mayoritario ( 44%) (Tabla
XXIV). Es de notar que no se habian detectado anteriormente es-
tos 3cidos come componentes de las fracciones lipidicas de T.
cruzi. L2 baja proporcidn de &cidos insaturados (4,6% de acido
oleico), contrasta con la de extractos lip{dicos totales de J.
cruzi.

Mientras que el acido estearico se encuentra en mas de un 90%
en las moléculas de GMI, gangliésido de vertebrados, en inverte-

brados se hallarcn acidos grasos hidroxilados.
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En GM1 son comunes las esfingosinas no saturadas de 18 a 29 é
tomes de carbono, mientras que las fitoesfingosinas son caracte-
r{sticas de las estrellas marinas (Tabla XXIV). En el LPPG, gli-
coconjugado de T.cruzi, se encontré 17-metil esfinganina.

Las distintas hidrolisis realizadas sobre la cadena del oli-
gosacérido de G1Tc, indican gue est3d compuesta por: glucosaara-
binosa: manosa:! galactosamina: Acido N-acetil Neuraminico en re-
lacion 2:1:1:1:1. Esta composicién, es distinta a la de todos
los ganglinsidos de vertebrados e invertebrados conocidos.

En G1Tc, se detectaron dos 2zUcares no idertificades en gan-
91165id05 de vertebrados: arabinosa y manosa. Esta Ultima se ha
descripto como componente de gliccesfingolipides neutros de
bivalvos ,»¥ arabinosa en estrellas marinas.

-, / /s 7

Los estudios de degradacion enzaimatica, hidrolisis acida
suave, oxidacion con periodato de sodio vy metilacfcn, indican
los siguientes hechos estructurales:

- E1 Acido N-acetil Mazuraminico se encuentra en posicién termi-
nal, ya que la cantidad de acido siélico marcado liberado por
tratamiento enzimatico o hidrélisis écida, es simiar,

- La unidad de arabincsa, se encontraria como rami{icacién,
probablemente de una unidad de glucosa.

- Una unidad de glucosa se halla 3—0-5ustitu{da y la otra rami-

fticada.
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- La manosa se halla 2-O-sustituida.

- Por marcacidn enzimatica con galactosa-cxidasa,seguida por re-
duccion cen borohidruro de sodio tritiado, se determind laincor-
poracidon de la radioactividad en la galactosamina presente en
GiTc. Este resultado ya descarta una union de la misma a trav;s
de su posicién 6., Por otra parte, las trazas de treitol detec
tadas en la oxidacidn con periodato podr{a deberse a
galactosaminas no-N-acetiladas y 4-0O-sustituidas. La baja propor
cion de treitol detectada podria deberse a que parte de la hexo-
samina se encuentre N-acilada o a una nxidacion incompleta de 1la
galactosamina libre. La presencia de glucosamina no acetilada ha
sido detectada como componente de glicoproteinas de T.brucei
(211). GiTc es aparentemente el primer glicoconjugado de trypang
somatfdeos en que se halla presente galactosamina.

Es diffcil postular ura estructura total! para el gangliésido,

1o cual requeriria la ap]icacién de degradaciones enzimaticas
secuenciales., La presencia en GiTc de azd&ares no comunes enr gah
glifsidos , dificulta la aplicacién de eéstas tecnicas.

G2Tc, que se encuentra en muy baja proporcién en la célula
posee esfingosina en la porcidn de la ceramida unida a acidos
grasos saturados, entre los cuales se halla unha alta proporcibn
(34%) de &cidos grasos ramificados en la pnsicién 2 por metilo .

Los azlcares componentes del oligosacérido de G2Tc son galac-

- - (A 3
tosa, mancsa , Qlucecsa , arabinesa y un atido sialico cuya estruc
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tura no pudo ser determinada. Este acido sialico marcado ,es re-

movido por la accion de la neuraminidasa, indicando una posicién
terminal del mismo. A su vez, G2Tc desialidado, tratado con
B-galactosidasa, libera galactosa, por lo cual la misma se
encontraria unida al ;cido siélico Como es comun en gangliésidos
animales.

Utilizando los metodos de incorporacién metabolica desarrolla
dos para epimastigotes se determirno posteriormente la presencia
de gangliasidos en trypomastigotes (119}

Las caracteristicas peculiares de ambos gangliasidos, con
respecto a todos los conocidos hasta el presente, junto con la
importancia cada vez mayor asignada a las funciones de los
gangliésidos como receptores de membrana sehalan la necesidad de
realizar estudios sobre el papel que los mismos cumplen en el
Trypancsoma.

Con respecto a la biosfntesis, Schauer y col (115); sugieren
que la biosintesis no tiene lugar por 1la via metabolica estable-
cida ( o sea a partir de N-acetil manosamina para formar CMP-
sialico).

Por otra parte Previato y col (128), proponen un mecanismo de
transglicosidacién para incorporar NANA de glicoconjugados que
los contengan. Esta observacién debe ser conciliada con 1a de
Pereira y col (72), que encontrb que después de 1la acc;on de ie2

sialidasa,los sialoqlicoczonjugados se regeneran en un medio de+fi
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nido sin aporte de MNANA. Para ello cer{a necesario aislar una en
zima capaz de transferir MANA a los glicoconjugados de T.cruzi

Recientemente (229) se pudo transferir acido silico de dono-
res exdgenos a los ganglidsidos de formas trypomastigote de

T.cruzi.
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8.1.- ANALTISIS DE UN PLASMALQGENO_ DE EPIMASTIGOTES DE T. CRUZI

Se hab{a observado (76), que cuando <ce analizaban las
membranas de epimastigotes por electroforesis en geles de
ponliacrilamida vy se revelaba con reactivo de Schif¥f, la banda
de mayor movilidad se detectaba sin tratamiento previo con
periodato. Este comportamiento es caracteristico de
plasmalégenos que poseen en su ecstructura algun aldehido
potencial.

Los plasmalogenos son fosfoglicéridos que poseen en la
posici&n 1 del glicerol una cadena larga alifatica «,B8 nho satu-
rada en posicion cis, unida por un enlace eter (Fig 46 I). Es co
nocida la ruptura de los alq-l—enil-éteres en medio acido s dan-
do origen a un alcohol, en este caso el fosfatidilglicerol, y un
aldehido.

Las reacciones de reconocimiento de los plasmalagenos se basan
en las reacciones del aldehido .

Para detectar la presencia de plasmald@enos en el extracto
C:M (2:1) , se utilizo el reactivo descripto por Reitsema (221),
para revelar plasmalégenos en cromatografia en capa delgada. El
reactivo se basa en la reaccion de la 2-4 dinitrofenilhidrazina,
en medio acido con el aldehido, para dar origen a una 2-4 dini-
trefenilhidrazcona de color naranja.

Cuando se sometio al extracto C:M {(2:1), &a wna c.c.d en sol-

rd
vente 15, se revelo con el reactivo anteriormente descripto, una
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sustancia de Rf= 4,355, Esta sustancia tambien se revelaba con el
reactivo de Bartlett para compuestos que contienen fosfora, vy
con el reactivo de ninhidrina especifico para aminocompuestos,
indicando 1la posible presencia de un fosfoglicérido del tipo de
los plasmaldéenos, esterificado con un aminoalcohonl.

Esta sustancia se ai516 de 19 de extracto CM 2:1, por pasaje
a través de una columna de Unisil, donde se eluyen primero los
lipidos no polares con éter etflico y luego los 1{pidos polares,
entre ellos los focfolfpidos, con metanol. Esta Wltima fraccion
se purificd por cromatograffa en capa delgada. Se obtuvieron 4,5
mg, de una sustancia homngénea de Rf &#,55 (solvente 135) (PLTc?
lo cual reprecenta un @,45% del extracto lipidico original y un

¥, 14% respecto al peso de células secas.

8.2, ESTUDICS DEGRADATIVOS REALTZANOS SOBRE PLTC

Si un plasmalégeno (Fig 46, 1), se trata con un acido debil,
se rompe la union eter -8 no saturada, dando origen a dos pro-
ductos, un lisofosfolipido (Fig 46, II), y un alcohol vinilico

cuya forma estable es el aldehido de cadena larga (Fig 46, I1I1I).
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CH2-0-CH=CHR , CH2-0H
g Ac.Acetico, 0 + RCH2CHO
CH--0-C-R’ H-0dR>
l OH Ol
CHZ—O-E-OX CH2-O-F-0X
o- o-
e 11 111

R,R’= (CH2)n-CH3
X= colina, etanolamina o serina.

Fig 46: Hidrolicsis de un plasmaléqeno en medio acidc débil.

El aldehido III (Al PLTc) se separé er columna de acido

silicico, se redujo con becrohidrurs de sodio al alecchol , Yy s€
analizdé por c£.9.1.-e¢.m. como derivado trimetilsililado, en las
condiciones descriptas en mnetodos generales .

Se identificd hexadecanol provenienie de hexadecana2l, como
componente del plasmaldgsno . Los iones obtenidos se muestran en
la Tabla XXIX.

El pico base correspordid al ion M-CH3, como se describic
para otros trimetilsilil eteres de alccholes (191) y se utilizo
para la determinacion del peso molecular. La ruptura , caracte-
r{stica de estos compuestos, dio lugar al ion m/z 163, que es

uno de los mds abundantes del espectiro.
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TJabla XXIX: Rupturas del trimetilsilil derivado del alcohol
obtenido por reduccidh del aldehido praveniente del plasmal&geno
de T.cruzi.

r-=>M-CH3= 299

H3!
CH3(CH2) 13CH2CH2-0-51-CHE  M+= 314
Lo CH3
! L-->163-CH3= 89
Lo-3117
ION (m/z) INTENSIDAD (%)
214 @,9
299 109
117 2,2
163 39,7
a9 18,4
73 49

El lisofosfol(pido se saponi+ic6, y se identificaron lo=
acidos grasos componhentes como €steres metilicos por c.g.1l.
{Tabla XXX).

Los acidos gracos saturados son los Qque se encuentran en
mayor propurcién (89%) siendo los mas abundantes, el acido
estedrico y el acido palmitico. Dentro de los acidos grasos no
saturados se detecté solamente la presencia de acido oleico.

Estos resultados contrastan con los obtenidos en <fracciones
totales de +osfnlfpid05 de epimastigotes de T.cruzi (:357), donde
los acidos grasos mas abundantes son los insaturados oleico Y
linoleico. Estos también son lcs mas abundantes en la fraccidn

de fos+ol{pidos derivados de la fosfatidiletanolamina.
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abla XXX: AEidos grasos componehtes del plasmaldgeno PLTc,

-1

aislado de T.cruzi.

ACIDO GRASO Trimin) Tr’{(min) Porcentaje
C 14:9 3,44 3,42 d,17
C 15:0 4,60 4,7a 2,10
no identificado S5,63 4,393
C 16:0 6,15 6,43 34,50
C i7:@ 9,49 16.9¢ 2,43
C 18:9 12,76 13,29 42,19
Cc is:1! 14,61 14,8% 11,80

Tre Tr de los acidos 9rasos presertes en PLTL

Te*: Tr de los distintos testioes usados.

Por otra parte se determinaron S x 182 umol de +ostato por
mg de plasmalégeno . Si se cailcula el PM aproximado de PLTc
en 664 ( en base a los acidos grasocs Yy aldehidos que se halla-
rfan en mayor proporcidn), este valor de fosfato corresponde
aproximadamente a ! mol de fosfato por mol de plasmaldygeno. El
valor obtenido para fostato inorgénico, después de una hidrdli-
sis acida fuerte se corresponde con el de fosfato total, descar-

tando la posible presencia de acidos aminofosfonicos.
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El analisis per cromatograffa en papel de los productos de la
hidrdlisis de PLTc, en las condiciones en que se rcompe la unicn
éster fosfato, mostrd la presencia de etanolamina |, que se
reveld con ninhidrina.

En consecuencia el plasmaldgeno identificado en extractos
lipidicos de J.cruzi, deriva de fosfatidiletanolamina .

La movilidad de PLYTe en c.c.d. en solvente 15 (Rf ©,55), es
similar a8 la calculada de una c.c.d, er. el wismo soivente (R{
9,959), para plasmaldgencs derivados de fosfatidietanolamina,
informada por Owens (222).

Teniends en cuenta la estructura determinada para los
plasmaldaernos 2n general (224) (Fig 44), se podria afirmar que,
en PLTc se encuentra una cadena alifdtica de 16 atomos de car-
bonho, unida a traves de la unidn alg-1-enil €ter al C1 del
9licerol. El Zcido estedrico ,y en alguras moleculas acido palmi
tico, estdh esterificando el OH de C2 del glicerol, el cual esta

esterificado en C3 por tosfato de etanolamina (Fig 47).

CH2-0-Cii=CH(CH2) 13CH3

|

Q
CH-0-(- (CH2) 1 6CH3

CH2-0-P-0~-CH2CH2NH2
H-

Fiq 472: Estructura del plasmalégeno identificado en

epimastigotes de T.cruzi.
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La hidrdlisis de plasmalogenos de eritrocitos humanos dio

como componhentes principales octadecanal Yy hexadecanal en
relacion aproximada 3:1. Aproximadamente el 7¢0% de los mismos
derivaba de fosfcglicéridos de etanolamina (223).

Hasta el presente no se habfa informado la presencia cierta
de plasmaldgenos en extractos lip{dicos de T.cruzi.

Timm y col(156) habfan detectado en una fraccidn de fosfolfpl
dos de T.cruzi ,un compuesto que representaba un 4% del total
de los fosfol{pidos. Las caracterfsticas cromatogridficas del mis-
mo, en sistemas de placa delgada bidimensional, correspond(an a
la de plasmaldgenos. Si bien no habfan realizado reaciones de
reconocimiento sobre el mismo, comprobaror que incorporaba
metabolicamente P®*2, 1o cual indicaba gque era un producto sin-
tetizado por el parééito.

Los plasmaldaenos fueron detectados por primera vez, por
Feulgen y Voit , en cortes de tejidos, mediante la reaccion con
el reactivo de fucsina de tejidos no deslipidizados (229).

Recién en 1939, estos mismos autores, aislaron un fosfatido
conteniendo una funcidh aldehido potencial de misculo bovino, el
cual estaba compuesto de un éster de glicerofosforiletanolamina
Y una molécula de aldehido .

Los plasmalégenos, al igual que log glicerofosfétidos,est%n
ampliamente distribuidos en el reino animal, desde los protozoa-

rios hasta el hombre (224).
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La funcion especifica que los plasmalégenos cumplen enh la
célula no ha sido bien definida, a pesar de ser componentes im-
portantes dentro de 1los fosfol{pidos de membrana. Algunos
autores, (225, 226) informaron que las propiedades de mcnocapas
de plasmaldgenos son diferentes de aquellas de diacil derivados

Por otra parte, la relacidn en que se hallan los fosfol{pidos
derivados de fosfatidiletanolamina (como plasmalégenos O como
diacilderivados), variaba en los eritrocitosz de pacientes norma-
les, con respecto a los que presentaban distrofia miotdnica
(227). Estos informes muestran los diferentes roles gue cumplen
los plasmaldgenos en las membranas con respecto a los diaciifos-
folfpidos. Recientemente (228), se describid la marcacidn de

plasmaldgenos de etanolamina por incorporacidn de {1-:4C)-octa-

decarol en el trypanosomatideo Leishmania donovani.

