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INTRODUCC I ON



Es conocida la importancia de la Enfermedad de Chagas en

nuestro pais y en otros de Latinoamérica. Por los datos publica

dos, se estima que unas veinte millones de personas están in+ec

tadas con Tryoanosomacruzi. Subsisten muchas incógnitas en

cuanto al comportamiento del parásito en sus huéspedes inverte

brados y vertebrados. La participación de glicoconjugados en

ciertas funciones biológicas, como la respuesta inmune, la

adhesión celular, la diferenciación y crecimiento celular ya ha

sido demostrada para otros sistemas. El conocimiento de la

estructura de los glicoconjugados permitira encarar su modifica

ción por la acción de análogos de azúcares que podrian interfe
rir en su biosintesis.

En este trabajo de tesis se utilizaron células epimastigote

de más facil obtención en las cantidades necesarias para estu
dios estructurales.

Un hecho saliente es la caracterización por primera vez de

gangliósidos en las células. Este resultado es interesante desde

dos enfoques:

a) Por la función de los sialoglicolípidos en la regulación de

4en6menosbiológicos.

b) Desde el punto de vista de la evolución ya que los gangliósi

dos son característicos de vertebrados y sólo se describieron en

pocos invertebrados

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



y (°H)-galactosa lo cual confirma que los gangliósidos no pro

vienen del medio complejo en que se cultiva el parásito. Los mis

mos se han marcado también en forma exégena por dos métodos:

a) Oxidación con galactosa-oxidasa seguida de reducción con B3H4‘

b)0xidaci6n controlada con 104-, seguida de reducción con B°H4

metodo que marca selectivamente azúcares con glicoles exocfcli
cos comoel ácido sialico.

En esta tesis se ha conseguido marcar por todos los metodos

mencionados, y purificar dos gangliósidos. La determinaciám de

su composición permitió establecer diferencias notables con la

composición de gangliósidus animales, tanto en los azúcares comc

en la fracción lipfdica de las moléculas. Esas diferencias con

la célula huesped, puede ser un objetivo para el ataque al

parásito.
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1.i INTRODUCCION

Los trypanosomas son protozoarios parásitos que causan algunas

de las más importantes enfermedades del hombre.

Estas enefermedades, que incluyen la Trypanosomiasis africana

(enfermedad del sueño), 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 trypanosmMasis bovina, la mayor

parte del continente africano no es apto para la crianza de

bovinos y, consecuentemente, contribuye a la malnutrición humana.

Se conocen pocos tratamientos satisfactorios para estas

enfermedades, por ello es importante el estudio de estos

parásitos en sus aspectos bioqufmicos, médicos y de biología
molecular.

1.2 CLASIFICACION GENERAL DE LOS TRYPANOSOMATIDEOS

Estos organismos representan algunos de los más primitivos y

especializados del reino animal. La clasificación más reciente

(i), designa a Protozoa comoun subreino , y ubica a la familia

Trypanosomatidae segun la Tabla I

El subreino protozoa se divide en cuatro phila.

El Sarcomastigophora incluye al subphylum Hastigophora

que corresponde a los protozoarios que poseen uno o más fla
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gelos . La mayoria de estos organismos son de existencia liL

bre , pero un númeroconsiderable de ellos es de naturaleza

simbiótica, ya sea de invertebrados o vertebrados. La mayoría

de las especies endosimbioticas habitan en los tractos di

gestivos de sus hospedadores, asf comotambién en los sistemas

circulatorios y tejidos. La capacidad natatoria de los flagela
dos los ha ayudado a adaptarse a distintos entornos.Pueden

sobrevivir en medios liquidos tales comola sangre, linfa y

+luido cerebroespinal de sus huespedes.Los trypanosomas exhiben

una adaptación aún mayor a la vida en medios liquidos debido a

la +ormade sus cuerpos celulares. Poseen una apariencia alarga
da,en forma de torpedo, por lo cual los fluidos 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 observan cromatóforos, y Zoomastigophorea , que

son flagelados de naturaleza animal, la mayor parte de los

cuales son parásitos. Todos los miembrosde esta clase care

cen de cromató+oros y son en general, mononucleados . Cada

organismo posee uno o varios flagelos, dependiendo de la es

pecie. La reproducción asexual se produce por fisión longitu

dinal, aunque en algunos pocos grupos se conoce la rep'oducción
sexual.

ORDENKINETGPLASTIDA:Este órden, incluye varias especies de



-4

existencia independiente,además de especies parásitas en plan

tas, invertebrados o vertebrados. Los kinetoplastidos son en ge

neral flagelados pequeños con uno a cuatro flagelos. El cuerpo

es de aspecto plástico, pero no ameboidal, como en el órden

Rhizomastigida. La reproduccion es generalmente por fisión lon

gitudinal y durante el ciclo de vida de las células adoptan

usualmente más de una forma (condicion denominada polimorfismo)

Esto es especialmente cierto entre los miembros de la familia

Trypanosomatidae.

El órden Kinetoplástida comprende a su vez dos subordenes:

Bodonina, de existencia libre y Trypanosomatina, de existencia

parasitaria. Dentro de este subdrden se ubica solamente la

{amilia Trypanosomatidae.

FAMILIATRYPANGSOHATIDAEzLosmiembros.de esta familia son

todos parásitos. Sus cuerpos son elongados y más o menos

achatados. Un¿nico flagelo surge de un be*leroplasto cerca

del cual se localiza el kinetoplasto. La posicion del beflero

plasto vari'al encontrándoselo en posición anterior, media o

posterior segun la especie.

La familia Trypanosomatidae se subdivide a su vez en nueve
/

generos:

1)Lsntomcnas 2)ucnncinmnssé 33Crithldia

4lnlastncnithidia 5)Rhinshgiigmgnas 6)Leishmania

7lEndntnxnanum 8)Ehxinmnnas 9)Trzganosoma
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Los primeros cinco géneros de esta Familia son parásitos

monogenéticos de animales invertebrados (especialmente

insectos), en tanto que los cuatro ultimos géneros son parási

tos digenéticos cuyo ciclo de vida transcurre entre dos hospe

dadores:uno de ellos constituido por un invertebrado, o vector

en el cual el parásito se desarrolla principalmente en el ca

nal alimentario; el otro un animal o planta, en cuya sangre o

tejidos , habitan (Leishmania, Endotrypanum,Trypanosoma). Otros

viven en la saliva (Phytomonas). Algunos autores sugieren que

los trypanosomasdigeneticos se originaron a partir de los {lg
gelados monogeneticos.(2)

1.3 TRYPANOSGMA CRUZI

Hoare (3) agrupó a los trypanosomas de mamíferos ,segun la

Tabla II de acuerdo a las siguientes caracteristicas:

a) salivaria: Flagelo libre, presente o no; quinetoplasto

terminal o subterminal s extremo posterior usualmente redondea

do; patogenicidad; desarrollo en el vector de estacion

anterior! transmision inoculativa. Las especies incluidas en

en este grupo serian de evolución mas reciente , las que

pertenecen a los subgéneros: Duttonella (T.(D) vivaxll

Nannomonas(T,(N)congolense)¡Pycnomonas (T.(P)suig)|

Trypanozoon (T.(T)bruceir ,T¿(TLgambiense. T.(T)evansi.
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T.(T)eguiperdum),

Dentro del subgénero Trypanozoon, la especie T.(T) evansi se

transmite por contaminacion por las patas de las moscas, y el

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

b)Estercolaria: Grupomás primitivo cuyas características son

las siguientes: flagelo libre presente; quinetoplasto grande no
terminal; extremo posterior puntiagudo; multiplicacion en el ma

mífero discontinua ( sólo en el estadfo amastigote); desarrollo

en el vector en el estadio posteriori transmisión contaminativa

(exceptoT.rangelli).
A este grupo pertenecen los subgénerosrflegatrypanum (especies

grandes :T.(M)theileri ,T.(M)traqalaohi. T.(M)inqensy
Herpetosoma (especies medianas ; T.(H)lewisi. T.(H)ranqeli.

ILLHLQusculns-Schizotrypanum(especies pequeñas :T.(S)cruzi,

T.(S)Qipistirell y La ¿rica especie patógena del grupo es el
T.(S)cru;¿, el cual es el causante de la enfermedad de Chagas.

Durante muchotiempo existiá una polémica entre los estudiosos

de la enfermedad de Chagas sobre la adopcion del género

Trypanosomao Schizotrypanosoma, para la identificación del agea

te etiologico de la en+ermedad.Por razones de orden taxonómico y

de conveniencia, la gran mayoria de los autores se inclinaron

por la denominación Trypanosomacruza.Sin embargo, la clasifica

cion de Hoare deja abierta la adopcion del nombre Schízotrypanum

comosubgénero que incluiría especies de trypanosomas relativa
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mente pequeñas,con quinetoplasto voluminoso y subterminal, que

presentan multiplicación intracelular, bajo la forma amastigote.

Por lo tanto, la ubicación sistemática delTrxpanosomacruzi

es la siguiente:
Reino: Protista

Subreino: Protozoa (Godfus,1818)

Phylum :Sarcomastigophora (Honigberg y Balamuth,1963)

Subphylum :Mastigophora (Diesing,1866)

Clase: Zoomastigophorea (Calkins, 1999)

Orden: Kinetoplástida (Honigberg, 1963)

Subórden: Trypanosomatina (Kent,1889)

Famila: Tryopnosomatidae (Doflein,1991)

Género: Trypanosoma (Gruby, 1843)

SubgénerOZSchyzotrypanum (Chagas, 1966)

Especie: cruzi (Chagas,l969l

1.4 CICLO EVOLUTIVO DEL TRYPANOSOMA CRUZI

El ciclo evolutivo de este protozario es bastante interesante

y complejo. Comprende dos fases: una en un huésped invertebrado

(triatomfneo) y otra en un huesped vertebrado ( numerosos

mamfieros).

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

alternancia de los huéspedes. s.endo el invertebrado el agente
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transmisor. El triatomfneo, al succionar la sangre de un

individuo infectado por el parásito, ingiere formas denominadas

trypomastigote. A medida que se acercan a la luz del intestino,

estas formas se ensanchan y se acorta el flagelo diferenciandose

a epimastigoteiel que se multiplica activamente por +isi6n bina
ria en la región media del intestino. En la parte final del tubo

digestivo, una fracción de la población de epimastigotes se di

ferencian a trypomastigotes. Ahora, el trypanosoma puede volver

al huésped vertebrado, cuando éste fuera picado por el insecto.

El insecto, al alimentarse, deieca mientras come, y en las de

yecciones habrá parásitos que pueden penetrar a los tejidos del

vertebrado en la región atacada.

En el vertebrado, los trypomastigotes penetran en las células

de algunos tejidos donde se diierencian en formas denominadas a

mastigotas. Estas formas, que se dividen por fisión 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 circulación sanguinea.

Los trypomastigotes pueden penetrar en nuevas células del nue;

ped o ser ingeridos por el insecto, reiniciando el ciclo en el

invertebrado. Un resumen puede verse en la Fig 1.
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1.5 ESTRUCTURA DEL TRYPANOSOMA CRUZI.

El Trxganosomacruzi mide,segun la forma de desarrollo,entre

5 y 25 u_de largo, por 3 a 5 u_de diámetro y presenta, por pertg

necer al orden Kinetoplástida, un conjunto de estructuras pecu

liares que pueden ser descriptas de un modointegrado. Este con

junto esta constituido por el quinetoplasto, el cuerpo basal y
el flagelo.

El quinetoplasto se define comoaquella parte de la mitocon

dria única,donde se encuentra el ADNmitocondrial. El ADNestá

rodeado por una doble membrana, cuya naturaleza mitocondrial

se demuestra por la presencia de crestas mitocondriales en la

membrana interna. Los trypanosomatfdeos tienen un 20% del ADN

total en su localización mitocondrial,mientras que en el resto

de los eucarimfies apenas alcanza al 1% (4).

El ADN quinetoplástico difiere del ADN nuclear en la

composición de las bases, en la estructura molecular, y en la
ausencia de histonas.

En el T.cruzi,la morfología del quinetoplasto varfa en los

diferentes estadios evolutivos del parásito. En el epimastigote,

el material fibrilar se dispone en camadasdobles mientras que

en el trypomastigote, las fibrillas forman círculos en camadas

triples o cuádruples.
En las di4erentes formas del parásito, el nacimiento del fla

gelo se encuentra adyacente al quinetoplasto, hacia la parte
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anterior o posterior (5).El 'mastigon' (aparato del movimiento),

está constituido por el flagelo y el cuerpo basal , o blefero
plasto.

El cuerpo basal es una estructura que en su parte proximal es

totalmente intracitoplasmática y en su parte distal. o zona de

transición, se proyecta sobre el bolsillo falgelar.

Se trata de un cilindro hueco que está limitado por 9

tripletes de microtúbulos que son continuación del +lagelo.
Tiene la mismaestructura en todas las formas de evolución.

El flagelo presenta un sistema de 9x2 microtúbulos en una ma

triz amoría. El trayecto del flagelo no es igual en los

distintos estadfos. En todos los casos,la membranaque cubre el

flagelo esta en contacto con la pelicula que cubre el parásito,

pero no se observa coneccion estructural entre ambas.

El nucleo del Tz cruzi es de naturaleza fibrilar, con acumu

los de material genético contiguos a la membrana, cuando el

parásito comienzala división celular.

La membranaplasmática tiene fundamental importancia en la

interacción huesped-parísito. La membranaplasmática propiamente

dicha tiene un espesor de 8 a lfinmy se encuentra recubierta por

una cubierta superficial, con un espesor de 5 nm en el

epimastigote. Por debajo de la membrana,del lado citoplasmático
se encuentra el armazón de microtúbulos.
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Las caracteristicas de los distintos estadios en que se puede

encontrar el parásito son las siguientes:

El epimastigote es el estadio de multiplicación activa del

parásito en el intestino del vector.Es más corto(lfi a ióu) y más

grueso que el trypomastigote. Tiene el quinetoplasto ubicado por

delante del núcleo y en forma de disco y el flagelo emerge

aproximadamente de esa región. Sus movimientos lo di+erencian

del trypomastigote y , en 9eneral,se producen en un solo plano.

El trypomastigote es la +orma circulante en el mami+ero. Es

fino, y tiene movilidad en todos los planos, lo que lo

di+erencia del epimastigote, es más largo ( entre 29 a 25 ul),

no se divide y presenta un quinetoplasto de forma esférica

ubicado por detras del núcleo.

El flagelo acompañaprácticamente todo el cuerpo del parásito

con una membrana ondulante que lo envuelve.

El trypomastigote metaciclico es semejante al circulante pero

mas delgado y tiene una gran movilidad. Es la forma in+ectante

que se encuentra en las deyecciones del vector y en algunos
cultivos axénicos.

El amastigote es la +orma intracelular del parásito que carece

de +lagelo y se multiplica activamente en diversas células.
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1.6 AISL_DÜS DE T.CRUZI

Se han efectuado numerosos estudios de caracter bioqufmico,

antigénico, etc, sobre distintos aislados de T.cruzi.

Actualmente se conoce que dichos aislados, provenientes de

pacientes, o vectores o animales infectados, hasta ahora llama

dos cepas, constituyen una mezcla de poblaciones diíerentes (ó),

y los clones de un mismoaislado presentan caracteristicas dis
tintas (7)

1.7 CULTIVO AXENICÜ DE TRYPANSOMA CRUZI

Los epimastigotes de I¿;ruzi pueden cultivarse axénicamente

en medios indefinidos ( difásicos , o lfquidos monofásicos) o en

medios químicamente definidos.

El T.cruzi+ue cultivado por primera vez por Carlos Chagas en

1959, usando un medio complejo desarrollado por Novy y Mc Neal

(8). Desde entonces se han desarrollado muchos medios para el

cultivo de T.cruzi (9).

Los medios difásicos, en general son variantes del medio Novy

y Mc. Neal, cuyos componentes son basicamente triptosa, infusioh

de higado, de cerebro, corazon, peptona, sangre o suero, y
hemina.

Los medios liquidos contienen infusión de tejidos, sangre o

suero¡y hemina. El medio LIT (Liver Infusion Triptose), diseñado
por Yaeger (9les uno de los más difundidos para cultivar y
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mantener los trypanosomas.

En 1955, Citry y Grossowics (10) introdujeron un medio

parcialmente definido donde el unico componente no definido era

un hidrolizado de caseina. Más tarde Boné y Parentb(1963) (ll)

desarrollaron un medio que contenfa tiamina, ácido fólico, acido

esteárico y tryptosa , la que permanecfa indefinida.

El primer cultivo exitoso de T.cruzi en un medio definido

fue comunicado por Anderson y Krassner en 1975(12),fue denomina

do XH25. Azevedo y Roitman, en 1978, lo simplificaron, emitiendo

algunas coenzimas y obtuvieron un cultivo igualmente exitoso «¿y

Estos medios permiten realizar estudios metabólicos y bioquími

cos del parásito. Resulta complejo de preparar, de elevado costo

y de rendimiento pobre, por lo que es desaconsejable para la

producción masiva o el mantenimiento de_cepas.

La produccion de trypomastigotes 'in vitro' se realiza en

cultivos de células de mamíferos. Varias lineas celulares, de

mantenimientosencillo,son apropiadas celulas-huesped.
Las mas ampliamente usadas son las líneas de células de

epitelio de riñón denominadas Vero, NMCKKy LLCMK2, ya que

forman monocapas perfectas, sin que se superpongan elementos

individuales (14).
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2.1.GLICÜESFINGÜLIPIDÜS

Los glicoesfingolfpidos están formados por una fracción

hidrofóbica denominada ceramida, y otra parte hidrofilica

compuesta por hidratos de carbono.

Una ceramida consiste en una esfingosina

(trans-4-esfingenina, (28,3R,4E)-2-amino-4-octadeceno-i-3-diol),

o un análogo tal como la dihidroesfingosina (esfinganina) o

fitoesfingosina (4-D-hídroxiesfinganina), las cuales están
N-aciladas con ácidos grasos cuyas cadenas pueden variar entre

14 y 26 átomos de carbono.

Se postula que los glicoesfingolfpidos están sujetos en la

bicapa lipídica de la membranaa través de la ceramida.

La longitud de las cadenas de azúcar , en los glico

esfingolfpidos pueden variar de uno a treinta residuos de monos;

carido. La cadena se une al grupo l-hidroxilo de la ceramida.

Todos los azúcares se han encontrado en los glicoesfingolfpidos

en configuracion 2, con la excepción de la E-4ucosa.
Las funciones específicas que cumplen los glicoesfingolfpidos

en las células están reflejadas en la naturaleza de la parte
sacarfdica de los mismos.

Los glicoesfingolfpidos se dividen en glicoesfingolipidos

acfdicos, que puedencontener acido siálico o sulfato. y glico-.

esfingolfpidos neutros ,que contienen solamente azúcares neu

tros (no cargados).
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Los glicoesfingolfpidos que contienen acido siálico ,se deno

minan gangllósidos,mientras que los que contienen un grupo ester

sulfúrico se denominansulfoglicoesfingolfpidos.

En general los glicoesfingolfpidos acidos abundan en tejidos

neuronales y en órganos viscerales.

Debidoa la diversidad de la fracción sacarfdica de estas

moléculas y el contínuo descubrimiento de nuevos glicoesfingol!
pidos es muydiffcil mantener una nomenclatura uniforme para

todos los glicoesfingolipidos.

La comisión de Nomenclatura Bioquímica de IUPAC-IUB (15) ha

recomendadouna nomenclatura sistemática para estas moléculas.

La clasificacion y la ¡nterrelacián estructural y metabólica

de estos lípidos complejos,están basados en la fracción

sacarfdica de los glicoesfingolfpidos. En la Tabla III se

muestran las diferentes familias en que se clasifican los glico

esfingolfpidos mas simples.

Ademásse han aislado glicoesfingolfpidos conteniendo fucosa

de diversas fuentes tales como adenocarcinoma humano (16),

eritrocitos humanos(17), mucosagástrica de cerdo (18), etc.

En contraste con los glicoesfingolfpidos de vertebrados sola

mente se han encontrado glicoesfingolipidos conteniendo manosa

en invertebrados tales como los bivalvos (19). Algunos de estos

ultimos pueden contener , ademas xilosa (20).
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Tabla III: Estructura de los oligpsacáridos más comunes

encontrados en glicoesfingolfpidos

Preíiip Abreviatura Estructura

LACTO Lc GalB(1->3)GlcNAcÍ5(1->3)GalBH-MH en:

LACTONEO Lcn Gal/¿(1->4)GlcNac3(1->3)Gal8(i->4) en:

muco Mc GalB(1—>3)Ga1/3(1->4)Ga13<1->4)61c

GALA Ga eaiNAc?t1->3)Ga1?(1-)4)Ga1ou1->4)Ga1

GLOBO Gb GalNAcBti->3)Gala(1->4)GalB(i->4)Glc

GLOBÜISO sm GaiNAcfiu->3)Ga1q(1->3)Ga1/3u-.4)61c

GANGLIO Gg Ga¡fi(1->3)Ga1NAcB<1->4)Ga1fl(1->4)Glc

2.2 GANGLIOSIDOS

Los gangliósidos son un tipo de glicoesfingplfpidos

caracterizados por la presencia de una o más unidades de ácido

siálico en la cadena del oligpsacárido.

Formanparte de los glicoconjugados de la membranaplasmática

que determinan las propiedades de la super+icie celular.
Se han encontrado mas de 4G distintas estructuras en el

oligosacárido de estos lípidos. Si se tiene en cuenta las

variaciones en el tipo de ¿cido sialico, este número se
incrementa hasta 50.

Los ganglidsidos iueron identi+icados por primera vez por
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Klenk en 1935 (21). Luego se han encontrado gangliósidos de

complejidades diversas prácticamente en casi todos los tejidos

de los vertebrados,aunque en diversas concentraciones, siendo la

materia gris, el órgano en que se encuentran en mayor propor

ción. Algunas de las estructuras se representan en la Fig. 2.

Hasta el momento, en invertebrados, se han encontrado

gangliósidos solamente en gónadas, gametas y otros tejidos de

varias especies del philum Echinodermata (22). Sus estructuras

di+ieren de aquellos encontrados en tejidos de vertebrados.

Algunos de ellos contienen glucosa, comounico azucar, ademas de
ácido siálico (23).

Se han descripto disialogangliosidos conteniendo una (24) o

dos unidades de glucosa (25)

Ungangliósido conteniendo arabinosa y un acido siálico

interno se ha aislado de la estrella marina Asterina oectini
+era (26).

Estudiando la estrucutra de gangliósidos de estrellas

marinas, Kotchekov (27) identificó en Evasteria

Qectinifera,uno cuya estructura era NeuNAct2->9)NeuNAc(2->3)

GaiNAc(1->3) gal (1->4) gic (1-1‘) Cer. Por otra parte en

Asterias amurensis. la cadena oligosacarfdica del sialoglico

¡{pido es B-O-Me NeuNGc (2->3) 8-0-Me NeuNGc (2-)6) GalNAc

(1-)3) gali1->4) Glc(1->i’)Cer.
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2.2.1 Estructura

a)Acido siálico: Este nombrees el termino genérico para una

serie de compuestos derivados del Acido Neuramfnico (Acido

5-amino-3,5,didesoximQ-glicero-Q-galactononulosónico). Hasta el
momentose ha encontrado aproximadamente 29 tipos distintos

de ácidos sialicos (28). (Fig. 3)

Los mas abundantes son el fl-acetil Neuramfnico (NeuNAc)y el

_fl-glicoil Neuraminico (NeuNGc). De todas formas ,la variedad

de acidos sialicos en gangliásidos debe ser mayor de la conocida

ya que algunas formas acetiladas pueden desacetilarse durante el

aislamiento de los gangliósidos.

Se han aislado de cerebro de pescado varios gangliósidos con

el NeuNAcy NeuNGc O-acetilados en diversas posiciones (29).

Reuter y col (36) han caracterizado de cerebro de rata un

trisialogangliásido, derivado de GTIB conteniendo 9A: NeuNAc

además de NeuNAc y NeuNGc

De la membranade eritrocitos de equino (31) se aisló un gli

coesfingolipido no hid rolizable por neuraminidasa donde se

identificó 4Ac NeuNGc.

Además se han identificado ácidos siaíicos metilados

{undamentalmente en invertebrados de] phylum Echinodermata. Se

aisló BMeNeuNGc de Asterias forbesi (32) y 8Me NeuNac, de un

gangliósido de la estrella marina Diastolaterias Nigon (33)

Uitimamante Suzuki y col caracterizaron por espectroscopfa de
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masa, el Acido Neuramínico 2,7 anhidro como componente de ceru

men humedo humano (33).

b)Familia de oligosacaridos:Los otros azúcares que estan

generalmente presentes en gangliósidos son: Glucosa, galactosa,

GalNAc y GlcNAc. Fucosa y arabinosa también se han detectado en

algunas estructuras.

Con la excepción de sialogalactosilceramida , todos los

gangliósidos de vertebrados derivan de lactosilceramida, o sea

que poseen una estructura de glucosilceramida. Se ha

determinado que los gangliósidos se encuentran principalmente

dentro de dos familias de oligosacáridos derivados de

lactosilceramida, que son la serie Ganglio y Neoiacto. Chein y

col. sugirieron la presencia de gangliósidos con estructura de

las series Globo e Isoglobo.

Algunasestructuras de gangliósidos estan representadas en la

Tabla IV, ordenandas de acuerdo a la familia de oligosacárido

a la que pertenecen.

1)Serie ganglio:La gran mayoría de los gangliósidos de cerebro
derivan de esta serie. GMI(Tabla IV) es la unidad básica en la

que se basan un gran número de gangliósidos de cerebro de

mamiíeros. Estudios comparativos han revelado diferencias

significativas del perfil típico de ganglidsidos de cerebro de
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1gb]; IQ: Estructura de} oligosacárído de algunos gangliásidos
ESTRUCTURA
Egrjg_fignalio

Gal3(l-)3)6alHA:9(l-)4l 6a]6(l->4)Glc

IeuNGt;

6¡lNA:B(I-)4)6¡l641-)3)6¡1HA:gil->4lsalflil-)4)Glc

Nenflht

F:c«tl-)2!6¡l¿ll-)3)6a]HA:3(l-)4IBaIflll-)4)elt
9

NeuNBc;

Ilj_síi_éLLsa

Heulatul2--)3)SaIBH-)3)BalHA:¿“queman-mal:

NauHACZ

Fucq(I->2)6¡IB(l-)3)6alHAcell-)4)GalBll-)4)Gl:

HeuNAc (2-)81NeuHE: 3

TrisiaLg

HeuHA:a(2-)B)HeuHA:q(2-)BlHeuHAcaí2-)3lcalfi(1-)4161c

GalHAt?

Pentasiaig

NeuNArxlz-)8)Heuln:«(7-)3lGalell-)3lBalHAcGíl-)4l6¡lG(l-)4)Blc

leuNAtu|2-)8)Heuihrq(2-)B)HeuNAt«2

Serie Lacto

Neulnc¡ñ2-)3)Baletl-)4)El:Hac5tl-)1)Ea!f(l-)4)61c

¡"llum-ana]fill-)4)61clet}H-)3iSamu-MES]:

FI:

SIMBÜLO

¡laneuHAr-GgosQC
6H1-6Hli

IVSHeuNAt194 GalRAtGgOse4
GHlb-GalNAt

IV? Fucll3!euH6t59üse4
GHIFutífleuHGr

Ivaüeuflacllafleulnc690594
snla

192 FucIISIHeuNAtl26905e4
Glleuc

113«ueunncaangse4

¡93(H9ulhtlZII3ifleuNAc)3690594

¡valvulht-Nltüse4

lV3HeuIAtllI3 Fuc-ILCOSE4

TEJIDO

Cerebro ¡unano (64)

Cerebro de paciente (un ¡ai
¡a ¡ay-Sachs (65)

Hígado bnvino (64)

nédula ¡(renal bovina (ss)

Cerebro de :erdn (67)

cerebro de pez (63)

Cerebro de pez ¡69)

Eritroritos bananas (¿4)

lílula bu¡ana (71)



EeïflHE-mat 9'5.192

NeuHAcal2-)316a16(l-)4)61c

NeuHAchZ-mRiuHAth-)8)HeuHAtu(Z-)3l6¡lfill->06]:

Ganqliósidos en invertebrados

Araf!l-)6)6¡lBIJ-)4)B-O-HeleuGc?(2-)36al8(l-)4lEl:

hrapll-)6)Galflíl-)4)HeuH9c7(2-)3)6316(l-)4)61c

NeuH?rd(?-)9lHeuHAtaflZ->3)GalNAr9(1-)3l63161]-)4l6lt

8-0-He!ouH6t?(2-)3)B-0-HeleuHBc?l2->6)BalNA:BII-)316alB(I-)4l
Blc

llafleuulrlac (683)

llStHeoHAc)31¡t (613)
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Hígado y cerebro huoano (¿41

Cerebro le pez «7o)

Asterina Pettiniiera (26)

Asterioi Pectinífera (26)

Evasterias Retifora (27!

Asteríis Alureosis (27!
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mamíferoscon respecto al de otros vertebrados inferiores tales

comolos peces. Estas últimas especies tienen mayoritariamente

tetra y penta sialogangliósidos, y relativamente poco mono y

disialo gangliósidos,los cuales abundan en mamíferos (36).

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

se ha caracterizado glucosamina pertenecen a la serie
neolactotetraosa. La estructura IVSNeuNAchOse4Cer(TablaIV)

cuyo nombrecomúnes sialosilparaglobiosa, es el gangliosido más

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

3)Serie hematosido:El nombre "hematosido" proviene de que

fueron detectados inicialmente en eritrocitos (38) pero este

tipo de gangliósidos, que se caracteriza por la ausencia de

hexosamina, se encontró luego en todos los tejidos de

vertebrados. La mayoria de ellos derivan de lactosilceramida

siendo los mas comunes GMSy GD3 (Tabla IV).

c)Componenteslipofilicos: Aunque algunos gangliosidos, al

igual que los glicoesfingolfpidos se clasifican generalmente en

base a la estructura del oligosacarido, se han hallado amplias

diferencias en su ccvposicion lipofilica. Los gangliosidos de cg

rebro contienen en general bases es+ingosinicas de 18 y 2G carbg
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nos .Esta última no se ha detectado en otros esfingolípidos de

cerebro y se encuentra raramente en esfingolfpidos extraneurona

les . Crece su presencia en ganglidsidos de vertebrados en

función de la escala zoológica (39).

El ácido esteárico es el predominante en gangliósidos

cerebrales, mientras que mezclas de acidos grasos que van desde

C16 a 024, se encuentran fuera del sistema nervioso central. La

presencia de aEidos grasos hidroxilados ,aunque es rara, se ha

detectado en hfáado y en riñon humano (4fi,41)

En invertebrados, dentro del philum Echinodermata, se ha

encontrado fitoesfingosinas normales y ramificadas cuyas cadenas

varian entre 15 y 22 atomos de carbono (26,27).

Los ácidos grasos componentes de ganglidsidos en el genero

Echinodermata poseen desde 12 hasta 25 átomos de Carbono. Una

alta proporción de los mismosse halla hidroxilado.

En A.Qectinifera,solo se encontraron acidos grasos

drhidroxilados, siendo el 022:B el que se halla en mayor propor

cioln (26)

2.3 BIOSINTESIS QE GANSLIOSIDOS

2.3.1.8iosintesis de bases es+inqosínicas

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

biosfntesis de la es+inganina;



g 00H HFflnL gC15 SCOH + ÉH-CHZOH----> CiscmgH-CHon
NH2 NH2

ï ¡MPH-RedC15 pH-CHon -----> ClSQH-gH-CHZÜH
NH2 OH NH2

El producto de la condensacián de Paimitoil CDAy la serina ,

catalizado por la PLPsintetasa se identificá químicamente como

3-dehidroesfinganina. La enzima condensante requiere la

presencia de +ns+ato de piridoxal.

Una reductasa microsomal reduCe estereoespecfficamente la 3

dehidroesfinganina a D-esfinganina en presencia de NADPH(43).

La enzima condensante y la reductasa son especificas para
esteres de Coenzima A de acidos de 14 a 18 atomos de carbono.

2.3.2. Biusfntesis de oliqosacaridos
La adición secuencial de residuos de monosacáridos es

catalizada por enzimas conocidas comoglicosiltransferasas. Cada
reacción involucra la transferencia de un residuo de azucar de

un donor tal como un nucleáïido de azucar (XDP-monosacarido) a

un aceptar.

XDP-monosacarido + aceptar -> XDP+ glicásido -aceptor.

El caminobiosintético de los gangliásidos principales ha

sido estudiado por Easy y col(44) y por Fishman (45) y se

esquematiza en la F19 III.
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Ceramida

CER-G]: Gal
CMP NAN ¿si

CNP-NAN

(GHS) CER-Glc-Qal CER-Glcngal
NAN NAN-NAN

UDP-GalNac 4a 4D UDP-GalNAc

CER-Glc-qal-GalNAc CER-GIc-gal-GaINAc
(GM2) NAN (GD2) NAN-NAN

UDP-GAL 5a 5b UDP-Gal

[CER-Glc-Qal-GalNAc-Gall CER-Glc-Gal-GalNAc-Gal(GMI) NAN (Gle) NAN-WAN

CMP-NAN ¿a ób CMP-NAN

CER-Glc-Qal-GalNac- al CER-Glc-Qal-GalNAc-Qal
(GDla) NAN IAN (GT1) NAN-NAN NAN

Fig 4: Vias de biosíntesis de los gangliósidos. Cada reacción

“-está catalizada por una glicnsil transferasa específica.
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La adición de residuos de azucar parece ser altamente

ordenaday las glicosiltransferasas, altamente especf+icas.

Así, aunque GM2es una molécula ramificada, el residuo de Acido

siálico se adiciona antes que el de GalNAc. De todas formas, la

especificidad de estas enzimas no debe ser absoluta, ya que la

aparicion de gangliosidos minoritarios puede ser consecuencia de

especificidad incompleta (46).

Roseman propuso que la biosfnteis de las

cadenas de oligosacáridos de carbohidratos complejos es

catalizada por un sistema de multiglicosiltransferasas (47),las
cuales estan asociadas dentro de la célula como un complejo

enzimático. En los sistemas celulares estudiados, las

glicosiltrans+erasas de gangliosidos se hallan localizadas en
una determinada organella subcelular. (47,48,49)

2.4. FUNCION DE LOS GANGLIOSIDÜS

2.4.1. Orqanización celular

Estudios de reacción cruzada han sugerido la asociación de

gangliósidos con proteínas especificas de membrana. Se ha

aislado de membranasde eritrocitos humanosun polipebtido con

actividad de antigeno de Paul Bulnell que tiene una afinidad

especíiica con GH3 56). Este ant{9eno 9anglio+f1ico debe estar

asociado con gangliósidos en la membranacelular y este complejo
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es sensible a la actividad de la sialidasa, por lo cual el

gangliosido regula la antigenicidad del polipéptido.

Con el uso de anticuerpos antiglicolipido, se han detectado

estructuras comunesentre glicoesfingolipidos y proteinas.

Hakomori (51) ha agregado anticuerpos anti GMl a cultivos de

células tumorales 3T3 y ha detectado algunas glicoprotefnas

reactivas a este anticuerpo.

En glicoproteínas de cerebro se ha detectado cadenas de

NeuNAc(2->8)NeuNAc(2->3) Gal,simi1ares a la presente en algunos

gangliosidos (52)

2.4.2 Interacción celular y diferenciacián

El hecho de que los gangliósidos de una determinada membrana

celular puedan ser reconocido por otra membranacelular y

viceversa, puede constituir un argumento importante de

reconocimientocelular y diíerenciacior.

Por ejemplo se ha detectado una pronunciada síntesis del

gangliósido GDlB cuando se cultivan conjuntamente células

neuronales y ganglionares, a pesar de que ninguna de ellas posee
GDlBinicialmente (53).

Se postula que las moléculas que reconocen los gangliosidos

pueden ser lectinas o enzimas . Es posible una interacción del

tipo 'llave-cerradura' entre el gangliósido y estas
glicoprotefnas (54)
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2.4.3. Regulación del crecimiento celular

La respuesta al contacto entre glicoesfingolípidos de

membranas celulares, está asociada a la inhibicion del

crecimiento celular por contacto intercelular, lo cual sugiere

que los glicoesfingolipidos pueden regular el crecimiento celu

lar. Por ejemplo se encontró un aumento en la síntesis de GDSy

GMlantes de la inhibición del crecimiento celular de +ibroblas

tos humanostSS).Tambienla mitogénesis de linfocitos de cabra es

ta acompañada por un cambio en la composicion de gangliosidos

(56) .

Frees y col han agregado en medio de cultivo acidos grasos de

bajo peso molecular, lo cual redujo la densidad de saturacion

celular y restablecio la inhibición por contacto (57). Estos

cambios en el comportamiento del crecimiento celular están

asociados con un gran incremento en los niveles de GM3,debido a

una gran actividad de la enzima GM3sintetasa. (58)

Tambiénse observí el aumento de la reactividad de la toxina

colérica debido a una sintesis inducida de GMl(59)

. Í.2.4.4. Transformaciones oncogenicas

Hokomori (60) describio por primera vez un cambio en la
../ . . I. . .’

CDmpDSIClonde glicoesfingolipidos asDCiados a la trans+ormac10n

oncogénica.
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Desde entonces se han llevado a cabo muchos estudios empleando

líneas de células de fibroblastos, o cultivos transformados por

virus o productos quimicos carcinogenicos (61). Estos cambios

pueden deberse a síntesis incompleta de gangliósidos o síntesis

de nuevos carbohidratos ,ausentes en células no transformadas.

2.4.5.1nteracci6n con factores bioactivos

Los gangliósidos interactúan con varios factores bioactivos

(Tabla V ),inhibiendo o interfiriendo con los efectos

fisioldéicos de estos factores en las células .

La interacción más estudiada es la que existe entre GMIy la

toxina colérica. La toxina colérica causa una respuesta

biológica en una amplia variedad de células, estas incluyen

acumulacion de fluidos intestinales. lipólisis de celulas

grasas, inhibición de la sintesis de DNAen fibroblastos ,etc

GMl actúa como receptor de la toxina en la membrana

plasmática e induce cambios conformacionales en la misma(62).

Por otra parte varios gangliósidos interactúan con hormonas

glicoproteicas e interferón (63)

Los gangliosidos GT1 y GDIB inhiben la unión de varias

hormonasglicoproteicas con las membranasdel tejido "Blanco"

Se han desarrcilado diversas teorías para explicar la

interaccián de las hormonascon los gangliósidos.

i) La interaccibn puede ser una reacción cruzada con el receptor
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real que txene una estructura snmzlar a la del gangIIDSJdo.

ii) Los ganglióeidos pueden ser cofactores para el receptor real

y regular la unión de la hormona al receptor .

Tabla V: Interacciáh de Gangliósidos con Factores bioactivos

BIÜFACTÜR

TÜXINAS BACTERIANAS

T.colárica
T.tetárica
T.botulinus

HORMÜNAS GLICÜPRÜTEICAS

Tirotrofina
Gonadotrofína coriórica

Hormonaluteinizante

Interferón

GANGLIOSIDO INTERACTUANTE

GMl

GTlB,GQIB

GTIB

GDlB

GT1

GT1

GM2,GT1
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3.1 Lfl_ngmBRANA DEL TRYPANOSGMA CRUZI

La membranacelular del T.cruzi posee las propiedades nor

malmente asociadas a las membranascelulares, tales como el

transporte de nutrientes y el mantenimiento del balance iónico.

Particularmente importantes para el T.cruzi son la presen

cia de receptores para ligar y penetrar las celulas huesped, la

habilidad de sobrevivir en el ambiente hostil del tracto intesti
nal del insecto vector y la resistencia al sistema inmunedel

huésped. Además,cada estadio 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 en los

distintos estadios. Asi se han encontrado diferencias en la

habilidad de unirse a lectinas (72), en las proteínas de

membranay en la antigenicidad (73).

Para el estudio de la membranacelular del T.cruzi, se han

utilizado diversas técnicas, tales comola purificacián de la

membana,eluso de lectinas que reconocen distintos carbohidra 

tos de las moleculas de la membrana,y la utilizacion de anti

cuerpos monoclonales.

En una primera aproximacion para estudiar la membrana ,ésta

se ha aislado por metodos tales como sonicacion (74),

homogeneizacion en presencia de detergentes no iofiicos (75), o
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alternativamente, se ha inducido la vesiculación de membranas

por tratamiento con buffer acetato (76). Se ha encontrado que la

membrana comprende un 31% de proteínas, 34% de lípidos, 16% de

hidratos de carbono y 9% de esteroles (76). Tambien se

detectaron fosfonolfpidos en baja proporción (77).

La membranaplasmática del T.cruzi, no es una organela

uniforme.Existen diferencias en la composición antigénica y en

la estructura de la membrana,del cuerpo y del flagelo (78).

El flagelo es un área de la membranaaltamente organizada, y

podrian preverse propiedades distintas al resto de la membrana

plasmatica.

Se han identificado las proteínas de superficie usando

técnicas de iodacion con las! o 'B‘I utilizando iodóáeno (79)

o catalizada por lactoperoxidasa (85). Estos estudios mostraron
que el perfil proteico es distinto para cada estadío .

En todos los estadios del ciclo de vida del I¿ggu;¿ existen

macromoléculas que poseen una porcioh de carbohidratos.(81)

Su presencia se confirmó por estudios de marcaciór

especffica con la enzima galactosa oxidasa seguida de reducción

con B’H4Na(82) o usando lectinas con especificidades para

distintos azúcares (83,71).
También se han utilizado reacciones con anticuerpos

policlonales o monoclonales, para aislar antígenos de membrana.

La aplicacion de estas técnicas ha llevado a identificar en la



membranade los epimastigotes una serie de glicoconjugados, que

se detallan en la Tabla U.

1_bla V: Glicoprotefnas aisladas de la membranacelular de

Trypanosoma cruzi.

GLICOPROTEINAS CARBOHIDRATÜS DISTRIBUCION COMENTARIOS

% en peso Tipo

GP 95 (85) 19 Alta manosa E,A,T Factor antifagocf

ticol

GP 72 (77) 49 Fosíorilada E,H,T Control de la

pentosa,+ucosa diferenciación.

Gp 25 (197) 45 Gal-man E,T Potencial de diag
l .nostlcos.

GP 37,31,25 56 Gal-man E No se puri+icaron

(95) individualmente.

LPPG (95-99) 42-63 Man-Gal-Inos. E

TcBS (168) T Inhibicifih de

penetracion.
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3.29LIQQPR0TEINA DE 9q5gg

La glicoproteina de 99kDafue identificada por marcación con

'z'I-lactoperoxidasa 7 separada por cromatografía de afinidad

con la lectina de Lens culinaris, por el grupo de Snary (86)

Esta presente en trypomastigotes de sangre y es el mayor anti

geno detectado por sueros de pacientes infectados cronicos (73).

Tambienfue encontrada en epimastigotes.

La Gp de 9fikDa, se identificó como un posible antígeno de

protección. Cuando se inmunizaban ratones con epimastigotes

muertos,éstos protegían al ratón de una infección aguda letal

(84). A esta glicoprotefna se le asignaba esta proteccion ya

que se encuentra en los tres estadios.Iguales resultados se

obtuvieron inyectando la glicoprotefna pura (87).

La importancia de encontrar antígenos puros, reside en que

T.cruzi contiene un alto número de antígenos que tienen

reacción cruzada con el tejido del corazon de mamffero, y con el

tejido neuronal (85,86) . Los sueros de pacientes chagásicos

tienen anticuerpos que reaccionan tanto con estos órganos como

con T.cruzi. En caso de vacunación se requiere que no existan

estos efectos secundarios, los cuales podrian ser los causantes

de la patología de la enfermedad , y la Gp9fi, parece no tener

determinantes que causen reacción cruzada con los tejidos antes
mencionados. (87).

De todas formas, la inmunizacián no fue total, ya que si bien
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sobrevivfan a otra dosis letal, se detectaba la presencia de
parásitos por xenodiagnóstico. (87).

Se ha propuesto que la función biológica de la GP99es la de

proteger a los trypanosomas de sangre de las celulas {agociticas
del sistema inmune (73).

La composición de esta glicoproteína es relativamente

simple; tiene un 19%de hidratos de carbono (Tabla VI). siendo

manosa el azúcar que se encuentra en mayor proporción. No se

detecto la eliminación de carbohidratos por reacción de

fi-eliminación con álcali, lo que sugiere que la porcion sacarfdi

ca esta unida por_fl a asparagina, probablemente a GLcNAc. Esta

observación concuerda con el hecho de haber encontrado en

T.cruzi precursores de Dolicol Fosfato (88,89,99) y oligosacá

ridos unidos a proteínas, intermediarios de la biosmtesis de
glicoprotefnas N-glicosidadas, con estructuras coincidentes con

la esperada para la GP9fi,en base a su composición general.

3.3 _QLICOPRÜTEINA DE 72KDa

Snary y col en 1981 (91) produjeron un anticuerpo

monoclonal por {usion ceiular de bazo de ratón inmunizado con

epimastigotes de ILEngi. El anticuerpo, denominado WIC29.26

era especifico para epimastigotes, no así para trypomastigotes o

amastigotes.

Si se marcaban los epimastigotes con la tecnica de
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Ja VI: Composiciofi de los componentes de membrana de epi

mastigotes de Trvganosgma cruzi

GP9Q GP72 GP 37,31,25 LPPG

AZUCARES

Manosa 14 8,2 16 36.3

Galactosa 1.3 15,6 18,8 26.9

Glucosa 1,3 1,3 6,3 1.9

Glucosamina 2,3 2,9 1,5 3.8

Fucosa fi 6,5 fi fi

Xilosa 9 16,6 fi fi

Ribosa fi 4,3 e 1

Inositol fi 0 G 2.5

PROTEINA 81 41 44 9.5

FOSFATO fl 19 n.d. 6.6

AC.GRASÜS 9 n.d. n.d. 12.5

Bases Es+ing. 9 n.d n.d 6.3
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’15 I-lactoperoxidasa y luego se realizaba una inmunoprecipi
tación sobre extractos de epimastigotes, realizados con deter

gentes no iónicos, precipitaba un antígeno que reconocía el

anticuerpo monoclonal, el cual fue posteriormente identificado

por electroforesis en geles comouna glicoprotefna de PM729fi0
(GP72).

Ferguson y Snary llevaron a cabo estudios sobre la estructura

de la GP72 (77). Contiene un 41% de proteína, 49% de hidratos de

carbono y 19%de fosfato .Se encontró que todo el fosfato está

unido covalentemente a carbohidrato.

Los azúcares que contiene la Glicoproteina son : ribosa, xilo

sa, fucosa, galactosa, manosa ,glucosa y glucosamina (Tabla VI).

La unión a la proteína se realiza a través de xilosa o +u

cosa a serina o treonina y glucosamina a asparragina. Sólo el

5fi%de la glucosamina está involucrada en la unión a la proteína.
Por tratamiento alcalino se liberan dos clases distintas de

oligosacáridos. La primera de ellas comprende el 15% del total

de los carbohidratos y contiene GlcNAc , Man y Gal. La unión a

proteína es por la GlcNAc. La otra clase, que comprende el 85%

de los hidratos de carbono, contiene xilosa, fucosa, ribosa,

galactosa , manosa ,glucosa y +os+ato. La unión es a través de

xilosa o fucosa.

La estructura de esta glicoproteïna es bastante inusual, ya
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que contiene una alta proporcion de fosfato unido a cadenas

laterales ricas en pentosas, y uniones a través de tres a

zúcares distintos a la proteina.

La inmunización de ratones con la glicoprotefna purificada,

no los protege de una infección letal con trypomastigotes de

T.cruzi, pero si los protege parcialmente de una in+ección con

parásitos metacfclicos. En éste ultimo caso los niveles de

anticuerpo en suero eran muyaltos (92).
Se sugirió que la función biológica de la GP72reside en el

control de la transformación de epimastigotes en trypomastmotes

metacfclicos, que ocurre en el intestino del insecto vector

(93). Cuando se agregaba el anticuerpo monoclonal WICZ9.26 al

medio donde ocurre la transformacion,se observó que solamente se

transformaban a trypomastigotes un 2fi% de los parásitos

esperados. Esta observacion condujo a la hipótesis que la Gp72

tiene un rol importante en el control de la diferenciación del

parásito en el insecto vector. , posiblemente por interacción

con las lectinas presentes en el último tracto del intestino del

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

3.4 EL COMPLEJO DE GLICÜCÜNJUGADOS ABCQ

En 1975, Alves y col (95), describieron la extrazción por

fenol-agua de un complejo glicoconjugado q¿e por análisis por

electroforesis en geles de poliacrilamida.revelaba la presencia
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de cuatro componentes, denominadas bandas ABCD.Se demostro su

localizacion en vesículas de membrana plasmática de

epimastigotes (82).

Tambiénse realizaron estudios de marcación superficial en los
tres estadios usando técnicas de marcación enzimática con

galactosa oxidasa BaH4Na.En estas condiciones, se encontró

incorporación de la marca en las bandas ABCde epimastigotes.La

banda D, no se marca probablemente por poseer la galactosa en

configuracion furanósica. Aprovechando la presencia de esta

estructura se realizo una marcación de las galactosas furanosi

cas por oxidación suave con periodato de sodio, seguida por re

ducción con BBH4Na.Cuando se marcaron de esta forma células

epimastigote, se detectó por electroforesis en gel de poliacril

amida de un homogenato total , la incorporación de la marca

en la banda D y en una banda de mayor movilidad que se

llamó E (159).

Experiencias de marcación jn vivg con WC- glucosa,

mostraron la naturaleza endógena de este complejo (159).

Este complejo no se ha logrado marcar en trypomastigotes

intactos o lisados.Por otra parte anticuerpos anti- ABCD,

reaccionan con compuestos presentes en sangre de animales

con infección aguda 2191), y con amastigotes (102). Una posible

interpretación de estos datos es que estos glicoconjugados 5€
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expresen en la superficie de epimastigotes y amastigotes y que

también puedan ser excretados por los estadios encontrados en el

huesped mamífero.

Hasta el momento,no se describió el aislamiento individual

las tres glicoproteínas ABCque se extraen junto a la banda D,

probablemente debido a que posean estructuras similares. La

composición global de las mismas se muestra en la Tabla v1

La banda D ha sido puri+icada por pasaje a través de columnas

de filtro molecular y extracción con solventes (95-99). La

composicion en carbohidratos, que representan el 52%en peso

es: Manosa , glucosa , galactosa y glucosamina ,en relacion :

35:22:12fi.8 Tambien se identificó ribosa como componente

minoritario. Contiene un 9.5 %de proteínas, ,2.5% de fósforo

unido a inositol (97)y 12.6% de ácidos grasos. Los ácidos grasos

principales son Palmítico (6.9%),Lignocérico (4.6%), esteárico

(6.5%), oleico (fi.15%) y miristico (0.18%). Un tercio de los

acidos grasos están unidos como esteres y 2/3 como amida (97),

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

Las esfinganinas que +orman la ceramida del LPPG, se identifi

caron por c.9.l-em como17-metil esfinganina ylen menor propor

cion)es+inganina (98)
Se realizaron estudios sobre la estructura del oligosacarido

del LPPG(99) por espectroscopia de ¡3€ y analisis de metilación

Unido a la ceramida, a través de inositol éosfato (Fig 5 ), se
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R-CHÜH-CHmH-CH2OE-0"INOSITOLF*‘“—OLIGÜSACARIDO
_C_R _

R= CH3(CH2)14- ó CH3-CH(CH2)13
CHS

R’= CH3(CH2)14 Ó CH3CCH2l22

Fig 5: Estructura parcial de la porcián lipidica del LPPG
de T.cru;¿. (98).

encuentra un oligosacárido +ormado por manosas 2-0 y 6-0 sus

tituidas, el cual se separó de una cadena externa que contiene

residuos de manosas3-0-sustitufdas. Las galactofuranosas , se

encuentran ramificando en C-3 a manopiranosas unidas (1-)2).

No se conoce la {uncion del LPPGen T.cruzi. Moléculas de

estructura similar se han encontrado en Acantomeba castellani

(lfiól. Ambasmoléculas contienen acido aminoetilfosfónico .

Se ha postulado que la presencia de fosfonatos provee a orga

nismos de existencia libre, alguna proteccion contra su entorno,

y posiblemente la presencia de {osfonato en T.cruzi provenga

de un antecesor de vida libre o ,alternativamente, que el LPPG

tenga algun rol en la proteccion del parásito de las condiciones
del medio del intestino del vector (166).
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Andrews y col (153) llevaron a cabo un estudio más profundo

sobre las glicoprotefnas de membranade las formas epimastigote

y trypomastigote de T.cruzi, analizando las proteinas iodables

por electroforesis bidimensional, inmunoprecipitacion y afinidad

a lectinas.Se encontraron dos glicoprotefnas afines a concanava

lina A, comunes a epimastigote y trypomastigote, que correspon

derian a las glicorpotefnas descriptas por Snary y Hudson (89) ,

y Nogueira (73), y otra de 85 Kda que puede corresponder a la

descripta por Nogueira (73).

Los trypomastigotes presentan, además, varias glicoproteinas

iodables, afines a concanavalina A de SSkDa, lfifikDa, 12fikDay

68kDa. Muchas de estas proteinas se remueven por tratamiento con

tripsina. Simultaneamente se pierde la capacidad del parásito de

penetrar la celula.

La glicoproteína de 85kDA, denominada TC-85, además, se liga

a la aglutinina de germen de trigo , no asi a Lens culinagig,

consecuentemente debe contener en su molecula, manosa y N-ace

til glucosamina (83). Se sugirió que la TC-BSpuede estar involu

crada en la adhesión e internalización del T.cruzi en las

células de mamíferos, y es inmunoprecipitada de la superficie

de trypomastigotes car el suero de pacientes chagásicos. Se

encontró que un anticuerpo monoclonal contra la misma inhibe la

penetracion de trypomastigotes en celulas de mamíferos (164).
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Cuando los tryppmastigotes son tratados con tunicamicina

(165), pierden su capacidad de penetración, y cambian su per+il

electroforetico, ya que no se encuentran las glícoprotefnas de

129-125, 96-95 y 85 kDA. Cuando estos parásitos son incubados

nuevamente en medio fresco, recuperan su capacidad de

penetración y su per+il electroforético. Estas experiencias

llevaron a la hipótesis que estas glicepruteinas estaü

involucradas en la penetración de los trypomastigotes.



CAPITULO 4

ACIDO SIÁLICÜ EI‘J

TRYF’ANCÏSÜïflA CRUZ]:
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4.1E\_SENCIA E ACIDÜS SIALICÜS EN LA NATURALEZA

El interés por los ácidos siálicos se ha incrementado en los

últimos años, desde que se tuvo conocimiento de su importancia

en una gran variedad de fenomenosbiológicos.Los ácidos siálicos

tienen una función protectora en celulas la cual se debe, funda

mentalmente a su posición periférica en glicoconjugados y, con

secuentemente, a su localización externa en membranascelulares.

La carga electronegativa de un eritrocito humanose debe prig

cipalmente a una capa con unas 26 millones de moleculas de

acido siálico.

El nombre "ácidos siálicos ", +ue usado por primera vez por

Blix, Gottshalk y Klenk (159),y comprende a todos los N y O-acil

derivados del acido neuraminico, cuyo nombre sistemático es :

S-amino-Q,5-didesoxif3-9licero-g-galacto-2-nonulopiranósico (Fi
gura 3).

El acido fl-acetil neuramínico (NeuSAc), +ue aislado por

primera vez por Gottschalk (119) en mucinas urinarias. Poco

tiempo después se aisló el ácido fl-glicolil neuramínico (HeuSGc)

de una glicoproteina de glándula submaxilar porcina (111), y
mas tarde se obtuvieron varios acidos sialicos Ü-acetilados de

mucinas bovinas y equinas (112). No se ha encontrado ácido

neuramfnico sin sustituir en la naturaleza . En la Tabla VII
r npuedeverse distintos aczdos slálicos naturales.



TablaVIIzNombres,

ácidossiálicosnaturales.

abreviaturasyocurrenciadealgunos

ML;

Abreviatura

Ocurrencia

N-acetil

nouramínico

g-acetil9-0-acetilneuramfnico Q-Acetil4-9-acetilneuramínico g-aceti!7,9-dio-0-acetilneuramfnico fl-acetilB-g-metilneuramínico fl-glicolilneuramfnico 4-g-acetilfl-glicolilneuramfnico 4,9di-O-acetilfl-glicolilneuramfnico u-glicolilB-g-metilneuramfnico N-glicolilS-g-sulfoneuramfnico

NeuSAc Neu9,5Ac2 Neu4,5Ac2 Neu5,7,9Ac3 NeuSAcSMe NeuSGc Neu4ACSGc Neu4,9Ac25Gc NeuSGcSMe NeuSGCBS

Tejidohumano,demono,E.colL(121) Tejidoderatón,mono(30) Glándulasubmaxilarequina(122) Gláhdulasubmaxilabovina(122) Estrellasmarinas(D.niggn)(27) Membranadeeritrocitoequino(123) Eritrocitoysueroequino(122) Tejidoysueroequino(122)
Estrellasmarinas(A.Qectini+era)(26

Erizodemar(23)
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La precencia de acidos siálicos en plantas no se ha podido con

+irmar (113). También están ausentes en la mayoria de las bacte

rias; las unicascxcepciones lasconstituyen Eschericha coli,
Neisseria meningitidis y varias cepas de Salmonella (112,114)

Es de notar que todas ellas son huéspedes de mamíferos e

inclusive patogénicos. Los ácidos sialicos se han descripto

raramente en virus. Se han encontrado como componentes de

glicoprotefnas del virus Sindbis, el Sarcomade Rous y el virus

que causa estomatitis vesicular. Se cree que los ácidos sialicos

virales son sintetizados por sus huéspedes (113).

Unagran variedad de investigaciones han establecido la

ausencia de acidos siálicos en animales inferiores pertenecien"

tes a los Protostomia, asi comoen insectos.(114). Existen datos

discordantes sobre la presencia de ácidos sialicos en moluscos y

crustáceos. Aunqueen algunas especies se han encontrado en

pequeñas cantidades, en otras no se han detectado (114). Warren

describió la presencia de acidos sialicos en la glándula

digestiva del crustáceo Uca tan eri, la langosta Homarus

americanus y el astáceo Astascus leotodactilus . Este último

4ue investigado en mayor detalle y solo se encontra acido

siálico en el intestino. Tampocosintetizaba el acido sialico

a partir de N-acetilmanosamina como precursor (113). Esta

obserbacion, junto con el hecho de que el ácido siálico en éstos

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

El grupo de animales pertenecientes a los Echinodermata ,

contiene acidos siálicos unidos glicosidicamente a moléculas

que tienen alguna +unción fisiolágica .Warren (114) describió la

presencia de ácido siálico en las cinco clases de

Echinodermata. Además de NeuSAc, se han detectado en estos a

nimales, ácidos siálicos conteniendo grupos_fl:glicolil, gracetii
Q-metil y g-sulfato, comocomponentes de gangliósidos (26 , 33)

Los acidos sialicos se hallan ampliamente distribuidos en

vertebrados (113) comocomponentes de glicoprotefnas ,y ganglio

sidos. Se encuentran en muybaja proporcion como moleculas li

bres en materiales biológicos comoorina, suero y saliva humanos

Concentraciones mucho mayores acompañan ciertas en+ermedades

humanas.

4.2 SIALOGLICOCONJUGADOS EN TRYPANOSÜMA CRUZI

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

estudios de aglutinación y ligamento de diferentes lectinas, con

actividades específicas. para diversos monosacáridos , con

T.cruzi, en diferentes estadios. Encontraron receptores

específicos para la :ectina de germende trigo en epimastigotes,
o t v nCuando se incubaban prev1amente las celulas con la en21ma sna
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lidasa (C.per+rin9en¿), se perdia la capacidad de la lectina
de aglutinar las celulas y de ligarse a epimastigotes.Analizaron

colorimetricamente la cantidad de ácido siálico liberado por el

tratamiento enzimático y estimaron un promedio de 7,7 x 16°

residuos por célula. La capacidad de aglutinacián de la lectina

se regeneraba cuando se incubaban las células durante 4 horas en

un medio de cultivo, el cual había sido pasado varias veces por

una columna de HGAsepharosa 4B, para remover todo el material

del medio que podia ligarse a la lectina, asegurandose asf , la

ausencia de ligaciones no específicas a la célula.

Por otra parte, Schauer y col (115), sometieron células

enteras de diferentes cepas de epimastigotes de T.cruzi a ia

acción de la sialidasa, y a hidrolisis acidas débiles, y

analizaron por metodos colorimétricos, cromatografía en placa

delgada y c.g.l, la presencia de ácidos siálicos en los
sobrenadantes.

Para la cepa Y, determinaron la liberación del 36%del acido

siálico por la neuraminidasa, mientras que el 28%permanecía li

gado. El análisis de la naturaleza del ¿cido siálico por c.p.d.

y c.g.l reve16 que se trataba de NeuSAcy NeuSGcen una relacion

9:1, mientras que en la cepa Cl , esta relacion era de 1:1

Cuando se incubaban los trypanosomas con fl-acetil (SH)

manosamina,precursor de ácidos sialicos, estos incorporaban

metabálicamente la marca. Sin embargo, cuando un hidrolizado de



-53
. . u ' .las células se pasaba por una columna de intercambio anionico,

casi toda la radiactividad se elufa con agua, mientras que en el

eiufdo con acido {órmico se recuperaba muypoca radiactividad,

la cual no comigraba con los ácidos siálicos ya identificados en

varios sistemas cromatográficos. Este resultado les sugería que

los ácidos siálicos no eran biosintetizados por el parasito ,

sino que eran tomados del medio, hipotesis que podria explicar

también las distintas proporciones en que se encontraban los á

cidos sialicos en las di+erentes cepas, ya que estas se cul
tivaban en distintos medios.