Seria interesante elucidar la funcion que estos fosfolfpidos

cumplen comocomponentes de la membrana del T.cruzi.
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9.1 CONSIDERACIONES GEMERALES

- Las determinaciones espectrofotométricas se realizaron con los
siguientes espectofotdémetros: Spectronic 20 ( Baush & Lomb) para
el rango de 469 a 869 nm, y Beckman DU para 289 nm.

-Las cromatografias gas-liquido se realizaron en un cromatografo
Hewlett Packard 5839 o 5848 A, equipados con detector de ioniza-
cidn de llama.

- Las cromatograffas gas-liquido combinadas con espectrometria
de masas se realizaron en un cromatdgrafo Varian 149¢ acoplado 2
un espectrémetro de masas Varian Mat-CH-7A con procesador de da-
tos.

- Las densitometrias de los geles de poliacrilamida se llevaron
a cabo con un densitometra Crudo Caamado.

-~ Las centrifugaciones se realizaron en una centrifuga
International modelo B-20A con re#rigeracién.

- En las rupturas de las celulas se empleé un sonicadocr
*Sonicator® (Heat Systems Ultrasonics Inc) con secuencias de 19
pulsos de 15 segundos y una potencia de 78W.

-Las determinaciones de radioactividad de BH se realizaron enr un
espectrémet»o de centelleo liquido Packard Tri-Cab 3043 o en un
Tracor Analytic Mark III.

- Las medicivnes de pH se realizaron con un pHmetro Orion modelc

211.
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- Las liofilizaciones se llevaron a cabo en un Equipo Eliovac

TD2091.

- Las evaporaciones se realizaron siempre a presidn reducida en
evaporador rotatorio.

- Las cromatografias en capa delgada (c.c.d) se ﬁealizaron en
placas preactivadas de silica gel é9 de ©,25 mm de espesor
{Merck).

- Para dializar se emplearon membranas de celulosa (A.H. Thomas

Co) de 48A de diametro promedio de poro.
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?.2. SOLVENTES EMPLEADOS

9.2.1. Extracciones

Solvente (1) Cloroformo, metanol (2:1 v/v)

Solvente (2) Cloroformo, metanol (1:1 v/v)

Solvente (3) Cloroformo, metanol, KCl &,1IM (1:10:19 v/v/v)
Solvente (4) Cloroformo, metanol, agua (18:16:3 v/v/v)

9.2.2. Cromatograftia en papel

Solvente (35) Butanol, piridina, agua (6:4:3 v/v/v)
Solvente (6) Butanol, piridina, agua (4:3:4 v/v/v)
Solvente (7) Butanol, Ac. acético, agua (5:2:2 v/v/v/)
Solvente (8) Acetato de etilo, piridina, Ac. acético, agua

(S:35:1:3 v/v/iv/iv/)

Solvente (9) Butanol , Ac. acético, agua (12:3:5 v/v/Vv)



9.2.3.Cromatografia en

Solvente

Solvente

Solvente

Solvente

Solvente

Solvente

Solvente

Solvente

(19)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

(12)

n-propanol, amon{aco

Cloroformo, metanol;

Cloroformo, metanol,

Cloroformo, metanol,

Cloroformo, metanal,

Cloroformo, metanol,

(65:43:1:3 v/v/v/v)

Cloroformo, metanol,

(S:4:1 v/v/v)

Cloroformo, metanol,

capa delqgada
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28%, agua (795:5:5 v/v/v)

NH40H 2,5M (79:48:8 v/v/v)

NH40H 2,5M (69:35:8 v/v/v)

NH40H 1M (49:19:1 v/v/v)

NH40H 28% (65:25:35 v/v/v)

Ac. acetico, agua

CaCl2 8,2% (en agua)

agua (5:4:1 v/v/v)



9.3. METODOS CROMATOGRAFICOS

9.3.1. Cromatografia en papel

Se realizaron por el método descendente empleando papel

Whatman N°{ y los solventes 5,6,7,8 y 9.

9.3.1.1. Reactivos de revelado

a)Nitrato de plata-hidrdxido de sodio

Se diluybd 9,1 ml de solucion saturada de nitrato de plata con
299 ml de acetona y se redisolvio el precipitado de nitrato de
plata formado por adicidn de la minima cantidad de agua. Los
cromatogramas se sumergieron en esta solucidn, se secaron a
temperatura ambiente y se pulverizaron con solucion de hidroxido
de sodio 2N en etanol S9%. Los azucares reductores s
polialcoholes y aminoazucares aparecen como manhchas de color
marron oscuro. El1 exceso de oxido de plata se removid por
inmersicon en una solucion acuosa de tiosulfato de sodio S%. La

cantidad minima detectable de azlicares reductores es de 2-29¢ ug

(229).
b)Ninhidrina
Los cromatogramas se pulverizaron con unha solucion de

ninhidrina (hidrato de tricetohidrindeno) &,25% p/v en acetona ,

con una gota de piridina, y se calentaron a 195-1318°C durante
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18 minutos (239). Este reactive se empleé para revelar

. . . . ’ .
esfingosinas y aminas en placa delgada y aminoazucares, aminas ,

/., . .
y acidos aminofosfonicos en cromatografia en papel. Todas
estas sustancias revelan en distintos tones de color
,
purpura.

c) Periodato~ Acido Tiobarbitlrico

Se prepard segdn 1z tecnica descripta por Warren (231). EI
papel se rocia con una solucion de metaperiodato de sodio 9.5 M
en acido sulfdrico .85 N y €2 deja 15’ a temperatura ambiente.

Luego se pulveriza con una sclucion de etilenglicoliacetona:
Ac.sulflrico (5€:50:3 v/v/v), vy después de 19’ el papel se rocia
con una solucidn acucsa de 2-tiobarbiturato de sodio al 6%. ¢Ee
calienta 18’a 190°C., Se revelan &cidos sialicos y 2- desoxi-

(4 N s . . .
azucares, Se detecta aproximadamentes 2 ug de acido sialicece.

d) Reactivo para fosforo

Se disolvid 19. de molibdato de amenio (NHa)sMo7024.4 H2Q)
en 11 ml de HCl 3N; se agread 3 ml de HC104 78% y la wezcla se
llevé a 199 ml con acetona. Los cromatogramas se sumergieron en
esta solucioh , se calentd en estufa a 99°C por Sty
se humedecieron brevemente con vapor. Posteriormenta2 se 1los
irradid con lampara UV (386nm} durante 19'. Los compuestos qua
contienen fosforo revelan como manchas azules. Se utilizo en

cromatografia en papel y en placa delgada (232).
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9.3.2. Cronatogratia en capa delqgada

?2.3.2.1.Reactivos para revelado

a) Orcinol-3cido sulfurico

El reactivo se prepard displviendo 208 mg de orcinol
recientemente recristalizado, en 189 ml de H2S04 7S% (v/v). Esta
solucidn es estable en la oscuridad a 4°C durante una semana.
Las placas se pulverizaron con el reactivo hasta humedecenr
completamente su superficie y se calentd en estufa a 109°C
durante 15'. Los glicolipidos dar manchas azules sobre <cndo

blanco. (233).

b)x-naftol-acido sulfurice

Las placas se pulverizaron con una snlucién de x-naftol 2%
en etanol y sequidamente con H2504 cancentrado, luego se calento
18°a 199°C.Los compuestos que contienen una porcidn glicosidi-
ca dan manchas rojo pﬁrpura mientras que los fosfolipidos v los
lipidos neutros revelan color marrén; soh detectables 1-16 ug

de sustancia (234).

€) Resorcinol-Cobre
A B9 ml de HCl1 (c) ,que contiene 9,5 wml de CuS04 9.1iM (2,5 g
de CuS04 en 169 ml de agua) se le agregan 4 h antes de usar, 1¢g

m] de una solucion de resorcinol al] 2%. Se lleva a 188 ml con
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agua. Se rocia las placas y se las calienta en estufa a 12@°¢
durante 15’, Los gangliésidos revelan como manchas azu:l violaceo

(163).

d) Test de Reitsema para plasmalééencs
Se pulveriza la placa con una solucion de diritrofenilhidra-
zina ©g,4% en HCI 2N, vy casi inmediatamente aparecen 1los

plasmaldgenos como manchas amarillo-anaranjadas. (221).

9.4. CROMATOGRAFIA GAS LIRUIDG (C.G.L)

Se utilizaron columnas de vidrio rellenas con las siguientes
fases:
a: ECN3SM 3% en Gas Chrom @ (138-12€) (9,2 x 184 cm)
b: av-191 2% en Chromosorb WAW-DMCS (64-84) (8,2 x 126 cm)
c: 0OV-17 3% en Chromosorb WAW-DMCS (66-89) (9,2 x 180 cm)
d: NFGS 19% en Chromosorb WAW-DMCS (608-84) (6,2 x 120 cwm)
e: SE-306 3% en Chromosorb WAW-DMCS (88-1€0) (8,2 X 186 CM)
f: SP-2339 en Chromosorb WAW-DMCS (8£-19g@) (8,2 x 12€ cm)
g: 0V-225 3% en Chromosorb WAW-DMCS (469-80) (8,2 x 188 cm)
En cada caso se indica la temperatura de la columna (Tc)j la
temperatura de inyeccidh (Ti) ¥y la temperatura del detector (Td)

as{ como los tiempos de retencion (Tr) de los picos de interés.
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9.4.1.Pregaraci6n de derivados pare c.q.l

a) Acetatos de alditoles

Se preparé segﬁn la tecnica descripta por Torrello y col
(206). Las fracciones de azlcares heutros y aminoazﬁcares de los
hidrolizados se secaron a presion reducida, se redujeron con una
solucidnh fresca de BH4Na en 1M NH4OH (2mg/ml) durante 48 min a
temperatura ambiente. E1 exceso de reductor se destruye por
agregado de acido acetico glacial, gota a gota hasta pH 5. Luego
de llevar a seco, se agregb6 1 ml de wuna mezcla de metanol:
benceno (S5:1), y se calentd 5’ a $49°C, Se llevd a seco. Para
remover restos de acido borico se realizaron varios a9regados
de metanol (2 ml) y evaporaciones sucesivas.

Las mezclas de alditoles obtenidas se secaron en desecador al
vacio y se acetilaron con anhidrido acéti:o:piridina (1:1),
calentando en tubos tapados, en estufa a 199°C durante 1 hora.
Posteriormente se elimind el anhfdrideo acético y la piridina en
exceso por destilacidn a presién reducida. La muestra seca se
tomo en 1 ml de clorofcrmo y se extrajeron las sales con agua
{3 x 1ml), la fase orgénica se seco sobre S04Na2 2anhidro, se
filtro, se llevd a sequedad ¥y se tomd en un volumen adecuado de
cloroformo para su inyeccién en el cromatdgrafo.

En una experiencia tipo las muestras de alditoles acetilados
se cromatografiaran en la columna a empleando las siguientes

condiciones:



Ti: 21¢°C; Td: 21¢g°C§ Tc 1759C; flujo de Nz 29 ml/min.
Los tiempos de retencidn de los tectigos de interés, eh estas

condiciones son:

Azdcar Tr
(alditol acetilado) {min)
Arabircea 8,98
Manosa 21,95
Galactosa 26,98
Glucosa 29,41
mio inositol 37,44

b) Trimetilsilil esfingosinas

Las mezclas de bases esfingosinicas, praviamente secadas
sobre P205, se sililaron por el siquiente método: disolucioh en
piridina y calentamiento con Tri-Sil (Pierce--Rockford: a 797C

durante 19 minutos.

-’ - . . - i ¢ . K] i »
c) Trimetilsilil ester-Trimetilsilil eteres de acidos sialicos
La mezcla de dcidos sialicos, previamente secadas sobre F20S
se sililo con una mezcla de hexametildisilasano, trimetilcloro-

silano,piridina (1:2:18 v/v/v) y se calentd a S@°C durante 19’
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d) Esteres metilicos de acidos grasos

Las mezclas de dcidos g9grasos se trataron con trifluoruro de
boro 18% en wmetanol (3,6 mi) en banro d2 agua hirviente durante 2
minutos. Se llevd a seco y se elimind el reactivo mediante
sucesivos agqregados de metanol, y evaporaciones., El residuo s2
tomd en €ter etilico (5 ml) y se lavé con solucicn diluida de
CO3HNa (2 x 12 ml) ¥y luego con agua hasta neutralidad. La +fase

Drgénica final se seco sobre S04Mg anhidrop y se concentrd (235),

.4.2 Condiciones _empleadas _en_las cromatografias qgas-liquido
I.- Acetatos de alditoles parcialmente metilados! Se cromatagra-
fiaron empleando las fases a ¥ @ en las siguientes condicio-
nes:

Ia.~- Fase a Tc 179°9C;Ti 21089C;Td 2189C; N=z:23 ml/min

Ib.- Fase 9 Tc 170°CiTi 210°C;Td 214°C; Nz 25 ml/min

II.-Hexosaminas acetiladas: Se empled una columna con fase g
en las siguientes condiciones:

Tc 238°C; Ti 250°C; Td 2599C; Nz 26 ml/min

III.- Acidos grasos metilados: Se cromatongrafiaron empleando fases
d vy f en las siguientes condiciones
IIla.- Fase d Tc 175°9C;Ti Z19°9C;Td Z12°9C3 Nz 25 ml/min

I1Ib.- Fase ¥ Tc(programada) 150-268°C;10°C/miniTi 228°C
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Td 220°C; He 25 ml/min.
IV, -Esfingosinas trimetilsililadas:! Se cromatograftiaron en fase
Cc, usando algunas de las siguientes condiciones:
IVa.- Tc 19@°9C5 Ti 230°C3 Td 238°Ci N= 39 ml/min.
IVb.- Tc (programada) 180-299°C 16°C/min; Ti 253°C 3

Td 250°C; He 38 ml/min.

V.-Trimetilsilésteres Trimetilsilil éteres de acidos sialicos:Se
cromatografiaron en una columnna con fase b utilizando las
siguientes condiciones:!

Tc (programada): 120-296°C (@C/miniTi 266°C; Td 264°Cj;

He: 23 ml/min.

Vi.- Trimetilsililéteres de alcoholes de cadena larga: Se
cromatografiaron en una columha de +ase e, utilizando las
siguientes condiciones:

Tc (programada): 100-299°C, 6°C/min; Ti 259°C; Td 256°9Cj

He: 25 ml/min.