J.da siiveira y Colli (116) , llevaron a cabo un analisis

quimico de la membranaplasmática de epimastigotes de T.cruzi.

En la fraccion libre de lípidos no detectaron la presencia de

acido siálico por métodoscolorimétricos, lo cual sugería la

presencia del mismoen fracciones lipídicas.

La movilidad electroforetica de celulas epimastigote y

trypomastigote , indicó que poseen una carga superficial

negativa neta, siendo en el trypomastigote mayor que en

epimastigote (117).

El tratamiento de las células con neuraminidasa, redujo la

movilidad electroiorética celular en un 17% para los

epimastigotes y un 52%, para los trypomastigotes. Estas células

recuperaban su normal movilidad electroforética cuando eran

incubadas en un medio de cultivo +resco. El proceso de recu
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peracián era inhibido, en parte cuando se agregaban al medio de

cultivo inhibidores de síntesis de proteínas (puromicina), o

tunicamicina. Estos resultados sugerían la presencia de sialo

glicoprotefnas y/o sialoglicolfpidos en la superficie celular
de epimastigotes y trypomastigotes de T.cruzi.

Las formas epimastigote de I.cruzi se lisan por suero

normal, a traves de la activación del camino alternativo del

complemento (ACP). En contraste, los trypomastigotes son

resistentes a la lisis por activación del ACP en ausencia de

anticuerpos. Kipnis y col (118), han demostrado que el

tratamiento de los trypomastigotes con sialidasa o tripsina,

hace a estas formas sensibles a la ¡{sis por ACP.

La sensibilidad a tripsina y sialidasa de los componentes

super+iciales de membrana, que 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 inequívocamente la naturaleza del sialoglicoconju

gado.

Couto y col (119), han realizado estudios de incorporacion

de (Sngalactosa y (5Hlpalmitico en glicolfpidos acidos de

formas trypomastigote de I¿gruzi. La incorporac:on de

palmitico fue muchomayor que la de galactosa. El análisis de

los glicolípidos acidicos por c.p.d., mostró la incorporación de
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acido palmftico en cuatro componentes, dos de los cuales

cambiaban su movilidad cuando eran tratados con neuraminidasa,

por lo que se dedujo que se trataban de sialoglicolipidos.

Por otra parte, cuandose trataba la superficie celular con la

enzima galactosa oxidasa, seguida por reduccion con B3H4NA, se

marcaban los sialoglicoifpidos, lo que indicó su localizacion en

la membranaplasmática.

Previato y col (126), aislaron de un extracto fenol agua de

epimastigotes, un glicoconjugado de PM43n660 cuya composicion

de azúcares variaba de acuerdo al medio de cultivo utilizado.

Cuando crecfan en una infusiofi de cerebro , corazon , hemina

y suero fetal, el glicoconjugado, contenía galactosa, manosa ,

glucosa, hexosamina y ácido siálico. En ausencia del suero

fetal ,se encontraban los mismos azúcares, salvo el ácido sia
lico.

Este glicoconjugado se pegaba a una lectina de germen de

trigo , a Concanavalina A y a una hemoaglutinina de Nisteria

floribunda. El asialoglicoconjugado, obtenido del medio sin

suero +etal,o por tratamiento con neuraminidasa del sialoglico

coconjugado,solamente no se unía 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 incub

baban en presencia de suero fetal, recuperaban 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 siálico por oxidación con periodato y reduc

cioh con D3H4—,y de sorbitol<3H) sialil lactitol, pero no

en presencia de Neu5Acf'“C). Las células se marcaban solamente

cuando eran incubadas con la +etu{na radiactiva.

Debidoa la efectividad de la fetufna y la sialil lactosa

comosustratos donores de acidos sialicos, los autores han

sugerido la existencia de una sialil transferasa de superficie

que no utilice como donor de acido sialico l CPM- siálico.

Recientemente (158), se ha descripto una sialoglicoprotefna

(Tc85) de formas trypomastigote de células de cultivo , que

estarfa involucrada en la penetración del parásito en la célula

huesped.
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5.1_BACCIONES SUBCELQLBRES DE CELULAS EPINASTIGÜTE DE

TRYPANÜSOMA CRUZI. CEPA TULAHUEN 2

Las fracciones subcelulares de epimastigotes de I¿ggg¿¿,

separadas por centrifugación diferencial, muestran un

comportamiento diferente desde el punto de vista bioqu{mico e

inmunolágico (124). Segura y col. analizaron el contenido de

DNA,RNAy marcadores enzimáticos en estas fracciones. La

fraccion nuclear (precipitada a 16569y extraída convenientemen

te) ,contenfa la mayor parte del DNA,y la fraccion microsomal,

(preciptada a 165.5999), la mayor parte del RNA.Dentro de los

marcadores enzimáticos, la succinato dehidrogenasa se encontraba

en la fraccion mitocondrial, la fosfatasa ácida en la fracción

lisosomal (precipitada a 11.59Qg), y la glucosa-ó-fosfatasa, en
la microsomal.

En este estudio se ha encarado la diferenciacion de las dis

tintas fracciones subcelulares, en base al análisis de los

glicoconjugados presentes en las mismas.

Todasestas fracciones fueron analizadas por electroforesis

en geles de poliacrilamida 15%, en presencia de SDS. Los geles

se revelaron con e] reactivo de Acido periódico -Schiff (APS)

(oxidación de azúcares convenientemente ligados y posterior

reaccion con reactivo de Schiff) y luego se realizaron las

densitometrfas a 566 nm (Fig. 6). Las densitometrias se
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Fig 6: Densitometrías de electro+oresis en geles de
poliacrilamida (15%) en presencia de SDSde las fracciones sub
celulares de T.cruzi epimastigotes, cepa Tulahuen 2. Los geles
se colorearon con el reactivo de APS. F"- Precipitado a SfiflfigiI'L
F3= Precipitado a 11.5969; F4= Precípxtado a 30.2999; r:5: Pre
cipitado a 105.6399 .
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Fig 6(cont): Densitometrías de electru+oresis en geles de
poliacrilamída (15%) en presencia de SDSde las +racci0nes sub
celulares de T.cruzi epimastigotes, cepa Tulahuen 2. Los geles
se colorearon con el reactiva de APS. Fó= Flageloi F7= Homogena
to total obtenido con desintegrador Sorvall Ríbi; F8= Homogenato
total sonicado con inhibidor de proteasas.
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compararon con la de] 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

nor movilidad se corresponden con las bandas ABC,descriptas

por Alves y Colli (95), en la cepa Y, como un complejo glicopro

teico extraible por +enol-agua.Es de notar que la cepa Tulahüenfi

que proviene de la cepa Tulahuer mantenida 8 años en cultivo y

que habia perdido su infectividad, presenta en el análisis por

electroforesis en geles , una sola glicoproteina en la zona en

que aparece el complejo ABC(125,126). Por otra parte Gottlieb

informo la presencia de las tres bandas para la cepa Tulahuen
(127).

Tambien se observa la presencia de la banda D, puri+icada y

caracterizada por Lederkremer y col, comoun lipopeptidofosfo

glicano (Fé-99,128) . A la altura de] colorante, se observa

otro glicoconjugado, de naturaleza lipfdica denohinado para la

cepa Y, banda E (156,129).

Este complejo de glicoconjugados está presente en la celula

y no se forma por accion proteolftica.

El citosoliFl) no reveló ninguno de estos glicoconjugados por

análisis electro+orético, lo cual descarta la presencia de los
mismosen la fraccion soluble de la célula.

En las mitocondrias ( representadas por el sedimento a 53999,
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(F2)), sólo se observan las bandas D y E , siendo la primera la

más abundante; el perfil electo+orético del sedimento a 11.556 g

(lisosomas,F3) es similar, mientras que en el sedimento a 36.fififi

9, (F4), sólo aparece banda D.

La fracción microsoflml(F5),+ormada por un conjunto de membra

nas externas y del reticulo endoplasmático, complejo de Golgi,

ribosomas, etc, sedimenta a 155.6fifig. El perfil electro+oretico

de la misma nos muestra la presencia del complejo ABCD.

Lopetegui y col (139) han comprobado que esta fracción

induce la produccion de anticuerpos fijadores de complemento en

conejo, aunque se comporta como un inmunógeno débil.

La +racci6n flagelar (F6),+ue obtenida por centrifugacion en

gradiente de sacarosa a 24.569 rpm (78) del sedimento a lfififig.

El glicoconjugado más abundante en esta fraccion es el glicolf

pido E.(Fig ó y 7).

Ruiz (131) observo'que esta fracción es capaz de inducir

una inmunoprotecion alta en animales , contra infecciones

letales producidas por el parásito. Además,un anticuerpo anti

flagelo reconocía un compuestode movilidad electroforetica

similar a un testigo de PM15 KDa, con caracteristicas de glico

conjugado . Este compuesto podría estar relacionado con las

bandas D o E.
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. I ISe analizaron los azúcares totales en relaczün a protexnas

en cada una de estas +racciones, cuyos resultados se representan
en la Tabla VIII.

Iapla VillzRelaciór azúcar/proteína en fracciones subcelulares
de T.crg_i, epimastigotes.

Fracciones Azucar Proteínas Azúcar/proteína

F1 0,18 8,6 0,05

F2 0,26 5,9 0,04

F3 0,26 5,8 5,54

F4 0,36 4,7 0,07

F5 1,08 9,0 0,12

F6 0,04 0,7 0,06

F7 0,28 7,7 0,03

F8 0,26 6,1 0,04

La +raccior microsomal (o sea de membranas) presenta la mayor

relación de azúcares con respecto a proteínas, lo cual coincide

con la presencia de todos los glicoconjugados en la misma. Su

relación aumenta con respecto al homogenato total, indicando que
/

en esta iraccion se concentrnría ¡a mayor parte de los



-64
glicoconjugados.

u Í uSe han analizado los monosacaridos componentes de algunas de

las fracciones subcelulares por c.9.1. comoacetatos de aldito
les (Tabla IX)

Tabla IX: Azúcares componentes de las fracciones subcelulares

de Trzpanosoma cruzi

RIBOSA NANOSA GALACTOSA GLUCOSA INOSITÜL AMINÜAZUCAR

(q/ ififi q de azúcares totales)

F2 15,7 21,5 16,1 19 25,8 5,3

F3 11 24,4 38,9 1 7 2,2;

F4 23 19 16,7 3 33,2 5,4

F5 28 25 24,9 9 11,21 6,5

Fe 11 221,21 18,5 2 29,1 2,9

En el sedimento a 1fi5.fififi g (F5), se encuentra el mayor

porcentaje de ribosa, ya que en esta fracción precipitan

{ragmentos de ribosomas y complejo de Golgi.

Tambienes importante el porcentaje de galactosa y manosa,

componentes principales de glicoconjugados presentes en la mem

brana. Es interesante la proporción alta de galactosa, que, ade

mas de estar presente en el LPPG(96-99), es componente princi

pal de la glicoproteina de Tul 6 (125). La glucosa, como se
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5.3 MARCACIGN DE LA HEMBRAHAPLASMATICA DE EPIMASTIGÜTES-DE

T. CRUZI. CEPAS TULAHUEN G (TULQ) Y TULAHUEN 2 (TUL 2).

La enzima galactosa—oxidasa oxida selectivamente el hidroxilo

en C-ó de 2-9alactosa , E-acetil 2-9alactosamina y 2-9alactosa
mina presentes en oligosacaridos. El aldehfdo resultante pug

de incorporar tritio mediante una reduccion con NaB3H4.

Esta técnica ha sido utilizada para marcar selectivamente

glicoconjugados de membrana, ya que la enzima no penetra

membranascelulares .Steck y col , (136) demostraron que el

perfil de glicoconjugados que se marcan en eritrocitos enteros,

es cualitativamente el mismoque el de membranas aisladas.

La enzima ataca preferentemente las unidades de galactosa

terminales, siendo la velocidad de oxidación de las unidades

internas, mucho menor.

Existen controversias acerca de la oxidación por la enzima

de unidades de gfgalactofuranosa. El galactofuranosilglicerol y

el metilag-galactofuranósido no pudieron ser oxidados por la
enzima ( 137). Por otra parte, se ha informado la oxidaciór de

residuos de Q-galacto+uranosa de un galactano y una glicopro
tefna (138). La hipátesis de que la enzima necesitaria de un

sustrato de alto peso molecular no está de acuerdo con la alta

reactividad del metal D-D-galactopiranásido (139)._.

Se demostrd que es importante el tamaño del sustituyente en
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C-4 de la galactosa, para la accion enzimática (146). En la

configuración furanásica, el hidroxilo der C-4 está involucrado
en la formacion del ciclo. El impedimentode los sustituyentes

de los dos carbonos exocfclicos para adoptar una coníormaciór

óptima para el ataque por la enzima, podría explicar la falta

de interacción de algunas estructuras furanosicas con la
enzima.

La marcación específica de superficie celular, en conjunción

con otros métodos, tales como la inmunoprecipitación, ha sido

usada con éxito para identificar importantes componentes de

membranasde parásitos, tales comoias glicoprotefnas.

La presencia de las glicoproteínas ABC en la super+icie

celular de epimastigotes de cepa Y , fue evidenciada por la

oxidaci6n de parásitos vivos con la enzima galactosa oxidasa,

seguida por reduccion con NaB3H4(166). En la Fig 8 se mues

tra el per{il de marcación de epimastigotos totales.

En fracciones de membranaplasmática, aisladas por vesicula

cidn a pHácido (76) o centri+u9acidh diferencial (74), se obser
va un enriquecimiento en estos componentes.

El LPPGincorpora poca marca por esta técnica, lo cual se

debería a que las unidades de galactosa se encuentran en su.

mayoría en la con+iguracidn +uranósica (141).

Ninguna de las sustancias del complejo ABCD pudo detec

tarse por este método en trypomastigotes y amastigotes de 1.
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Egg 8: Electro+oresis en geles de SDS-poliacrilamida de epima;

tigotes (cepa Y), marcados con galactosa-Dxidasa- NaBBH4.
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cr_;¿, cepa Y (190).

Gottlieb (101) obtuvo un suero de conejo anti ABCDde cepa

Tulahuén. Este suero se unía al parásito vivo, lo cual indicaba

la presencia del complejo en la membrana plasmática.

Sin embargo, no existían evidencias por métodos quimicos de

la localizacion en membranaplasmática de estos componentes

para la cepa Tulahuen.

Con el objeto de comparar los glicoconjugados de membrana, se

llevó a cabo la marcación externa de epimastigotes de dos lineas

de cultivo de la cepa Tulahuén por la técnica de galactosa oxi

dasa- Na83H4.Este procedimiento se aplico a una línea mantenida

en cultivo durante 8 años, no infectante (Tul G), y a otra linea
de reciente aislamiento en cultivo en medio bifasico desde raton

y usada en el repique 14-16, a partir del aislamiento (142) (Tul

2).Para marcar los parásitos se siguió básicamente la tecnica

descripta por Zingales y col (199) para epimastigotes de la ce

pa Y. Paralelamente se marcaron el complejo glicoproteico aisla

do de la cepa Y (ABC)y la glicoproteina (GP45) aislada de la

cepa Tul fi (125).

El análisis de los compuestos marcados se realizo por

electro+oresis en gradiente de geles de poliacrilamida en

presencia de SDS. Este sistema (143), que se caracteriza por

ser discontinuo en el pH del buffer y en el tamaño del poro de

la acrilamida, mejora notablemente la resolución de una mezcla
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de proteinas.
Cuandolas proteínas son sometidas a electroforesis en gra

dientes de geles , eventualmente alcanzan la parte de la

matriz donde los poros son suficientemente pequeños como para

reducir su movilidad a cero, en consecuencia, proteínas de

diferentes tamañosse detienen en regiones diferentes del gel,

dando comoresultado, bandas finas y bien separadas.

Para visualizar los glicoconjugados marcadoscon tritio, es

necesario impregnar el gel con un centellador antes de secarlo,

lo cual incrementa la impresión en placas radiográficas de

moléculas marcadas con isótopos que emiten partículas de baja

energía (144).

Se puede observar en la Fig 9 el perfil diferente de

glicoproteinas marcadas para las dos lineas de la cepa Tulahuén

En la línea Tul 6 , se observa en la iona de ABC, solamente la

glicoprotefna de Mr=45kDa (Rm=0,35), que coincide con la glicg

proteina aislada. Ademásse observa la incorporación de la marca

en las bandas D y E.

En el canal central (Fig 9), en que se sembro mayor numero de

c.p.m., se distingue una banda tenue de Mr=25Kda (Gp25). Esta

constituye el glicoconjugado que 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 última se detectó
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Fig 9: Electrpforesis en geles de SDS-ppliacrilamida de

epimastigotes marcados con galactosa oxidasa- NaB3H4. 1)

Extracto {enol-agua (95) de epimastigotes cepa Y (25.66% cpm)

2) Lisadu de epimastigntes, cepa Tul fi (25.939 cpm) ; 3) Lisado

de epimastigotes ,cepa Tul fi (35.535 cpm); 4) Lisado de

epimastigotes , cepa Tul 2 ( 35.665 cpm) ; 5) GP45, purificada

según (125) de epimastigptes, cepa Tul Q.

Los pesos moleculares de las proteínas patrones que se muestran

a la derecha son 1: 14.395; 2: 28.699; 3: 42.966; 4: 57.266.
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un componente de movilidad similar a Gp 25. en epimastigotes

marcados endógenamente con (‘4C)-glucosa (169) .Es de señalar

que la electroforesis en geles de poliacrilamida de poro homoge

neo no permitía 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 azúcares)Gp25 no se detectaba (96), pero
recientemente la mismase visualizó 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 crónica (146).

La glicoprotefna Gp45 es componente mayoritario de la

membranacelular de epimastigotes de la linea Tul 0, mientras

que Gp25 5610 se observa nítidamente en Tul 2.

Podría pensarse que la diferente composicián de glicoconjuga

dos de membranapara ambas lineas puede estar relacionada con la
distinta infectividad (142).

Por iodación de las proteínas de superficie ,también se

encontro'un perfil diferente para Tul fi y Tul 2 (147).

Tambiéndiferencias interclonales de las proteínas marcadas

con iodo , fueron descriptas para epimastigotes de varias cepas
(148).

El hecho de encontrar incorporación en la banda D (LPPG) que
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se marca pobremente en cepa Y, podria indicar una distinta

proporcion de galactosa piranósica en muestras de LPPG

provenientes de distintas cepas y aún mismo en distintas

partidas de la misma cepa. Ferguson y col (149), también

encuentran que celulas de un clone de la cepa Y, incorporan bien

la marca en el LPPG,cuando se tratan con galactosa oxidasa

seguida de NaBBH4.Por estudios de metilacún del LPPGde cepa Y,

se determinaron solo trazas de galactopiranosa terminal (99). La

microheterogeneidad en giicoproteínas es un fenómeno conocido

(159).

Las células marcadas de las dos lineas, se suspendieron en

agua y se extrajeron con cloroformovmetanol (2:1). Se recupero

para Tul fi un 47%de la radiactividad en la fase orgánica y para

Tul 2 un 37%. La electro+oresis del residuo no mostro el

componenteE, lo cual indicaba su naturaleza lipídica y , por el

hecho de haberse marcado con galactosa oxidasa- NaB3H4, la

presencia de galactosa o galactosamina .

Para determinar los azúcares marcados, se realizaron

hidrolisis ácidas de las fracciones deslipidizadas de las

celulas marcadas, como asf también de las glicoproteínas

aisladas. Las cromatografias en papel de los distintos

hidrolizados (F19 19), mostraron la incorporacion de la marca en

galactosa.
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5.4 ESTUDIOS COMPARATIXQELKEQJZADOS sigma LA GLICÜPRCITEINA

GP45 DE TUL G Y APC AÏSLAPAS DE CEPA Y

5.4.1.Puri+icaci6n de Gpdü y ABCrespectivamente

Para aislar las glicoprotefnas de la cepa Y, al igual que

para aislar la GP45de la cepa Tul fi, se utilizó la técnica de

extracción con fenol 44%en agua (95). De la fase acuosa se

precipitó el complejo de glicoconjugados con 4 volúmenes de

etanol. La electroforesis en geles de poliacrilamida 15% del

complejo extraído de la cepa Y mostro la presencia de las

bandas ABCD,con valores de Rm= 0,26; fi,24; 9,29 y 6,74

respectivamente. El complejo extraído de la cepa Tul 6 presento

dos gllcoconjugados de Rm = 5,24 9,74 (GP45 y Banda D)

respectivamente. El Mr de GP45, fue estimado por comparacior de

la migraciófi electroforética con proteínas patrones (Fig 11).

Ei9_¿¿: Densitometría de la a 2
-I..I -5 —uI

electroforesis en geles de PAA

15%del complejo extraído con

fenol-agua de I¿ggg;¿, cepa

Tul fi. El gel se reveló con APS.

Los pesos moleculares de las

proteínas patrOnes que se mues
AbsorbanciaaSéOnm

tran en el tope de la figura son

1: 14.309! 2: 28.696; 3: 42.930

4: 57.280! 5: 71.595.
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En amboscasos se procedio a extraer el lipopeptidofosfo

glicano (banda D), con cloroformozmetanDIZagua (iozieza) (99).

Las glicoproteinas quedan impurificadas principalmente con aci
dos ribonucleicos.

El complejo ABCse purificá por cromatografía en biogel P-159

en presencia de SDS6,1% (96) y se confirmo la pureza por

electroforesis en geles 15%.

Para purificar GP45se utilizó, en cambio , una resina de in

tercambio anionico, DEAEcelulosa, eluyendo con buffer Tris-HCl

con concentraciones crecientes de NaCl (Fig 12)

El análisis electrofcrético de la fracción elufda con NaCl

0,4%, mostró la presencia de GP45 como único componente (Fig 13)

Este método de purificacion es más rápido que el utilizado

previamente (125), que consistía en una digestión con

ribonucleasa, diálisis y posterior pasaje a través de columnade

Biogel P-iSG.

Eig 13: Densitometria de la

electroforesis en geles de PAA

15%, obtenida luego de revelar

con APS, de la fracción eluida

Absorbanciaa560nm

de la columna DEAE-celulosa con

bu+fer Tris-HCI- NaCl 6,4%
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Fig 12: Cromatografía en columna de intercambio aniónico

DEAE-celulosa. El extracto fenol-agua de epimastigotes de

T.cru2i, cepa Tul 6, se precipitó con etanol (4 vol). El pre

cipitado se extrajo con C:N:H20 (1021523 v/v/VI) y el residuo

(29 mg) se_cromatografi6 en una columna de DEAE-celulosa (0,5

x 29 cm),

traclones crecientes de NaCl.
eluyendo con buffer Tris-HCI 0,65“ pH 8,6i con CDÏICEH‘
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5.4.2._Qomposición de azficares de GP45 y ABC

Los azúcares totales presentes,analizados por el metodo del

fenol-sul+úrico representan un 17%del peso, para GP45 y un 14%

para ABC.La composicion de los azúcares se analizo por c.p y

c.g.l, luego de hidrólisis ácida de las glicoproteínas. Por c.p.

se determinó la presencia de galactosa, manosa y glucosamina,

para ambas muestras y además, trazas de xilosa para ABC.

Por c.g.l. se encontró una relacion molar de galactosa :manu

sa 3:1 para GP45y una relacion galactosa :manosa z glucosa

3:2:1 para ABC (Tabla X)

Tabla X: Azúcares componentes de las glicoprote{nas ABCde ce

pa Y y GP45 de Tul fi (% peso de azúcares/peso de glicoprotefna )

COMPONENTE GP45 ABC

Galactosa 13* 8,5*

Manosa 4* 5 %

Glucosa tr. 2 *

Glucosamina 6A 4 A

Xilosa n.d. tr.

ae Deterninadc por r.g.l

A Deterlinado coloriletricalenle por Elsnn Hnrgan
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Por otra parte, la hexosamina se determino por reaccion de

Elson Morgan, encontrándose 6% para GP45 y 4% para ABC. LLama

la atencion la alta proporción de hexosamina , lo cual indicaria

que la mayor parte de las cadenas de azucar no son del tipo alta

manosa, g-glicosidicas.
Hasta el momentono ha sido informado la separacion en sus

componentes del complejo ABC.

Ferguson y col, determinan los monosacáridos en un complejo

de tres glicoproteinas que aislan tambien con fenol- agua (149),

aunque su peso molecular seria menor que el de ABC, y encuentran

los mismos azúcares en el mismo orden de abundancia, aunque no

detectan xilosa.

5.5.E5JUDIOS U E LAS UNIONES DE LOS OQLGÜSACARIDÜS Y LA PORCION

PEPTIDICA DE GP45Y ABC

La existencia de uniones glicosidicas a grupos hidroxilo de

residuos de serina o treonina en cadenas peptfdicas fue

reconocida por primera vez en glicoprotefnas de secreciones

mucosas y proteoglicanos (151 l 152). Posteriormente tales
uniones iueron halladas en un gran numero de proteínas

plasmáticas, colágeno de anélidos ,membranas plasmáticas y

glicoproteinas de hongos. En tanto que en la mayor parte de las

glicoproteinas conteniendo este tipo de union, ambos residuos
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c l sserina y treonina, estan involucrados, en algunos casos

solamente uno de ellos interviene (153).

Cuandolas glicoproteínas o los glicopeptidos que contienen

uniones de azúcares a estos K-amino-B -hidroxiácidos, son

tratados en condiciones alcalinas suaves, (NaOHfi,3M, 45°C, 6h),

la unión glicopept(dica se rompe por un proceso de. B-eli

minación liberándose el oligosacárido por su extremo reductor

y formándose un aminoácido insaturado en el péptido (Fig 14).

B H 9 ,

G-O-CH-fi-C- Seril-G-glicosido : R= H
. H l1‘ Treonil-Ü-glicosido: R= CHE
l

. OH- Ii G= Oligosacarido
n R 9

G-o-óH-é-é
NH
lI

f j 6 B E 2-aminoacrilil : R: Hp-o-; + CH=9- 
x Á wH 2-aminocrotonil : R= CH3

Fig 14: Mecanismode ruptura por B-eliminación de uniones

O-glicosfdicas a0<-amino-B-hidroxiácidos.

Para estudiar la existencia de este tipo de uniones en las

glicoproteinas GP45y ABC,muestras marcadas con la técnica

de galactosa oxidasa- NaBSH4,se incubaron respectivamente .

en NaOH9,3M a 45°durante ó h. Las mezclas de reacción de la

B-eliminación se neutralizaron y se cromatogra+iaron en Biogel
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E¿3_¿;: Cromatografía en Biogel P-2 de los productos de B-eli

minación de la glicoprotefna GP45 de T.cruzL, cepa Tu] e,

previamente marcada con galactosa oxidasa- NaBbH4.
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I F19 16: Cromatografía en Biogel P-2 de los productos de B-eli

I minacián de las glicoprotefnas ABC de T.cruzi, cepa Y,
I previamente marcadas con galactosa oxidasa- NaB’H4.
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P-2. En las Fig 15 y 16, se muestran los per+iles de elucián de

las mencionadas cromatografias, donde se observa en ambos casos

un pico de elución excluido y picos incluídos, que contienen los

oligosacáridos marcados.

Las +racciones correspondientes a los picos II yIII de GP45

y II de ABC,se.cromatogra+iaron en papel (solvente 6). Los

picos IV de GP45 (Fig 15) y III de ABC(Fig 16), correspondían a

sales.

En la Fig 17, correspondiente a la c.p. del pico II de GP45

(F19 15) , se observa una zona de radioactividad que coincide

con testigos de penta a heptasacanidos. Resultados similares se

obtuvieron para el pico II (Fig 16) de ABC(Fig 19). El pico III

de GP45 (Fig 15), muestra además radio actividad en la zona de

tetrasacárido (F19 18).

dpm7 OOCCQ DO O Ox 10-
M8 M7 M6 M5 M4 M3 M2 M1

4 . [V

3'

2 - . \\

\/'
/ “o-..s\z's.,\

0*I. —c-,'o.'/ o A cm

{o ¿b só
Fiq_l7: Cromatogra+íaen papel (solvente Butanol:Piridina:agua

(3:43)), del pico II, Fig 15.
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E¿3 18: Cromatografía en papei (solvente Butanol:piridina:agua

(31423), del pico III, Fig 15.

¿:9C:X:D (:3 C:>(:) C3 6:)
dpm_2 M8 M7 M6 M5 M4 M3 M2 M1x10

5. \
4-
3.

2‘ l

1. /

\ / \
-".z's,/'-s._"" q""*—a-\.-. Cm

10 20 30

Fig L2: Cromatogra+fa en papel (solvente Butanoltpiridinazagua

(3:4:3), del pico II, +i9 16.
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Para confirmar estos resultados se realizo cromatografía li

quida de alta resolucion (CLAR),de estas fracciones, las que se

cocromatografiaron con una mezcla de testigos de maltooligosaca

ridos que contenían de 1 a 8 residuos de azúcares. En los tres

casos (Tabla XI), la radioactividad comigraba principalmente con

pentasacarido. De los resultados obtenidos podemosconcluir que

en ambasglicoproteínas existen oligosacáridos de 4-7 residuos

de azucar, unidos a través de uniones O-glicosidicas a la

proteína y , que por marcarse específicamente con la enzima

galactosa oxidasa, poseen galactosa comouno de sus componentes.

Tabla XL: Separación por CLARde oligosacáridos obtenidos por

B-eliminacián de GP45 y ABC, respectivamente.

MALTÜOLIGO-PICO II (Fig 15) PICO III(FIGIS) PICO II (FIG 16)
SACARIDO (GP45) (GP45) (ABC)
(MX) (cpm) (cpm) L;pm)

M2 23 25 19
M3 34 49 32
M4 145 288 178
M5 2331 2586 1150
M6 356 437 467
M7 124 89 78
M8 53 32 45
M9 21 11 21

Los picos I de GP45 y ABC, se marcaron respectivamente con

14C0H2,segun la técnica descripta por Means (154), y se

desalaron a través de un biogel P-2 . Se observo (Fig 29 y 21),
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F'g 22: Cromatografía en Sephacril 8-290 del pico I de GP45

(F19 29) (26.969) c.p.m. ‘40 ; (12.005) c.p.m. 3H.

en ambos casos, la presencia de un pico excluido marcado con‘AC.

El pico I , luego se cromatografió por una columna de

Sephacril 8-225 (Fig 22). Se observó radiactividad coincidente
l

de“C y 3H lo cual indicarfa que la cadena de azucar se halla

ligada a la proteína. No se con+irmó el tipo de union, pero dado

que el oligosacarido no se pudo 9- eliminar podría tratarse de

una union Nvglicosídica, o sea que Gp45 presentaría los dos

tipos de unión mas comunes en glicoproteínas.

Ferguson y col.(77), describieron una glicoprotefna de 72 kDa

(Gp72), cuya composición y estructura son inusuales. Gp72contig

ne una alta proporción de carbohidratos (49%), entre ellos xilo
,

sa ,ribosa, fucosa, manosa, galactosa y glcNH2. También esta
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presente una alta propornián de +05+ato unido covalentemente a

la cadena de carbohidrato. Se encontraron dos tipus de cadenas.

Una que posee el 15%de los azúcares, rita en manosa, y unida

al péptido por unión GLcNHZ-asparragina. El otra tipo de cadenas

unidas por enlace glícosfdico a serina o treonina, son ricas en

galactosa y contienen la pentusa y fucosa.

También se describía (8%) una glicoproteína de Mr 9Q kDa que
v . . . . f . I .solo presenta 105 olngusacár1dos unldos por unxon N-glxcosadnca.
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6.1. LIPIDÜS TOTALES

Se realizó una extracción de lipidos totales con Cloroformo

metanol (2:1) de epimastigotes de T. cruzi,cepa Y.El metodo

utilizado difiere del descripto por Folch (155), para la

extracción de glicolipidos, en que se suprimió el lavado con

solución salina, ya que en esta fase se pueden extraer

glicolípidos polares y gangliosidos.

Las proteínas y sales contaminantes que usualmente se

eliminan con este procedimiento, fueron separadas por
filtración del extracto a través de vidrio sinterizado.

Con este procedimiento el porcentaje de lípidos +ue de 6,33

mglmgde célula liofilizada, para la cepa Y; el mismopro

cedimiento aplicado a la cepa Tul 2, arrojó un valor de 6,28 mg/

m9 de celula .

Los valores in+ormadosanteriormente para un extracto deriva

do de la cepa Y, fueron de 0,29 m9/m9 (116), y 6,15 mg/mg (156)

respectivamente. En ambos casos los extractos habían sido

lavados con solución salina, lo cual explica el menor valor

hallado, por extracción de los glicolípidos polares.

El análisis del porcentaje de carbohidratos del extracto

crudo de cepa Y, por el metodo del fenol- acido sulfúrico dio cg

mo resultado 6,6 mg de azúcares totales / lñfi m9 de extracto

lipÏdico, lo cual equivale a 36 ug de carbohidrato unido a lípi
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Fig 23: Densitometrías de geles de poliacrilamída 15% de

extractos Clorofurmozfletanel (2:1) de células epimastigote de

T.cruzi a) cepa Y; b) cepa Tu] fi; 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 azúcares neutros liberados por hidrólisis ácida del

extracto lipídico, se analizaron por c.g.l como acetatos de

alditol,siendo los componentesprincipales: Inositol: glucosa:
galactosa: manosaen relacion 87:10:1:1.

El inosltol se encuentra generalmente unido a lípido por

fosfato. Las células epmastigotes de T.cryzi contienen un

12%de fosfatidil inositol, con respecto al peso total de la céï

lula (116). Por otra parte, en la extraccion con C:M se puede

extraer una pequeña proporcion del LPPG, el cual posee un 2,5%

de inositol en su molécula (98).

Se realizo una electroforesis en gel de poliacrilamida 15%,

en presencia de SDS, de extractos C2" (2:1), obtenidos de epimas

tigotes de cepas Y, Tulahuen G y Tulahuen 2.

En las densitometrfas de los geles, revelados con reactivo

APS, se observa la extracción del componente de naturaleza

glicolipídica denominado Banda E (Rm=6,9) y del LPPG (Rm=9,74)

(Fig 23). En los tres casos, los extractos estan enriquecidos

en la Banda E, cuando se los compara con el per+il obtenido de

células enteras (Fig 6).

El estudio de la composicion 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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(161), tambien revelo la banda E, en una electroforesis en gel

de poliacrilamida.

No se había detectado la presencia de acido siálico en frac

ciones de la membranaplasmática deslipidizada (116). Por otra

parte, la super+icie celular de epimastigotes interactúa con la

aglutinina de germende trigo (72); si las celulas eran tratadas

con sialidasa, se perdía la.capacidad de aglutinarse con la lec

tina. Estas observaciones nos llevaron a analizar la presencia

de acido siálico en extractos lipfdicos.

Se realizó-una determinación colorimetrica por el método del

ácido tiobarbitúrico (162) del ácido sialico liberado por trata

miento con ácido en condiciones suaves (H2804 6,1 N, 89°C) de un

extracto CZM2:1 de 16“ células, dosandose 56 ug de ácido
sialico total.

Por cromatografía en capa delgada (c.c.d) (solvente 19), del

extracto, se revelaban con el reactivo de Resorcinol/Cu (163),

específico para gangliósidos, dos componentes de Rf 5,35 y 9,62.

6.2.1 Extraccion con Cloruro de Potasio.

Se realizo una extracción con KC] 0,1 N, del extracto C:M2:1

de 10‘1células, metodo recomendado para la extraccion de ganglié

sidos. La c.c.d del extracto mostró los dos componentes que se

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

miento enzimática con neuraminidasa, del extracto KCLy separado

por diálisis. El valor determinado en el diaiizado fue de sz ug/

19"células. Se obtuvo un resultado similar cuando se sustituyó

la hidrólisis enzimática por una hidrálisis ácida. En base al

contenido de ácido siálico. se calculó un valor de fi,8-1,9 x le

moléculas de Acido u-acetil Neuramínico por celula.

Pereira y col (72) estimaron un valor de ?,7 x 196 residuos

de ácido siálico iiberados por digestion con sialidasa de para;

sitos enteros. La diferencia puede ser debida al estado de cre

cimiento de los parásitos empleados y/o a pequeñas variaciones

en la composicion del medio de crecimiento, ya que en los estu

dios e+ectuados por Pereira ,se utilizó un medio complementado

con suero fetal caprino, rico en fetuina, que es una

glicoproteína que posee numerosos residuos de ácido siálico que

podrian servir de fuente de acido siálico para el trypanosoma.

Esa hipótesis está avalada por estudios realizados por Previato

y col (120), que aisian de T.cruzi un glicoconjugado de 43 kDa

que solo contenía ácido siálico si los parásitos eran cultivados

en un medio suplementado con suero fetal caprino.

La cromatografía en papel de los hidrolizados mostro un

un componente de movilidad igual al ácido sialico, y una

sustancia de mmm:1,22 , mayoritaria, cuando se revelaba

con reactivo de Ácido Tiobarbiturico, específico para ácidos
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_g9¿a XII: Componentesprincipales de la fraccion extraída
con KCl acuoso , del extracto cloroformozmetanol (2:1).

Carbohidrat s

Azucáres totales = 23 % *

ggmposicion de cangghjdratos
Arabinosa A 7
Manosa ‘ 19
Galactosa ‘ 9
Glucosa A 38
Inositol A 2
Galactosamina ° 18
Ac. sialico * 3

Acidos grasos A

% Tr Tr'
C 12' 1,6 2,47 2,63
C 14:9 5,5 3,45 3,49
C 15:5 3,2 6,91 6,65
C 16:3 22,5 7,27 7,56
c 17:5 3,2 16,92 15,95
C 18:9 18,1 15,98 16,16
C 18.1 1,5 17,89 18,63
n.i. 19,83
C 20 0 10,1 7,10 e 7,19 e
C 21:6 4,3 9,26 e 9,34 E
C 22'0 3,5 13,14 e 12,84 e
C 23:6 2,7 17,22 e 17,29 e
C 24'6 5,2 25,93 e 25,16 e

Bases de cadena larga

Bases de cadena larga totales = 28%*

ideterliaado colorilétricalente ‘ deterlínado por c.9.l.
° deterlinado por t.g.l. en :nndicinnes II
Irzïr de los ésteres Irtflicos de los ¡(idas 9rasns de FsKCl
el rendicinnes ll! a , t: delerninado a 255 C.
Ïr’: ïr ¡e los distinto! testigos ¡53405.
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sialicos. Este ultimo compuesto no cambio su movilidad cuando

+ue sometido a condiciones de saponiíicación (pH= 16).

Al mismo tiempo, se debe notar que el valor hallado,

corresponde a un extracto , y no se puede asegurar que la ex

traccion de sialoglicolipidoshaya sido total.

Los acidos sialícos están distribuidos ampliamenteen la natg

raleza.Se han encontrado mas de veinte tipos distintos,y por su

papel en diversas funciones celulares, no se puede dar un conceg

to unificado sobre su rol biológico. En protozoarios en particu"

lar, se sabe muy poco sobre la presencia de los mismos (165,

166), y en trypanosomas en particular se ha detectado
/ .en una glicoprotezna de trypanosomas africanos (T. conoolense)

(167).

Por otra parte, se analizaron por c.9.l. los componentesde

esta fracción, liberados en una metanolisis ácida (Tabla XII) .
El bajo porcentaje de inositol detectado (2%), con respecto al

extracto original, indica, comoera de esperar que no se han

extr aido +os+olfpidos del tipo inositol-fosfato, ni el LPPG,
utilizando este solvente de extracción.

La presencia conjunta de esfingosina, carbohidrato y ácido

sialico en el extracto KCl, llevo a investigar los sialoglico

esfingolipidos, componentes del mismo, los que, segun su defini

ción, podriamos denominar gangliásidoe.
I

otros laboratorics analizaron los acidos grasos
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presentes en la l'Fase inferior de Folch", de la extraccion con

Cloroformo: metano] (2:1) y solución salina (157, 156).

Para la cepa Y , Se han hallado ácidos grasos normales de 12

a 26 C e insaturados de 17,18 y za C (157). Los ácidos grasos

normales de 22 y 24 C no han sido detectados en estos extractos

provenientes de la cepa Y o Tulahuen.

La ceramida de gangliosidos de cerebro de vertebrados se en

cuentra acilada principalmente por acido esteárico, mientras que

en gangliósidos del sistema nervioso central lo estan por ácidos

grasos de cadena normal de 16 a 24 atomos de carbono (168).

Los gangliosidos de cerebro contienen una mezcla de bases de

cadena larga de 18 y 2B atomos de C. Esta última no es

detectable en otros glicoesfingolipidos de cerebro y muestra

variaciones dentro de los distintos tipos de gangliósidos (169)

Los gangliósidos se hallan practicamente en todos los tejidos

de vertebrados,siendo la materia gris el órgano en que se

encuentra en mayor proporción. En invertebrados , hasta el mo"

mento sdlo se han detectado gangliósidos en gónadas, gametas ,

y otros tejidos de varias especies del filum Echinodermata

(22).

La importancia que se le asigna a los gangliósidos en

diversas funciones celulares, tales como la diferenciacion

celular (54), la regulacion del crecimiento celular (55)l el

reconocimiento antígeno-anticuerpo (62 ) y la interacciín con
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{actores bioactivos (63), nos ha llevado a confirmar la presen

cia de los mismos en trypanosoma, por tecnicas de marcación

quimica, incorporación metabólica y finalnnente, estudios estruc
turales de los mismos.

6.3 fiflBQACIONCONPERLQQfllg-HABSH4nggggigfig_gglmfigï¿gglg

En los ultimos años se han descripto varios procedimientos

para la marcación exógena de la super+icie celular (179,171).

La reacción con periódato de sodio se puede controlar para ¡a

oxidación selectiva de glicnles exocicliCós. Si el aldehido

generado se reduce con NaF3H4, se cuenta con un buen metodo de

marcación de glicoconjugados que contengan esas estructuras. En

el caso de sialóglicoconjugadós , 1a modificación aparece selec

tivamente en residucs de ácido sialico y lleva a 1a incorpora

ción de tritio en un pruductó modificado, el acido 5m acetamido

3,5-didesoxi-k-arabino-2 heptulosonico (NANA?)(Fig. 24).

ou H
«¡N ,z' coou COOH

H0H3H R

1)IO¿—
3

2)B HLCH3CONH

Fig 24: Degradación de! ácido N-acetil neuramínico a ácido

7-(3H)5-acetamido 3,5-didesoxi-' arabino Z-heptulosónico (NANA?)¡.3
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La union glicosídica de NANA7.sigue siendo suceptible a

la acción de la neuraminidasa, aunque más lenta; y a hidroqisis
suave (161).

El tratamiento con periodato de sodio diluido por períodos

cortos, también cliva el hidroxilo primario en hexosas furanási

cas con grupos libres en C"5 y C-ó. Así, los glicoconjugados con

galactofuranosa Se marcan, introduciendo el tritio en el 0-5

de la arabinosa generada por la oxidación de la galactofuranosa

(Fig 25). Esta técnica fue utilizada para demostrar la configura

cion furanósica de la galactosa presente en el LPPGde I¿gnu;¿

(141).También se detectó galactofuranosa como componente de un

glicopéptido del protozoario gaitgidia onco elti, pertene
ciente también a la familia de los Trypanosomatidae (172)

R 104- o

HC|IOHH H"""" "’ WWW + HZCO
2c OH OH

HOH

zm un
u

:I:
b

4.-----"

o OH6TFA 3 WR""" "'Ho H c OH ‘vH
H03H2CWH 2

OH OH

FIG 25: Degradacián de D-galacto+uranosa a 5-(5H) g-arabinov.4
furanosa.
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En la Fig 26, se muestra una electroforesis en geles de

poliacrilamida de células epimastigoto , cepa Y, marcados con

NaB3H4,después de la oxidacián con periodato de sodio.

En el lisado total de epimastigotes (canal a,Fig 26) se

observa principalmente la incorporación de la radioactividad en

el LPPGy en la banda E, indicando que esta posee glicoles

exocíclicos en alguna unidad de azúcar. Las glicoproteinas ABC

se pueden observar,aunque muy tenuemente, comparadas con los

experimentos en que se utiliza galactosa oxidasa como agente

oxidante, ya que las galactosas que poseen estas glicoproteinas

se encontrarían en con+iguración piranósica.

La banda E se extrae junto con una menor proporción de LPPG

con el solvente cloroformozmetanol (2:1) (canal d, Fig 26). La

mayor parte del LPPGqueda en el insoluble de la extracción con

C:M:(2:1),(canal b, {ig 26), debido al alto porcentaje de hidra

tos de carbono que posee en su molécula (?6).

Cuandoel extracto C:M (2:1), es extraido con KC], en la {or

ma anteriormente descripta, ei LPPGqueda en la +ase inferior

(canal c, Fig 26), y el 69%de la radioactividad presente en el

extracto original se recupera en la fase superior. La fluorogra

fia indica.la presencia de la Banda E, puri+icada, en este

extracto (canal e, Fig 26).

Por su intensa marcacion y su solubilidad , podemosconcluir

que la banda E contiene un glicolipido con glicoles exocfclicos.
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Fig 26: Electro+oresis en gel de poliacrilamida de

epimastigotes marcados con NABSH4despuée de la oxidación con

NaIO4: a) lisado de epimastigotes b) insoluble en C:M (2:1); c)

fase inferior de la particion con KC]6,1 N: del extracto C:M
(2:1); d) extracto C:H (2:1) de celulas lio+ilizadas e) fase su

perior de la partición con KC] 9,1N del extracto C:M (2:1).



—103

En un primer intento por purificar el glicoiípido que se

marca con IO4-NaB3H4, se realizó un fraccionamiento del

extracto C:M (2:1) en silica gel H, eluyendo con mezclas de

polaridad creciente de C:M.

Kawamuray Taketomi (173) emplearon Silica gel G , para

separar gangliosidos, de lípidos totales de cerebro, eluyendo

los gangliósidos con C:M:H20 (69:35:8). La fracción

saponificada y dializada, contenía gangliosidos de moderada

pureza.

Por fraccionamiento del extracto C:M (2:1) marcado , con

teniendo 1,8 x ia6 d.p.m., en silica gel H, se separaron dos

picos principales de radioactividad (A y B Fig 27), los cuales

se eiuyeron com CZM(7:3) y metanoi, respectivamente.La fraccion

A contenía 1 x ifió dom y la fraccion B 2,6 x ifió dpm.
Estas fracciones fueron incubadas con neuraminidasa a 37° C

24 hs y posteriormente extraídas con C:N (2:1). En la fase

acuosa se recuperó el 30%y 18% de la radioactividad de las

fracciones A y B, respectivamente.

Se realizó una cromatografía en papel en solvente 7 del

dializado externo de las fases superiores de la extraccion ,

obteniéndose en la fracción A una sustancia de RMMfi=1,33

(Fig 28, a) y en la fracción B, dos sustancias, de HMMF=1,33

y 1,51 (F19 28. b).

El testigo de NANA?fue preparado según el procedimiento
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NUMERO DE FRACCION

F19 27: Cromatogra+ía en Siiica gel H de un extracto C:M

(2:1) de epimastigotes mercados. Volumen de las fracciones

colectadas: 3 ml i dimensiones de la columna 2,5 x 20 cn.

Se sembraron 189.696 d.p.m. i Fraccióh A: 105.956 d.p.m.;

Fracción B: 69.5fiflfl d.p.m.. Las flechas indican la proporción de

C2" utilizada. para la elucion.
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EJSng: Cromatagraíía en papel de la fase superior de extracv

ciones con C:N:H20 , despuéé del tratamiento con neuraminidasa

de a) Pico A (Fig 27) ; b) Pico B (F59 27) Solvente de

desarrollo Butanolec. Acéticczagua (52212). Las flechas indican

la posición de los testigos.
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descripto por Yu y Leeden (174), a partir del Acido fl-acetil
Neuramínico.

Las fases in+eriores de las hidrolisis enzimáticas, fueron

rehidrolizadas con acido tri+luoroacético fl,95 N, 3h a lfifi°c ,

condiciones en las que se hidrolizan selectivamente los azúca

res furanásicos, y luego se realizó una partición con C:M:H20.

En la iracciín A, (Fig 27), sáïo se recupero un 2%de la radio

actividad total, en la fase acuosa, mientras que en el pico B ,

t Fig 27) se recuperó un 62%de la radiactividad total. Por c.p.

de la fase acuosa de la fracción B se determinó la incorpo

ración de la marca en arabinosa (Fig 29) la cual provendrfa de

las unidades de galactofuranosa del LPPG,un posible componente

de la fracción B, que se eluye con metano].

dpml u

MJ
¡o 20 30 cm

Fig 29: Cromatogra+fa en papel de la +ase acuosa de un hidro

lizado con ácida Trifluoroacetico , del pico B, tratado con

neuraminidasa. Solvente de desarrollo: butanolzpiridina: agua
(6:423)
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Si bien los sialoglicoconjugados modificados son substratos

para la neuraminidasa, la velocidad de la hidrólisis enzimática

es menor que la de controles sin modificar. Liao y col (161)

encontraron que un 76%de la radioactividad se libera por hidro

lisis enzimática, mientras que una hidrólisis ácida libera el

193%de la radioactividad original. Sin embargo en nuestro caso

la hidrólisis ácida posterior al tratamiento enzimático no

liberó una cantidad significativa de radioactividad, la cual se

deberia a marcacion inespecifica. En algunas sialoglicoproteinas

modi+icadas se encontraba por c.p. de los 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, con respecto al standard de NANA7, podria

sugerir una g-sustitución en la molécula. Son conocidos los

esteres de g-acetilo de acidos siálicos en las posiciones
4,7,8, y 9.

En los métodosutilizados corrientemente para aislar ácidos

siálicos de materiales biológicos (hidrólisis enzimáticas o

acidas) pueden ocurrir des-O-acetilaciones o migraciones de los

O-acetilos de acidos siálicos sustituidos, particularmente a pH

debajo de 3 o mayores que 6. La utilización de resinas de

intercambio anióhico para purificar acidos siálicos contribuye
a la des-O-acetilación y/o la migracion de grupos acetilos (175)
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El metodo clásico para hidrolizar Ácidos siálicos (H28043,1N

89°C, 1h),puede liberar grupos O-acetilus. Asimismola presencia

de grupos O-acetilos pueden hacer a la molécula de ácido siálico

parcial o completamente resistente a la acción de la neuraminida
sa (176).

Por otra parte,en el procedimiento de diálisis utilizado

corrientemente para separar el acido sialico de macromoleculas,

sólo se recupera un 65% del acido siaiico presente

originalmente (176).

Es conocida la deshidratación de azúcares libres por la ac

cion de acidos, dando lugar a la +ormaci6n de anhidro azúcares

(177). Se demostro la deshidratación de acidos siálicos cuando

se utilizan condiciones de metanolisis ácida para separarlos de

macromoléculas (178). Por c.g.l-e.m. se determina que un 15%

del acido siaÏlico se deshidrata dando ácido 5-acetamido-2,7
anhidro 3,5-didesoxi-d-Q-glicero-Q-galacto-nonulopiranosónico.

Ademasde {ormas anhidras, se detectaron formas lactonicas

del NANA, producidas durante la metanolisis de los

glicoconjugados (179). Se postulo tambien la formación esponta

nea del 2,7-anhidro derivado a partir del NANA (189).

La estructura del acido sialico que se marcó con periodato,

BJH4-, en las fracciones de I.cruzi, no se puede asignar

inequivocamente por los métodos cromatograficos empleados.

En capitulos posteriores‘ se describirá la identi+icación
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del acido siílico liberado de un gangliósido puro aislado de
T.cruzi.

6.4 INCORPORACION IN VIVO DE ACIDO PALMITICÜ Y GALACTÜSA EN

GLICOLIPIDÜS DE TRYPANÜSGMA CRUZI

La glicosidacion de gangliósidos involucra la transferencia

secuencial de monosacáridos desde nucleotido-azúcares al aceptor

en formación (62,181). Cada paso esta catalizado por una glico

siltransierasa específica que se encuentra como un complejo

multienzimático 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 N18, de raton y determina

ron la incorporacion en gangliósidos de palmitato, galactosa

y ufacetil manosamina,marcados con tritio. La glicosidacion

secuencial para formar el siguiente homólogo, involucra un

pequeño número de intermediarios.

Continuando con la investigación sobre la naturaleza de las

fracciones glicolipidicas presentes en las formas epimastigote

de T.cruzi, se llevo a cabo la incorporación in vivo de

‘H-galactosa y 3H-ácido palmítico ,a las células.

. I . . . í6.4.1 Cinetica de incorporaCIDn de precursores marcados

Con el objeto de determinar el tiempo óptimo para la incorpo



-116

-3

cpmx10

)

Fig 36 Cinética de incorporacién de (’H)

(5B)

palmítico

galactosa (¡-4 J. células de dos días de
(8x 167/ml) se incubaron con ZQuCi de precursor.

(cano)

crecimiento
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ración de los precursores marcados, se llevó a cabo una cinética

de incorporación, para lo cual, se agregaron 5 ml de una suspeg

sidn de 4 x 16‘3epimastigotes a 195 uCi respectivamente de cada

precursor marcado y se tomaron alfcuotas después de 4,7,11 y

24 hs. En la Fig 3Q se observa que la galactosa se incorpora

linealmente durante 7h y el palmftico durante 10 h en extractos

C:M.¡ la máxima incorporación del ácido graso fue de

6,2 x 164:.p.m./ 1gb células , y del carbohidrato , el máximo

fue de 2,5 x 153c.p.m./ lfi‘células.

En experiencias con células de neuroblastoma de raton (183)

se comprobóque, si bien el palmítico era tomado en su totalidad

por las celulas, la galactosa y la N-acetil manosaminase

incorporaban solamente en un 29% y un 16 % , respectivamente.

6.4.2 Extracción de qlicoconLuqados de las células marcadas

Para la purificación de los glicolípidos, se incorporó

(3Hl-palmitico y (3H)-galactosa respectivamente a suspensiones

de 169’células , que habían sido cultivadas en medio LIT (184),

y las incubaciones se llevaron a cabo durante 12 h a 28°C.

Las celulas marcadas y liofilizadas, fueron extraídas con

CSN (2:1) una vez y con C2M (1:1), dos veces.

El material insoluble fue extraido con fenol 44%, y la fase

acuosa se precipitó con 4 volumenes de etanol de la +orma ya

descripta. Esta fraccion contiene el complejo de

glicoconjugados ABCD(95-109). Un resumen del +raccionamiento

realizado puede verse en el Esquema (1).



l -112Epimastigotes (1.09celulas)
163 uCi precursor

Homogenatolio+ilizado
02M 2:1
C:M 1:1 (x2)

Solüble (S) Insoluble (I)
KCl 6,1 N Fenol- agua 44%

Fase Superior(FS) Fase Inferior (FI) _ Fase acuosa
' Etanol

(4 vol)
Complejo ABCD

Fracciones Acido Palmítico Galactosa
c.p.m c.p.m

Extracto CZM 18,8 x 106 3,74 x 196
Fase superior (FS) 356 x 103 35 x 165
Complejo ABCD 3,3 x 194 14 x 1fi4

ESQUEMA1: Fraccionamiento de celulas epimastigotes de_j.cruzi

marcadas con ácido 9,19 (3H)-palmítico y 1 (’H)-9alactosa.

La fluorograífa de la electroforesis en gel de poliacrilamida
(Fig 31), muestra que los cuatro componentes aislados del

extracto +enólico de las células epimastigote incorporan biosig

téticamente 5H-9alactosa (3,Fi9 31). Solamente el LPPG(4, Fig

31) y los glicolfpidos de alta movilidad (Banda E) (7,Fig 31),

incorporan ácido palmitico.

Es de notar que en el residuo insoluble en C:Mde las celulas

(5,6,-Fi9 31), no se evidenciaron otros componentes importantes.
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Fig 31: Fluorogra+Ía de electroforesis en gradiente de gel de

poliacrilamida (8-15%) 1) LPPGmarcado in vitro con NaIÜ4

NaB’H4; 2)9licoproteinas ABCmarcadas con NaB°H4después de

ser oxidadas con galactosa oxidasa; 3) epimastigotes marcados

con (’H)-galactosa, extraídos con {enol 44%en agua y precipi

tados con etanol de la fase acuosa 4) idem 3), pero marcados con

('H)-palmitico;5) Insoluble en C:Mde las células marcadas con

(°H)-9alactosa; 6) idem 5), pero marcadas con (3H)- palmiti

co; 7) Extracto C:Mde células marcadas con ácido (°H)- palmi

tico.
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La estructura de glicofos+oceramida, demostrada para el LPPG

(97), explica la incorporacion de ambosprecursores en la
molécula.

Por otra parte, si bien no se han realizado estudios

estructurales exhaustivos sobre el complejo glicoproteico ABC,

el hecho de que no incorporó ácido palmitico, confirma su

naturaleza glicoproteica.

6.4.3. Extracción de qlicolipidos acidicos marcados

Los extractos sz de los epimastigotes marcados

respectivamente con acido palmítico y galactosa , se

fraccionaron utilizando el metodo recomendado por Yu y Leeden

para el aislamiento de gangliósidos (185). El mismo emplea una

resina de intercambio aniónico (DEAE;Sephadex),para separar

los gangliósidos junto con otros lípidos acidicos , de la gran

cantidad de lípidos neutros que no se pegan a la resina. Debido

a que es un intercambiador aniónico débil, los gangliósidos se

eluyen con solución salina cuantitativamente. Los pasos subsi

guientes, que comprendenel tratamiento con base, diálisis y

cromatografía con acido silicico, fueron diseñados para remover

otros lípidos acidicos, y cualquier otro contaminante ácido de

bajo peso molecular que pueda acompañar a los gangliósidos. La

columna de acido silicico asegura la remoción de pequeñas

cantidades de proteina que hayan resistido el tratamiento
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precedente.

Evitando la particion con KC], se logra una recuperacion

alta de todas las especies de gangliósidos , incluso los

gangliósidos poco polares.

En la Tabla XIII se muestra la recuperación obtenida en los

sucesivos pasos de fraccionamiento de los extractos sz.

Tabla XIII: Fraccionamiento de glicoesiingolípidos marcados
de I.cruzi

Los epimastigotes (9,6 x 16°) se incubaron 12 h a 28°C con
235 uCi de ácido (“H)-palmítico (599 mCi/mmol) y 329 uCi de 
(3H)-9alactosa (3,6 mCi/mmol). Las células se procesaron y ex
trajeron comose deScribe en el texto.

Fracciones Acido Palmítico Galactosa
c.p.m nmol c.p.m. nmo!

xtracto sz 5,9x167125,ó 5,5x1fi5 14€
Cromatografía en DEAE-sephadex
Fracción de lípidos neutros 2,9x197 52,6 3,9x195 98,6
Fracción de lípidos acidos 1,2x12!7 21 1,2x165 3%,?
Lípidos ácidos saponi+icados
y dializados 1,1xlfi’ 19,5 1,2x195 39
Cromatografía en Ac. silícico
Cloroformo:Metanol (8:2) 4,5x1fi‘ 7,2 8,2xlfi° 2fi,5
Cloroformoznetanol (1:1) 2,2x19‘ 3,9 4,5x1fi4 11,3
Metanol 6,5x10“ 6,1 8,9x16z 6,2
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En la columna de DEAE-Sephadex que separo los lípidos

neutros de los acídicos, se nota una mayor incorporación de

galactosa en los glicolipidos neutros. Cuandolos lípidos acidos

se saponificaron y dializaron exhaustivamente, se retuvo la
mayor parte de la radioactividad.

La cromatografía en acido silicico del material no dializa

ble, separó los sialoglicolipidos,eiuidos con C:M (1:1), de

otros lfpidos menos polares .En la Tabla XIII se puede observar

una buena correlación entre la incorporación de ácido palmitico

y galactosa en las fracciones separadas por el acido silicico.

El eluido con C:M (8:2) del acido silicico +ue analizado por

c.c.d en solvente 14 .En la Fig 32 se puede apreciar que la

+racci6n proveniente de la incorporacion con galactosa contiene

dos sustancias de Rf 9,45 y 6,52 respectivamente, mientras que

en la +racci6n incorporada con ácido palmitico, se detectaron 4

sustancias de Rf 9,4; 5,45; 6,7 y 9,75. Una muy baja

incorporacion se encontró en la sustancia de R+ 6,52. La incorpg

ración de ambos precursores en las sustancias de Rf 6,45 y fi,52

indica que se tratan de compuestosde naturaleza glicolipidica.

Esta fracción puede contener +os+olfpidos no eliminados por la

saponi+icacion y lípidos acidicos menospolares que los ganglio
sidos (sul+atidos).

Por otra parte, el eluido con C:M:(1:1 l, se puri+icó poste

riormente por c.c.d., en solvente 16 (Fig 33). El perfil
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Fig 32: Fluorngraífa de c.c.d (solvente C:M:NH3(65:25:5)) de

glicolípidos acídicos de T.cruzi eluidos de columna de Unisil

con CzM: (8:2) 1) Marcados con (3H)-galactnsa 2) Marcados con

ácido (=H)-pa1m{tico.
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Fig 33: C.c.d de glicolípidos acídicns de T.cruzi. Los
eluidos C:M (1:1) de la columna de Unisil se recromatografiaron

en placas de silica gel (solvente n-propanolzNHS 28%:H2075:5:5)

a) glicolïpidos marcadoscon (¡H)- galactosa b) glicolípidns

marcados con acido (3H)-palmitico .
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obtenido era similar para ambosprecursores (Fig 33 a,b)

El componente I (Fig 33, a,b) migra considerablemente en el

sistema de solventes ll (Fig 34) En la +luorografia se

detectaron dos glicolïpidos de movilidad similar, independiente

mente del precursor. Estos glicolipidos migran con un R+ similar

a los detectados en un extracto con KCL, marcados con Periodato

de sodio-NaBDH4, como se vio anteriormente, por lo cual se

concluye que los glicolípidos purificados en los cuales se llevo

a cabo la incorporacion _¿p vivo de precursores radioactivos

corresponden con los extraidos con KCl de un extracto C!“ y

donde se caracteriza la presencia de acido siáïico. El R+ algo

mayorde los sialoglicolípidos modi+icados t 3, Fig 34), se

deberia a la presencia de NANA?en lugar de NANAen los mismos,

y por lo tanto su mayor movilidad.