9.5. LETERMINACIONES CUANTITATIVAS

. - ’
9.5.1 Determinacion de azucares totales

Se llevd a cabo empleando el método colorimstrico de

fenol-acido sulfurico seaun la técnica decripta por Dubois y
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col (236) . Se mezcld ©.5 ml de una solucion que contenia entre
S y 35 ugq de azdcar con #.5 ml de fenol 5% (p/v); los blancos se
prepararon con 9.5 mi de agua destilada. lLuego de agitar se
agregaron 2,5 ml de dcido sulflrico concentrado analitico,desde
una bureta de buen flujo, y se dejd reposar 16 minutos. Se
agitaron los tubos nuevamente y se dejaron 26 wminutos a
temperatura ambiente. Se midid }Ja absarbancia a 499 nm determni-
nandose la cantidad de azicar en las muestras por referencia a
una curva patrd% preparada simultanemente (solucion patron de
manosa/galactosa &,5 mg/ml). Virtulamente todos los azucareas,
incluyendo sus derivados, oligc vy polisacé%idos, pueden determi-
harse con esta técnica. Entre los no evaluables cabe mencionar a
las hexosaminas y los inositoles. E1 error del método es de
+ 2%,

?.5.2.Determinacicon _de 3lucogeno

Se siguio el metodo de Huijing (134)

Alicuotas del homogenato se hidrolizaron a gqlucosa con una
solucion (280 ul ) de glucoamilasa (59 ug/mnl , Merck S9 U/mg) vy
«-amilasa (8¢ ug/ml Merck 170 U/mg),en buffer acetato de sodio
9,1 M pH 4,8. La incubacidn se realizd durante 1h a 38°C (G1).
Se realizaron controles para la estimacidn de glucosa libre en
el homogenato, agregando a las muestras respectivas el buffer

acetato de sodic (2¢0 ul), sir las enzimas glucogenol{tizas men-
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cionadas (G2). La g9lucosa presente en l1as alicuotas incubadas ce
determind por agregado de un ml del reactivo de glucosa oxidasa-
peroxidasa, segin la técnica de Fleming- Pegler descripta a
continuacidn. El contenido de glucogeno se determind mediante

los valores de Gi- G2

9.5.2.1.Determinacion de D-qlucosa

Para la determinacion cuantitativa y selectiva de D-glucosa
se empleé el método propuesto por Fleming y Pegler (237).
Reactivo! Se disolvieron 69 mg de glucosa oxidasa, 6 mg de per-
oxidasa y 29 mg de o-dianisidina en 209 ml de solucion tampdn de
Tris-acido clorhidrico (pH 7,9) .El tampoén se prepard disolvien-
do 15,25 g de Tris (2-amino-2(hidroximetil)propano-1,3-diol) en
21,5 m] de HC]1 SN, se diluyd & 259 m]l en un matraz aforado con
agua destilada, se agregaron 165 ml]l de 9licerina analitica y se
ajusto’ el pH a 7.8 . El reactivo es estable durante un mes en la
oscuridad a 4°cC,

Procedimiento:Se mezclo 1 ml de solucion de glucosa (1-1€@ ug)

con 2 ml de reactivo y se incubd durante una hora a 25°C. Se
agregaron 4 ml de H2504 SN,se agito y se leyo la absorbancia a

525 nm. Se utilizd una selucion patrdﬁ de glucosa 1 mg/ml.

. . 7 .
92.9.3 Determinacion de hexosaminas

Las hexosaminas se cuantificaron mediante el método de Elson
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y Morgan (238), siquiendo la tecnica descripta por Svennerholm
{239).

A 1 ml de solucion que contenia entre 5 y 15 ug de hexosamina
se agregd ¥,5 ml de una solucian de 2,4 pentanodiona 4% (v/v) en
carbonato de sodio 1,25N. Los tubos se taparon en forma no hermé
tica y se calentaron 1 hora en un bano de agua a 99°C.Luego se
agregaron 4 al de etanol y 9,5 ml de una solucidn de 1,6 g de
N,N-dimetil-p-aminobenzaldehido en 68 mi de etanol- HCl(c) (1:1)

Los tubos se agitaron y se determind la absorbancia a S26 nm.
El color rojo aparece inmediatamente y es estable aproximada-
mente una hora.

Aunque las hexosas (2mg) y mezclas de aminoacidos (5 mg) no
interfieren separadamente, la presencia simulténea de hexnsas vy
algunos aminoécidos, particulairmente é;lisina, da lusgar e
interferencia. For esta razonh las hexosaminas se Ssepararon
previamente de los hidrolizados correspondientes por
cromatografia de intercambio iohico de acuerdo al metodo
sugerido por Boas (24g). Las muestras se sembraron en columnas
de 5 ml de Dowex 59 W (H+) y se eluyé primero con agua (29 ml),
y seguidamente con HCl IN (20 ml). Los eluidos acidos se concen-
traron y neutralizaron mediante sucesivos agregados de agua Yy
evaporaciones y, sobre éstos se efectud la colorimetria.

La curva patrdﬁ se obtuvo ccn una solucidn de 1 mg/ ml de
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glucosamina.

. N o . 4 .
9.5.4 Determinacion de acido sialico

Se procedid seglin la técnica descripta por Aminoff (162)
Reactivos
1) Acido periddico 25 wM en H2S04 @, 125N
2) Arsenito de sodio 2% en HCl1 @,5N
3) Acido 2-tiobarbitirico g,1 M ajustado ei pH a 2 con NaOH.
4) n-butanol conh agregado de S% HC1 2N.

Procedimiento

Las reacciones se llevan a cabo en tubos de centr{fuga. Se
agregaron 9,25 ml de la solucicén 1) a una solucidn acuosa que
contenga 2-2¢ ugq de Acido N-acetil Neurami{nico. EI periodo
de oxidacion es de 36 minutos a 37°C. Se agregan 2,2 ml de
arsenito de sodio para destruir el exceso de pericdato. Después
de 2 minutos desaparece el color amarillo liberado por el iodo,
y se agregan 2 m! del reactive de acido tiobarbitdrico. La
mezcla se calienta en un bailo de agua hirviente 7 minutos vy
después se enfria en un bafo de hielo. Se extrae el cromdforo
por agitacién con S ml de butanol. Se centrifuga 3 minutos a
3090 9 ¥ se lee la absorbancia a 547 nm. La curva patrdn se
obtuvo con una solucion de Acido N-acetil neuramfnice 1mM,
disuelto en agua Y ajustado el pH a 5 con bicarbonato de sodio.

La solucidn se mantiene a 18°9C.
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9.5.5. Determinacion de fosforo inorqdnico

Las determinaciones de fosforo inorgénico se efectuaron segun
el método propuesto por Chen y col (241),
Reactivo: Se prepararon dos soluciones:
Solucion a): Acido ascorbico 18% : es estable un mes a 4°C.
Solucion b) Molibdato de amonio 9,42% en acido sulfirico (28,6
ml de H2504(c) y 4,2 g de (NH4)5Mo7024.4H20) se llevan a 1090 ml
con agua).

El reactivo necesario se prepara mezclando un wvolumen de
solucidn a) con é volimenes de solucion b). Este puede
mantenerse durante un dia en baho de hielo.

Procedimiento: Se agregaron 2,1 ml de reactivo a &,9 ml de

solucich acuosa de fosfato (@.902-9,61 umoles) y se incubd 29
minutos a 45°C o { hora a 37°9C. Se determind la absorbancia a
829 nnj el color es estable durante varias horas y las lecturas
son proporcionales a la concentracion de fosfato hasta una
densidad dptica de 1,8. Como colucion patron se utilizo fosfato

monopotasico 9,5 umol/ml.

. . ” - / .
?.5.6 Determinacion de fosforoc orqanico

Se cuantificd el contenido total de fdsforo ségun el método
de Bartlett (242), eventualmente el fdsforo orgénico se estimo

como la diferencia entre el +osforo total y el inorgénico
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determinado como se describid anteriormente.
Reactivos: a) Molibdato de amonio: Se disolvieron 4,4 g de
molibdato de amonio tetrahidratado en 2909-392 ml de agua, se
agregd 14 ml de H2S04 (c) grado analitico y se llevo a {l.
b) Agente reductor (Fiske y Subbarow) {243): Se mezclaron en
mortern 3% g de bisulfito de sodio y 9,5 g9 de acido 1-amino-2-
naftol-4-sulfonico. La mezcla se disolvidé en 258 ml de agua
destilada, se dejo en reposo R horas en la oscuridad y se $iltro
Esta solucidn es estable durante 6-8 semanas a 49°C en la os-
curidad. Para preparar el agente reductcor se diluyd 1:12 el
reactivo de Fiske-Subbarow.

Procedimiento: Las muestras, que contenfan hasta 4,15 umol de

fostoro,se digirieron con 9,4 ml de acido perclorica 79-72%.
Luego de la digestién, se enfrio y se agregaron 2,4 mi de
solucion de mol)ibdato de amonic y 2,4 ml de agente reductor. Se
agitaron los tubos y se calentaron en bano de agua hirviente 130
minutos. Se enfrio Yy se leyé la absorbancia a 839 nm., las
muestras con A>@,800 pueden leerse a 735nm (€735 =1/2. € 839).

La curva patrdh se realizé por duplicado con alicuotas de una

solucion de fosfato monopotasico @,SmM.

9.5.7 Determinacicn de Qrote{na:

El contenido proteicc se estimé por el método de Lowry y col
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(244), basado en la reaccién de la protefna con cobre en medio
alcalino y la posterior reduccidn del reactivo fosfomolibdato-
fosfotungstato producida por los residuos tirosina y triptéfanu
presentes en la protefna tratada.

Reactivos:a) Solucidn alcalina de cobre: Se prepararon dos
soluciones:! 1) carbonato de sodio 2% en MNaOH @,1N; 2) sulfato de
cobre @,5% en tartrato de potasio 1%. La solucidn alcalina de
cobre se prepard en el momento mezc;ando 20 ml de 1) con 9,4 mi
de 2). Esta solucidn es estable 24 horas.

b) Reactivo de Folin Ciocalteu: Se utilizé el reactivo comercial
{(Merck), diluido con agua 1:1,

Procedimiento: Se agregaron 3 ml de solucidn alcalina de cobre

a 9,6 ml de muestras que contenian entre 69 y 399 ug de
proteina; se mezclé s Se dej5 en reposo 19 minutos a temperatura
ambiente, se agregé 2,3 ml del reactivo de Folin Ciocalteu y se
volvid a mezclar. Luego de 38 minutos se determind la
absorbancia a 6696 nm. Como solucidn patron se utilize albdmina
bovina 1 mg/ml.

Aunque la produccién de color depende de cada protefna en
particular, siendo €sta la principal desventaja del metodo seste
es aproximadamente 28 veces mas sensible que las medidas de
absorbancia a 289 nm y 109 veces mds sensible que la reaccién

del biuret.



9.5.8 Determinacion de bases de cadena larga

Se procedié segun el metodo de Lauter y Trams (245)
Reactivos:
1) Solucidh patron de dihidroesfingosina (esfinganina en acetato
de etilo)
2) Solucidn tampdn de Acetato de sodio &,81M, pH 3,6 lavado con
acetato de etilo.
3) Solucidn de anaranjado de metilo. Se disuelven 258 mg del
colorante en S8 ml de agua y la solucidh se lava con cloroformo.

Procedimiento: Se toman entre 9,82 y 6,15 umoles de bases de

cadena larga en S ml de acetato de etilo, se agregan 2 ml de

solucicn tampéﬁ de acetato de etilo y 6,1 ml de solucibén del
ctolorante. Se agita, se centrifuga, se separa la fase orgénica
de acetato de etilo y se lee la absorbancia de esta Gltima a

415 nm.

9.6 CROMATOGRAFIA EN BIOQ GEL P2

Una columna (99x {,3cm) de Biogel P-2, grado medio (Bio Rad)
equilibrada cen agua destilada, se emple6 para desalar fraccio-
nes de glicoconjugados . El rango de trabajo, descripto para
eésta es 199-1809 daltons. El1 volumen de exclusion era de 48 ml
habiendo empleado azul dextrano (Pharmacia), para su determina-

cion.
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9.7 ELECTROFORESIS EM GELES DE POLIACRILAMIDA

Las electroforesis de tipo disco en geles de poliacrilamida
15%, en buffer fofato de sodio 9,1 M pH 7,2 ,en presencia de
Sodio Dodecil Sulfato (SDS) @,1% se realizaron siguiendo la
tecnica de Segrest y Jackson (246), empleéndose tubos de vidrio
de 8 x 9,6 cm.

Reactivos

solucion A: 15 g de acrilamida y #,6 g de bis (N,N-metilen-bis-
acrilamida) se disuelven en 199 mi de buffer de corrida
Solucién B: 159 mg de persulfato de amonio en 19 ml de agua
Solucidn C: Ns,M,N’,;N’-tetrametilendiamina 5% en agua.

Preparacion de los geles: A 19 ml de la solucidn A se aqrega {1

ml de solucion B. Se deaerea y se agregan &,2 ml de la solucion
C. Se colocan 2 ml de la solucion resultante a cada uno de los
tubos de electroforesis y se completa el volumen del tubo con
aqua cuidando de no remover la superficie del gel. Se dejan
polimerizar a temperatura ambiente.

La muestra (2¢-70 ug de azicar total) se disuelve en 35¢-109
ul de buffer fosfato de sodio 9,1M pH 7.2 &,1% en SDS, se agrega
1% ul de solucion 9,4% de azul de bromofenol como indicador de
corrida y 19-20 ul de glicerol,se calienta en bafio de agua
hirviente , ¥y se siembra la solucion resultante en la parte
superior de 1los tubos. La electroforesis se 1lleva a cabo

apiicando un voltaje constante tal que determine una corriente
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de 6 mA por tubo. La experiencia se realizé a 15-28°C durante
3,5-49 h.

Coloracidn de los geles:

4 : -
a) para azucares: Los geles fueron fijados durante la noche en

una solucicon de etanol (49% v/v), dcido acético (5% v/v) y agua
(55% v/v). Se trataron luego con dcido pericodico (&,7% en acido
acetico 5%) durante 2-3 h y se lavaron con solucion de
metabisulfito de sodio #,2% hasta desaparicicon del celor
amarillo. Los geles fueron coloreados por el agregado del
reactivo de Schif+.

Reactivo de Schiff: Se disuelven #,8 g de fucsina bidsica en

208 ml de solucion 9,8% de metabisulfitec de sodio, a la que se
le ha agregado 2,1 ml de HCl (c). Agitar a temperatura ambiente
2h en la oscuridad. Agregar 1-2 9 de carbon lavado con HCl.
Filtrar y guardar en 1a heladera.

- ’ - . <
b) para protef{nas: La coleoracion de proteinas se realizo

siguiendo 1a tecnica de Korn y Wright (247). l.os geles se
fijaron en una solucion de metannl (S9% v/v), acido acético (5%
v/v) y agua (45% v/v) durante una noche. El1 proceso de
coloracion de los geles con Azul Coomassie R (Sigma) siguid la
siguiente secuencia:

1) Inmersion durante una noche en solucich g,025% de Azul

Coomassie (AC) en isopropanol, acido aceético, agua (25:10:65



v/v/v).

2) Inmersion durante 8 horas en solucion 9,00925% de AC en
isopropanol, acido ac€tico, agua (1:1:8 v/v/v).

3)Inmersich durante una noche en solucidn 3,9825% de AC en
acido acetico , agua (1:9 v/v).

4) Inmersidon en acido acetico s agua (1:9 v/v) hasta abservar

las bandas con claridad.
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9.8.ELECTROFORESIS EN GRADIENTE DE GELES DE POLIACRILAMIDA

Las electroforesis en capa de gradiente de geles de poliacril-
amida se realizaron sigquiendo la técnica de Studier y col (143).
Reactivos:

- Solucidn A: 39% (p/v) de acrilamida ; &,8% de NN® metilen-
bis-acrilamida (p/v), en agua. La solucioh se mantiene a 4°C.

- Solucion B: 18,17 g de Tris y 2 ml de una solucidn de SDS

20%, se lleva a 190 ml con agua y se ajusta el pH a 8,8 con HC1
éN,

-~ Solucioh C: 30% (p/v) de acrilamida y 1,6% (p/v) de N,N’meti-
len-bis- acrilamida en agua. Se guarda a 4°cC,

- Solucion D:6,96 9 de Tris y 2 ml de SDS 28% (p/v) y se lleva

a 199 ml con agua. Ajustar el pH a 6,8 con HC1l é&N.