Se obtuvo una mejor separación de los siaioglicolípidos

realizando una c.c.d. bidimensional del componente I, marcado

con acido palmitico (Fig 35).

6.4.4 Análisis de los produgtps de incorporación del acido

palmitico

Las manchas X e Y (Fig 35) fueron extraídas separadamente de

la placa y dividida cada una en dos alicuotas.
l . . . . .Una alicuota se sometió a hidrólis:s acada con HCL:Metanol:a

gua (3:29:4), el hidrolizado se alcaliniio y se extrajo con éten
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Fig 34: Fluorografïa de c.c.d (Solvente Cloro+ormnzmetanolzNH3

2,5 M (76:46:8))de sialuglicolípidos marcados de T.cruzi : 1)

Fraccián marcada con ¿tido (°H)-palmítico y eluida de la colum

na de acido silfcico con C:M (1:1); 2) idem 1), pero marcado con

(°H)-galactosa i 3) glicolípidos extraídos con C:M:KCL9,1 N

(fase superior), marcados con NaIO4-NaB'H4.
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Fig 35: Fluorografïa de c.c.d bidimensional de sialnglicolf—

pidas de T.cruzi. El pico I (Fig 33(a)) fue eluido y recroma

tografiado . Se emplearon los solventes Cloruformo:metan01:CaCl2

9,2% (5:4:1) , en la primera direccián (hacia arriba) y clorofon
mozmetanolz NH40H2,5" (52421) en la segunda dimensién (hacia la

derecha). La +lecha indica el origen
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El extracto etéreo se analizó por c.c.d. en solvente 13 (Fig

36). Se demostro la incorporacion de ácido palmftico en una

esfinganina en X (GiTC) y una esfingenina en Y (GZTC),

respectivamente. La estructura de estas bases de cadena larga,

componentesde los glicolipidos, será discutida en capitulos

posteriores, junto con la estructura total de estas moléculas.

6.4.5. Hidrólisis con neuraminidasa

Las otras alícuotas fueron incubadas con neuraminidasa y

analizadas por c.c.d.(Solvente 19), antes y después del trata

miento enzimático. Comoera de esperar, ambosglicoesfingolipi

dos hidrolizados, migran con Rf mayores que los originales (Fig
37).

La incorporación de ácido palmitico en la porción de bases

de cadena larga de los compuestos que son modificados por el

tratamiento con neuraminidasa, confirma que los epimastigotes

de T.cru2i, biosintetizan sustancias del tipo gangliósidos.
Era importante también asegurar la naturaleza endogena de los

gangliósidos, pues las células se cultivan en un medio complejo,

conteniendo suero bovino y es conocida la capacidad que tienen

de adsorber sustancias del medio (186).

El perfil cromatográfico de los glicolfpidos provenientes de

incorporaciones con (3H)-paimitico y (3H)-galactosa en

trypomastigotes de T.cruzil es distinto al obtenido en
epimastigotes (119).
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Fig 36: Cromatogra+fa en capa delgada en Cloro+ormo:metanol:
NH40H1M(46:1921) (doble desarrollo). Las sustancias X (Gch) e

Y (GZTC)(Fig 35), extraídas de 1a placa, fueron hidrolizadas

con HClic):metanol:H20 (3:29:4) .Los productos de la hidrálisis

se cromatografiaron. La placa se cortó , y la sílica gel se

extrajo con C:M(1:1) para la determinación de la radioactividad

a) Producto de la hidrólisis de X (GiTc) b) producto dé la

hidrólisis de Y (GZTC).Los patrones eran 1) fitoes+ingosinai 2)

eritrodihidroesfingosina i 3) esfingosina.
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Fíg 37: Tratamiento con neuraminidasa de los glicoesfingolípi

dos X (Gch) e Y (GZTC) de T.cruzi . X e Y (Fig 35) se

trataron con neuraminidasa . Despues del tratamiento enzimático

las muestras se analizaron por c.c.d en solvente n-propanol:

NH4OH28%: H20 (75:5:5). Las manchas se detectaron por fluorogrg

+ía. 1) X tratado con neuraminidasai2) X; 3) Y tratado con neu

raminidasa 4) Y.
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7.1 3 5Q IÜHAMIEfl_Q_pE_QLICÜLIPIDOS ACIDICÜS.

Conocida la presencia de sialoglicolfpidos en T.cruzi, se

encaró el estudio de su composición , lo cual sería interesante

para comparar con otros gangliósidos de células de organismos

mas evolucionados. Para ello era necesario contar con suficiente

material puro.

l,7x16‘2 células liofilizadas de epimastigotes de ILQL¿_¿_

(15,7 g), se extrajeron con C:M (2:1) y 62H (1:1). El peso del

extracto seco fue de 4,8 g. El mismo , luego de separar un inso

luble en el primer solvente de elución, se fracciono en DEAE

Sephadex, utilizando el método descripto anteriormente para

separar glicolipidos provenientes de incorporaciones metabólicas

Se obtuvieron 3,4 g de la fracción que eluye como lípidos

neutros y 6,35 g de la fracción que eluye como lípidos acfdicos.

Esta ultima se separo a traves de una columna de Unisil, luego

de una saponificación en condil:iones suaves y diálisis. Se obtg

vieron dos +racciones, la fracción eluida con C:M (8:2) (32 mg),

(CM82) y la fracción eluida con C:N (1:1) (14m9) (CM 11) .

111.ANALISIS DE LA FRACCION CH 82

Se llevó’a cabo el análisis de la FR CM82 por c.c.d. Con el
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reactivo de a-naftol, especifico para glicolipidos se revelaron
3 componentes de R4 (solvente 14) 6,45; 6,52 y 9,69 . Utilizando

reactivo especifico para fos+ato, se revelaron cuatro sustancias

de R+=6,6: 5,7; 5,8 y 5,95. Un testigo de galactosil ceramida

tiene un R4 de 9,7.

El porcentaje de azúcares determinado por el método de

Dubois, fue de 7%en peso,lo que equivale a 0,39 umoles/ m9, y

el de hexosaminas, determinado por el método colorimétrico de El‘

son Morgan, fue de fi,6 %del peso total. Se analizó fosfato to

tal en la muestra ,y +os+ato inorgánico ,luego de una hidrólisis
ácida en condiciones fuertes . El valor en ambos casos fue de

6,23 umoles / mg, lo que equivale a 6,59 umoies de fosfato por

umol de carbohidrato. Este hidrolizado fue analizado tambien por

c.p.5e determinó la presencia de colina (Rgl:NH2=2,5) y eta

nülamina (R91=NH2=2,3), y tres sustancias de menor movilidad

sensibles al reactivo de ninhidrina y de fósforo. Las dos prime

ras provendrían de fosfatidiletanolmina y {osfatidilcolina , reg

pectivamente, que son los fosfoglicéridos más abundantes en IL

ggugi (156).

Se obtuvo una reacción positiva para sulfato en esta +raccion

(187), indicando la posible presencia de sulfátidos en la misma.

Los azúcares que componen CM82 son = arabinosa: xilosa:

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

Esta fracción no se pudo marcar con la técnica de galactosa
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oxidasa- NaB°H4,descripta para la marcación de galactosas o

galactosaminas en configuración piranósica y con el OH-ólibre.

Por otra parte, si se oxida la fracción CH82 con periodato

de sodio, seguida de reducción con NaB’Hq,en las condiciones

utilizadas para marcar acidos siálicos y/o galactofuranosas, el

tritio se incorpora en tres sustancias de R+fi,45 i 9,76 y 6,89

en c.c.d en solvente 14 .Estos tres componentes se eluyeron de

la placa y se hidrolizaron en las condiciones descriptas por

Lederkemer y col ( 141), para las galactofuranosas modificadas.

Por c.p. (Fig 38), se demostró la presencia de arabinosa radioag

tiva sólo en el componente de Rf 6,45.

Estos resultados indicarían que la galactosa presente en un

glicolïpido de esta fracción se encuentra en la configuracion {g

ranósica. Hasta el momentosolo se habia determinado la presen

cia de galacto+uranosa en T.cruzi como componente del LPPG

(141).

Se realizó una determinacion cuantitativa de las es+ingosinas

liberadas en una metanólisis,de la Fracción CH 82. Se dosaron

9,63 umol de bases de cadena larga/ umol de azucar. Por c.c.d.

en solvente 13, se reveló una sustancia de movilidad similar a

esfingosina.

El analisis de los acidos grasos se efectuo por c.9.l. , y

c.g.l.-e.m.. Los resultados se muestran en las tablas XIVy XV.

La asignación de los iones se realizo en base a datos de li

teratura (187).
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Tabla XIV: Composición de CM82.

CARBOHIDRATÜS:

Azúcares Totales: 7% (p/p) *
Aminoazücares: 6,6% (p/p) *

Composición de azúcares ’
Arabinosa 2
Xilosa 1
Manosa 1
Galactosa 1
Glucosa 1

FOSFATO:0,59 umol/ umol azucar *

BASES DE CADENALARGA : 6,63 umol/ umol azucar *

COMPOSICION DE ACIQQS GRASOS h

Acido graso Abundancia (%) Tr‘ Tr"
C 14:9 6,9 3,91 3,93
C 15:0 0.3 4,24 4,28
C 16:9 6,8 5,95 6,95
C 17:9 9,8 8,99 9,16
C 18:9 23,8 12,65 12,76
C 18:1 27,4 14,52 14,71
C 18:2 46,0 17,21 17,66
C 26:6 9,2 27,39 27,71

1'r ’Tr experinental de los roncnnentes ie CH82
1'r 'Ïr de los distintos testigos usados
ii Deterlinadocolorinetritalente
‘Deterlinaio por t.g.l.
f! Deterlinain por r.g.l en ¡audiciones lla

Los acidos grasos insaturados de 18 C son los que se hallan

en mayor proporción (67,4%) en CM82, siendo el ácido linoleico,

el más abundante. Estos últimos son los ácidos grasos más

abundantes en T.cru2L (157-158). Se encontró que en los

fosfolfpidos de I.cruzi, el ácido linoleico constituye el 56%
del total de ácidos grasos (158).



Igbla XQ:ïones característicos de los ésteres metflicos oe

los ácidos grasos presentes en CM82.

M+(%) N-Sl(%) M-43(%) 74(%) 87(%)

Ac. palmÍtiCD 265 (13) 239 (3) 227 (S) 19g 59

Ac. esteárico 298 (17) 267 (3) 255 (ó) 196 6,1

Ac. Dleico 296 (8) 265(16) 92 39

Ac. linoleico 294 (19) 263 (9) 16 14

Comose discutió en la sección 6.4.3 la fracción CH 82

incorpora metabolicamente galactnsa en tres componentes. Uno de

estos compuestos ( R+ fi,45), se marca también por la técnica de

periodato-Bnrhidrurn de sodio, e incorpora ácido palmítico,lo

cual indicaría que se trata de un glicolfpido que contiene

galactosa en la configuración furanósica.

El compuesto de R+=@,óñrevela con reactivo de fns+ato , por

lo que se trataría de un fosfoglicolípido.

La sustancia de Rf= 9,7 que se revela con el reactivo de

+os+ato, también incorpora metabolicamente ácido palmítico, pero

no se revela con el reactivo para glicolfpidos ni incorpora

galactosa, por lo cual se tratarfa de un {osfolípido que no

saponificó en las condiciones empleadas.
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La fraccion CM92 esta formada por dos glicolfpidos, uno de

ellos conteniendo fos+ato , y fos+olfpidos. Probablemente el

glicolipido de menor movilidad contenga un grupo sul+ato en su

molécula , que le conferiria el caracter acídico. Es de notar

que no se detectó la presencia de acido siálico en esta fracción

Dadoque el interés principal de esta tesis era el estudio de

los slaloglicolfpidos, no se analizaron los componentes
individuales de esta fraccion.

7.2 PURIFICACION DE LOS GANGLIOSIDOS

Por cromatogra+fa en columna de Unisil de la fracción CM11,

se separaron dos sustancias de Rf 6,42 y 9,55 en c.c.d (solvente

12) ambas se detectaban al U.V ( en placas de sflica gel Merck

PF 254), y con el reactivo de Resorcínol/Cu

Se obtuvieron 3,2 mg de la sustancia de Rf= 5,55 (Gch) ,

y l,3mg_de la sustancia de Rf=fi,42 (GzTc). Estos valores

representan 266 ug de Gch/g de célula seca y 89 ug de 62Tc/

g de celula seca respectivamente.

ELcontenido de ganglíósidos en tejidos de vertebrados varía

entre 5 mg/g de tejido húmedo, en materia gris de cerebro; hasta

2 ug l g de tejido humedo, en fluido cerebroespinal (189). Por

otra parte, en la estrella marina Asterina pectinifera (26),
el contenido de gangliosidos es de aproximadamente 40 ug/g de cé



lula húmeda.

Dado que todos estos valores están dados en peso húmedo, se

calculo para 1¿gg¿¿i un contenido de 56 ug de GITC/ 9 de pe

so húmedo ,y 22 ug de GZTc/ 9 de peso húmedo. Estos valores es

tán en el orden de los determinados para invertebrados.

7.2.1. Comggs_i_c_i_é¿_d_c-_(311; x (3ng

En alícuotas convenientes de GíTc y GZTC, se dosaron

colorimétricamente azúcares totales, aminoazúcares, bases de

cadena larga y +6s+oro total. Los resultados se muestran en la

Tabla XVI

Igbla XVI: Composición de los gangliósidos de GITC y GZTc

de celulas epimastigote de T.cruzi

OIT: GZTC

relación peso (%) relación peso (%)

molar molar

ACIDOSIALICO 5,9 13,7 1 12,7

AZUCARESTOTALES 4,4 42 4,8 56,8

AMINOAZUCARES 1 9

BASES ESFINGÜSINICAS 1,1 17.1 1,1 13,6

FOSFORÜ TOTAL



7.3. ANALISIS DE LA CERAMIDA DE GlTC

GlTCse sometió a una hidrolisis con HCl:Metanol:A9ua 3:29z4

18h a 76-780C y se separaron los productos según el Esquema(2)

El tratamiento acido en medio metanolico hidroliza la union

glicosfdica de la cadena del oligosacárido al OHde C-l de la

base esfingosínica (189).A la vez hidroliza la unión amida

entre la base de cadena larga y el ácido graso de la ceramida.

En estas condiciones también se rompen las uniones glicosídicas

entre los azúcares de la cadena del oligosacarido, pero debido

a la posible formacion de los metil glicósidos, se prefirio

realizar la hidrólisis con HCl 1 Men agua, como se describe
/ l u . ' .mas adelante para el anal:s¡s de los monosacaridos .

ÉHZ- H-QH-CHZO- ÜLIGÜSACARIDO' H NH T9-0 Ac.siálico
R

CERAMIDA

Gch á G2Tc
¡1)HCl:Metanol:Agua (3:2924)
u 18 h, 79-780c
{2)Na0H 1 N (pH 9)

r ________Extraccion con eter____fl
lI

Fase Orgánica Fasé Acuosa
¡ I HCL 1N (pH a)

Bases esfingosínicas E I
¡Extraccion con eterq
l , l

F.acuosa F.or3anica
l

I

Azúcares Ac.9rasos

Esguema2: Hidrólisis de los gangliósidos Gch y GZTCy sepa

ración de bases de cadena larga y ácidos grasos.



7.3.1. Bases de cadena larqa deGlIc

En el extracto etereo obtenido en medio alcalino, se dosaron

es+ingosinas por la reacción del naranja de metilo (Tabla XVI).

Las bases de cadena larga se derivatizaron comotrimetilsilil

derivados para su posterior análisis por c.9.l. y c.9.l.-e.m.
En la cromatografía gas-liquido, se detectó un único compues

to, cuya movilidad, en las condiciones usadas, era 1,63 con

respecto a una esfinganina de 18 átomos de carbono. La

co-cromatografia de ambas sustancias, mostro que no se trataba

del mismo compuesto.

El espectro de masa del derivado trimetilsililado, de la
vbase de cadena larga dio evidencia de su estructura (Tabla XVIl)

En las condiciones usadas no aparece el ion molecular, como

es usual para los trimietilsililéteres de las bases
es+ingosfnicas (l9fi).

El peso molecular se calculo por los iones m/z 445 (M+1-Ne);

m/z 356 (M-CHZOSiMeS),quecorresponden a una esfinganina de 19

átomos de carbono.

El ion H+1-15 de una muestra auténtica de es+inganina

trimetilsililada es también más abundandte que el ion M-lS.

La formación de iones protonados concuerda con la observación
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Tabla XQLLIones característicos de la base esfingosínica de

G1Tc.

IONtm/z) Estructura de los fragmentos Intensidad
Base de Esfinganina
GlTC testiqo

43 (C3H7)+ 13,1 6,8
57 (C4H9)+ 42,2 2,7
73 (Me38i)+ 31,1 13,0

163 (CH2OSiMe3)+ 16,9 4,8
116 (CHCH203iMe3)+- 19,5 23,6
117 (NH2CHCH208iNe2)+- 42,5 3,2
132 (NH20HCH2031Me3)+ 6,5 155
133 (NH3CHCH2081Me3)+- 46,1 25,7
147 (MeBOSiNe2)+' 45,2 5,6
205 (Me3SiH2NCHCH203iNe3)+- 166 2
313 (M+1- 57 —NeSSiOH)? 9 
341 (M+1-Me-Ne3310H)+- — 1,3
342 (M-CHZOSiMe3)+ - 47,4
343 (M+1-CH208iMe3)+- - 12,4
354 (M+1-Me3SiOH)+ - 1
355 (M+1-Me-Me3810H)+- 2 
356 (M-CH2ÜSiMe3)+ 2,5 
357 (M+1—CH2081He3)+- 2,9 
37H (M+1-Ne3SiOH)+ 2,5 
431 (M+1-Me)+v - 1,5
445 (M+1-Me)+' 4 

que los iones moleculares de las aminas tienen una gran tenden

cia a protonarse (191).

El pico base a m/z 2fi5 podría derivar de la ruptura entre el

C-2 y C-3 con migración del grupo trimetilsililo del oxígeno del

C-3 al nitrógeno del C-2. Se ha observado un reordenamiento siml
z

lar para fl-acetil-Q-trimetllsililéteres de bases esfíngosínicas
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(192). Sin embargo el pico base en la dihidroesfingosina

sililada corresponde a m/z 132, o sea 295- TNSi.

Dado que su tiempo de retención es poco mayor que e! de la

esfinganina de (018), se trataría de una base rami+icada de 19

átomos de carbono. A este respecto se puede señalar que la

intensidad del ion m/z 57 es bastante mayor que el de las

es+in9aninas lineales, lo cual podría indicar una estructura
anteiso.

Por los estudios de incorporación de acido palmítico .se

había determinado que la base de cadena larga presente en Gch

era una esfinganina; el analisis por c.9.l.-em permite asignar

a la mismala estructura de una metil esíinganina.

Iso y anteiso metil esfinganinas han sido descriptas (193) .

Asi, se ha informado la presencia de esfinganina :17-meti1

esfinganina en relación molar 1:3, en la ceramida del LPPG de

T.cruzi ( 98).En el glicoes+ingolfpido neutro, aislado de epi

mastigote de T.cruzi por Barreto-Bergter se identificaron C-18

esfinganina y 17-metil esfinganina comobases de cadena larga

componentes de la ceramiJa (169).

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

esfinganina comocomponentes mayoritarios de la ceramida de los

fosfolipidos de Bacteroides melaninoqenicusii94).

Carter y Graver (195) caracterizaron esfingosinas de cadena

ramificada (C-19 y 6-17), comoconstituyentes de ¡a fracción de



-137

esfíngolípidos de Tetrahymena pyriéormis . En QQLLLLQÁQ

+ascicuiata se ha encontrado una 19-metil 0-26 fitoesfingosina
(196).

Los gangliósidos de cerebro de vertebrados contienen en

general bases esfingosínicas de 18 a 29 carbonos, no saturadas.

En invertebrados, dentro del filum Echinodermata, se han

encontrado fitoesfingosinas (4-D-hidroxiesfínganina), normales

y ramificadas , cuyas cadenas varian entre 15 a 22 atomos de

Carbono (26,27) (Tabla XXIV).

El tipo de base esfingosïnica detectada, saturada y ramifi

cada, es diferente, tanto de la de gangliósidos de vertebrados

comode la de invertebrados, aunque se relaciona con las caractg

rizadas por otros autores en otros glicoconjugados de T.cruzi

probablemente por provenir todas, de una misma vfa metabólica.

7.3.2. Acidos qrasos de la ceramida de GlTC

Para estudiar los acidos grasos componentes de la ceramida ,

luego de extraer las bases esfingosínicas del hidrolizado a

pH9 con éter, la fase acuosa se acidifico con HCl y se extraje

ron los acidos grasos con éter etílico. La Tabla XVIII ilustra

los porcentajes de los acidos grasos , caracterizados por c.9.l
*‘ ly c.g.l.-e.m-como esteres metalicos.



Tabla XVIII :Acidos grasos componentes de Gch

Acido graso GlTCtx) Tr* Tr’

Mirístico (C14) 1,4 1,73 1,66

Palmftlco (Cló) 7,3 3,25 3,21

2-Netil Palmítico 6,3 3,69

Esteárico (C18) 31,6 6,47 6,45

Oleico (c1e:1) 4,6

2-Metil Esteárico" 44,e 7,49

Araquídico (c2z) 2,9 13,29 13.28

Behénico (C22) 1,1 24,25 24,19

Iri=Ïr experinental de los (nupunentes de SIT: en :nlunna HPGS
ïr'= Ir de las distintos testigos usados.
'tin la colulnni HPGSsalió junto con el ácítn cleítn. Este
úïtino se separb en una trnnatnqrifïa progranada en 0917
(lei-293°Cí ¡"C x ¡in I, ¡onde se calruló el porcentaje
¡proxilain

En el análisis por c.9.l. de los esteros metílicos en la

columna NPGS(cte deReynolds 2,72 (198)), no pudieron asignarse

por comparación con testigos, el pico más abundante, de Tr 7,4

como as{ tampoco el de Tr 3,69.

Ambassustancias presentaban, en las condiciones utilizadas,
. ' . ' ' . / .un Tr relat1vo a acxdo estearico y acndo palm1t1co,
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respectivamente, igual a 1,15. A su vez, el Tr relativo a
éstos en una columna SP-2330 (cte de Reynolds 499), fue en

ambos casos igual a 1,65 , lo que indicarle que pertenecen a una

serie homologa.

La identidad de los ácidos grasos fue asignada por c.g..- e.m.

de sus ésteres metílicos en las condiciones descriptas en el
capítulo experimental. En la Tabla XIX puede verse los iones
característicos obtenidos.

Tabla XIX: Iones característicos de los ésteres metflícos de

los ácidos grasos presentes en Gch.

M+ "-31 M-43 74 87

nc. Palmítico 26a (4,3%) 239 (3%) 227 (6%) (za 1%) 59(%>

Ac. Esteárlco 298 (6,6%) 267 (2,5%) 255 (8%) (eg (%) 60(%)

M+ M-43 M-S? es 101

Ac. 2-metil Palmítíco 2e4(4,2%) 241l6,9%) 227(3,3%) 199% 55%

Ac. 2-metil Esteárico 312(4,8%) 279(6,2%) 255l2,4%) 195% 56%

Los espectros de masas de los esteres metfllcos de cadena

normal de una serie homóloga están bien de+inidos y dan iones

característicos (187).

La abundancia relativa del ¡on molecular crece con el largo
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de la cadena. Su identiiicación se verifica por el ion acilio
M-Sl (R-CsÜ+).

En general el pico base del espectro corresponde a una migra

ción de H seguido por ruptura (reordenamiento de McLaffety).

En esteres metílicos 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 CH30C0(CH2)n, se encuentran a m/z

(59 + 14h) (m/z 87,191,115,129,143,157,etc). El miembro más abug

dante de la serie (m/z 87), para los de cadena normal, deriva su

estabilidad por la +ormaci6n del enol (CH30-C-CH=CH2),

¿m

El ion M-43, para los lineales y M-57 para los 2-metil

esteres, deriva de un reordenamiento del esqueleto de la cadena,

seguido de pérdida de un radical propilo o butilo respectivamen

te.(Esquema(30.

Los iones a m/z 69,83,97,etc corresponden a la serie saturada

CnH2n+1.

La asignacion de la estructura de los acidos ramificados ,

+ue realizada por c.g.l-em.

El ion molecular de 2-metil estearico (m/z 284) y 2-metil

palmftico (m/z 312), corresponden a ácidos grasos de 17 y 19

átomos 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 161 , N-43

a M-57y M-29 a M-43, característico de ésteres ramificados con

metilo en C-2 (188) (Esquema 3).

En el extracto KCl, que contiene la mezcla de gangliásidos,

se determinó (seccion 6.2), que los ácidos grasos que se

hallaban en mayor proporción eran los normales de 16, 18 y 29 C;

En el gangliósido GlTC,puri+icado los acidos 2-meti1 ramificados

predominan sobre aquéllos .En ambos casos el acido oleico se

encuentra en una baja proporcion, aunque es uno de los acidos

grasos más abundantes en T.cruzi (157)

Hasta el presente no se había determinado 1a presencia de

acidos grasos rami+icados en extractos lipídicos de T.cruzi.

Timmy col (157) describieron la presencia de un ácido graso

no identificado de tiempo de retención mayor que ácido esteárico

en c.9.l.. Las fracciones acïdicas del extracto C:N, que

contendrián los gangliósidos estudiados en esta tesis, estaban

enriquecidos en el mismo.

Algunos autores (11), han señalado que la composición del

medio de cultivo , ejerce influencia sobre la composicion lipi

dica de organismos +lagelados y ciliados, sin embargo se in+ormó

que la composicion lipídica de T.cruzi es relativamente
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independiente del medio de cultivo (158).

Existen muypocos estudios realizados sobre la biosintesís

de lipidos en Trypanosomatfdeos. Erwin y col (199), informaron

que en protozoarios ciliados, la conversión de acidos grasos

saturados a insaturados, ocurre a través de la vía estearato-á
oleato-9 linoleato -6 d-linoleato.

El metabolismo de los ácidos grasos ramificados , no ha sido

estudiado en protozoarios.

Los acidos grasos metil sustituidos en C-2 se producen co

mo productos mayoritarios en glándulas sebáceas de muchos p;

jaros (299)

Asi, en las ceras producidas por las glándulas sebaceas de

Nicotyrax nicotirax. los acidos 2-metil sustituidos

representan el 46,9% del total de la composición de ácidos

grasos, siendo el ácido 2-metii estearico (21,5%) y el ácido

2-metil palmitico (11%), los que se encuentran en mayor

proporción (261).

La biosfntesis de acidos grasos rami+icados, ocurre a partir
de divermmprecursores, dependiendo del tipo de ramificacidn.

Para los ácidos grasos que contienen un grupo metilo en C-2 ,

se han sugerido, por lo menos,dos rutas posibles.

Estudios de marcación in vivo, indicaron que tales ramifi

caciones provienen de la sustitucion de acetato por propionato
(2'02)
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z /Por otra parte (263)5e encontro que en condiciones fisiologi

cas que llevan a la acumulacion de metilmalonil- CoA, se pueden

sintetizar esos acidos grasos ramificados, y que la sustitucion

de Malonil CoApor metilmalonil CoA, da lugar a los ácidos 9ra

sos ramificados, apropiados. Más tarde Buckner y col (259) , con

firmaron esta hipótesis , ya que aislaron de una glándula sebá

cea de patos, una sintetasa que cataliza la incorporacion de me

tilmalonil CoAen ácidos grasos.

En gangliósidos de cerebro, el acido estearico es el

predominante. Fuera del sistema nervioso central, se encuentra

una mezcla de acidos grasos lineales e insaturados (189), que
tienen de 16 a 24 atomos de carbono.

En invertebrados, los ganglidsidos del phylum Echinodermata

contienen , predominantemente, ácidos grasos saturados , de 16

a 24 carbonos (28)(Tabla XXIV).

7.4. COMPOSICION DEL OLIGOSACARIDO DE Gllc

7.4.1. Ana'lisis de ácido siálico

Muchosde los métodos utilizados convencionalmente para

liberar y puri+icar los acidos siálicos de glicoconjugados

(metanolisis, hidrolisis con ácidos minerales, hidrólisis enzi
mákicas) no dan resultados cuantitativos con respecto a los
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distintos tipos de ácidos siálicos que puedenestar presentes,

especialmente en casos en que se dispone de poco material.

Los problemas, hasta ahora conocidos, incluyen principalmente

la liberacion incompleta y no especf+ica de ciertos ácidos sia

licos y la destrucción extensiva de esteres de O-acetilo (des-0

acetilación), producida durante la liberacion y purificación de

los mismos. Otro problema adicional es la migración de grupos de

las posiciones 7 y 8 a posición 9 a pH por debajo de 3 o sobre

6.

El método utilizado en esta tesis, propuesto por Varki y Diaz

(176) para la liberación y purificación de ácidos siálicos de

glicoconjugados, minimiza los problemas mencionados.

La determinacion estructural de los ácidos siálicos es

bastante compleja, ya que se puede obtener muy poca cantidad de

material puro y los compuestos no son muyestables . El análisis

se puede llevar a cabo sobre los derivados pertrimetilsililados
(263), o sobre los esteres metflicos de los eteres trimetilsili

lados. Se eligió el primer metodo ,por resultar más rapido y de

alta sensibilidad. Para Gch, el análisis se realizó sobre 1 m9

de gangliosido puro.

La hidrolisis se llevó a cabo en Acido Acético 2 M durante

4 horas y se proceso segun se describe en la parte experimental.
ILos acidos sialicos se analizaron comotrimetilsilil deriva
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dos por c.9.l.-e.:.. Los iones obtenidos se observan en la
Tabla XX.

Tabla X5: Fragmentaciones del ácido siálico componente de Gch

ASIGNACION* ION (m/z) INTENSIDAD (%) INTENSIDAD (%)

GlT: NANAPatron

A 726 5,7 3,4

B 634 19,8 81,9

c 536 11,9 68,8

H 458 6,3 8,7

E 375 9,1 35,7

D 356 190 99,4

F 255 17,5 13,6

G 173 19.7 SEJQ

*= La estructura de los iones se muestra en la F19 39.

Se han descripto rupturas específicas de los diversos tipos
de ácidos siálicos estudiados (263). Estos fragmentos se utili

zan para identi+icar la presencia de sustituyentes y su posicion
en acidos sialicos.

Los iones A (M-CHB) y B (M-CÜOTMS),indican el peso molecular

de los acidos siálicos y , en general , la cantidad y tipo de
sustituyentes presentes. Para el ácido siáïico de Gch, el
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fragmento A tiene un valor de m/z 726 y el B , un m/z 634.

El fragmento C (m/z 536 ), se +orma por eliminacion de la

porción C8-C9, de la molécula; con localización de la carga

formal en la posición 7. Su formación es improbable si existe un

grupo ester en C-7. Lindberg (264), demostró que la carga se

localiza pre+erencialmente en un oxígeno de un eter, antes

que en un 0 de un ester.

El fragmento D (m/z 356) (M-CHOTHS-CHZOTMS-2TMSÜH), se forma

a partir del fragmento C por eliminación consecutiva de RZÜHy

R4OH

La eliminacion de la cadena lateral en C-7,8,9 y del susti

tuyente en C-5 lleva a la formación del fragmento E (m/z 375)

(H-CHZOTMSCHOTMSCHOTMS-CHSCONH2). El fragmento F (CHZOTHSCHOTMS

contiene la porción del C8-C9 de 1a molécula (m/z 2fi5). Si el

C-Besta sustituido por un grupo ester, la {ormaciñn de este

fragmento no esta favorecida.

Finalmente, el Fragmento G (CHSCÜNHCHCHÜTHS),contiene la

porciín C4-CS de la molécula (m/z 173).

Por comparación con el espectro de masa de un testigo, se de

terminó que el ácido siálico presente en GITC, es el ácido

y-acetil Neuramínico (NANA),pues presenta las mismas rupturas

características , aunque las intensidades son menores. (Tabla

XX)

Unposterior análisis por c.g.l-e.m. del trimetilsililderiva
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do del ácido sialico liberado por hidróïisis acida de un

extracto KC], mostró la presencia de acido fl-aceti] NeuramÍnico,

el cual provendría de GiTc, ya que como se vio anteriormente

(Capitulo 6), este gangliósido es uno de los componentes del
extracto KCl.

Tambiense realizo el e... de una sustancia de Tr. relativo a

NANA= 9,91 , en las condiciones que se mencionan en la parte

experimental.

La abundancia relativa del mismo, con respecto al Acido

E-acetil Neuramínico, detectado en GlTC, era de 5%.
En el e.m. de esta sustancia (Fig 4G), se detectaron iones

carcterísticos a m/z 564,, 462, 374, 286, 265 y 173. Los iones

de masa alta se detectaron con baja intensidad.

El ion a m/z 564, en la región más alta del espectro, se

+orma por eliminación de un grupo metilo del ion molecular.

La presencia del ion a m/z 462 provendrfa de la eliminacion

de CGOTMSde la molécula.

De estos dos fragmentos, se deduce que el PMde la sustancia

en cuestión sería 579.

El ion a m/z 374 proviene de la eliminación de la cadena

lateral C8-C9 .

El ion a m/z 205 (CH2OTMS-CH20THS),indica la presencia de]

glicol exocíclico que se sililó. El ion a m/z 272, que se

+ormaria por perdida de (CHZÜTMS-CHÜTMS-CHOTNS),nose observa,
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4M de GITC



-151
pero se encuentra un ion a m/z 286 ( Fig 40) . Este hecho

sugiere que en la molécula no tenemos un grupo OTMSen C-7, sino

que se encontraría deshidratado con el OHen C-2.

La estructura de este compuesto, fue finalmente asignada al

Acido 2,7 anhidro-Nfacetil-Neuramínico ( Acido 5-acetamido-2,7

anhidro-3,5-didesoxi«x-B-glicero-D-galacto- nonulopiranosonico),
por comparación con el espectro del mismo que Suzuki y col

caracterizaron por c.g.1-e.m. en cerumen humano (34)

El espectro obtenido , también se corresponde con el del éster

metílico del trimetilsilil derivado del acido 2,7 anhidro

siálico, salvo las diferencias de masadebidas a la distinta

sustitucion del ácido en C-1. Li+ely y Cottee caracterizaron el

mismopor c.g.l-e.m., comoproducto secundario de la metanolisis

del ácido NANAy de homopolímeros de NANAprovenientes de menin

gococos (178).

Schauer y col (189), in+ormaron que en orina de rata se deteg

taba una cantidad relativamente grande del ácido 2,7 anhidro N
acetil neuraminico. En el espectro de masas del derivado per

trimetilsililado, tambiénobservaban los iones característicos

a m/z 564 ,462 ,374, 265 y 173 , los cuales han sido también de

tectados en la sustancia proveniente de la hidrólisis de Gch.

Sin embargo Suzuki y col (34) no lograron detectar este

anhidro derivado de NANAen orina de tres cepas de ratas. Estos

autores sugirieron que el NANAlibre o unido a algun glicoconju
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gado, puede dar espontaneamente el derivado 2-7 anhidro en condi

ciones particulares . Dadoque este último compuesto tiene

comprometido su OHglicosidico, no puede formar parte como tal

de un glicoconjugado, comosugieren los autores.

Por otra parte Se conoce la deshidratación espontanea de azu

cares libres, por acción de ácidos para dar lugar a la formación
de anhidro azucares (177).

En nuestro caso el anhidro derivado se formaría también a

partir del NANAliberado en la hidrólisis . Esto explicaría la

detección de un componente de mayor movilidad que NANAen la

cromatografía en papel de hidrolizados realizados en condiciones

especificas para la liberación de ácidos sialicos (Cap6).

En e+ecto, cuando se sometió una muestra autentica de NANAa

las condiciones utilizadas en las primeras hidrólisis acidas, se

detectó por c.p. con el reactivo de acido Tiobarbiturico,

además del NANAde partida, una sustancia de RNANA=1,4.

Simultaneamente con nuestro primer trabajo sobre la presencia

de sialoglicolipidos en células epimastigote de T.cru;¿,

(129), Schauer y col detectaron acido N-acetil neuramfnico y

Acido N-glicolil neuraminico en relación 9:1 en muestras

provenienhs de hidrólisis enzimáticas con neuraminidasa de epi

mastigotes de T.cruzi, cepa Y , aunque no identi+icaron el

origen del mismo (115).

El tipo de ácido siálico caracterizado en GlTC, es el más
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abundante en la naturaleza y es el principal tanto en glicolipi
dos comoen glicoproteínas animales.

En los gangliosidos de invertebrados caracterizados hasta el

presente, han sido identificados, ademásde los Acidos fl-acetil
y u-glicolil Neuraminico, otros derivados O-acetilados e

inclusive, g-metilados en diversas posiciones.(2ó,31,32).
En la estrella marina Diastolateria Nipon¡ se detectó un

ácido siálico acetilado en C-S y metilado en C-8 (Tabla XXIV)

De todas formas, la variedad de ácidos siálicos identificados

en gangliósidos, debe ser mayor que la conocida actualmente,

debido a los inconvenientes que se presentan para aislar los

mismos sin que ocurran reacciones de des-O-acetilación y
deshidratacion.

En las condiciones de hidrolisis utilizadas para liberar áci

dos sialicos, tambien pueden hidrolizarse parcialmente azúcares

terminales que se liberan en condiciones ácidas suaves (99).

Comose describe más adelante, arabinosa es un componente del

oligosacarido de GITC.En uno de los análisis por c.9.l.-e.m. de

un hidrolizado con Ac. acetico 4M, se detectaron dos picos de

Tr. menor que el del acido fl-acetil neuramínico, cuyas +ra9mentg

ciones corresponden a una pentosa sililada en las configuracio

nes +uranosica y piranbsica, respectivamente (Tabla XXI).
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Las asignaciones se realizaron de acuerdo a la literatura,

(295), considerando que en las furanosas, el pico a m/z 217 es
Iel mas abundante.

Tabla XXI: Espectro de masa de la pentosa trimetilsililada

detectada en un hidrolizado ácido (Ac. Acetico 4M) , de GiTc.

ION ESTRUCTURA DE LÜS IONES INTENSIDAD (%)
(m/z) PIRANOSA FURANOSA

423 M+ -CH3 6,7 2,3
333 M+ — CHB- TMSOH 9,7 1,9
243 M+ — CH3- 2 TMSOH 0,5 12,4
329 M+ - 0=CHOTHS 17,4 13,1
319 TMSOC-CHOTMS-CHOTHS=CH 63,8 46,8
397 TMSOCH-CHOTMS-CHOTMS 14,3 74,9
217 TMSOCH=CH-CHOTHS 46,4 - 97,1
294 TMSOCH-CHÜTMS 64,4 29,1
73 TMS 160 lfifl

7.4.2 Análisis de los azúcares comgonentes de GiTC

Las condiciones utilizadas para determinar los monosacaridos

componentesde GlTC, por analisis de sus acetatos de alditoles,

son las recomendadas por Torello y col (256) ,para el analisis

de la composicion de azúcares en glicoesfingolípidos, cuando se

posee poca cantidad de muestra.

Los resultados obtimos se obtienen por hidrólisis a 166°C

durante 8h con HCl lN, reducción con borohidruro de sodio por 65



minutos y acetilación con anhidrido acético y piridina por 35

minutos a 10€°C.Enestas condiciones ,se consigue la ruptura

cuantitativa de la glucosa unida a ceramida, la hidrólisis de

los aminoazucares, y la minima destruccion de los azucares. Se

llevó a cabo, posteriormente, la separacion de los aminoazucares

por cromatografía de intercambio iónico en una resina Dowex56 H+

El análisis por c.g.1. de los azúcares neutros, mostro que la

composidón de Gch es: Arabinosa: Manosa: Glucosa en relación

1:1:2 (Tabla XXII).

El cromatograma de los aminoazúcares (Tabla XXII), analizados

comoacetatos de alditoles en las condiciones descriptas en meta
dos generales, mostró la presencia de galactosamina .

Iabla XXII: Monosacárídos componentes de GiTc.

MONOSACARIDG Tr Tr’ RELACION NGLAR

Arabinosa 9,7ó* lfi,58 1

Hanosa 24,59* 25,59 1

Glucosa 33,46* 34,12 2

Galactcsamina 15,67A 14,97 l"

* Determinado por c.g.l. en columna ECNSSM3% a 190”c.

A Determinado por c.9.l. en columna O.V. 225 a 235°C.

N Determinado colorimétricamente por reacción de Elson Morgan.
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Comose vió anteriormente, la relación NANA:azúcaresneutros:

aminoazúcares, dosados colorlmétricamente, es, para Gch aprox;

madamente 1:4:1, por lo cual, la relación de azúcares en el

ollgosacárido de GlTCes Arabinosa: Manosa: Glucosa: Galactosa

mina: Ac. N-acetil Neuramfnico (1:1:2:1:1).

La presencia de una pentosa y dos hexosas se confirmó por

análisis por c.9.l.-e.m de los azúcares neutros comoacetatos de
alditol (Tabla XXIII).

[abla XXIII: Iones característicos de los monosacáridos
neutros de GlTC, analizados comosus acetatos de aldítoles por

c.g.l.-e.m.
MONOSACA- INTENSIDAD DE LOS IGNES (%)
RIDÜ 43 73 85 193 115 145 157 175 187 217 259 289 361

22 38 22 6 3 18 11
18 36 18 11 4 15 9 7
18 31 22 11 3 18 9 4

Arabinosa 109
Manosa 169
Glucosa lfifi

UI

OJOJUI COU)“

El estudio sistemático de los espectros de masas de los ace
tatos de alditoles, mostró que existe un modode fragmentación

simple para esta clase de compuestos (267).

Los acetatos de aldltol no dan ion molecular, pero se

encuentra el ion a m/z (M- CH3CO0CH2l+en baja abundancia. Este

ion corresponde a m/z 289, para los acetatos de pentltol y a

m/z 361 para los de hexitol.
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El pico base en todos los acetatos de alditol es el ion acet;

lo (m/z 43 (CH3C:Ü)+°)Los iones primarios se forman a partir

de los acetatos de alditol, por eliminación de grupos acetoxi, o

por clivaje de la cadena del alditol (Fig 4i,a)v En la Fig 4i,b

se muestran otras rupturas caracteristicas de estos compuestos.

._.23_ .H2_-_9:oeq _ __ __
¿425- - _ _H_-_C._-pes_ - 9.6.13

-p—0Ac L217 H-C-OAc 28v__----- -L-_-__H

H-C-ÜAc tgep_599;c-H 213“
3.6.1-- _.H-Ïtïéécj _'¡45'

H2-ó-0Ac 731
a Q

F19 41: Rupturas características de los acetatos de alditoles

Los fragmentos primarios se degradan por eliminación de

Acido acético (- ófi), cetena (-42) o Anhidrido acético «192)

(208). Las eliminaciones pueden proceder a partir de la +orma

acíchca o de una forma cíclica del fragmento primario.

La composición de azúcares determinada para el oligosacárido

de Gch, difiere de la de todos los gangliósidos conocidos

hasta el presente, tanto en vertebrados, comoen invertebrados.

En gangliosidos de vertebrados, se hallan siempre

galactosa y acido siálico, siendo comunesademás glucosa, fl- acg

tilgalactosamina o fl-acetilglucosamina, y ocasionalmente se
ha detectado fucosa (189). Por lo general existe una sola unida)

de glucosa.
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Dentro del phylumEchinodermata. se hallan gangliosidos

conteniendo solamente 1 o 2 unidades de glucosa, y acido siálico

(24,25).

En los gangliosidos de la estrella marina Asterina

Qectinifera, se ha detectado arabinosa en posicion terminal,

unida a galactosa. Estos gangliásidos, poseen, además otra

caracteristica unica, que es la de tener el residuo de acido

siálico localizado internamente en la cadena del oligosacarido
(25).(Tabla XXIV).

En la literatura existente, no se ha in+ormadola presencia

de manosa como componente de gangliósidos. En contraste con los

glicoes+inglolfpidos de animales vertebrados, se han hallado

glicoesfingolípidos neutros, conteniendo manosa, en invertebra

dos tales como los bivalvos (19,20)

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

Hyrioosis Schleqeli. un globosido que contiene manosa ,en lu

gar de galactosa, cuya estructura es GlcNacB(1*>2) ManBtl->3)

Manb(1->4) Glc P(1->1) ceramida.

Dentro de los glicoesfingolipidos de I¿ggu;¿ , se ha

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

pido neutro de epimastigotes de I¿5¿g¿¿, y determinaron por

c.g.l. que la relación de azúcares en el oligosacárido del mis

moera Galactosa:Manosa (1:1) (166). Esta composición es también

inusual para glicoes+ingolípidos neutros.

7.5 MARQACIONES ESPECIFICAS REALIZADAS SOBRE LOS_QÜMPONENTES

DE LCg_QL¿gpSACARIDOS DE Gch Y G2Tc.

7.5.1 Marcación con oeriodato de sodio- NaB’H4.

Se realizó una marcación de Gch y GZTc, con la tecnica de

periodato de sodio-NaB’H4, en las condiciones descriptas ante

riormente para marcar ácidos siálicos. El analisis por c.c.d de

los gangliósidos marcados, mostró la incorporación de la radic

actividad en los mismos (Fig 42).

Alicuotas de Gch y G2Tc, (29.99Q y 19.66fi cpm, respec

tivamente), se hidrolizaron con H28049,1N, en las condiciones

en que se liberan acidos siálicos. Paralelamente, alícuotas

de la mismaactividad, fueron tratadas con neuraminidasa.

Luego de procesar las muestras de manera conveniente, los

hidrolizados se secaron, se tomaron en solvente 1 y se

extrajeron con agua . Las fases acuosas se dializaron, y se

midió la radioactividad preSente en las aguas de diálisis (Tabla

XXV).
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Fig 42: Cromatogra+ía en placa delgada en C:N: NH4ÜH2,5 N

(60:46:8), de Gch y GZTC.

1) GNl (patrón) marcado con Galactosa oxidasa- NaB°H4. 2) G1Tc

hidrolizado con neuraminidasa y luego marcado con galactosa

oxidasa- NaB’H4. 3) Gch marcado con NaIO4- NaB’H4. 4) G2T:

tratado como (2) ï 5) GZTCtratado como (3).
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labla XXV:Hidrólisis ácida y enzimática de Gch y G2Tc,

marcados con NaIOG-NaB3H4.

Original Dlalizado % en el

(c.o.m.) externo (c.o.m.) dializado

GlTC (Neuramnidasa) 20.595 13.769 68,5%

GlTC (Hidr. ácida) 2@.fiflfi 15.395 76,5%

G2TC (Neuramlnidasa) 10.560" 7.539 79,3%

GZTC(Hidr. ácida) lfi.fi00 7.899 78,6%

Para ambos compuestos, es similar la cantidad de

radioactividad liberada por hidrólisis ácida que por tratamiento
enzimático.

Los extractos organicos provenientes de la hidrólisis

enzimática de Gch y GZTc, se marcaron utilizando la técnica de

Galactosa-oxidasa-NaB3H4previamente descripta para marcar gli

coproteinas (199).Las muestras marcadas se analizaron por c.c.d,

junto con los gangliósidos originales marcados con IO4-NaBQH4.

En la Fig 42 , se muestra la movilidad de los gangliosidos antes

y después del tratamiento con la enzima. Como era de esperar,

los asialocompuestos presentan una mayor movilidad, aunque la

di+erencia no es signi+icativa, ya que al estar el ácido siálico

como NANA7,esmenos polar y su liberación no a+ecta demasiado la

polaridad total de la molécula. Estos resultados con+irman la
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sensibilidad a neuraminidasa de los dos gantbliósidos=
La enzima utilizada (Neuraminidasa de QL2gpÉringens),

hidroliza solamente residuos de acido siálico terminales 2fi9)

El cambio de movilidad en c.c.d por el tratamiento con la

neuraminidasa de Gch y G2TC y la correspondencia de la

radioactividad liberada por tratamiento ácido y enzimática ,

indican que en ambosgangliásidos el residuo de acido siálico
se encontraría terminal.

7.5.2 Marcacion con qalactosa oxidasa-NaB’H4.

Por otra parte, se llevó a cabo una marcación con la técnica

de galactosa oxidasa-NaBqu de un extracto eluido con sz (1:1)

de la columnade Unisil utilizada para aislar los gangliosidos.

El extracto marcado se recromatografió en una columna de carac

teristicas similares a la anterior, pero recogiendo fracciones

de 2 ml y midiendo la radioactividad en cada fracción (Fig 43).

Los picos de radioactividad correspondientes a Gch y GZTc,

respectivamente, se hidrolizaron con HCl 1N ,8 h a 195°C, se

cromatografiaron a través de una resina DowexSfi H+ y se midio

la radioactividad eluida con agua y HCl 2N (Tabla XXVI).
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C:M 0:1) GITC
CPE o

x 10 l \\5 , o

4 — o

3 _

2 — GZTc

O o ./ /
0

1 r r/° //

d. .\
w- J , '\°--°:-*-‘%-—1

3 1o 15 20 25 3o

NUMERO DE FRACCION

F'g 43: Cromatogra+fa en columna de Unisil de la fracción

CM11, previamente marcada con galactosa oxidasa- NaB'H4.

Se recogieron fracciones de 2 ml.
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Iabla XXML:Separación por resina catiónica de un hidrolizado

acido de GITc y GZTC,marcados con galactosa oxidasa-NaB’H4.

Oriqinal Aqua ClH 2N

(cpm) (cpm) (cpm)

GITC 15.696 269 8.89fi

GZTC 19.QGG 6.299 265

Por analisis cromatográfico en papel (solvente 5 ), de los

eluídos neutros y acidos de Gch y GZTC(Fig 44), se comprobó

que en GZTc, la marca se incorpora en galactosa y en Gch, en

galactosamina. En ambos casos los residuos de azúcares deben es

tar en configuración piranosica y tener el OHde C-ó libre.

En capitulos anteriores se describió la especificidad de la

enzima galactosa oxidasa por residuos de galactosa o

galactosamina que posean el OHde C-ó libre y se encuentren en

con+iguracion piranosica.

En el Capítulo 6, se describio la identificacion de

galactosamina por c.9.l. en el extracto KCl de las células. Se

confimo su presencia en la cadena del oligosacarido de Gch por

c.9.l. y tambien por marcacion especifica con galactosa oxidasa

NaB°H4.Este es el primer informe sobre la presencia de gala:

tosamina en T.cruzi.

En los glicoconjugados de membranade T.cruzi y T.brucei
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Fig 44:0r0matografía en papel en ButanDIZpiridinazagua (6:4:3)

a) GITC,

HCL IN y eluido de una resina Dowex 56 H+,

b) G2Tc,

HCl 1N y eluido de una resina Dowex 59 H+,

marcado con galactosa nxidasa-NaB’H4,

marcado con galactosa oxidasa-NAB9H4,

hidrolizado con

con HCl .

hidrolizado con

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

l u .de los mismos, y sugieren que estos paraSitos no pueden Sinteti

zar o incorporar este azucar en glicoconjugados.

En esta tesis se demuestra que al menos en T.cruzi, las
I . acelulas son capaces de incorporar galactosamina.

7.6 STUDIOS DE OXIDACION CON METAPERIÜDATO DE SODIO DE GITC

El gangliósido Gch se oxido con Metaperiodato de sodio 0,65M

durante 48 h , se redujo con NaBH4, y se hidrolizo con HC] 2 N.

Luegode la hidrólisis se extrajeron los ácidos grasos con

hexano. Por cromatogra+ia gas líquido de los productos de

oxidacion, analizados comosus acetatos de alditoles, se deter

mino la presencia de glicerol, treitol y sorbitol en relacion

2:1:fi,25.

Es conocido (212), que las uniones piranosicasl(1->3) y las

ramificadas en C2 y C4, son resistentes a la oxidación.

En el producto de oxidacion de Gch, observamos la presencia

de sorbitol, en una proporción que indica que la glucosa no fue

oxidada, o sea que estaría 3-9 sustituida o ramificada de +orma
que no sufra oxidación .

El glicerol provendria de la manosao de arabinosa furanosica

terminal. La presencia de treitol, sólo podría deberse a
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residuos de galactosamina no N-acetiladas, unidas por la posi

ción 4. La baja proporción en que se detecto treitol, podría
I u ndeberse a que la hexosamina este solo parc1almente N-acetilada.

7.7 METILACION DE Gl|C

Una muestra que contenia 25Hug de azúcares totales, se meti

lo'con hidruro de sodio, ioduro de metilo y dimetilsulfóxido,

según la técnica descripta por Hakomori (213).

La hidrolisis del producto metilado se llevó a cabo en Acido

sul+úrico 6,7N en Acido acetico 86%, a 89°‘C, 29 h. (214). El

hidrolizado se diluyo con agua y se filtro a traves de una

resina Dowex1 (forma acetato), eluyendo con metano]. Los ácidos

grasos se extrajeron con hexano.

La cromatogra+fa gas líquido de los alditoles parcialmente

metilados y acetilados dió un pico de Tr 1,95 que por c.g.l-e.m

se pudo identi+icar comoel derivado de 3,4,6 tri-g-metilmanosa
Los picos de mayor tiempo de retención eran muy pequeños y no

se pudieron asignar en +orma concluyente.

La presencia de manosa2-0-sustituída está de acuerdo con el

hecho de no haberse detectado la misma en la oxidación con

periodato. El glicerol formado provendría entonces de la manosa

y la arabinosa estaría piranosica. Su liberación en condiciones

de hidrólisis suave sugiere que está como azucar terminal
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ramificando la glucosa.

La poca cantidad de material disponible impidio determinar la

secuencia de los azúcares en el oligosacárido.

7.8 COMPOSICION DE 021:

7.8.1 Análisis de la ceramida

G2Tc, puriiicado por columna de Unisil, se hidrolizb en las

condiciones descriptas para GlTC. Las bases de cadena larga y

los ácidos grasos se separaron segun el Esquemalzl

Las bases de cadena larga se analizaron comotrimetilsilil

derivados por c.g.l. e-m comose describió en Métodos generales.

El tiempo de retención era el mismo que el de una esfingenina

Las rupturas y las intensidades relativas, del espectro de

masa de ¡a base de cadena larga de GZTc (Tabla XXVII), coinci

den con los de una esíingenina patron.

El peso molecular (443) está indicado por la presencia de los

picos a m/z 428 (M-IS), por pérdida de metilo de un grupo

trimetilsililo; m/z 338 ( M-MeSSiOH);m/z 34a (H- CH208iMe3) y

corresponde a una cadena de 18 átomos de carbono con una insatu

ración . La ruptura de la molécula entre los C 2 y C-3 con reten

cion de la carga en el fragmento de mayor masa da origen al ion

m/z 311 tM-132}. El ion m/z 132 es el pico base del espectro.
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Tabla x¿!;;:Espectro de masas de la base esfingosínica de GZTC

IGN ESTRUCTURA DE LOS INTENSIDAD (%)
(M/Z) FAGMENTOS G2TC ESFINGENINA PATRON

73 (MeQSi)+ 82,7 17,7
75 (NeZSiÜH)+ 14,7 6,6

163 (CHZSÍM93)+ 4,4 2,9
116 (CHCH208ÍMe3)+- 41,5 65,6
117 (NH2CHZCH208iNe2)+- 4,8 7,4
132 (NHZCHCHZOSiMe3)+ 166 166
133 (NH3CHCH208iMeS)+- 28,4 46,9
311 (MhNHPCHCH2ÜSiNeB)+ 3 7 5,2
338 (M-MeBSiOH)+ 3,1 8,7
346 (M-CH2ÜSÍN93)+ 4,6 12,6
428 (M-CH3)+ 1,1 2,1
429 (M+1-CH3)+- 6,4 6,8

132 163
r----7______
l r >

CH3(CH2)12-CH=CH-QH19HfCH208iN93
TMSO -NH2

Rupturas simiiares se han observado para N-acetil-Ü-Trimetil
silil éteres de bases es+ingosínicas (215).

Los estudios de incorporación de ácido palmítico a los

ganglidsidos de T.cruzi, señalaron la incorporación del mismo

a una esfingenina, para G2TC.El análisis por c.g.l-e.m de la

mismaindica que se trata de esfingosina D sea 1,3-dihidroxi
2-amino-4-octadeceno.

Los ácidos grasos puriíicados segun el Esquema(2)se analizí
ron por c.g.l. comosus ésteres metílicos (Tabla XXVIII).
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Igogg_zggíLl:Acidos grasos componentes de GZTC

ACIDO GRASÜ Tr Tr’ G2Tc 1%)

c 13:9 1,49 1,45 3,6

c 14:5 (Hirístico) 1,98 1,93 2,1

c 15:5 2,67 2,62 1,1

c 16:9 (Palmítico) 3,65 3,66 9,7

2-metil-palmítico 4,38 4,29 27,1 *

no determinado 5,61 9,9

c 18:9 (esteárico) 7,27 7,21 17,3

2-metil-esteárico 8,73 8,65 22,6 *

C 26:6 (Anaqufdico) 13,23 13,15 5,6

2-metil-Anaquídico 16,fi9 9,6 +

1'r Ir experimental de los :nspo1entes de 621: en colulna HFGS

T'r ’Tr. de los distintos testigos utilizados

¿E Identifítadns por conparacíón con los Tr de los Ácidos

2-..111 sustituíuos de BITC

* Se asignó por :ílculn de nfiizro de carbono (Fiq 45).

Al igual que en GlTC, los acidos 2-metilsustitufdos son los

más abundantes (59%del total). Los ácidos 2-met11pa1mítico y

2-metíl esteárico se asignaron por comparación con los T.r

de los presentes en GlTC, y los Tr relativos a los ¿oidos grasos

de cadena normal (Ejemplo C19r/C18n= 1,26)
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Serie Ncrmal
N°C ¿Tr Log Tr

13 1,49 0,173
14 1,98 6,296
15 2,67 0,426
16 3,65 2,562
18 7,27 5,861
26 13,23 1,12

5:1...

15“

Q5

Serie E-metilada
N°C Tr Log Tr

17 4,33 9,631
19 8,83 9,941
21 16,23 1,299

45:Grá+ico de la función log tr=k.(n2de carbono), para los

Ácidos grasos de la serie normal y 2- metil ramificada de GZTC.
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Finalmente la probable identidad del ácido 2-metil araqufdico

se realizó utilizando el método gráfico (Fig 45) .

7.8.2 ggmposición del oligosacárido de GZTc

Comose describió anteriormente, GZTc, se marca con la

técnica del periodato - NaB°H4,yla radioactividad es liberada

por hidrolisis ácida débil o por la acción de sialidasa.

La movilidad de G2Tces modi+icada por acción enzimática.

Estas experiencias indican la presencia de ácido siálico en la

molécula. Si bien se cuantificb'colorimétricamente, se observo

que el color obtenido con acido tiobarbitürico , no era igual

al de un testigo de acido_fi-acetil neuraminico. La di+erencia

registrada en el color podria deberse a sustitución en el ácido

siálico de GZTc.Acidos siálicos acetilados, o el acido 5- glicg
lil neuraminico dan coeficientes de extinción molar menores al

del fl-acetil neuraminico (216)

La caracterización por c.g.l.-e.m del tipo de acido siálico

presente en GZTc no fue posible, debido a la baja proporcion en

que este gangliósido se encuentra en la célula (22 ug/g peso

humedo).

El análisis por c.g.l de los azucares componentes de 62Tc ,

mostró la presencia de arabinosa, manosa, galactosa y glucosa.

No se detectó galactosamina. Estos resultados concuerdan con los

hallados en la marcación con galactosa oxidasa-NaB’Hq en los
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cuales la marca se incorpora en G2Tc en galactosa y no en

galactosamina.

Se realizó una hidrólisis enzimática con B-galactosidasa, de

G2Tc, previamente tratado con neuraminidasa (217).

Por c.9.l, se observó la presencia de galactosa como úni

azúcar que se hidrolizó por acción de la enzima.

La enzima hidroliza galactosas terminales, unidas en B. La

suceptibilidad a B-galactosidasa de GZTC,previo tratamiento

indicarfa que el ácido sfalico terminal estaría unido a la

galactosa, comoes comúnen gangliósidos animales.

Al igual que Gch, G2Tc también posee manosa, componente

inusual en gangliosidos de vertebrados

La poca cantidad de material disponible no permitib realizar

estudios de secuencia del oligosacárido de G2Tc.
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7.9.CONCLUgleES

El interés por los sialoglicoconjugados en general, se ha

incrementado en los últimos años, por su funcion en la regula

cion de gran variedad de +enomenosbiologicos. Esa funcion se

debe a la posición periférica del ácido siálico en los

glicoconjugados y consecuentemente, a su localización externa
en las membranascelulares.

Comoya se ha mencionado, algunos trabajos habían sugerido

la presencia de sialoglicoconjugados en I¿cruzi,por ejemplo,

la interaccion de las células con lectinas especíiicas para NANA

y la detección colorimetrica de NANA, cuando se sometían las

celulas a la acción de la neuraminidasa (115).Mas recientemente

se le asignó a los sialoglicoconjugados parte de la carga super+¿
cial negativa de la membranade T.cruzi (117).

En otros trypanosomas, se determinó la presencia de acido

siálico asociado a una glicoprotefna de superficie en T. con

golense (218). En las formas sanguíneas de IJbrucgj brucei ,

Carol] y col. (219) detectaron ácido siálico asociado a lípido,

en concentraciones mayores que en plasma 7 eritrocito de rata.
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La movilidad de este sialoglicolfpido en c.c.d. era algo mayor

que la del gangliósido de mamífero GMI.