- Solucidn E: Persulfato de amonio (26mg/ml) en agua preparada
en el momento de usar.

- TEMED (N,M,N’,N’-tetrametilendiamina).

- Solucion concentrada de buffer: 12,9 g de Tris y 57,6 g de
glicina en 1 1 de agua (pH 8,2). Para la corrida electro+orética
el buffer debe ser diluf{do 4 veces y agregar SDS 20% hasta una
concentracicon final del B,1 % (p/v).

- Buffer de la muestra: Mezclar 2,5 ml de Solucion D,2,5 ml de
SDS 20%, 2 ml de 9glicerol ; 9,1 ml de EDTA (9,1 ml en aqua).

Completar el volimen a 18,5 ml con agua. En e]l momento de usar,
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mezclar 1,85 ml del buffer de muestra con 9,95 ml de
B8-mercaptoetanol y 4,1 ml de azul de bromofenol (4,1% p/v) en
aqua.,

- Solucidn fijadora: Metanol, dcido acé\ico, aqua (5:1:4 v/v/v)
- Solucion de tefido para protefnas: @,2% (p/v) de Comassie Blue
R-250 en solucidn fijadora. Filtrar la solucién antes de wusar.
Se usa 8-19 veces.

- Solucicn decolorante: Metanol, ac. acético,agua (19:2:83

v/iv/iv)

Procedimiento

- Preparacidn de la muestra : Un homogenato de los parésistus

marcados o los glicoconjugados aislados, se suspenden en 5¢-199
ul de buffer de muestra. La suspensién se mantiene durante 3

minutos en bano de agua.

- Armado del aparato:! El gel se arma entre 2 placas de vidrio,

que deben estar perfectamente limpias. Entre 1las placas se
colocan 3 espaciadores de Plexiglas, en lbos costados y el fondo.
Las placas y los espaciadores se unen con vaselina y todo el
sistema se fija con broches. Las placas se colocan verticalmente

en una superficie lisa.
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- Preparacién de 1os qgeles de corridas y precorrida

a) Geles de corrida:! Para los geles de gradiente de poliacrilami
da (PAA) (8-15%) se utiliza el sigquiente procedimiento:

En dos kitasatos de 59 ml se preparan las mezclas I y II

1(8% PAA) 11 (15% PAA)

Agua (ml) 3,45 2,178
Soluciodn A(ml) 3,00 5,75
Solucion B(ml) 2,81 2,81
Solucion E(ml) 9,17 2,17
Glicerol (ml) 2,13 a,66
Poliacrilamida 3%(ml) 1,9 1,9

TEMED (ul) 19 19

Las soluciones se deben deaerear independientemente antes de
agregar el TEMED. Luego de agregar el TEMED, las soluciones se
colocan en vasos comuhicantes. La mezcla 11 se debe agregar al
tubo mas alejado de la salida. Se debe colocar un agitador magné
tico en el tubo que esta conectado a una bomba peristdltica. La
solucion se deja fluir a las placas a baja velocidad hasta

llenar el sistema, luego se cubre con una pequeﬁa capa de agua.
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- Gel de precorrida: El gel se prepara mezclando:

Agua (ml) 6,34
Solucion C (ml) 1,00
Solucion D (ml) 2,50
Solucion £ (ml) 8,15
TEMED (ul) 29

Se deaerea antes de agregar el TEMED. Se retira la capa de agua
y se lava la superficie del gel de corrida con 2 wml de la
solucion de precorrida. Se inserta un peine (con varios dientes)
y se llena con el gel de precorrida. La polimerizacidn tiene

lugar en 29 minutos.

- Corrida electroforetica: Se remueve el peine y 2] espaciador

inferior. Se ubica !a placa en la cuba de electroforesis y se

sujeta con broches. Se llena la cuba con el buffer de corrida vy
se elimina cuidadosamente todas las burbujas. Luego se aplican
las muestras (10-15S ul) en cada cavidad con una microjeringa. Se
conectan los electrodos a la fuente el anodo es el electrcdo
inferior y el catodo el superior. La electroforesis se corre
primero a 15 mA hasta que el azul de brompofenol penetre el gel
de corrida, luego a 26-25 mA 5-6 h hasta que el colorante lleque
al cm del borde inferior del gel. Al finalizar la corrida, se

retiran las placas de la cuba, se sacan los espaciadores vy 1la

placa de vidrio y se marca el colorante.
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- Fijacibn, teflido y coloracicn: Cuando se desea revelar para

prote(nas, se coloca el gel en la solucid% fijadora 39" , luego
otros 3¢’ en la solucién de Coomasie y finalmente en la solucion
decolorante. La decoloracidn se acelera calentando el gel a 69°C
con agitacién en presencia de algin absorbente (lana,
muselina,etc). En estas condiciones, los geles se decoloran en 2

horas.

g . 7
-_Preparacion para autorradioqrafia: Los geles se pueden secar

para gquardarlos o para autorradiografia. Se coloca el gel en una
hoja de papel Whatman 3MM himedo y se transfiere a un aparato
secador de geles. Se cubre el gel con una hoja de plastico y se
seca. Después de secar, el gel se reduce a una capa delgada que
permanece adherida al papel de +iltro y se puede exponher

t+4cilmente a placas de rayos X.

- Fluoroqra*fa: El gel se lava con agua y se coloca en una

solucién de salicilato de sodio IM durante 45 minutos y luego se

seca.

N 4
- Exposicion de las placas: E]l gel seco se coloca sobre una

placa de rayos X (Kodak X-AR para 3H), entre planchas de plomo,

se cierra bien, y se deja 15-3¢ dfas a -7@°cC.
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- Revelado de las placas: Las placas se dejan llegar a tempera

tura ambiente y se colocan durante 2-5 minutos en una solucion
de Revelador Rapido para Rayos X (Kodak), luego 3 minutos en una
solucich de Acido acético S5%(v/v) y 15 minutos en fijador para

Rayes X (Romek).

?.9. FLUOROGRAFIA DE CROMATOGRAFIAS EN CAPA DELGADA

Esta metodolng{a se utiliza para revelar las placas de silica
gel en que se han cromatoqrafiado muestras marcadas con (@H)
Reactivpo: Se funden 149 g de 2-metil naftaleno en un ba;o de
agua caliente y se agrega 9,4 g de PPO (difeniloxazolona)

Procedimiento l.a solucion se vuelca en una fuente caliente vy

las placas se sumergen durante 1 minuto, luego se mantienen en
posicién vertical hasta que drene el exceso de reactivo.
Cuando solidifica la solucion, la placa se expone de iqual

manera que para geles (248)
9.19. MEDICION DE RADIQACTIVIDAD
La medicidh de radicactividad presente en los cromatogramas

. 4 . .
de papel se realizo cortando las tiras de 2cm de ancho en bandas

de 1 cm, las que se rontaron utilizando el lfquido centellador A
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Las determinaciones de radioactividad presente en soluciones
acuosas fue realizada empleando el l1fquide centellador B.

lLas determinaciones de radipactividad presente en soluciones
orgénicas fue realizada empleando el l1fquido centellador A.

La medicidon de radiocactividad en cromatogramas en capa
delgada, fue realizada, cuando se especifica, cortando los croma
togramas en bandas de 6,5 cm Yy eluyendo 1la sfilica de cada
fraccidn de manera conveniente. La radioactividad se midid con
1f{quido centellador A.

En los casos en que se hubiera realizado previamente una
fluorograf{a,se procedid a extraer el 2-metil naftaleno con hexa
no (3 x 3 ml), previo a la extraccidn del producto radiobactivao.
Reactivos:

L(quido centellador A: Disolver 2,5 g de difeniloxazolona
(PPO,Sigma) y @&,1 g de 1,4-bis(2-(5~-feniloxazolil))benceno
(POPOP, Sigma), en 1 litro de tolueno.

L{huido centellador B: Disolver 50 g de naftaleno, 3;5 9 de

PPO ¥y 8,15 g9 de POPOP en S99 ml de dioxano.

9.11.HIDROLISIS TOTALES

9.11.1, Acido clorh{drico 2N, 2h, igg°oc.

Las muestras se disuelven en 1-2 ml de HCL 2N y se <calientan
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a 199°C durante 2h. Se evaporan luego repetidas veces con

agregadcs de pequedas porciones de agua hasta eliminar la mayor

parte de la acidez. La acidez remanente se elimina colocando 1la
4 .

muestra una noche en desecador al vacfo con Na(OH en lentejas

como desecante.

9.11.2. Con resina catibnica

Se utilizo en los casos en que las muestras poseen mucha
cantidad de proteinas.

Para 1 mg de azicar se agrega 1,5 ml de agqua, d,1 g de
resina Dowex 5S¢ H+ v @,02 ml de HC1l IN, se burbujea nitrégeno y
se calienta 18 hs a 180°C. El1 hidrolizado se pasa por una
columha de resina Dowex 5 H+ (6 x 19 mm) y se lava con agua (S
x #,5 ml),se juntan los elu(dns. Luego se eluyen las glicosami-

nas con HCl1 4 N (95).

9.11.3. Acido clorhfdrico IN. 8h , igfoc

Se utilizd para hidrolizar ganglidéidos (296)
Para 1 mg de muestra se agrega 1 ml de HCl IN, ¥y se calienta

8 h a 199°C. Se elimina el HCl como se describi6’anteriormente.

9.11.4 Acido clorhfdrico 4N, 6h_a id@g°C,

Se utilizo para hidrolizar aminoazlcares. Para ello las

muestras previamente hidrolizadas en las condiciones descriptas
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en 9.11.1 0o 9.11.3 se pasaron por una resina Dowex 5J H+. Se

eluyeron los azdcares neutros con agua y las bases con HC1 1IN.
El elufdo acido se evapuro’al vacfo hasta eliminar la acidez vy
se disolvio en HC1 4N, se calento a 16£°C durante 6 h y el HCI1

se elimind en la forma descripta anteriormente.

9.12. HIDROLISIS PARCIALES

9.12.1.Acido trifluoroacético #.065 N, 2 h, 10d°C (para

hidrdlisis de uniones furanésicas)
Las muestras (1-2 mg) se disuelven en I ml de TFA 6,95 N y se
calientan a 19@°C durante2 h (141). Los restos de atido se

evaporan al vacfo .

4
9.12.1._Acido sulfdrico #,4 N , 1h, 80°C ( para hidrolisis

de acidos sialicos).

Se disuelven 9,5-2 mg de muestra en 1 mlde H2504 @,1 N,y se
calientan i1h a 80°C.Luego se neutraliza con carbonato de bario
y se centrifuga. El sobrenadante se seca por evaporacién o

7z
liofilizacion.

9.12.2.Acido acético 2M. 4 h,8@°C.

Esta tetnica fue descripta por Varki Yy col (176), para

minimizar las pé}didas de O-acetilo u otros grupos , en los
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resfduos de acido sialico durante la hidrolisis.

Se disuelven 9,5-2 mg de la muestra en 1 ml de Acido acetico
2 My se calienta 4°h a 89°C se lleva a sequedad en evaporador
al vacf{o y se deja una noche en desecador. Luego se toma en
buffer formiato de sodio (pH S) (1 ml) y se extrae 3 veces con
éter (3 ml). La fase acuosa se aplica a una resina Dowex 5@ H+
(6 x 16 mm) y se eluye con 16 m]l de agua , recogiendo en un tubo

que contiene 49 ul de acido fdrmico { M. Se lleva a sequedad.

9.13. PREPARACION DEL ACIDO S-ACETAMIDO-3,5-DIDESOXI L-ARABING

2-HEPTULOSONICO (NANA?) (161)

Se utilizd el procedimiento descripto por Yu y Leeden (174),.

A 28 mg de NANA, disuelto en 4 m]l] de metanol anhidro, se le
agre95'55 mg de resina Dowex S9 H+. La reaccion se llevd a cabo
en tubo cerrado a 75°C durante 48 h, agitando ocasionalmente.

La resina se filtréﬂy lavd con metanol. El1 +filtrado y los
lavados se evaporaron al vac{o.

La hidrdlisis del éster met{lico se llevd a cabo en S ml de
NaOH 2,86 N. Despues de 2 h a temperatura ambiente, la mezcla se
neutralizd vy desionizo’por pasaje a traves de una resina Dawex
S8 Ht (2 x 8,6 cm), y se liofilizo.

E18- metil cetdsido se oxidd con | ml de periodato de sodio
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2,95 M, 1 hora a temperatura ambiente. La reaccién se detuvo por
agregado de una cantidad equimolecular de acetato de bario, y
se filtrd. El filtrado se concentrd a un pequeﬁo volumen y se
redujo con 1 mg de borhidruro de sodio. La reduccidn se detuvo
por agregado de éﬁido ac€tico IN hasta pH 4. El1 ac. borico se
elimind como borato de metilo a presidn reducida.

El1 NANA? standard se obtuvo por hidrélisis del B -metil cetb-

sido en agua, 1 h a 1@8g°C,

9.14. PREPARACION DE MALTOOL IGOSACARIDOS

Se hidrolizan 150 mg de amilosa con 39 ml de H2504 @,1N 1h a
169°C. Se agregan 150 ml del mismo acido diluido y se continua
la hidrdlisis durante 19 minutos. Se neutraliza con carbonato de
bario, se centrifuga y el sobrenadante se concentra a presién

reducida hasta 2-5 ml (249%).



PARTE

EXPERIMENTAL
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Se trabajo con dos tipos de cepas de formas epimastigote de
T.cruzi:

Cepa Tulahuén: Fueron provistas por el Instituto "Fatala
Chabén®. Se suministraron 2 lineas: Linea Tul @ ( no infectante)
y 1inea Tul 2 (infectante).

Los organismos fueron cultivados en un medio bifasico desa-
rrollado por Martini (185), compuesto por:

a) Base de higado en pasta (I.N.0.R.P.S.A,Arg) S gjproteolizado
de corazon en pasta (I.N.0.R.P.S.A,Arg) S g; extracto de carne
(MC6) (I.M.0.R.P.S.A.Arg) 3 g; hidrolizado dcido de caseina
(MC7)(I.N.O.R.P.S.A.Arg) 14 g; NaCl Sg9; KC1 4,4 g; Agar (Produc-
tos Soriano Arg.) 20 g9 ; fosfato disodico dihidratado 19 g ;
sangre de conejo 199 ml; agua (d) c.s.p. 1 1.

b) Sobrenadante: Caldo triptosa fosfato (DIFCO E.E.U.U.) 38 g j
glucosa 19 g3 higado en pasta (I.N.O.R.P.S.A.Arg) 5 gj
proteolizado de corazdon en pasta (I.N.G.R.P.S.A.Arg) S g; agua
(d) e.s.p. 1 1.

Se repico en este medio de mantenimiento con intervalos de 7?7
dfas. La recoleccidn se efectud al quinto d{a, que corresponde a
lo establecido como fase exponencial de crecimiento del cultivo.
Para cosechar los parasitos se recolecto la fase liquida y se

cehtrifugd‘a 1088 x g durante 15 minutos, el sedimento se lavo
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tres veces con solucibn de sacarosa 8,25 M -KC!1 S miH.

Cepa Ypsjlon: Fueron provistas por el laboratorio del Dr. W.
Colli de la Universidad de San Pablo (Brasil). El! medio de
cultivo utilizado fue el LIT (Liver Infusion Triptose), ideado
por Yagger (9) , el cual presenta en su constitucion sales mine-
rales, 9lucosa, infusion de higado, triptosa, suero bovino y
hemoglobina.