En 1¿cruzi, resultó interesante el estudio estructural de

los sialoglicoconjugados, pues no se había establecido la natura

leza de los mismos. Su caracterización comogangliósidos fue rea

lizada por primera vez en este trabajo de tesis.

Es importante la comparación de su estructura con la de gan

glidsidos animales, ya que toda diíerencia con la célula hues

ped puede servir de objetivo para el ataque del parásito.

Para la identi+icación, se utilizaron en primer lugar,métodos

de marcación de los parásitos lo cual permitió trabajar con me

nor cantidad de celulas y por otro lado la marcación metabólica

confirmó que los glicoconjugados en estudio no provenían del me

dio complejo en que se culiivan.

El análisis por electroforesis en geles de poliacrilamida de

las células marcadas exagenamente con NaB3H4, luego de una oxL

dación controlada con periodato , mostro la incorporación de la

radioactividad en una banda de alta movilidad denominada Banda E

además de banda D,la cual incorpora la marca por poseer unidades

de galactosa en configuracion furanósica (141). La marcación de

la banda E, sugirió la presencia de sialoglicolípidos ya que el
método utilizado marca también unidades de ácido siálico.

La banda E, se extrajo con C:H (2:1), solvente para lípidos,

y en especial con un solvente con KCI, recomendado para la ex
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tracción de gangliósidos, donde se recuperaba un 66%de la
radioactividad.

Por otra parte, se dosb colorimetricamente el acido sialico

liberado por hidrólisis ácida suave y enzimática de extractos

lipfdicos y extractos KCl de 15“células. En ambos casos se

dosaron aproximadamente lfi‘unidades de NANApor célula. Por

c.c.d del extracto KCl se detectó la presencia de dos

componentes que revelaban con el reactivo de gangiiósidos.

Para confirmar que la porción lipidica era una ceramida, como

corresponde a los gangliósidos,se realizó una incorporación meta

bólica de (’H)-ácido palmítico a las celulas . Paralelamente

se llevó a cabo una incorporación de (’H)- galactosa. La incor

poracion de(°H)-ac.palmftico en extractos lipídicos, fue 2g ve

ces mayonquela incorporación de (’H) galactosa, mientras que

en el insoluble, del cual se extrajeron los glicoconjugados ABCD

hay cuatro veces más incorporación del azúcar. Se demostró la

incorporacion metabólica de galactosa en A,B,C,D y E, y la de

palmítico 5610 en D y E.

Por fraccionamiento de los extractos lipídicos por un método

descripto por Yu y Leeden, para obtener alta recuperacion de

gangliósidos , se purificaron dos glicolípidos, que incorporan
palmitico y galactosa y que coinciden en su movilidad en c.c.d.

con los extraídos previamente con KCl y que se marcaron con
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periodato- NABQH4.

En el glicolipüo mayoritario (Gch) se detecto la incorpora

cion de ácido palmftico en una esfinganina y en el minoritario

(G2Tc), en una osfingenina. La mov11idad de ambos glicolípidos

en c.c.d es modificada por el tratamiento con neuraminidasa, con

lo cual se comprobóque se trataba de sialoglicoes+ingolfpidos.

Estas experiencias confirmaron también que los ganglibsidos,

que son componentes normales de células animales, son también

biosintetizados por T.cru1; .

Para determinar la composición de estos dos gangliosidos, se

llevó a cabo una purificacion de los mismos a partir de
16" células.

La ceramida de GITCconsiste de una es+in9anina ramificada de

19 átomos de carbono. Se determinó que los ácidos grasos que se

encuentran en mayor proporción son ácidos 2-metil sustituidos ,

siendo el acido 2- metil esteárico el mayoritario ( 44%) (Tabla

XXIV). Es de notar que no se habían detectado anteriormente es

tos ácidos comocomponentes de las fracciones lipfdicas de 1;

cruzi. La baja proporcion de ácidos insaturados (4,6% de acido

oleico), contrasta con la de extractos lipídicos totales de I¿
cruzi.

Mientras que el acido esteárico se encuentra en más de un 96%

en las moléculas de GNl, gangliásido de vertebrados, en inverte

brados se hallaron acidos grasos hidroxilados.
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En GNl son comunes las esfingosinas no saturadas de 18 a 26 é

tomos de carbono, mientras que las {itoesfingosinas son caracte

risticas de las estrellas marinas (Tabla XXIV). En el LPPG,gli

coconjugado de T.cruzi, se encontro 17-metil es+inganina.
Las distintas hidrólisis realizadas sobre la cadena del oli

gosacarido de Gch, indican que está compuesta por: glucosazara

binosa: manosa: galactosamina: Acido N-acetil Neuraminico en re

lacion 2:1:1:1:1. Esta composicion, es distinta a la de todos

los gangliosidos de vertebrados e invertebrados conocidos.

En Gch, se detectaron dos azúcares no identificados en gan

gliosidos de vertebrados: arabinosa y manosa. Esta última se ha

descripto comocomponente de glicoes+ingolípidos neutros de

bivalvos,y arabinosa en estrellas marinas.
x / z ’Los estudios de degradacion en21matica, hidrolisis acida

suave, oxidación con periodato de sodio y metilacfon, indican

los siguientes hechos estructurales:

- El Acido fl-acetil Neuramfnico se encuentra en posicion termi

nal, ya que la cantidad de acido sialico marcado liberado por

tratamiento enzimático o hidrolisis ácida, es simiar.

- La unidad de arabinosa, se encontraría comoramificacion,

probablemente de una unidad de glucosa.

- Unaunidad de glucosa se halla 3-O-sustituida y la otra rami

ficada.
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- La manosase halla 2-Ü-sustituida.

- Por marcación enzimática con galactosa-oxidasa,seguida por re

ducción con borohidruro de sodio tritiado, se determinó laincor

poración de la radioactividad en la galactosamina presente en

Gch. Este resultado ya descarta una union de la misma a traves

de su posicion ó. Por otra parte, las trazas de treitol detec

tadas en la oxidación con periodato podria deberse a

galactosaminas no-N-acetiladas y 4-0-sustitufdas. La baja propog
cion de treitol detectada podria deberse a que parte de la nexo

samina se encuentre N-acilada o a una oxidación incompleta de la

galactosamina libre. La presencia de glucosamina no acetilada na

sido detectada comocomponentede glicoproteinas de I¿quggi

(211). Gch es aparentemente el primer glicoconjugado de trypang

somatídeos en que se halla presente galactosamina.

Es dificil postular una estructura total para el gangliosido,
lo cual requeriría la aplicación de degradaciones enzimáticas

secuenciales. La presencia en G1Tcde azucares no comunes en san

gliósidos , dificulta la aplicación de estas tecnicas.

GZTc, que se encuentra en muy baja proporcion en 1a célula

posee es+ingosina en la porción de la ceramida unida a acidos

grasos saturados, entre los cuales se halla una alta proporcion

(54%) de ácidos grasos rami+icados en la posicion 2 por metilo .

Los azúcares componentes del oligosacárido de GzTc son galac
. . l htosa, manosa , glucosa , arabinosa y un acido Sialico cuya estrug



tura no pudo ser determinada. Este acido sialico marcado :églse

movido por la acción de la neuraminidasa, indicando una posición

terminal del mismo. A su vez, G2Tcdesialidado, tratado con

B-galactosidasa, libera galactosa, por lo cual la misma se

encontraría unida al acido sialico comoes comunen gangliosidos

animales.

Utilizando los metodos de incorporacion metabólica desarrolla

dos para epimastigotes se determifio posteriormente la presencia

de gangliosidos en trypomastigotes (119)

Las caracterfsticas peculiares de ambos gangliosidos, con

respecto a todos los conocidos hasta el presente, junto con la

importancia cada vez mayor asignada a las funciones de los

gangliósidos como receptores de membranasefialan la necesidad de

realizar estudios sobre el papel que los mismos cumplen en el

Trypanosoma.

Con respecto a la biosfntesis, Schauer y col (115), sugieren

que la biosfntesis no tiene lugar por la vÍa metabólica estable

cida ( o sea a partir de fl-acetil manosamina para +ormar CMP
slalico).

Por otra parte Previato y col (126), proponen un mecanismo de

transglicosidacion para incorporar NANAde glicoconjugados que

los contengan. Esta observacion debe ser conciliada con la de

Pereira y col (72), que encontro que despues de la accion de la

sialidasa,los sialoglicoconjugados se regeneran en un medio de+j
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nido sin aporte de NANA.Para ello sería necesario aislar una en
zlma capaz de transferir NANAa los glicoconjugados de T.cruzi

Recientemente (229) se pudo transferir ¿tido siálico de dono

res exógenos a los gangliósidos de formas trypomastigote de
T.cruzi.



CAPITULO 8

PURIFICACIÜhJ Y CDMF‘ÜSICIÜFW DE

UN PLASMALCIGENÜ DE 'F- CFJLJZI

( EPII'ÍAS'T' I GEI-FE)
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8.1.- ANALISIS DE UN PLASMALOGENODE EPIMASTIGÜTES DE T. CRUZI

Se había observado (76), que cuando se analizaban las

membranas de epimastigotes por electro+oresis en geles de

poliacrilamida y se revelaba con reactivo de Schiff, la banda

de mayor movilidad se detectaba sin tratamiento previo con

periodato. Este comportamiento es característico de

plasmalogenos que poseen en su estructura algún aldehído

potencial.
Los plasmalógenos son {osfoglicéridos que poseen en la

posicion 1 del glicerol una cadena larga alifatica «,8 no satu

rada en posicion cis, unida por un enlace eter (Fig 46 I). Es cg

nocida la ruptura de los alq-l-enil-éteres en medio ácido , dan

do origen a un alcohol, en este caso el fosfatidilglicerol, y un
aldehido.

Las reacciones de reconocimiento de los plasmalogenos se basan

en las reacciones del aldehido .

Para detectar la presencia de plasmaloéenos en el extracto

C:M(2:1) , se utilizo el reactivo descripto por Reitsema (221),

para revelar plasmalógenos en cromatografía en capa delgada. El

reactivo se basa en la reacción de la 2-4 dinitrofenilhidrazina,

en medio acido con el aldehído, para dar origen a una 2-4 dini

trofenilhidrazona de color naranja.
Cuandose sometio al extracto 61H (2:1), a una c.c.d en sol

Ivente 15, se revelo con el reactivo anteriormente descripto,_una
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sustancia de R+=6,55. Esta sustancia también se revelaba con el

reactivo de Bartlett para compuestos que contienen fósforo, y

con el reactivo de ninhidrina especiíico para aminocompuestos,

indicando la posible presencia de un fosfoglicérido del tipo de

los plasmaloéenos, esteri+icado con un aminoalcohol.

Esta sustancia se aislo de ig de extracto CM2:1, por pasaje

a través de una columna de Unisil, donde se eluyen primero los

lípidos no polares con éter etílico y luego los lípidos polares,

entre ellos los fosfolfpidos, con metano]. Esta ultima fracción

se purificó por cromatografía en capa delgada. Se obtuvieron 4,5

m9, de una sustancia homogénea de Ri fi,55 (solvente 15) (PLTc)

lo cual representa un fi,45%del extracto lipidico original y un

6,14% respecto al peso de células secas.

8.2. EEIQDIOS DEGRADATIVÜS REALIZADOS SOBRE PLTC

Si un plasmalogeno (Fig 46, I), se trata con un ácido debilI

se rompe la unión eter u-B no saturada, dando origen a dos pro

ductos, un lisofosfolipido (Fig 46, II), y un alcohol vinflico

cuya forma estable es el aldehido de cadena larga (Fig 46, III).
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CH2-0-CH=CHR I CH2-0H

| É fic.Acetico> I o + RCHZCHOCH—-0- -R’ H-OaR’

QH pH
CH2-O-E-0X CH2-O-E-0X0- o

; ll 1.1L

R,R’= (CH2)n-CH3
X=colina, etanolamina o serina.

Eig 46} Hidrólisis de un plasmalógeno en medio ácido débil.

El aldehido III (Al PLTc) se separo en columna de Ácido

silicico, se redujo con borohidrur: de sodio al alcohol , y se

analizó por c.9.l.-e.m. comoderivado trimetilsililado, en las

condiciones descriptas en métodos generales .

Se identi+icó hexadecanol provenienie de hexadecanal, como

componente del plasmalógeno . Los iones obtenidos se muestran en

la Tabla XXIX.

El pico base correspondió al ion M-CHQ, como se describió

para otros trimetilsilil eteres de alcoholes (191) y se utilizó

para la determinación del peso molecular. La ruptura , caracter

ristica de estos compuestos, dio lugar al ion m/z 163, que es

uno de los más abundantes del espectro.
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Tabla XXIX:Rupturas del tnimetilsilil derivado del alcohol

obtenido por reducción del aldehído proveniente del plasmalogeno
de T.cruzí.

r-->M-CH3= 299

SHS:CHSÍCH2)1SCH29H2-O- i-CH3 M+= 314
' I ¿H3
' L-->193-CH3= 89
L-->117

ION (m/z) INTENSIDAD (%>

314 9,9
299 1am
117 2,2
153 39,7
89 13,4
73 4a

El lisofosfolfpído se saponi+ico, y se identificaron los
ácidos grasos componentes como esteres metílicos por c.9.l.
(Tabla XXX).

Los acidos grasos saturados son los que se encuentran en

mayor proporcion (89%) siendo los más abundantes, el ¿oido

esteáiico y el ácido palmítico. Dentro de los ácidos grasos no

saturados se detecto solamente la presencia de acido oleico.
Estos resultados contrastan con los obtenidos en +racciones

totales de fosfolfpidos de epimastigotes de (¿Enuïj (157), donde
los acidos grasos más abundantes son los insaturados oleico y
linoleico. Estos también son los más abundantes en la fracción

de +os+ol{pidos derivados de la fos+atidiletanolamina.
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a ¿g XXX:Ácidos grasos componentes del plasmalógeno PLTc,1..'__._.__

aislado de T.cruzL.

ACIDOGRASO Tr(min) Tr’(min) Porcentaje

C 14:0 3,44 3,42 6,17

C 15:9 4,69 4,75 2,19

no identificado 5,63 4,33

C 16:6 6,15 6,43 39,50

C 17:0 9,49 10.61 2,93

C 18:5 12,76 13,29 49,16

C 18:1 14,61 14,89 11,86

Tr: Ir de las ácidos grasos presentes en PLïc

Tr': Tr ¿e los distintos testigos usains.

Por otra parte se determinaron 5 x 192 umol de +os+ato por

mg de plasmalágeno . Si se caicula el PMaproximado de PLTc

en 664 ( en base a los ácidos grasos y aldehfdos que se halla

rfan en mayor proporción), este valor de fosfato corresponde

aproximadamente a 1 mol de fosfato por mol de plasmalógeno. El

valor obtenido para +os+ato inorgánico, después de una hidróli

sis acida +uerte se corresponde con el de +os+ato total, descar'

tando la posible presencia de acidos amino+osf6nicos.
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El análisis por cromatografía en papel de los productos de la

hidrólisis de PLTc, en las condiciones en que se rompe la unión

éster fosfato, mostró la presencia de etanolamina , que se
reveló con ninhidrina.

En consecuencia el plasmalógeno identificado en extractos

lipídicos de T.cruz_¿Jderiva de fosíatidiletanolamina .

La movilidad de PLTc en c.c.d. en solvente 15 (Rf 9,55), es

similar a la calculada de una c.c.d, en el mismo solvente (Rí

0,59), para plasmalógenos derivados de +os+atidietanolamina,

in+ormada por Owens (222).

Teniendo en cuenta la estructura determinada para los

plasmalógenos en general (224) (Fig 46), se podría afirmar que,

en PLTcse encuentra una cadena alifática de 16 átomos de car

bono, unida a través de la unión alq-l-enil éter al Cl del

glicerol. El ácido esteárico ,y en algunas moleculas acido palmí
tico, están esteriFicando el OHde 02 del glicerol, el cual está

esteri+icado en C3 por fos+ato de etanolamina (Fig 47).

ñH2-0«CH=CH(CH2>130H3q

ïH-Ü-Ó-(CH2)16CH3
cH2-O-3- —CH2CH2NH2

6H

Fig 47: Estructura del plasmalógeno identificado en

epimastigotes de I¿cruzi.
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La hidrólisis de plasmalogenos de eritrocitos humanos dio

como componentes principales octadecanal y hexadecanal en

relación aproximada 3:1. Aproximadamente el 76% de los mismos

derivaba de fosfoglicéridos de etanolamina (223).

Hasta el presente no se había in+ormadola presencia cierta

de plasmalógenos en extractos lipfdicos de T.cru2i.

Timmy col(156) habian detectado en una fracción de fosfolípi
dos de T.cruzi ,un compuesto que representaba un 4%del total

de los fosfolfpidos. Las características cromatográficas del mis

mo, en sistemas de placa delgada bidimensional, correspondían a

la de plasmalógenos. Si bien no habían realizado reaciones de

reconocimiento sobre el mismo, comprobaron que incorporaba

metabólicamente P”, lo cual indicaba que era un producto sin"

tetizado por el parásito.

Los plasmalóbenos fueron detectados por primera vez, por

Feulgen y Uoit , en cortes de tejidos, mediante la reaccion con

el reactivo de +ucsina de tejidos no deslipidizados (224).

Recién en 1939, estos mismos autores, aislaron un +os+atido

conteniendo una funcion aldehído potencial de músculo bovino, el

cual estaba compuestode un ester de glicerofosforiletanolamina

y una molécula de aldehído .

Los plasmalogenos, al igual que los glicerofos+átidos,estan
ampliamentedistribuidos en el reino animal, desde los protozoa
rios hasta el hombre (224).
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La funcion específica que los plasmalágenos cumplen en la

célula no ha sido bien de+inida, a pesar de ser componentes im

portantes dentro de los fosfolfpidos de membrana. Algunos

autores, (225, 226) in+ormaron que las propiedades de monocapas

de plasmalogenos son diferentes de aquellas de diacil derivados

Por otra parte, la relación en que se hallan los +os+olfpidos

derivados de fosfatidiletanolamina (comoplasmalógenos o como

diacilderivados), variaba en los eritrocitos de pacientes norma

les, con respecto a los que presentaban distrofia miotánica

(227). Estos in+ormes muestran los diferentes roles que cumplen

los plasmalógenos en las membranascon respecto a los diacilfos

+01fpidos. Recientemente (228), se describio la marcación de

plasmalógenos de etanolamina por incorporación de (1-“C)-octa—

decanol en el trypanosomatídeo Leishmania donovani.

Sería interesante elucidar la funcion que estos fosfolfpidos

cumplen comocomponentes de la membrana del T.cruzi.



CAPITULO 9

METODOS EXPERIMENTALES



MATERIALES Y

METÜDÜS
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- Las determinaciones espectro+otométricas se realizaron con los

siguientes espectofotámetros: Spectronic 2g t Baush k Lomb)para

el rango de 499 a 869 nm, y Beckman DU para 285 nm.

-Las cromatografías gas-liquido se realizaron en un cromatógrafo

Hewlett Packard 5835 o 584Z A, equipados con detector de ioniza

ción de llama.

- Las cromatografias gas-liquido combinadas con espectrometría

de masas se realizaron en un cromatógrafo Varian 1459 acoplado a

un espectrómetro de masas Varian Mat-CH-7Acon procesador de da

tos.

- Las densitometrias de los geles de poliacrilamida se llevaron
a cabo con un densitómetro Crudo Caamaño.

- Las centrifugaciones se realizaron en una centrífuga

International modelo B-ZfiAcon refrigeración.

- En las rupturas de las células se empleó un sonicador

'Sonicator" (Heat Systems Ultrasonics Inc) con secuencias de lfi

pulsos de 15 segundos y una potencia de 76W.

-Las determinaciones de radioactividad de BHse realizaron er un

espectrómetro de centelleo líquido Packard Tri-Cab agas o en un

Tracor Analytic Mark III.

- Las mediciones de pH se realizaron con un pHmetro Orion model:
211.
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- Las lio+ilizaciones se llevaron a cabo en un Equipo Eliovac

TDZGQI.

- Las evaporaciones se realizaron siempre a presión reducida en

evaporador rotatorio.

- Las cromatogra+ías en capa delgada (c.c.d) se mealizaron en
placas preactivadas de sílica gel 69 de 6,25 mm de espesor
(Merck).

- Para dializar se emplearon membranas de celulosa (A.H. Thomas

Co) de 48A de diámetro promedio de poro.



9.2. SOLVENTES ENPLEAQQg

9.2.1. Extracciones

Solvente (1) Cloroformo,

Solvente (2) Clorofnrmo,

Solvente (3) Cloroformo,

Solvente (4) Clorofnrmo,
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metano] (221 v/v)

metano] (1:1 v/v)

metano], KC] 6,1M (1216216 v/v/v)

metanol, agua (1ñ21623 v/v/v)

9.2.2. anmatoqra+ía en papel

agua (62423 v/v/v)

agua (42324 v/v/v)

Butanol, Ac. acético, agua (52222 v/v/vl)

Acetato de etila, piridina, Ac. acético, agua

Solvente (5) Butanol, piridina,

Solvente (6) Butanol, piridina,

Solvente (7)

Solvente (8)

(5252123v/v/v/vl)

Solvente (9) Butanol , Ac. acético, agua (122325 v/v/v)



9.2.3.0r0matoqrafïa en

Solvente

Solvente

Solvente

Solvente

Solvente

Solvente

Solvente

Solvente

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

n-propanol,

Cloroformo,

Cloroformo,

Cloroformo,

Clorofurmo,

Cloroformo,

capa delqada

amoniaco

metano],

metanol,

metano],

metano],

metano],

(65:43:1z3 v/v/v/v)

Clornformo, metano],

(5:4:1 v/v/v)

Clornformo, metanol,
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28%, agua (75:5:5 v/v/v)

NH40H2,5" (79:4fi28 v/v/v)

NH4ÜH2,5" (6923518 v/V/V)

NH4OH1M (4B:19:1 v/v/v)

(6522525 v/V/V)NH4OH 28%

Ac. acético, agua

CaC12 9,2% (en agua)

agua (5:4:1 v/v/v)



9. 3. ¿ETonoiggoLAuo :BAFICÜS

9.3.1. Cromatoqra+ia en papel

Se realizaron por el método descendente empleando papel

WhatmanN°1 y los solventes 5,6,7,8 y 9.

9.3.1.1. Reactivos de revelado

a)Nitrato de plata-hidróxido de sodio

Se diluyó fi,1 ml de solución saturada de nitrato de plata con

290 m1de acetona y se redisolvió el precipitado de nitrato de

plata formado por adición de la mínima cantidad de agua. Los

cromatogramas se sumergieron en esta solución, se secaron a

temperatura ambiente y se pulverizaron con solucion de hidróxido

de sodio 2N en etanol 56%. Los azúcares reductores ,

polialcoholes y aminoazúcares aparecen como manchas de color

marron oscuro. El exceso de óxido de plata se removió por

inmersión en una solución acuosa de tiosulfato de sodio 5%. La

cantidad mínima detectable de azúcares reductores es de 2-29 ug
(229).

b)Ninhidrina

Los cromatogramas se pulverizaron con una solucion de

ninhidrina (hidrato de tricetohidrindeno) 6,25% p/v en acetona ,

con una gota de piridina, y se calentaron a ies-110°c durante
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16 minutos (236). Este reactivo se empleó para revelar

. I .esfingosinas y aminas en placa delgada y aminoazucares, aminas ,
r . . .y ac1dos amino+os+ónicos en cromatografía en papel. Todas

estas sustancias revelan en distintos tonos de color
Ipurpura.

c) Periodato- Acido Tiobarbitúrico

Se preparó según la tecnica descripta por Warren (231); El

papel se rocia con una solucion de metaperiodato de sodio 0.25 H

en acido sulíúrico 9.65 N y se deja 15’ a temperatura ambiente.

Luegose pulveriza con una solución de etilenglicol:acetona:

Ac.sul+úrico (5625613 v/v/v), y después de 15' el papel se rocía

con una solución acuosa de 2-tiobaroiturato de sodio al 6%. Se

calienta lfi’a 136°C. Se revelan ácidos siálicos y 2- desoxi
l . Í . .' .azucares. Se detecta aprox1madamente3 ug de aCido Sialico.

d) Reactivo para fósforo

Se disolvió 19. de molibdato de amonio (NH4)6N07024.4 H20)

en 11 ml de HC! 3M; se agregó 3 ml de HC104 76% y la mezcla se

llevó a 159 ml con acetona. Los cromatogramas se sumergieron en

esta solucioh , se calentó en estufa a 96°C por 5' y

se humedecieron brevemente con vapor. Posteriormente se los

irradió con lampara UV (Sóónm) durante 19'. Los compuestos que

contienen fósforo revelan comomanchas azules. Se utilizó en

cromatografía en papel y en placa delgada (232).
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9.3.2. Cromatoqra+fa en capa delqada

9.3.2.1.Reactivos para revelado

a) Orcinol-ácido sulfúrico

El reactivo se preparo disolviendo 295 m9 de orcinol

recientemente recristalizado, en lfifi ml de H280475% (v/v). Esta

solución es estable en la oscuridad a 4°C durante una semana.

Las placas se pulverizaron con el reactivo hasta humedecer

completamente su super+icie y se calentó en estufa a 10fi°C

durante 15’. Los glicolípidos dan manchas azules sobre fondo

blanco. (233).

b)«-na+tol-acido sulfúrico

Las placas se pulverizaron con una solucion de a-na+tol 2%

en etanol y seguidamente con H2804concentrado, luego se calentó

lfl’a 199°C.Los compuestos que contienen una porción glicosídi

ca dan manchas rojo púrpura mientras que los fosfolípidos y los

lípidos neutros revelan color marrón; son detectables 1-16 ug
de sustancia (234).

c) Resorcinol-Cobre

A 89 ml de HCl (c) ,que contiene 5,5 ml de Cu804 9.1“ (2,5 g

de CuSO4en 190 ml de agua) se le agregan 4 h antes de usar, le

ml de una solución de resorcinol al 2%. Se lleva a 169 ml con
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agua. Se rocia las placas y se las calienta en estufa a 12fi°C

durante 15’. Los gangliósidos revelan comomanchas azul violáceo
(163).

d) Test de Reitsema para plasmalééenos

Se pulveriza la placa con una solucién de dinitrofenilhidra

zina 6,4% en HCl 2N, y casi inmediatamente aparecen los

plasmalógenos comomanchas amarillo-anaranjadas.(221).

9.4. CROHATÜGRAFIAGAS LIQUIDO (C.G.L)

Se utilizaron columnasde vidrio rellenas con las siguientes
fases:

a: ECNSSH3% en Gas Chrom G (129-126) (9,2 x 185 cm)

b: 0V-191 2% en Chromosorb WAN-DMCS(¿ü-8%) (6,2 x 129 cm)

c: 0V-17 3% en Chromosorb WAN-DMCS(69-89) (0,2 x 180 cm)

d: NPGS 10% en Chromosorb WAN-DMCS(69-89) (3,2 x 126 cm)

SE-3G 3% en Chromoscrb WAN-DMCS(39-160) (9,2 X 186 CM)

SP-2339 en ChrDmDsorb NAN-DMCStaz-1gz) (0,2 x 126 cm)4h

0V-225 3% en Chromnsorb WAN-DHCS(60-89) (6,2 x 186 cm)(B

En cada caso se indica la temperatura de la columna (Tc); la

temperatura de inyeccidn (Ti) y la temperatura del detector (Td)

asi como los tiempos de retención (Tr) de los picos de interés.
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9.4.1.Preparacion de derivados para c.q.l
a) Acetatos de alditoles

Se preparo segun la tecnica descripta por Torrello y col

(256). Las fracciones de azúcares neutros y aminoazúcares de los

hidrolizados se secaron a presión reducida, se redujeron con una

solución fresca de BH4Naen 1MNH40H(2m9/ml) durante 46 min a

temperatura ambiente. El exceso de reductor se destruye por

agregado de acido acético glacial, gota a gota hasta pH 5. Luego

de llevar a seco, se agregó 1 ml de una mezcla de metano]:

benceno (5:1), y se calentó 5’ a 96°C. Se llevó a seco. Para

remover restos de atido borico se realizaron varios agregados

de metanol (2 ml) y evaporaciones sucesivas.

Las mezclas de alditoles obtenidas se secaron en desecador al

vacío y se acetilaron con anhídrido acético:piridina (1:1),

calentando en tubos tapados, en estu+a a 159°C durante 1 hora.

Posteriormente se eliminó el anhídrido acético y la piridina en

exceso por destilacion a presión reducida. La muestra seca se

tomo en 1 ml de cloroformo y se extrajeron las sales con agua

(3 x lml), la +ase organica se seco sobre 804Na2 anhidro, se

+11tr6, sellevó a sequedad y se tomó en un volumen adecuado de

cloroformo para su inyección en el cromatógraío.

En una experiencia tipo las muestras de alditoles acetilados

se cromatograíiaron en la columna a empleando las siguientes
condiciones:



Ti: 216°C; Td: 219°C; Tc 175°C; flujo de N2 29 ml/min.

Los tiempos de retención de los testigos de interes, en estas
condiciones son:

Azúcar Tr

(alditol acetilado) (mln)

Arabinosa 8,98

Manosa 21,95

Galactosa 26,68

Glucosa 29,41

mio inositol 37,46

b) Trimetilsilil esfingosinas
Las mezclas de bases es+ingosínicas, previamente secadas

sobre P205, se sililaron por el siguiente método: disolucion en

piridina y calentamiento con Tri-Sil (PiercenRock+ord) a 76°C

durante 19 minutos.

f . . . . l ' . . ' .c) Trimetilsilil ester-Tnimetilsilil eteres de aCidos SlallCDS

La mezcla de ácidos siállcos, previamente secadas sobre P205

se sililó con una mezcla de hexametildisilasano, trimetilcloro

silano,pirldina (122216v/v/v) y se calentó a 50°C durante 16’
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d) Esteres metilicos de ácidos grasos

Las mezclas de ácidos grasos se trataron con trifluoruro de

boro 19%en metanol (5,6 mi) en baño de agua hirviente durante 2

minutos. Se llevó a seco y se eliminó el reactivo mediante

sucesivos agregados de metanol, y evaporaciones. El residuo se

tomó en éter etílico (5 ml) y se lavó con solución diiuída de

COSHNa(2 x 10 ml) y luego con agua hasta neutralidad. La fase

organica final se seco sobre 804Mganhidro y se concentró (235).