Inicialmente se prepara una mezcla de los siguientes
componentes: NaCl 6,4%; KCl1 ©,04%, Fosfato disdodico @&,8%,
9lucosa 9,2 %; triptosa 2,5 % e infusién de higado 9,5% en aguza
bidestilada ( los porcentajes son en peso / volumen),.

A esta mezcla se le adiciona 19% de suero bovino (v/v)
ajustandose el pH a 7,2 y se incuba 1 h a 68°C, se deja enfriar
a temperatura ambiente y se agrega una solucion de hemoglobina
para llegar a una concentracion final del 2% (v/v).

Este medio se +filtra por papel de +Ffiltro comun Yy se
esteriliza por pasaje a través de un filtro "Seitz (tipo EKS)*",
a presi&n reducida. E]l medio se distribuye en +frascos vy se
mantiene a 4°C hasta su uso.

Las celulas son cultivadas en 50 m! de medio LIT en erlenme-
yer de 256 ml, mantenidos en agitador rotatorio (New Bunswick)

a 120 rpm y equilibrado a 28°C. A cada frasco de cultivo se le
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adiciona penicilina hasta una :nncentracién final de 5¢ ug/ml.

Después del indculo de 29 x 184 celulas/ ml, proveniente de
cultivos de 3 o 4 dias, los cultivos se mantuvieron en las con-
diciones descriptas hasta la fase exponencial tardia (4 dias).

Para la recoleccién, las células se centrifugaban a 199 x g
(Sorwall model PC-S5) y se lavaban 3 veces con solucion de NaCL

B,9%. Después de éste Ultimo lavado las celulas se liofilizaban.

9.16. ESTUDIO DE FRACCIONES SUBCELULARES DE CELULAS EPIMASTIGO-

TE DE T.CRUZI, CEPA TULAHUEN 2 (TUL2.).

Las diversas fracciones subcelulares obtenidas segdn (124),
fueron proporcionadas por e)l Instituto Nacional del Diagndstico
e Investigacion de la Enfermedad de Chagas "Dr Mario Fatala
Chabén", Buenos Aires.

Las fracciones, que se entregaron liofilizadas, corresponden

Fi: citosol

F2: Particulado obtenido a S8 g (mitocondrias).

F3: Particulado obtenido a 11.5088 g9 (lisosomas).

F4: Particulado obtenido a 306.9906 g9

FS: Particulado obtenido a 185.9¢0 g (microsomas).

F&6: Flagelo ( obtenida por centrifugacidn en gradiente de
sacarosa a 24.590 rpm del sedimento a 1699 g) (78).

F?: Homogenato total obtenido con un desintegrador Sorvall
Ribi.

F8: Homogenato total sonicado con inhibidor de proteasas.
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9.16.1 Determinaciones realizadas sobre las fracciones

Las fracciones subcelulares, suspendidas en agua, fueron
dializadas, previamente a las determinaciones guimicas
realizadas. Los contenidos de las bolsas se liofilizaron y se

llevaron a 1 ml de agua.

a)Determinacion de proteinas

Se determinaron proteinas totales por el métudo de Lowry vy

col (244). Se utilizo un patr6n de albimina bovina de img/ml.

Alicuota Absprbancia ug proteina/ mg proteina
alicuota totales

Sol Patron 16 ul 2,15 19

Sol patron 29 ul 2,28 20

Sol patron 49 ul 2,53 49

Sol patron 68 ul 8,79 60

F1 19 ul 9,48 36 3,69

F2 19 ul 9,78 59 5,990

F3 16 ul 2,77 58 5,80

F4 19 ul 2,62 47 4,79

FS 5 ul 2,61 45 9,00

Fé 20 ul 2,20 13,6 2,68

F? 5 ul 2,49 38,5 7,78

Fe 5 ul 2,41 39,5 6,19
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b)Determinacion de azucares totales

Se realizd 1la reaccidn de fenol-acido sulfdrico (236),

utilizando como solucion patrén manosa-9alactosa (3:2) 4,5 mg/ml

Al{cuota Absarbancia ug azucar/ mg azucar
alicuota totales
Sol patrén 19 ul 2,19 S
Sol patron 29 ul 8,22 19
Sol patron 468 ul 3,44 20
Sol patrén 69 ul 2,64 39
Sol patron 89 ul 9,86 49
Fi 198 ul 2,49 18 2,18
F2 199 ul 9,58 26 9,26
F3 199 ul 2,58 26 9,26
F4 1969 ul a,79 36 9,36
FS 30 ul 2,73 32,5 1,98
Fé 290 ul 9,20 8 9,04
F? 169 ul 9,62 28 9,28
Fe 196 ul 29,58 26 9,26

/
Se calculo la relacidn en peso Azucar/ Proteina en cada una de

las fracciones.
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c)Determinacion de los_azucares componentes de las fracciones

2,3,4,5.,y 8

Se realizd un hidrdlisis para determinar azdcares, empleando
la tecnica recomendada para muestras con alto contenido de
prote(nas (Seccion 92.11.2.) sobre las fracciones 2,3,4,5 y 8 que
conten{an respectivamente 9,79; 9,62} 1,4 § 9,59; y #,60 mg de
azdcares, segin 1los dosajes efectuados por el método del
fenol-dcido sulfGrico.El hidrolizado se p356 a través de una
resina Dowex 5@ H+, eluyendo con 5 ml de agua los azlcares
neutros (AN) y con HC1 2M , las glicosaminas.

Los elufdos neutros 1liofilizados se procesaron segﬁn la
técnica descripta en Métodos generales, para analizar los

azucares como acetatos de alditel por c.g.l.

d) Determinacion de hexosaminas en las fraccicones 2,3,4,5 v 8

Los elufdos acidos de la resina se llevaron a sequedad y se
‘. . .
procesaron sequn la tecnica descripta en Metodos generales para

analizar hexosaminas segdn la técnica de Elson Morgan (238)
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Al{cuota Absorbancia ug aminoazﬁcar/ mg aminoazu-

alicuota car totales

Sol Patron 5 ul 8,05 5
Sol Patron 19 ul 9,1 10
Sol Patron 15 ul 9,185 15
Sol Patron 2¢ ul 2,245 20
Sol Patron 25 ul 2,31 25
F2 499 ul 8,875 75 37,5
F3 499 ul 2,03 3 15
Fa4 499 ul g,18 15 75
FS 469 ul 8,975 7,5 37,5
Fe 498 ul 2,04 3,5 12,5
e)_Electroforesis en qgeles de poliacrilamida de las
distintas_fracciones subcelulares

Se llevd a cabo una electroforesis en geles de

poliacrilamida 15%, en presencia de SDS , de las fracciones
subcelulares siquiendo la técnica descripta en la seccion (9.7).
Se tomaron al{cuotas que contenian 209 ug de proteinas y se
incubaron 2 h a 37°C con SDS 1%,B-mercaptoetanol 1%, para su
disolucion (259).
Los geles se colorearon con el reactivo de acido

periodico-Schiff y se realizaron densitometr{as.



s
$)Analisis de la presencia de qlucogeno

En la fraccion mitocondrial (509¢ g) Yy en el citosol se
investi96 la posible presencia de glucégeno, ya que estas
fracciones eran las mwmas ricas en glucosa. Se realizo la
determinacion por el método enzimatico descripto en Metodos
Generales, sobre 499 ug de azucares totales. No se detectd la

presencia de glucodgeno en ninguna de estas fracciones

9.17.EXTRACCION DE GLICOPROTEINAS DE EPIMASTIGOTES DE T.CRUZI

9.17.1 Extraccion de una qlicoproteina de epimastiqotes de TO

Se sigquio la técnica utilizada nor Waksman Y Lederkremer para
la extraccion de una glicoprote{na de PM 45.4€8 (125)

Un homogenato de ce€lulas epimastigote de la cepa Tul & (19 3
en peso himedo equivalente a 2 x 1907 células aproximadamente),
se sonicd en las condiciones descriptas en métodos generales,
Luego se agre96 una solucidn de fenol,recientemente destilado,
88% en agua. La suspensién resultante (aproximadamente 44% en
fencl), se agit6’en erlenmeyer a temperatura ambiente durante 2
horas, empleéndose un agitador wmecdnico. La suspensidn se
centrifugé a 290938 r.p.m. (International size 2, Model K (TEC)),
durante 10 minutos, logréndose la separacién de la +fase acuosa

Vd ,
(superior) y fenolica (inferior). La fase superior se removio
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por aspiracién y se repitid 1la extraccidn dos veces con igual
volumen de agua destilada en iguales condicionhes.

Las fases acuosas s& juntaron ,se agregé 4 volumenes de eta-
nol 96% y se dejd durante una noche en heladera. Se obtuvo un
precipitado blanco que se separd’por centrifugacidﬁ a 1992 rpnm
durante 18 minutos a S5S°C,.

El precipitado se extrajo en un erlenmeyer con solvente 4 en
una proporciéﬁ de 26 ml de solvente por cada 1964 mg de
precipitado. La extraccidn se realizo a temperatura ambiente con
agitacién. Luego de 3 horas, el extracto se +iltrd al vacio y se

/
s 3 7 3 . .
repitio el procedinmiento de extrarcién dos veces mas. El

-

insoluble se lavd con etanol 96% y s seco en desecadocr al

vac{o (INS 1).

9.17.2 Cromatograffa en DEAE Celulosa de la fraccidn INS I

La fraccion INS I (29 mg), se disolvio en 2 ml de buffer Tris
HCl 8,05 M, pH 8,8 y se cromatografiJ en una columna de DEAE
celulosa Merck ( 8,5 x 20 cm). La columna se eluyd inicialmente
con el mismo buffer (39 ml) y luego, sucesivamente con NaCl 9,4M
(39 ml) ¥y 1M (39 ml) en 1 buffer mencionado. La elucion se
monitoreo mediante el dosaje de azicares por el método de)
fenol-acido sulfdrico y la lectura de absorbancia de proteinas

a 289 nm. Las fracciones A ¥y B (Fig 12), se dializaron contra
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agua destilada a S°C dos dfas.

El andlisis por electroforesis en discos de geles de
poliacrilamida 15% en presencia de SDS 9,1 % de la fraccion A
mostro la presencia de una sola glicoproteina de Rm=@,24 (GP45)

que revelaba con reactivo de Schiff y Coomassie.

9.17.3 Aislamiento del complejo qlicoproteico ABC de cepa Y

El complejo glicoproteico ABC de cepa Y se aislo siguiendo bé
sicamente el procedimiento descripto por Alves y col. (95-96).

Para ello se procedid en la forma descripta en la seccion (9.
17.1) utilizando células epimastigote deJ.cruzi cepa Y.

El precipitado obtenido se disolvid en buffer fosfato de
sodio 9,1 M -SDS &,1%, se cromatografié en una columna de
Bio-g9el P-159g (1,5 x 80 €m) que se eluy6 con el mismo buffer, se
recolectaron fracciones de 2 ml en las que se analizd el
contenido de azucares por el método del fenol-sulfurico Yy
proteinas por lectura de absorbancia a 288 nm. Se recolectaron
las fracciones adecuadas, las que ,después de dializar se
analizaron por electroforesis en geles en 1la +ofma descripta

para GP4s.

9.18. MARCACION CON GALACTOSA OXIDASA-NAB®H4

9.18.1 Marcacion de la membrana plasmética de T.cruzi

Aproximadamente 3 x 19%células epimastigote de T.cruzi (ce-
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pas Tul 8 y Tul 2, respectivamente ), se suspendieron en 369 ul
de buffer fosfato de sodio S mM pH 8,8 (135) y se incubaron 99
minutos con galactosa oxidasa (4,3 UI) ,disuelta en 399 ul de
buffer fosfato de sodio 9,95 M , a temperatura ambiente. Se
agregaron 69 ul de una solucidn de NaB®H4 en NaOH 9,81 N, y
después de 2 minutos , las células se lavaron dos veces con una

soluciéﬁ de NaBH4 en NaCl 7% en agua , centrifugando cada vez.
Luego se rompieron las células en un desintegrador Sorvall Ribi
a gty el particulado se centri4u96 a 7998 rpm , Se suspen-
did en agua y se midid la radioactividad presente en las dos
lineas. En Tul® se incoroporaron 3,4 x 187dpm y en Tul 2

2,9 x 167dpm.

9.18.2 Marcacion de GP45 y ABC .

Para marcar GP45 vy ABC (9,2 mg respectivamente), se
utilizé la técnica descripta anteriormente para la marcacidn de
la membrana plasmética.Las sales contaminantes se separaron por
cromatograf{a en una columna de Biogel P-2 en 1las condiciones

descriptac en métodos generales.

9.18.3.Electroforesis en gradiente de geles de las membranas vy

qlicoproteinas marcadas

Alicuotas adecuadas de las membranas y glicoproteinas marcadas

que contenian alrededor de 19 5 dpm fueron incubadas con SDS 1%-
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B-mercaptoetanol 1%, durante una noche a temperatura ambiente.
Luego se realizd una electroforesis en gradiente de geles vy

fluorogra%fa,en las condiciones descriptas en métodos qgenerales

. e . . " . . .
9.18.4 Determinacion de incorporacion de radioactividad en azu-

cares componentes de las glicoportefnas y membranas marcadas.

Alfcuotas de las células marcadas, que contenfan 1906 dpnm
respectivamente, se liofilizaron. Luego se extrajeron 3 veces
corn 3 ml de solvente 1. Se midid la radicactividad de los
extractos orgéhicos. En Tul @ se extrajo un 47% de la radioacti-
vidad original y en Tul 2 un 37%.

Los residuos de lac extracciones se suspendieron en 1 ml de
agua.

Las suspensiones acuocsas de Tul g y Tul 2 ¥y las glicoprotefnas
Gp4S y ABC se trataron seqin la técnica descripta en métodos
generales para hidrolizar azlcares totales en presencia de alta
proporcidn de protefna. Luego se realizd la separacidn de azlca-
res neutros de glicosaminas, y la posterior hidrdlisis de las
mismas seqin la téﬁnica descripta anteriormente.

Las fracciones corespondientes a 1os axdcares neutros vy
aminoazlcares se analizaron por c.p. en solvente S y 8 . Se
conto la radiactividad en el papel como se describid en la

seccion (9.10).
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9.19 DETERMINACION DE LOS AZUCARES COMPONENTES DE GP4S5 Y ABC

Se hidrolizaron 2 mq de GP45 y ABC, respectivamente con HC1
2N en las condiciones descriptas en metodos generales. Se
separaron los azicares neutros de las hexosaminas Yy posteriormen
te se hidrolizaron éstas ultimas segun la técnica descripta ante
riomente. Se determinaron hexosaminas por el mdtodo de Elson
Morgan vy azicares totales por el método del fenol- acido
sulfirico.

Los azicares neutros se analizaron por c.9.1. como acetatos de

alditoles en la forma descripta en Métodos Generales.

9.20.DEGRADACION ALCALINA SUAVE DE LAS GLICOPROTEINAS AISLADAS

Las glicoproteinas aisladas de Tul@ y Tul 2 marcadas segun la
tecnica de galactosa oxidasa-NaB2H4, ce trataron con NaOH &,1M y
NaBH4 9,3M ( en total 1,5 ml), 6 h a 45°C , condiciones de
B-eliminacidn . Luego se neutralizaron con acido acético y se
separaron los productos de la degradacidn por filtracidn en un
Biogel P-6 (1 x 80 cm), récogiendo +fracciones de 2,5 ml. Se

midid la radioactividad presente en cada una de las fracciones

9.20.1 Estudio de los productos de la deqradacidh alcalina

Se realizd una cromatograffa en papel utilizando solvente 6
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durante 18 h, de los picos 1I , III y IV de la fig 15 y II y III
de la fig 16 . Juntamente se corrid un testigo de maltooligosa-
caridos preparados segdn la técnica descripta en métodos
generales (Seccion 9.14)
Se midid la radioactividad en el papel como se describid en la
seccion (2.10)., y se gra+ic6. lLos picos IV de 1la Fig 15 y 1I1II
de 1la Fig 16, corresponden a sales radiactivas pues se
retuvieron en resinas de intercambio.

Por otra parte, los picos 11 y III (Fig 13) y II (Fig 16), se
analizaron por cromatograffa 1{quida de alta presién en un
cromatégra+o Hewlett Packard 1684 B, wutilizando una columna
Lichrosorb amino 19 um (Merck) flujo 1 ml/min,con detector de {Q
dice de refraccion a temperatura ambiente. El solvente usado fue
acetonitrilo-agua 65:35 (v/v). Para ello, se cocromatografiaron
con testigos de maltooligosacéridos, recogiendo las +fracciones
correspondientes a cada uno de los olignsa:éridos.

Las fracciones se evaporaron en estufa al vac{o a 49°C y se

contd la radioactividad.

9.21. GLICOLIPIDOS DE CELULAS EPIMASTIGOTE DE T.CRUZI (CEPA Y)

9.21.1.Extraccidn de glicolipidos

Células epimastigote de T.cruzi cepa Y liofilizadas, (15,7 g,
aproximadamente 1,7x1€%*2 células)se suspendieron en 12 volime-

nes (ml/g) de solvente 1 (cloroformo: metanol 2:1). Se sonicaron
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2 minutos y luego se extrajeron durante 3¢ minutos en un agita -
dor mecanico a temperatura ambiente. Transcurirdo el tiempo de
agitacion se centrifugd a 2089rpm empledndose una centr{fuga sin
refrigeracion (International Sive 2, maodel K (IEC)), durante 10
minutos, se decanto el sobrenadante y se repitié la extraccion 2
veces utilizando 17 volumenes de solvente 2, cada vez. Se junta-
ron los scbrenadantes y se evaporaron. El extracto se tomé en
solvente 1 (5 volumenes ml/g) y se filtrd a través de vidrio sin
terizado. El1 filtrado seco, se pesé. En una extraccion tipo se

obtiene aproximadamente el 39% del peso total de 1las c€lulas

(5 g).

9.21.2 Determinaciones realizadas sobre el extracto

a) AzJdcares totales: Se determino el porcentaje de azucares

totales por el metodo del fenol-acido sulfirico-

Se hidrolizaron 19 mg del extracto con HC1 2N en las
condiciones anteriormente descriptas y luego se extrajeron los
1{pidos con éter (2 x 2 ml).La fase acupsa se proc956 en la
forma descripta en metodos generales para analizar los azucares

por £.q9.1. como acetatos de alditoles.

b) Acido sialico: Se hidrolizaron 58 mg del extracto seco con

acido sulfurico 9,1 N, en las condiciones descriptas en Metodos
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generales. El hidrolizado se pasé primero a través de una colum

na Dowex 59 (H+) ( #,5 x 2cm) y el elufdo acuoso a través de una
columna de resina Dowex 1 (formiato,8,5 x 2 cm). Se eluyeron los
azicares neutros con 19 ml de agua, Yy los azdcares dcidos con
1% ml de dcido formico 2,3N. El elufdo acido se liofilizo y se

determinog el porcentaje de acido sidlico por el método del Acido

Tiobarbiturico (162).

Alicuota Absorbancia ug NAN
Sol patron 19 ul  &,09 5
Sol patrdn 28 ul @,19 18
Sol patron 30 ul ©,39 15
Sol patran 49 ul a,39 20
Extracto (5S¢ mg) 9,12 9

c)Cromatografia en capa delgada: La cromatografia en capa

delgada del extracto, en solvente 19, mostrd dos componentes

que revelaban con reactivo de Resorcinol/Cu (163) de Rt 9,35 vy

g,62.
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9.22. MARCACION CON NAIO4-NAB®H4 DE EPIMASTIGOTES DE T.CRUZI

Células epimastigote de JT.cruzi, cepa Y (8 x 104), se
marcaron con periodato de sodio-MaB®H4, segdn la técnica
descripta por Zingales y col (184d).

Las células se suspendieron en buffer fosfato de sodio pH 7,2
g,1% y se incubaron a temperatura ambiente con S5 ug/ml de NaBH4
durante 36 minutos. Luego se lavaron dos veces con exceso de
buffer y se incubaron en oscuridad 20 minutos a temperatura
ambiente con periodato de sodio 26 mM, disuelto en el mismo
buffer. La oxidacion se detuvo por dilucion de las células con
buffer frio, luego se lavaron con buffer dos veces y se suspen-
dieron en 9,2ml de buffer que contenia 9,017 mg de NaB®H4 y se
incubaron a temperatura ambiente 39 minutos. Después de la reduc
cioh las células se lavaron dos veces con el buffer, se resuspen
dieron en un pequeﬁo voldmen y se lisaron por repetidos congelé
mientos . El material se liofilizd y se extrajo 2 veces con
C:M 2:1, durante 1 hora.

Una alicuota de C:M 2:1 se fracciond con Z,1 N KCl1 en 1la
forma descripta en 1la seccioh 9.23 .Se llevo a cabo una
electroforesis de las distintas fracciones en gradientes de
geles de poliacrilamida , y posteriormente una fluorograffa del

”
gel, en las condiciones descriptas en Metodos generales .
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?.22.\ Fraccionamiento de los qlicol{pidos marcados

Un extracto C:M(2:1) marcado en la forma descripta mlds arriba y
que contenfa 1,8 » 104 dpm se fracciond por pasaje a traves de
una columna de sflica gel H (Merck) (1 x 15 cm) ,bajo una suave
corriente de nitrégenn,utilizando como solvente mezclas de pola-
ridad creciente de cloroformo:metanol . Se recogieron fraccio-
nes de 3 ml y se midid la radioactividad en cada una de ellas.

LLas fracciones radioactivas A y B (Fig 27), se evaporaron Y
se trataron con neuraminidasa en la forma descripta en la
seccion (9.23).La reaccidn enzimAtica se detuvo por agregado de
igual volumen de solvente 1, vy la extraccion ce repitié 2 veces.

La fase acuosa se liofilizd y se analizd por cromatografia
en papel en solvente ?7.Se utilizdé como testigo NANA?, preparado
en la forma descripta en Metodos Generales.

Las fases organicas se secaron y se rehidrolizaron con TFA
39,95 N en la forma ya descripta , luego se extrajo con 1 valdmen
de solvente 1 y se analizaron las fases acuopsas por c.p. e€eh
solvente S .

Otro extracto marcado se extrajo con solucion ;1 N KC1 como
se describe abajo, se fracciond en glicol{pidos neutros y ééidos
mediante el uso de una resina de DEAE -Sephadex y posterior puri-
ficacion de los glicolfpidos dcidos por pasaje a traves de una

columna de Unisil (seccion 9.24 ). Se determino la incorporacion
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de la radioactividad en las distintas fracciones.

9.23 EXTRACCION DE SIALOGLICOLIPIDOS

Se llevo a cabo utilizando el método recomendado por Dittmer
(164), para la extraccion de ganglidsidos.Para ello un extracto
CiM(2:1) de 1{,3x 1@11células evaporado y disuelto en 6 ml , se
extrajo con 2 ml de KCl 8,1 N. Se separ6 la fase superior vy
sereextrajo la inferior 3 veces con 3 ml de solvente 4. Las
fases superiores se evaporaron y dializaron 24 hs contra agqua
destilada en sistema cerrado (FSKC1). Se analizo FSKC1 por c.c.d
en solvente 19, revelandose con el reactivo de Resorcinol/Cu

dos sustancias de Rf 9,62 y @,35.

9.23.1 Andlisis realizados sobre FSKC]

a) Determinacion de acido sialico

Una alicuota de FSKCl se hidrolizo con é&ido sulfurico 9,1 N
como se describid en metodos generales. Se analizd el contenido
de acido siéaico por el metodo del Acido Tiobarbiturico (162)
Por cromatograf{a en papel del hidrolizado en solvente 2?7 se
revelaron con el reactivo de Acido tiobarbitdrico (231), una
sustancia de RNANAL ;22 y otra tenue de RNMNAL.

Otra alfcuota se hidrollzé con Neuraminidasa de C.

Perfringqens (Sigma),a 37°C durante 24 h , en presencia de bu-
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ffer acetato de sodio @,1 M, pH 5,5 (1 ml). La reaccidn enzima-
tica se detuvo por agregado de un volumen igual de C:M 2:1. Se
extrajo con este solvente tres veces la fase acuosa, se liofili-

zo y se analizo el contenido de &cido sidlico por el método del

Acido Tiobarbiturico

b} Composiciéﬁ del extracto FSKC1

La fase orgénica, proveniente de la hidrédlisis enzimética , Se
trato con HCl:Metanol:Agua 3:29:4 a 78°C 18 h, se evaporé el
metanol a presién reducida y se extrajeron los acidos grasos con
2 m)] de hexano 3 veces . La fase superior se secd sobre sulfato
de sodio, se +iltr6, evapnr6 y se proc956 como se indica en
Metodos generales para el andlisis de acidos grasos como ésteres
met{licos, por c.g9.1, utilizando las condiciones III a.

La fase inferior se llevo a pH 8,5 con NaOH 1M y se extrajo 3
veces con 2 ml de cloroformo. La fase inferior se secd y se
dosaron bases de cadena larga por el Metodo de Lauter y Trams.

’

. /
La fase superior se seco Yy se analizaron 1os azucares

componentes como acetatos de alditoles por c.9.l.
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9.24INCORPORACION IN VIVO DE (®H) ACIDO PALMITICO Y

(®*H) GALACTOSA

9.24.1 Células

Formas epimastigote de T.cruzi se cultivaron en medio LIT
como fue descripto anteriormente. Las células se recogieron
durante el crecimiento exponencial (S0-66 hs) por centrifugacién
a 1992 x9 a 4°C, se lavaron y resuspendieron en medio Bone Y
Parent®s (11) conteniendo 25 ug /ml de estearato de sodio. Las
células se incubaron en este medio durante 24 h antes de agreqar

los precursores radioactivos.

9.24.,2. Marcacién de trypanosomés

a) Acido palmftico: El acido palmitico(9,19(n-2H)53% mCi/mmol)
que se obtuvo originalmente de Amersham disuelto en tolueno
ce 5ec6 bajo corriente de nitrégeno en un erlenmeyer. El
material seco se resuspendia en el minimo volumen (26 ul} de
cloroformo:etanol 1:1 (v/v) y se le agrega una suspensibn de
6-8x 107 parasitos/ml, con agitacian. La incubacidn se lleva a
cabo 12 hs a 28°C, siendo la radiocactividad final 29 uCi/ml.

b) Galactosa:! Una suspensién de 6-8 x 187 parésitos/ml se dejé
24 h en medio Boné y Parent’s conteniendo 1 mg/ml de glucosa.
Luego se agregé D-(1-®H) galactosa (Amersham, 1&,4 Ci/mmol ;

38mCi/mg; 1mCi/ml) y se dejo 12 h a 28°9C, (radicactividad
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final 28 uCi/ml). En ambos casos, después de la incubacibén , las
células se lavaron 3 veces con una solucion 150 mM NaCl, conte-
niendo 19 mM de fosfato de sodio pH 7,2 (PBS) y las células se
congelaron a -20°C,

Esta marcacion in vivo fue realizada en el laboratorio del

Dr. Walter Colli, San Pablo, Brasil.

9.24.3 Cinetica de incorporacion

Para seguir la cinetica de incorporacidﬁ se agregaron 168 uCi
de cada precursor marcado a 5 ml] de una suspensién de 4 x 1g®
epimastigotes. Se tomaran alfcuctas de 1 ml después de 4,7,11 vy

24 h.

9.24.4 Fraccionamiento de qlicoconjugados

Las ceiulas congeladas ,suspendidas en agua,se sometieron a
cinco ciclos de congelamiento y descongelamiento y se liofiliza-
ron. E1 material seco se extrajo una vez con 6 ml de solvente |
y dos veces con 6 ml de solvente 2, filtrando cada vez con lana
de vidrio.

El material insoluble se seco en desecador Yy se extrajo
despues con 2 ml de fenol 44% a temperatura ambiente 38 minutos.
Después de centrifugar a 11.9060 rpm 3¢ minutos se retiro la fase

acuosa, se agregé al fenol 6,5 ml de agua, se agité nuevamente
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3% minutos a temperatura ambiente. Luego de centrifugar en igua-

les condiciones, se junté la fase acuosa a la anterior, se pre-
cipité con 19 velumenes de etanol 96% y se dej6 una noche en
heladera a 4°C. Luego se centri+u96 a 6899 rpm y se separé el
sedimento.

Las diversas fracciones obtenidas se analizaron por

electroforesis en gradiente de geles y +luorogra+fa (Fig 31)

?.24.5. Fraccionamiento dc qanglidsidos

Se adopto el métodn de- r~ipto por Leeden y col (183) para la
purificacién de gangliﬁsidos.

Se prepar6 una resina DEAE-Sephadex (Acetato) A-25. Para ello
se equilibraron 9,5 g de resina durante varios minutos con 14 ml
de metanoli!cloroformo: acetato de sodio 9,8M (69:36:8 v/v/v, Sol
vente B). El proceso se repiti& 4 vecres y se dej% toda 1la noche
en €]l mismo sclvente.

Luego se remplazé el sobrenadante por 16 ml de metanol, clo-
roformo:agua (60:39:8 v/v/v) (Solvente A) y la resina se 1av6
tres veces con este solvente. A continuacion se armd una columna
de 8,5 x 4 cm y se lavd con 39 ml de solvente A.

Los extractos C:M provenientes de las incorporaciones de (?H)
palm{tico Yy (®H) galactosa se llevaron a seco se tomaron en
1 ml de solvente A y se sembraron en la columna de resina.

En cada caso se eluyeron los lipidos neutros con 38 ml de
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solvente A y los lfpidos acfdicos se obtuvieron por elucidn con

3% ml de solvente B. Esta ultima fraccion se evaporé y se
solubilizd en 4 ml de NaOH 9,1 M en metanol, para saponificar.
Después de 1 h a 379C la solucidn se evapor6é a la mitad de
voldﬁen Yy se agregé 3 m]l de agua y 9,65 ml de EDTA &,8M. Se
dializo 16 hs contra agua destilada y el material retenido en la
bolsa se liofilizd. El residuo se disolvid en 2 m! de C:M 8:2
(v/v),con sonicacidn y se aplicB a una columna de 1 g de 4dcide
silfcico (Carlo Erba), previamente lavada con cloroformo. La
elucion fue llevada a cabo secuencialmente con 35 ml de C:M 8:2,
7?3 ml de C:M: 1:1 y finalmente con 19 ml de metanol. En todos
los casos se midio la radioactividad cbtenida despues de cada
paso de purificacian. Las fracciones eluidas con C:M 8:2 se
analizaron por c.p.d. en solvente 14 (Fig 32) y las elufdas con

C:M 1:1 con solventes 19 y 11 (Fig 33 y 34).

9.24.6.AnZlisis de aminoalcoholes de cadena larqa

El pico I (Fig 33), de la c.c.d. de la incorporacioh con
acido palm{tico, se extrajo de 1la s{lica por el siguiente
metodo: La sflica se suspendia en 9,2 ml de agqua, se sonicd S mi
nutos y luego se agregé 2 ml de solvente 2, se agit6 69 minutos
se centrifug6 y se separ6 el sobrenadante. La extraccién se
repitia 2 veces. Los sobrenadantes se juntaron y se llevaron a

seco. Luego se purificd por c.c.d. bidimensional, utilizando
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solvente 16 en la primera direccioﬁ y solvente 17 en la segqunda
dimension . Se realizé una fluorograf(a (Fig 35).

Las dos sustancias detectadas (¥ e Y, Fig 35), se eluyeron de
la placa como se explic6 anteriormente. Previamente la sf{lica se
extrajo con hexano (2 x 1 ml) para remover el 2-metilnaftaleno
proveniente de la fluorografia.

Los glicolfpidos extraidos se hidrolizaron con 1 ml de
HCl:Metanol:agua (3:29:4) a 789C 18 h. El hidrolizado se alca-
linizo con NaOH diluido y se extrajo 2 veces con 1 ml de éier
et{lico. En los extractos etéreos se analizaron esfingosinas por

c.c.d en solvente 13 (doble desarrollo ,Fig 36).

9.24.7 Hidrdlisis con neuraminidasa

Los glicoesfingolipidos X e Y, provenientes de la incorpora-
cién con acido palmitico se trataron con neuraminidasa como
se describio en la seccidn (9.23). Las gli:oesfingolfpidos se

analizaron por c.c.d. en solvente 18 (Fig 37).

9.25.FRACCIONAMIENTO DE GLICOLIPIDOS ACIDICOS

Se utilizé basicamente el procedimiento descripto en 1la
seccidn 9.24 , para el fraccionamiento de glicolfpidos provenien
tes de incorporaciones de precursores tritiados.

Celulas epimastigote de J.cruzi (1,7x19:2 15,2 g de célu-

las liofilizadas), se extrajeron una vez con 499 ml de solvente
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1, a temperatura ambiente, con agitacidn, y dos veces con igual
volumen de solvente 2. Se juntaron los extractos orgénicos y se
evaporaron (6,1 g).El residuo se sonic® con 59 ml de solvente 2
se filtrd y seco (4,8 g9). El extracto se suspendid en 1S5 ml de
de solvente A, se +iltrd y la solucion l1ifmpida se cromatogra+$id
a traveés de una resina DEAE Sephadex A-25 (8 g). Los 1{pidos
neutros se eluyeron con 462 wl de solvente A (3,4 g), ¥y los I(Ri
dos 8cidos con S99 ml de solvente B (9,4 g). Esta Ultima
fraccion se saponi+icb);dializé en iguales condiciones que en la
seccioh 9.26,;91 residuo seco pesaba 209 mg.

Este residuo se fracciond en una columna de Unisil (12 gqg)
(Clarkson chemical Cowmpany Inc. , 28¢-325 mesh ), eluyendo pri-

mero con 2049 ml de C:M (8:2) (CM 82, 32 mg ) y luego con 3¢9 mnl

de C:M: (1:1) (CM 11 ,14 mg)

9.26. ANALISIS DE CM 82

CM 82 se analizé por c.c.d en solvente 14 y se revefb con
reactivo de x-naftol . Se determinaron azucares totales por el
método de fenol-acido sulfﬁrico y aminoazlicares por el ﬁetodo de
Elson Morgan. Una alicuota (5,2 mg), se hidrolizd con 1 ml de
HC1 6N, 24 h a 145°C,se elimind el HCL a presion reducida y se
llevo a 1,2 ml.

Se determind fosfato total por el método de Fiske-Subbarrowi{243)



y fosfato total
determinaciones
La presencia

hidrolizado por

Alfcuota

Sol patrén 20
Sol patron 5@
Sol patrén 190
Sol patr6n 159
Sol patrdn 209

CM 82 Sg

por el metodo de Chen y col

{(244) . Para
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ambas

se utlilizé una solucion gatron de NaP04H2 @,5mM

=

de aminoalcoholes

.p. en solvente 9.

fué analizada en

Determinacion de fosfato total

ul

ul

ul

ul

ul

ul

Absorbancia umol Fosfato/al{cuota

8,05
%,13
@,26
8,35
9,45

2,26

0,01
2,025
2,05
2,075
2,19

3,05

Se calculd 9,23 umol de fosfato total en 1 mg de CM 82

. .7 . /.,
Determinacion de fnsfato _inorganico

Al{cuota

Sol patrdn 20
Sol patrdn Sg@
Sol patrén 100
Sol patron 150

CM 82 1]

ul

ul

ul

ul

ul

Absorbancia

2,12
2,25
8,52
4,73

8,51

umol fosfato/ alfcuota

2,01
8,825
8,05

2,875

8,05

este

Se calculo 9,23 umol de fosfato inorgdnico en i1 mg de CM 82.

Otra alfcuota (1 mg) se tratd con HCl:metanol:agua 3:29:4 y se

procesé como se describi& en la seccidn 92.23.1 b)

los acidos grasos y esfingosinas.

para

aislar
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Los éﬁidos grasos se trataron en la forma indicada en Metodos
generales para analizar sus d&steres metflicos por c.g.l. en
columna d y por c.g.l-e.m en columna ¥ (Condiciornes 111 a vy
II1 b, respectivamente)

Las bases de cadena larga se dosaron colorimétricamente por el

método de Lauter-Trams. Se utilizé una solucibn patrdn de

dihidroesfingosina (DHE) en acetato de etilo ( img/ml)
Al{cuota Absorbancia ug de BCL/
alfcuota
Sol patron 5 ul g,e9 5
Sol patrdn 19 ul 9,18 10
Sol patron 1S ul 3,26 15
Sol patrdn 2@ ul 2,37 29
CM 82 199 ul 9,13 7,5

Se calculd 75 ug de bases de cadena larga en { m5 de CM 82.
Los azUcares componentes de CM 82 se determinaron por c.g.l.
como acetatos de alditoles luego de hidrolizar esta fraccion con

HCL IN como se describid en métodos generales.

9.27. PURIFICACION DE LOS GANGLIOSINGS.

CM 11 se recromatografié en una columna de 2 g de Unisil

(Clarkson Chemical Company Inc., 2¢06-325 mesh ), eluyendo
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primero con 59 ml de C:M 8:2 y luego con 1869 wl de C:Mm 1:1%,
recogiendo,con este ultimo solvente, fracciones de S5 ml.

La elucidn se siguid por c.c.d. en solvente 12, revelando
con el reactivo de Resorcinol/Cu. Se juntaron las fracciones en
que elufa el componente de Rf9,42 (B2TC) y las que contenfan
el componente de RfJ,58 (GITC).Las cuales se secaron y pesaron

Se obtuvieron 1,3 mg de G2TC y 3,2 mg de GITC

9.27.14 Comgosicioﬁ de@GiTC v G2TC

’
En ambos compuestos se dosaron colorimétricamente azucares
. ”’
totales, amxnoazdcares, fosforo total , bases de cadena larga

<., Ty e . /
y acido sialico como fue descripto en Metodos Generales

9.27.2 _Azicares componentes deGiTC vy G2TC

Para la hidrolisis de acidos sidlicos se siguid la técnica
recomendada por Varki (176) .Luego de <csecar 1la muestra sobre
P20S al vacio durante { dfa, se analizd por c.g9.l-e.m. como
trimetilsilil éter-trimetilsilil ester en las condiciones v,
como se describio en Metodos generales.

La hidrdlisis de los azucares totales se llevd a cabo en las
condiciones recomendadas para gangliésidos (206). Luego de 1a
cual se separaron los aminoazucares de los azucares neutros a
través de una resina Dowex 58 H+. La fraccién de aminoazucares

se rehidrolizg con HCL 4N,6h a 1686 C y al igual que los



d
azucares neutros, se procesaron para ser analizados comao

acetatos de alditol por c.g9.1 en las condiciones adecuadas.

9.27.3 _Andlisis de la ceramida deGiTC y BG2TC.

Los dcidos grasos y las bases de cadena larga de GiTe vy
G2TC se hidrolizaron y aislaron siquiendo la teécnica descripta
para CM 82 ,

Los acidos grasos fueron analizados como esteres metilicos
por €.9.1 en las condiciones 11l ay por c.9.1. e.m. en las
condiciones II1l1 b. Por otra parte, las bases de cadena larga se
analizaron por c.g9.1.-e.m, como ¢trimetilsililderivados en las
condiciones IV b.

9.27.4 Hidrolisis enzimiticas realizadas sobre GITC y G2TC

Alicuotas de GITC y G2TC conteniendo 299 ug de azucares
neutros, se incubaron con neuraminidasa como ya fue descripto

La reaccicon se detuvo por agregado de solvente |, posterior-
mente se extrajo dos veces mas con este solvente . En las fases
acuosas se determind el contenido de acido sialico.

La fase orgdnica de 82Tc se seco y se redisolvio en 1 ml de
solvente 1 conteniendo 1 mg de Tritdn X-100, se seca y se
suspendiéen 25 ul de buffer citrato-fosfato pH 4,3 ,se agre96
$,4 ul deB-galactocidasa y se llevd a 189 ul con agua.

La mezcla se incubd 28 hs a 37°C y luego se detuvo la reaccion
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7
por extraccion con solvente 1. las fases acuosas se procesaron
/

» 7/ o s
para analizar azucares como acetatos de alditoles por c.g9.1.

9.27.5. Marcaciones espec{ficas realizadas sobre 6iTc y G2Tc

9.27.5.1. Marcacidn con Nal0O4- NaB®H4

Alf{cuotas de G1Tc y G2Tc conteniendo 20 ug de azdcar total se
suspendieron en 1 ml de Buffer Fosfato de sodio ¥,1 M pH 27,2 vy
se marcaron sigquiendo la tecnica descripta en la seccion 9.22.

Luego de la oxidacion con Mal0O4 ©,82 M , la reaccidn se
detuvo por agregado de 5 ul de etilenglicol, se agit6 sy Yy des-
pués de 19 minutos se agregd 1@ ul de una solucion de NaB®H4
en NaOH4 (pH 9), se dejo 1,5 h y se adicion6 @,2 ml de NaBH4
(9,82 mg/ml), y luego de 39’ se llevo a pH 6 con acido acetico
19%, se dializo una noche , se liofilizo , se tom; en 1 wml de
C:M (1:1) y se contd la radioactividad. Los 9anglidsidos
marcados {(29.9969 c.p.m de GiTe y 25.0080 c.p.m. de 62Tc), se
analizaron por c.c.d. en solvente 12,

Se realizd una hidrolisis con H2S04 g,1N , en las condiciones
descriptas en métodos generales sobre alicuotas de GiTe y G2Tc
conteniendo respectivamente 29.999 y 19.9609 c.p.m.. Faralelamen-
te, alf{cuotas de la misma actividad se trataron con neuramini-
dasa como se describid anteriormente. Los hidrolizados se
liofilizaron , se tomaron en I ml de solvente 1 y se extrajeron

: . 7/
con agua, las fases acuosas se dializaron Yy se midio la
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radioactividad presente en las agquas de dialisis,

Los extractos orgahicos provenientes de las hidrdlisis
ernzimdticas se marcaron usando la técnica de galactosa oxidasa-
NAB3H4, como se describio en la seccion 9.18.2. Paralelamente se
marco”un testigo de GMi{, provisto por el Dr. F. Bennun. Los
asialoglicolipidos y GM! marcados se extrajeron con { wl de

solvente | y se analizaron por c.c.d en solvente 12.

9.27.5.2 Marcacion con galactosa oxidasa- NaB®H4 de G1Tc vy

G2Tc.

Un extracto C:M 1:1 proveniente de una columna de Unisi)
(Seccion 9.25), se marcd con galactosa oxidasa NaB®H4, como se
describid mas arriba. E1 extracto marcado (39,090 c.p.m), se
cromatografid en una columna de Unisil (8,5 x 6 cm ) 4, eluyendo
primero con 29 ml de C!:M (8:2) y luego con 69 ml de C:M (1:1),
recogiendo fracciones de 2ml. Se midid 1la radioactividad
presente en cada una de las fracciones. lLos picos
correspondientes a GiTc y G2Tc,se hidrolizaron con HCL IN 8 h a
190°C, como se describic en 1los Métodos generales. Los
hidrolizados se cromatografiaron a traves de una resina Dowex 59
H+ (4,5 x 2 cm), eluyendo primero con 19 ml de agua Yy después
con 2¢ ml de HC1 IN. Se determino la radiocactividad presente en
los eluidos neutros y acidos, los que se analizaron por c.p. en

solvente S.
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?.27.6. Oxidacioﬁ con Peripodato de sodio de GiTc.

Una alfcuota de GiTc, que contenia 180 ug de azdcares totales
se disolvi6 en 209 u) de buffer Acetato de sodio 9,2 M pH 4,y se
oxido con Nal04 2,05 M (33 ul), durante 48 h a 4°C (251).
Luego de destruir el exceso de reactivo con 59 ul de
etilenglicol durante 3 h; el producto de oxidacién de GiTc se
redujo con MaBH4 9% disuelto en NaOH 6,2 N vy se desalo por
pasaje a traveés de una columna de Biogel P-2. El polialcohol se
hidrolizd con HCl 2N, 2 h a 198°C, se extrajeron los acides
grasos conh hexano (2 x 2 ml) y se procesa para el analisis de

los acetatos de alditoles por c.g.l.

9.28. AISLAMIENTO DE PLASMALOGENQOS DE T.CRUZI

Se utilizg’la técnica descripta por Farquar (222) .Para ello
un extracto Cloroformo :imetanol (2:1) (1g) de epimastigotes de
T.cruzi (cepa Y), se extrajo con KC1 en 1la manera descripta
anteriormente. La fase inferior , se llevd a seco con corriente
de nitrogeno, y se dej& en desecador una noche.

El residuo se pa56 a traves de una columna de Unisil,
(Clarkson Chemical Company Inc, 208-325 mesh), activada previa-
mente , armada con eter et{lico (18 x 1 cm).

Se eluyeron los l{pidos no polares con Eter etilico (180 wml)

y luego los l{pidos polares y fosfolipidos con 159 ml de metanol
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Esta ultima fraccidn se llevé a seco (120 mg) y se analizo

en placa delgada de s(licagel en solvente 15. Con el reactiveo
descripto por Rietsema, para revelar plasmaldgenos (221), se
reveld una sustancia de Rf= 4,55.

Con el reactivo de 5inhidrina se detectaron en esta fraccitn
dos sustancias de Rf 9,55 y 9,25, y finalmente con el reactivo
descripto por Barrow y col » para f6sforo, se detectaron 5
sustancias de Rf 9,05; 9,15} &,25; 4,3% y @,55.

Luego se realizd una separacién en placa de sflica gel ( 28 x
20 x 9,250 cm) de 30 mg de la fraccion elufda con metanol,
utilizando el solvente 15. Se extrajo el plasma!bgeno de 1la
zona de Rf 9,55. Para ello, la s{lica se suspendia en 3 ml de
C:M:H20:Ac. acético (25:15:4:2), se sonicd durante i minuto y se
agitd 19 minutos a 49°C, se dejé decantar, se separd el
sobrenandante y se repitid el procedimiento 2 veces mas. Los
sobrenadantes se juntaron, se evaporaron a presién reducida y se
analizo su pureza por c.c.d.en solvente 1S. Se obtuvieron 4,5 mg

del producto puro. (PLTc)

9.28.1.Estudios decgradativos realizados sobre PL Tc

PL Tc se trato siguiendo la tecnhica recomendada por Rouser
(252), para separar los aldeh{dos de cadena larga. Para ello,
2,25 mg de PLTC se incubo con 1 ml de Acido ace€tico 96% a 37°C

bajo nitr&éeno, durante 18 hs. La reaccidn se detuvo por
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diluciof con nueve volumenes de cl4C, y se evaporé a sequedad .

El residuo se disolvié-en Cloroformo:Metanol 4:1 (2 ml) y se
pasd por unha columna de 2 g de dcido silicico. Los aldehfdos se
eluyeron con cloroformo:metanol (4:1) (AlPLTc), y los lisofosfa-
tidos con Cloroformo :metanol (1:1) a (1:3) (LfPLTc).

La fraccidn AIPLTc se llevo a sequedad , luego se disolv;o
en #,5 ml de metanol, vy se agre95 32 mg de NABH4 @,5N, disuelto
en 9,5 m]l] de agua y una gota de NaOH 9,5N. La mezcla se dejb 39
minutos a temperatura ambiente, se adificd con HC) Yy se agre96
2,5 ml de agua, 9,3 ml de metanol y 1,6 ml! de cloroformo. Se
separ6 1a capa inferior y se reextrajo la superior con 2 m] de
C:M (1:1) (253)

Una alfcuota se secd sobre P205 y se tratb con 29 ul de una
mezcla de HMDS:TMCS:Piridina (1:2:3), como reactivo siliiante.
Luego de calentar 10 minutos a 59°C se analizo por c.q9.l.-e.m
utilizando fase e, en las condiciones descriptas en
mé&odos generales.

La fraccion eluida con C:M (1:1) a (1:3) (Lf{PLTC), se llevd
a seco y a continuacién se saponificd con 2 ml de KOH 2N en
etarol 95% durante 2 horas a temperatura ambiente, se acidifico
con HCL dilufdo y se extrajo con S ml de éter et{lico 2 veces.
Los extractos etéreos se juntaron, se secaron y se procesaron

. - -
par analizar acidos grasos como sus esteres metf{liccs por
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c.g.1, de la manera descripta en los métodos generales en las

condiciones II a.

FPor otra parte se hidrolizaron 2 mg de PLTc con HC1l 6N,
durante 24 h a 105°C, se elimind el 4cido a p.r. El residuo se
disolvio en agua, se lleva a pH 8 con NH40H diluido , se extrajo
con eter etflico (2 x { ml) y se llevaron a seco las fases
acuosa y orgdnica.

La fase acuosa se disolvid en 108 ul de agua y se tomaron 2
alfcuotas de 18 ul cada una, para dosar colorimetricamente
fosforo total y f$dsforo inorgdnico. Otra alicuota se cromatogra-
fio”" en papel, utilizando solvente 9, durante 24 h , revelandose
con ninhidrina una sustancia de movilidad igual a la de un

testigo de etanolamina .
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El presente trabajo de tesis tuvo por objetivo principal , la

identificaciédn y caracterizacién de g9licoconjugados, en especial

sialoglicolipidos del trypanosomatideo Trypanosoma cruzi. Este

protozoario es el agente etiolégice de la enfermedad de Chagas.

Se presentan:

1) Una introduccidn referida a la clasificacidn general de los

pretozoarios, v en particular a los de la familia 7rypancsona-
, N L

tidae. Se reseflan las caracteristicas morfoldgicas del T.

cruzi y su ciclo de vida, asi como la forma en que se cultiva

- . 4 3
axenicamente el parasito.

L4
2) Un resumen sobre la estructura, ocurrencia , funcidn y bio-
4 . N N : A .
sintesis de los gl1coes+1ngolfp1dos Y gangliosidos de animales
. /
vertebrados y una referencia sobre los que se han encontrado ul-

timamente en invertebrados.

3) Los estudios realizados sobre los glicoconjugados componentes
de membrana de formas epimastigote de J.cruzi.
4) Los antecedentes que evidenciaban la presencia de dcido sia-

lico en JT.cruzi

S) La interpretacicn vy discusion de los_resultados que incluye
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A ) La diferenciacidn de las distintas fracciones subcelulares
de epimastigotes de T.cruzi (cepa Tulahuén) en base a:

i) el andlisis por electroforesis en geles de poliacrilamida de
los glicoconjugados presentes en las mismas

ii) Las caracteristicas quimicas, que incluyen la determinacion
de protefna y azQcar, la compnsicibn de monosacdridos y la de-
terminacién de la ausencia de glucdgeno en las mismas, el cual

se ha descripto como material de reserva para otros protozoarios

B8) La marcacion exdgena de la membrana plasmatica de dos 1{-
neas de la cepa Tulahuén (Tul & y Tul 2). Se determind la dife-
rente composicién de glicoconjugados de membrana para las dos
l1{neas, la cual difiere también de la cepa Y. En Tul & la marca
se incorpora principalmente en la glicoproteina de 45 kDa (Gp4S)
mientras que en Tul 2, se incorpora también en una glicoprotefina

de 25 kDa.

€’ Estudios estructurales comparativos realizados sobre Gp4S
de Tul @ y el compiejo glicoproteico ABC, de cepa Y. Para ello
se aislarocn las glicoprotefnas de extractos fenol-agua y se
determinaron los monosacaridos componentes .

Se realizd una hidrolisis alcalina en condiciones de B- eli

minacidb,de las glicoproteinas previamente marcadas con galacto-
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sa oxidasa NaB®H4, y se determind gque en Gp4S y en el complejo
ABC, existen oligosacéridos de 4 a ? unidades de azicar unidos a
través de union O-glicos{dica a la prote{na, y que poseen galac-
tosa como uno de sus componentes. Ademas se determino la presen-
cia de cadenas unidas a la prote{na por otro tipo de unién, aun-

que no se confirmS la naturaleza de l1a misma.

D) Se realizb un extracto lipidico de las células epimastiqote
de T.cruzi, el cual se reextrajo con KC1. En este ultimo
extracto se determind la presencia de por lo menos dos componen-
tes que revelaban con reactivo de ganglidsidos. Se dosaron 10g<
moléculas de acido sidlico / célula, gque se liberan del extracto
por accion de neuraminidasa. Se determino también la presencia

de azlcar, esfingosina y acidos grasos en la misma.

£) El1 andlisis por EGPA, de epimastigotes marcados con la tec-
nica de Nal04- NaB®H4,mostrd la incorporacidn de la radiocacti-
vidad en dos glicoconjugados, el LPPG (Banda D) y en una banda
de alta movilidad (Banda E). Esta ultima se extrajo con solvente
para lfpidos, y con KCl. Por fraccionamiento con columna de sfli
ca gel H, de un extracto C:M (2:1) marcado, se obtuvieron dos
fracciones A y B . En la fraccion A se liberd un 39% de la radio
actividad por la accién de la neuraminidasa, mientras que en la

B, la marca se incorporaba como arabinosa, 1o que sugiere la pre
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sencia de galactofuranosa en la misma.

F) Se llevd a cabo una incorporacidn metabdlica de (®H)acido
palm{tico y (¥4)-galactosa a las células. Se aislaron dos gli-
col{pidos que incorporan ambos precursores (GiTc y G2Tc).

El acido palmitico se incorporé en una esfinganina en GiTc vy
en una esfingenina en G27c.

Ambos glicolipidos cambiaban su movilidad en c.c.d. por la
accidn de la neuraminidasa, por lo que se trata de sialoglico-
esfingolipidos.

Se demostrd la naturaleza enddgena de los mismos asi como tam

bfen la de los glicoconjugados A,B,C f D.

6) Se aislaron los glicoesfingol{pidos G1Tc y G2Tc de un ex-
tracto C:M (2:1) de 1@*2 células. Para ello se utilizd en pri-
mer Jugar una resina DEAE-Sephadex en la que se separaron los 1i
pidos neutros de los acf{dicos. Estos ultimos se fraccionaron por
columna de Unisil , recogiendo las fracciones que eluian con

C:M (8:2)y C:M (1:1) . Esta Ultima se recromatografio en una co-
lumna de caracter{sticas similares, obteniéndose los dos ganglid

sidos.

H#)En la fraccidn C:M (8:2), se analizaron los atidos grasos,

los aztGcares, y las esfingosinas presentes. No se detecté acido
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sidlico.

Del andlisis de las distintas c.c.d realizadas sobre extrac-
tos provenientes de las marcaciones con acido palmftico,galacto—
sa ,104- NaB®H4 y de las reveladas con reactivos para tbésforo y
glicol{pidos se dedujo que en la misma estan presentes por lo me
nos un glicol{pido que se marca con I04-NaB®H4 por poseer

galactofuranosa, un +os+ogliculfpido y fosfoli{pidos.

Z) Se analizd la compecsicion de los ganglidsidos

Para G1Tc se determino que la relacidn azlcares neutros: amino-
az@cares: acido sidlico: esfingosina es: 4:1:1:1, mientras que
para G2Tc la relacidn es Azlcares neutros: acido sidlico: esfin-
gosina S5:1:1.

Se realizaron hidrdlisis acidas especf%icas sobre la cadena
del oligosacé?ido de GiTc. Se determiné gue esti compuesta por
Glucosa:manosa:arabincsa:galactosamina:dcido sialico en relacién
2:1:1:1:1. Esta composici6ﬁ es distinta a 1la de todos los gan-
gliésidos conocidos. Por otra parte éste es el primer informe
sobre la presencia de galactosamina en T.cruzi.

Los componentes de la ceramida de GiTc se aislaron por metand
lisis vy extraccion de los acidos 9grasos y las esfingosinas, las
qQue se analizaron por c.g.l-e.m.

Se determinO que la base de cadena larga presente en GiTc
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es una metil esfinganina ramificada de 19 atomos de carbono, la

cual se halla esterificada por acidos grasos en cuya composicion
se encuentran principalmente Acido 2-metil estedrico (44%), Ac.
estearico (31%), ac. 2-metil palmftico (6,3%), Ac. palmitico
(7,3%) y ac. oleico (4,6%). Los acidos 2-metil ramificados no
habian sido informados como componentes de extractos lipidicos
de T.cruzi

Por marcacidn con galactosa oxidasa NaB®H4, se determino
que la radicactividad se incorpora en galactosamina en GiTc y en
galactosa en G2Tc , lo que descarta tambien la unidn de ambos
monosaca&ridos por el C-6 al oligosacérido respectivo.

Asimismo se marcaron los dos gangliésidos con I04- NaB®H4.

La radioactividad liberada por hidrdlisis acida y enzimética,fue
l1a misma en ambos casos, por lo Qque se concluye que el acido
sialico se encuentra terminal. La movilidad de los gangliésidos
marcados es similar a la del gangliosido GM1, lo cual confirma
que €on monosialilganglidsidns. Tambi€n se ratifico el cambio en
¢l R¥ de los mismos, cuando son tratados con neuraminidasa.

Se llevo a cabo una oxidacién con periodato de GiTc. Por
c.g9.1. se determino la presencia de sorbitol: glicerol y treitol
en relacion 2;1:4,25, lo que indica que la glucosa no fué oxida-
da. La presencia de treitol podria deberse a residuos de galacto
samina no N-acetilada unida en posicién 4,

Por metilacion de G1Tc se determind que la manosa se halla
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2-0-sustituida, confirmando la relacidn en qQue se encuentran el

glicerol con el sorbitol (1:2),en el anllisis de los productos
de la oxidacidn con pericdato.

Se analizd la ccmposicidn de la ceramida de G2Tc, utilizando
las mismas te€cnicas que para GiTc. Se determino la presencia de
esfingosina unida a Z£cidos grasos en cuya composicidn se encuen
tran principalmente dcido 2-metil palmitico (27,1%), ac. 2-metil
estearico (22,6%), Ac. 2-metil araqu{dico (92,6%)), , Ac. esteéri
co (13,3%) y ac. palmftico (9,7%)

Los monosac&ridos componentes de G2Tc son arabinosa,manosa,
galactosa y glucosa.

El tratamiento con B-galactosidasa de G2Tc desialidado libe-
ro galactosa, indicando que el dcido sidlico terminal se encuen-

. [ : 2. .
tra unido a galactosa; como es comun en gangliosidos animales

J) Del extracto lipfdico total se aislo un plasmalégeno, por
pasaje a través de columna de Unisil y posterior separacidn de
los lipidos mds polares por c.c.d. preparativa.

El plasmalégeno (PLTc) se hidrolizb con ac. acético y se sepa-
ré el aldeh{do del lisofosfol{pido por columna de Unisil. Por
c.g.l.-e.m. del aldehfdo reducido al alcohol se determind la pre-
sencia de hexadecanal. El lisofosfolipido se saponifidb Yy se ana-
lizaron los acidos grasos

Por hidrblisis fuerte del plasmalééeno y andlisis por c.p. se
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determind la presencia de etanolamina. A su vez se doso el conte-
nido de fosfato en PLTc, que corresponde a un mol de fosfato por
mol de plasmaldgeno. La movilidad en c.c.d. es similar a la in-
formada para plasmaldgenos derivados de fosfatidiletanolamina,
por lo que se concluyd'que la estructura de PLTc es la represen-

tada en la fig 47.
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AEBREVIATURAS

Abs: Absorbancia .

Ac: Acido.

APS: Acido periddico-Schiff.

Ci:M: Cloroformo: Metanol.

c.c.d.: Cromatograffa en capa delgada .

Cer: ceramida .

c.q.1.: Cromatograf{a gas liquido .

c.g.l.-e.m.: Cromatograffa gas liquido acoplado a espectrometria
de masa.

c.p.m.: Cuentas por minuto.

Fig: Figura.

Fuc: Fucosa .

Gal: Galactosa .

GalNH2: Galactosamina .

Glec: Glucosa .

GlcNH2: Glucosamina .

Inos: Inositol.

LPPG: Lipopeptidofosfoglicano .

Mr: Peso molecular relativo .

Mx: Maltooligosacdrido de x unidades de glucosa .
NANA: Acido N-acetil neurami{nico .

NANA7: Acido S-acetamido 3,S5-didesoxi L-arabino 2-heptulosdnico.
Neu NAc: Acido N-Acetil neuramfnico .

Neu NGc: Acido M-glicolil neuraminico .

n.i.: no identificado .

PAA: Poliacrilamida .

Rm: movilidad relativa .

Rf: Relacidn de frente .

TFA: Acido trifluoroacetico .

Tr*: Tiempo de retencidn de sustancias patrones .
Tul @: Tulahuén g .

Tul 2: Tulahuen 2 .

Y: Ypsilon .



FE DE ERRATAS

pag. 135 donde dice

354 M+1 - Me3 SiCH) + -1
debe decir
356 (M +1 - Me3 CiOH) + -1

pag. 170 donde dice

103 (CH2 SlMe3) e
debe decir

103 (CHZO SlMe3) F ereecenncannnne
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