.4.2 Condiciones empleadas en las cromatografías gas-liquido

I.- Acetatos de alditoles parcialmente metilados: Se cromatogra

fiaron empleando las fases a y g en las siguientes condicio
nes:

Ia.- Fase a Tc 170°C;Ti 210°C;Td 21600; Nz:23 ml/min

Ib.- Fase 9 Tc J7fi°CïTi ZIGÚCíTd 21fl°CS N2 25 ml/min

II.-Hexosaminas acetiladas: Se empleó una columna con fase g

en las siguientes condiciones:

TC 23E°C5 Ti 256°Cï Td 250°C; Nz 26 ml/mín

III.- Acidos grasos metilados: Se cromatografiaron empleando fases

d y f en las siguientes condiciones

IIIa.- Fase d Tc 175°C;Ti 216°Cde 21Z°C5 Nz 25 ml/min

IIIb.- Fase f Tc(programada) 159-2ÓBDC;19°C/min;Ti 225°C



-2@2

Td 226°C; He 25 ml/min.

IV.-Es+ingosinas trimetilsililadas: Se cromatografiaron en fase

c, usando algunas de las siguientes condiciones:

IVa.- Tc 19fi°C: Ti 236°C; Td 23606; N2 36 ml/min.

IVb.- Tc (programada) 180-290°c 19°C/min; Ti 25900 i

Td 256°C; He 39 ml/min.

V.-Trimetilsilésteres Trimetilsilil ¿tenes de ácidos siálicos:8e

cromatografiaron en una columna con fase b utilizando las

siguientes condiciones:

Tc (programada): 125-29znc 16°C/miniTi 26fi°Ci Td 266°C:

He: 25 ml/min.

VI.- Tnimetilsililéteres de alcoholes de cadena larga: Se

cromatografiaron en una columna de +ase e, utilizando las

siguientes condiciones:

Tc (programada): 156-299°C, 6°C/min; Ti 259°C; Td 256°C;

He: 25 ml/min.

9.5. DETERMINACIÜNES CUANTITATIUAS

9.5.1 Determinación de azúcares totales

Se llevó a cabo empleando el método colorimétrico de
I _ ' . f Í . . .+enol-ac1do sul+urico segun la tecnica decnipta por Dubois y



col (236) . Se mezcló 6.5 ml de una solucion que contenía entre

5 y 35 ug de azucar con fi.5 ml de fenol 5% (p/v); los blancos se

prepararon con 9.5 ml de agua destilada. Luego de agitar se

agregaron 2,5 ml de ácido sulfúrico concentrado analftico,desde

una bureta de buen flujo, y se dejá reposar 16 minutos. Se

agitaron los tubos nuevamente y se dejaron 26 minutos a

temperatura ambiente. Se midió la absorbancia a 49a nmdetermi

nandose la cantidad de azúcar en las muestras por referencia a

una curva patrón preparada simultanemente (solucion patrón de

manosa/galactosa 6,5 mg/ml). Virtulamente todos los azúcares,

incluyendo sus derivados, oligo y polisacaridos, pueden determi
narse con esta técnica. Entre los no evaluaHes cabe mencionar a

las hexosaminas y los inositoles. El error del método es de

1 2%.

9.5.2.Determinación de qlucoqeno

Se siguió el metodo de Huijing (134)

Alícuotas del homogenatose hidrolizaron a glucosa con una

solución (269 ul ) de glucoamilasa (55 ug/ml , Merck 5Q U/mg) y

u-amilasa (86 ug/ml Merck 17a U/mg),en bu++er acetato de sodio

9,1 MpH 4,8. La incubación se realizo durante 1h a 36°C (GI).

Se realizaron controles para la estimación de glucosa libre en

el homogenato, agregando a las muestras respectivas el buffer

acetato de sodio (299 ul), sir las enzimas glucogenolfticas men
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cionadas (G2). La glucosa presente en las alícuotas incubadas se

determinó por agregado de un ml del reactivo de glucosa oxidasa

peroxidasa, según la técnica de Fleming- Pegler descripta a

continuación. El contenido de glucógeno se determinó mediante

los valores de Gl- GZ

9.5.2.1.Determinación de D-qlucosa

Para la determinación cuantitativa y selectiva de D-glucosa

se empleó el método propuesto por Fleming y Pegler (237).

Reactivo: Se disolvieron 66 mg de glucosa oxidasa, 6 mg de per

oxidasa y 20 mg de o-dianisidina en 29€ ml de solucion tampón de

Tris-ácido clorhídrico (pH7,0) .El tampónse preparó disolvien’

do 15,25 g de Tris (2-amino-2(hidroximetil)propano-1,3-diol) en

21,5 ml de HCl 5N, se diluyó a 256 ml en un matraz a+orado con

agua destilada, se agregaron 165 ml de glicerina analítica y se

ajustó el pH a 7.fi . El reactivo es estable durante un mes en la

oscuridad a 4°C.

Procedimiento:8e mezcló 1 ml de solución de glucosa (l-ififi ug)

con 2 ml de reactivo y se incubó durante una hora a 25°C. Se

agregaron 4 ml de H2804 5N,se agitó y se leyó la absorbancia a

525 nm. Se utilizá una solucion patrán de glucosa 1 mg/ml.

. . l .9.5.3 Determinacion de hexosaminas

Las hexosaminas se cuantificaron mediante el método de Elson
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y Morgan (238), siguiendo la tecnica descripta por Svennerholm
(239).

A 1 ml de solución que contenía entre 5 y 15 ug de hexosamina

se agregó 6,5 ml de una solución 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 baño de agua a 90°C.Luego se

agregaron 4 ml de etanol y 5,5 ml de una solución de 1,6 g de

fl,fi-dimetilnp-aminobenzaldehido en 69 ml de etanul- HCl(c) (1:1)

Los tubos se agitaron y se determinó la absorbancia a 536 nm.

El color rojo aparece inmediatamente y es estable aproximada

mente una hora.

Aunque las hexosas (2mg) y mezclas de aminoácidos (5 mg) no

inter+ieren separadamente, la presencia simultánea de hexosas y

algunos aminoácidos, particularmente ¿:lisina, da lugar a
interferencia. Por esta razón las hexosaminas se separaron

previamente de los hidrolizados correspondientes por

cromatografía de intercambio ionico de acuerdo al método

sugerido por Boas (246). Las muestras se sembraron en columnas

de 5 ml de Dowex 59 w (H+) y se eluyó primero con agua (29 ml),

y seguidamente con HCl 1N (26 ml). Los eluidos acidos se concen

traron y neutralizaron mediante sucesivos agregados de agua y

evaporaciones y, sobre éstos se efectuó la colorimetrfa.

La curva patrón se obtuvo con una solución de 1 mg/ ml de
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glucosamina.

9.5.4 Detïminación de ácido si_á_1_ico

Se procedió según la técnica descripta por Aminoff (162)
Reactivos

1) Acido periódico 25 mMen H2SÜ4 9,125N

2) Arsenito de sodio 2% en HCl fl,5N

3) Acido 2-tiobarbiturico 6,1 H ajustado el pH a 9 con NaÜH.

4) n-butanol con agregado de 5% HCl 2N.

Procedimiento

Las reacciones se llevan a cabo en tubos de centrífuga. Se

agregaron fi,25 ml de la solución 1) a una solución acuosa que

contenga 2-29 ug de Acido fijacetil Neuramínico. El período

de oxidación 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 ml del reactivo de acido tiobarbitúrico. La

mezcla se calienta en un baño de agua hirviente 7 minutos y

despues se enfría en un baño de hielo. Se extrae el cromóïoro

por agitación con 5 ml de butano]. Se centri+uga 3 minutos a

3953 g y se lee la absorbancia a 549 nm. La curva patrón se

obtuvo con una solucion de Acido gracetil neuramfnico 1mm,

disuelto en agua X ajustado el pH a 5 con bicarbonato de sodio.
La solución se mantiene a 18°C.



-2a7—

9.5.5. Determinacion de fosforo inorqánico

Las determinaciones de fósforo inorgánico se efectuaron según

el método propuesto por Chen y col (241).

Reactivo: Se prepararon dos soluciones:

Solucion a): Acido ascorbico 13%: es estable un mes a 4°C.

Solucion b) Molibdato de amonio 0,42% en ácido sulfúrico (28,6

ml de H2804tc) y 4,2 g de (NH4)óMo7024.4H20) se llevan a 1655 ml

con agua).

El reactivo necesario se prepara mezclando un volumen de

solución a) con 6 volúmenes de solucion b). Este puede

mantenerse durante un dia en bano de hielo.

Procedimiento: Se agregaron 2,1 ml de reactivo a 6,9 ml de

solución acuosa de fos+ato (fi.fifi2-fi.fil umoles) y se incubó 20

minutos a 45°C o 1 hora a 37°C. Se determinó la absorbancia a

826 nm; el color es estable durante varias horas y las lecturas

son proporcionales a la concentración de fosfato hasta una

densidad óptica de 1,8. Comosolucion patron se utilizo fosfato

monopotásico 9,5 umol/ml.

9.5.6 Determinación de +os+oro orqanico

Se cuantificá el contenido total de fósforo segun el método

de Bartlett (242), eventualmente el fós+oro orgánico se estimo

comola diferencia entre el fósforo total y el inorgánico
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determinado comose de5cribio anteriormente.

Egagtiggg: a) Molibdato de amonio: Se disolvieron 4,4 g de

molibdato de amonio tetrahidratado en 266-355 ml de agua, se

agregó 14 ml de H2SÜ4(c) grado analítico y se llevo a il.

b) Agente reductor (Fiske y Subbarow) (243): Se mezclaron en

mortero 3€ g de bisulfito de sodio y 9,5 g de acido l-amino-Z

naftol-4-sulf6nico. La mezcla se disolvió en 256 ml de agua

destilada, se dejó en reposo 3 horas en la oscuridad y se filtro
Esta solución es estable durante 6-8 semanas a 4°C en la os

curidad. Para preparar el agente reductor se diluyó 1:12 el
reactivo de Fiske-Subbarow.

Procedimiento: Las muestras, que contenían hasta 0,15 umol de

fos+oro,se digirieron con 9.4 ml de acido perclórico 76-72%.

Luego de la digestión, se enfrib y se agregaron 2,4 mi de

solucion de molibdato de amonio y 2,4 ml de agente reductor. Se

agitaron los tubos y se calentaron en baïo de agua hirviente 16

minutos. Se enfrió y se leyó la absorbancia a 836 nm; las
muestras con A>6,Bfifipueden leerse a 735nm (6735 =1/2.E 836).

La curva patron se realizó por duplicado con alícuotas de una

solución de fosfato monopotásico fi,5mM.

9.5.7 Determinacion de proteina:

El contenido proteico se estimó por el método de Lowry y col
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(244), basado en la reacción de la proteina con cobre en medio

alcalino y la posterior reducción del reactivo +os+omolibdato

fosfotungstato producida por los residuos tirosina y triptófano

presentes en la proteina tratada.

Reactivosza) Solución alcalina de cobre: Se prepararon dos

soluciones: l) carbonato de sodio 2%en NaOH6,1N; 2) sulfato de

cobre 6,5% en tartrato de potasio 1%. La solución alcalina de

cobre se preparó en el momento mezclando 20 ml de 1) con 6,4 ml
de 2). Esta solucion es estable 24 horas.

b) Reactivo de Folin Ciocalteu: Se utilizó el reactivo comercial

(Merck), diluido con agua 1:1.

Procedimiento: Se agregaron 3 ml de solución alcalina de cobre

a 9,6 ml de muestras que contenían entre 6g y 399 ug de

proteina; se mezclá , se dejá en reposo 16 minutos a temperatura

ambiente, se agrego 0,3 ml del reactivo de Folin Ciocalteu y se

volvio a mezclar. Luego de 36 minutos se determina la

absorbancia a 666 nm. Comosolucion patron se utilizo albúmina

bovina 1 mg/ml.

Aunque la producción de color depende de cada proteína en

particular, siendo esta la principal desventaja del metodo ,este

es aproximadamente 25 veces más sensible que las medidas de

absorbancia a 289 nmy 160 veces más sensible que la reaccion

del biuret.



9.5.8 Determinación de bases de cadena larga

Se procedió segun el método de Lauter y Trams (245)

Reactivos:

1) Solución patron de dihidroesfingosina (esfinganina en acetato
de etilo)

2) Solución tampón de Acetato de sodio 2,61M, pH 3,6 lavado con

acetato de etilo.

3) Solución de anaranjado de metilo. Se disuelven 256 mg del

colorante en 56 ml de agua y la solucion se lava con cloroformo.

Procedimiento: Se toman entre 9,92 y 6,15 umoles de bases de

cadena larga en 5 ml de acetato de etilo, se agregan 2 m1 de

solución tampón de acetato de etilo y 6,1 ml de solución del

colorante. Se agita, se centrífuga, se separa la fase organica

de acetato de etilo y se lee la absorbancia de esta última a
415 nm.

9.6 CRÜMATÜGRAFIA EN BIO GEL P2

Una columna (95x 1,3cm) de Biogel P-2, grado medio (Bio Rad)

equilibrada con agua destilada, se empleo para desalar fraccio

nes de glicoconjugados . El rango de trabajo, descripto para
esta es 169-1899 daltons. El volumen de exclusion era de 48 ml

habiendo empleado azul dextrano (Pharmacia), para su determina

ción.
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9.7 ELECTROFORESIS EN GELES DE PQELfiCRILAMIDA

Las electroforesis de tipo disco en geles de poliacrilamida

15%, en buffer {ofato de sodio 0,1 MpH 7,2 ,en presencia de

Sodio Dodecil Sul+ato (SDS) 5,1% se realizaron siguiendo la

tecnica de Segrest y Jackson (246), empleándose tubos de vidrio

de 8 x 6,6 cm.

Reactivos

solucion A: 15 g de acrilamida y 9,6 g de bis (B,y-metilen-bis
acrilamida) se disuelven en 155 mi de buffer de corrida

Solucion B: 156 mg de persulfato de amonio en 19 ml de agua

Solución C: fl,y,y’,y’-tetrametilendiamina 5%en agua.
Preparacion de los qeles: A 19 ml de la solución A se agrega 1

ml de solución B. Se deaerea y se agregan 6,2 ml de la solución

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

agua cuidando de no remover la superficie del gel. Se dejan

polimerizar a temperatura ambiente.

La muestra (26-70 ug de azúcar total) se disuelve en 56-190

ul de buffer fosfato de sodio 9,1M pH 7,2 9,1% en SDS, se agrega

19 ul de solucion 6,4% de azul de bromofenol como indicador de

corrida y 10-26 ul de glicerol,se calienta en baño de agua

hirviente , y se siembra la solución resultante en la parte

superior de los tubos. La electroforesis se lleva a cabo

aplicando un voltaje constante tal que determine una corriente
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de 6 mApor tubo. La experiencia se realizó a 15-29°C durante

3,5-4 h.

Coloración de los geles:

a) para azúcares: Los geles fueron fijados durante la noche en

una solución de etanol (46%v/v), ácido acético (5%v/v) y agua

(55%v/v). Se trataron luego con ácido periódico (Q,7%en acido

acético 5%) durante 2-3 h y se lavaron con solución de

metabisul+ito de sodio 6,2% hasta desaparición del color

amarillo. Los geles fueron coloreados por el agregado del
reactivo de Schiff.

Reactivo de Schiff: Se disuelven 0,8 g de fucsina basica en

206 ml de solucion 9,8% de metabisulfito 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 g de carbon lavado con HCl.

Filtrar y guardar en la heladera.

b) para Eroteínas: La coloracion de proteinas se realizo

siguiendo la tecnica de Korn y Wright (247). Los geles se

+ijaron en una solucion de metanol (55%v/v), ácido acético (5%

v/v) y agua (45% v/v) durante una noche. El proceso de

coloración de los geles con Azul Coomassie R (Sigma) siguio la

siguiente secuencia:

l) Inmersián durante una noche en solución 6.625% de Azul

Coomassie (AC) en isopropanol, acido acético, agua (25:15:65
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v/v/v).

2) Inmersion durante 8 horas en solucion G,fifi25% de AC en

isopropanol, ácido acético, agua (1:1:8 v/v/v).

3)Inmer5ión durante una noche en solución fi,6625% de ACen

acido acético , agua (1:9 v/v).

4) Inmersión en ácido acético , agua (1:9 v/v) hasta observar
las bandas con claridad.
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9.8.ELECTRÜFORESIS EN GRADIENTE DE GELES DE POLIACRILAMIDA

Las electroforesis en capa de gradiente de geles de poliacril

amida se realizaron siguiendo la técnica de Studier y col (143).
Reactivos:

- Solución fl: 39% (p/v) de acrilamida ; 5,8% de uy' metilen

bis-acrilamida (p/v), en agua. La solucion se mantiene a 4°C.

- Solucion g: 18,17 g de Tris y 2 ml de una solución de SDS

29%, se lleva a 199 ml con agua y se ajusta el pH a 8,8 con HCl

6N.

- Solucion Q: 39% (p/v) de acrilamida y 1,6% (p/v) de y,y'meth

len-bis- acrilamida en agua. Se guarda a 4°C.

- Solucion 2:6,96 g de Tris y 2 ml de SDS 26% (p/v) y se lleva

a 190 ml con agua. Ajustar el pH a 6,8 con HCl óN.

- Solucion g: Persulfato de amonio (29mg/ml) en agua preparada

en el momento de usar.

- TEMED(u,fl,fl',fl’-tetrametilendiamina).

- Solucion concentrada de buffer: 12,9 g de Tris y 57,6 g de

glicina en 1 l de agua (pH8,2). Para la corrida electroforética

el bu++er debe ser diluido 4 veces y agregar SDS26% hasta una

concentración final del 6,1 % (p/v).

- Buffer de la muestra: Mezclar 2,5 ml de Solucion 2,2,5 ml de

SDS 25%, 2 ml de glicerol , 6,1 ml de EDTA (B,1 ml en agua).

Completar el volúmen a 18,5 ml con agua. En el momento de usar,
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mezclar 1,85 ml del bu++er de muestra con 0,95 ml de

B-mercaptoetanol y 6,1 ml de azul de bromofenol (6,1% p/v) en

agua.

- Solucion fijadora: Metanol, ácido acético, agua (5:1:4 v/v/v)

- Solucion de teñido para proteínas: 3,2% (p/v) de Comassie Blue

R-ZSGen solución +ijadora. Filtrar la solución antes de usar.
Se usa 8-16 veces.

- Solución decolorante: Metanol, ac. acético,a9ua (16:7:83
v/v/v)

Procedimiento

- Preparación de la muestra : Un homogenato de los parasistos

marcados o los glicoconjugados aislados, se suspenden en Sfi-lfifi

ul de bu++er de muestra. La suspension se mantiene durante 3

minutos en baño de agua.

- Armadodel aparato: El gel se arma entre 2 placas de vidrio,

que deben estar perfectamente limpias. Entre las placas se

colocan 3 espaciadores de Plexiglas, en los costados y el fondo.

Las placas y los espaciadores se unen con vaselina y todo el

sistema se +ija con broches. Las placas se colocan verticalmente

en una superficie lisa.
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- Preparacion de los geles de corridas y precorrida

a) Geles de corrida: Para los geles de gradiente de poliacrilami
da (PAA)(8-15%) se utiliza el siguiente procedimiento:

En dos kitasatos de 50 ml se preparan las mezclas I y II

I(B% PAA) II (15% PAA)

Agua (ml) 3,45 0,178

Solución ¿(mn 3,99 5,75

Solución Etml) 2,91 2,81

Solucion gtml) 9,17 6,17

Glicerol (ml) 9,13 0,66

Poliacrilamida 3%(ml) 1,9 1,9

TEMED(ul) iz la

Las soluciones se deben deaerear independientemente antes de

agregar el TEMED.Luego de agregar el TEMED,las soluciones se

colocan en vasos comunicantes. La mezcla II se debe agregar al

tubo más alejado de la salida. Se debe colocar un agitador magné

tico en el tubo que está conectado a una bombaperistáltica. La

solución se deja fluir a las placas a baja velocidad hasta

llenar el sistema, luego se cubre con una pequeña capa de agua.
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- Gel de precorrida: El gel se prepara mezclando:

Agua (ml) 6,34

Solucion g (ml) 1,60

Solucion Q (m1) 2,55

Solucion g (ml) fi,15

TEMED (ul) 21a

Se deaerea antes de agregar el TEMED.Se retira la capa de agua

y se lava la superficie del gel de corrida con 2 ml de la

solucion de precorrida. Se inserta un peine (con varios dientes)

y se llena con el gel de precorrida. La polimerizacián tiene

lugar en 39 minutos.

- Corrida electroforética: Se remueveel peine y el espaciador

inferior. Se ubica la placa en la cuba de electroforesis y se

sujeta con broches. Se llena la cuba con el buffer de corrida y

se elimina cuidadosamente todas las burbujas. Luego se aplican

las muestras (16-15 ul) en cada cavidad con una microjeringa. Se

conectan los electrodos a la fuente ,el ánodo es el electrodo

inferior y el cátodo el superior. La electroforesis se corre

primero a 15 mAhasta que el azul de bromofenol penetre el gel

de corrida, luego a 2fi-25 mA5-6 h hasta que el colorante llegue

a 1 cmdel borde inferior del gel. Al finalizar la corrida, se

retiran las placas de la cuba, se sacan los espaciadores y la

placa de vidrio y se marca el colorante.
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- Fiiación. teñido y coloracióh: Cuandose desea revelar para

protefnas, se coloca el gel en la solucion fijadora 35' , luego

otros 39’ en la solucion de Coomasie y finalmente en la solucion

decolorante. La decoloración se acelera calentando el gel a ófi‘c

con agitación en presencia de algún absorbente (lana,

muselina,etc). En estas condiciones, los geles se decoloran en 2
horas.

- Preparación oara autorradioqrafïa: Los geles se pueden secar

para guardarlos o para autorradiografïa. Se coloca el gel en una

hoja de papel WhatmanSMNhúmedo y se transfiere a un aparato

secador de geles. Se cubre el gel con una hoja de plástico y se

seca. Después de secar, el gel se reduce a una capa delgada que

permanece adherida al papel de filtro y se puede exponer

fácilmente a placas de rayos X.

- Fluorogra+{a: El gel se lava con agua y se coloca en una

solucion de salicilato de sodio 1Mdurante 45 minutos y luego se

seca.

. . I- EXQDSICande las placas: El gel seco se coloca sobre una

placa de rayos X (Kodak X-ARpara SH), entre planchas de plomo,

se cierra bienI y se deja 15-36 días a -70°C.
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- Revelado de las placas: Las placas se dejan llegar a tempera

tura ambiente y se colocan durante 3-5 minutos en una solución

de Revelador Rapido para Rayos X (Kodak), luego 3 minutos en una

solución de Acido acético 5%(v/v) y 15 minutos en fijador para

Rayos X (Romek).

9.9. FLUÜROGRAFIA DE CRÜMATOGRAFIAS EN CAPA DELGADA

Esta metodologíase utiliza para revelar las placas de sílica

gel en que se han cromatogra+iado muestras marcadas con (GH)

Reactivo: Se {unden lfiü g de 2-metil naftaleno en un bano de

agua caliente y se agrega 0,4 g de PPO (difeniloxazolona)

Procedimiento La solucion se vuelca en una +uente caliente y

las placas se sumergen durante 1 minuto, luego se mantienen en

posicion vertical hasta que drene el exceso de reactivo.

Cuandosolidifica la solucion, la placa se expone de igual

manera que para geles (248)

9.15. MEDICION DE RADIOACTIVIDAD

La medicion de radioactividad presente en los cromatogramas
. l . .de papel se-realizo cortando las tiras oe 2cm de ancho en bandas

de l cm, las que se contaron utilizando el líquido centellador A
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Las determinaciones de radioactividad presente en soluciones

acuosas fue realizada empleandoel liquido centellador B.

Las determinaciones de radioactividad presente en soluciones

orgánicas fue realizada empleandoel líquido centellador A.

La medición de radioactividad en cromatogramas en capa

delgada, +ue realizada, cuando se especifica, cortando los cromg

togramas en bandas de 5,5 cm y eluyendo la silica de cada

fracción de manera conveniente. La radioactividad se midió con

líquido centellador A.

En los casos en que se hubiera realizado previamente una

fluorografia,se procedió a extraer el 2-metil naftaleno con hexa
no (3 x 3 ml), previo a la extracción del producto radioactivo.
Reactivos:

Liquido centellador A: Disolver 2,5 9 de difeniloxazolona

(PPO,Si9ma) y 0,1 g de 1,4-bis(2-(5-feniloxazolil))benceno

(POPUP,Sigma), en 1 litro de tolueno.

Lfouido centellador B: Disolver 50 9 de naftaleno, 3,5 9 de

PPO y 0,15 g de POPUPen 559 ml de dioxano.

9.11.HIDR6LISIS TOTALES

9.11.1. Acido clorhídrico 2NL72h. IQQEQ.

Las muestras se disuelven en 1-2 ml de HCL2N y se calientan
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a 199°C durante 2h. Se evaporan luego repetidas veces con

agregados de pequeñas porchnes de agua hasta eliminar la mayor

parte de la acidez. La acidez remanente se elimina colocando la
l .muestra una noche en desecador al vacxo con NaÜH en lentejas

como desecante.

9.11.2. Conresina catiónica

Se utilizó en los casos en que las muestras poseen mucha

cantidad de proteinas.

Para 1 mg de azucar se agrega 1,5 ml de agua, 0,1 g de

resina Dowex 56 H+ y 9,62 ml de HCl 1N, se burbujea nitrágeno y

se calienta 18 hs a 190°C. El hidrolizado se pasa por una

columna de resina Dowex 56 H+ (6 x 16 mm) y se lava con agua (5

x 0,5 ml),se juntan los elufdos. Luegose eluyen las glicosami

nas con HCl 4 N (95).

9.11.3. Acido clorhídrico 1N. 8h , naaa;

Se utilizó para hidrolizar gangliosidos (256)

Para 1 mg de muestra se agrega 1 mi de HCl 1N, y se calienta

B h a 156°C. Se elimina el HCl como se describió anteriormente.

9.11.4 Acido clorhídrico 4N1 6h a 155°Q¿

Se utilizo para hidrolizar aminoazücares. Para ello las

muestras previamente hidrolizadas en las condiciones descriptas
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en 9.11.1 o 9.11.3 se pasaron por una resina Dowex 55 H+. Se

eluyeron los azúcares neutros con agua y las bases con HCl 1N.

El elufdo acido se evaporo'al vacio hasta eliminar la acidez y

se disolvió'en HCl 4N, se calento a 192°C durante 6 h y el HCl

se elimin6 en la forma descripta anteriormente.

9.12. HIDRÜLISIS PARCIALES

9.12.1.Acido trifluoroacético 9.05 N; 2 hL 1gggg (para
hidrólisis de uniones furanosicas)

Las muestras (1-2 m9) se disuelven en 1 m1 de TFA 6,65 N y se

calientan a 1Q6°Cdurante2 h (141). Los restos de acido se

evaporan al vacio .

9.12.1. Acido sulfúrico EL} N L th BQEQ( para hidrolisis
de ácidos siálicos).

Se disuelven 9,5-2 m9 de muestra en 1 mlde H2804 0,1 N,y se

calientan 1h a 89°C.Luegose neutraliza con carbonato de bario

y se centrífuga. El sobrenadante se seca por evaporacion o
fliofilizacion.

9.12.2.Acido acético ZM;4 mew;

Esta tecnica fue descripta por Varki y col (176), para

minimizar las perdidas de O-acetilo u otros grupos , en los
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residuos de acido siálico durante la hidrolisis.

Se disuelven fl,5-2 mg de la muestra en 1 ml de Acido acetico

2 My se calienta 4°h a 80°C se lleva a sequedad en evaporador

al vacío y se deja una noche en desecador. Luego se toma en

buffer +ormiato de sodio (pH 5) (1 ml) y se extrae 3 veces con

éter (3 ml). La fase acuosa se aplica a una resina Dowex 56 H+

(6 x 16 mm) y se eluye con 16 ml de agua , recogiendo en un tubo

que contiene 40 ul de ácido fórmico 1 M. Se lleva a sequedad.

9.13. PREPARACION DEL ACIDO 5-ACETAMIDÜ-3.5-DIDESOXI L-ARABINÜ

2-HEPTULOSONICO(NANA7) (161)

Se utilizo el procedimiento descripto por Yu y Leeden (174).

A 29 mg de NANA,disuelto en 4 ml de metanol anhidro, se le

agregó 56 mg de resina Dowex50 H+. La reaccion se llevo a cabo

en tubo cerrado a 75°C durante 48 h, agitando ocasionalmente.

La resina se filtro y lavo con metanol. El filtrado y los

lavados se evaporaron al vacio.

La hidrólisis del éster metilico se llevó a cabo en 5 ml de

NaOH0,96 N. Despues de 2 h a temperatura ambiente, la me2cla se

neutralizó y desionizo/por pasaje a través de una resina Dowex

se H+ (2 x 9,6 cm), y se liofilizo’.

ElB- metil cetósido se oxido con 1 ml de periodato de sodio
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9,65 M, 1 hora a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo por

agregado de una cantidad equimolecular de acetato de bario, y

se filtrá. El filtrado se concentró a un pequeño volumen y se

redujo con 1 mg de borhidruro de sodio. La reducción se detuvo

por agregado de acido acético 1N hasta pH 4. El ac. boïico se

eliminá comoborato de metilo a presión reducida.

El NANA7standard se obtuvo por hidrálisis del B -metil cetó

sido en agua, 1 h a 150°C.

9.14. PREPARACION DE MALTOÜLIGOSACARIDÜS

Se hidrolizan 159 m9 de amilosa con 30 ml de H2SO40,1N 1h a

169°C. Se agregan 153 ml del mismo ácido diluido y se contínua

la hidrólisis durante 19 minutos. Se neutraliza con carbonato de

bario, se centrífuga y el sobrenadante se concentra a presion
reducida hasta 2-5 m1 (249).



PARTE

EXPERIMENTAL
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9.15. CULTIVOS

Se trabajó con dos tipos de cepas de formas epimastigote de
T.cruzi:

erg Julghuán: Fueron provistas por el Instituto "Fatala
Chabén'. Se suministraron 2 lineas: Línea Tul 9 ( no infectante)

y linea Tul 2 (infectante).

Los organismos +ueron cultivados en un medio bifásico desa

rrollado por Martini (185), compuesto por:

a) Base de hígado en pasta (I.N.0.R.P.S.A,Arg) 5 giproteolizado

de corazón en pasta (I.N.O.R.P.S.A,Arg) 5 g; extracto de carne

(MCó)(I.N.0.R.P.S.A.Arg) 3 g; hidrolizado acido de caseína

(MC7)(I.N.O.R.P.S.A.Arg) 16 g; NaCl 59; KCl fl,4 g; Agar (Produc

tos Soriano Arg.) 29 g ; +os+ato disódico dihidratado 19 g ;

sangre de conejo 15H m1; agua (d) c.s.p. 1 l.

b) Sobrenadante: Caldo triptosa fos+ato (DIFCOE.E.U.U.) 36 g ;

glucosa 16 g; higado en pasta (I.N.0.R.P.S.A.Arg) 5 g;

proteolizado de corazón en pasta (I.N.O.R.P.S.A.Arg) 5 g; agua

(d) c.s.p. 1 l.

Se repicó en este medio de mantenimiento con intervalos de 7

días. La recolección se eiectuó al quinto dia, que corresponde a

lo establecido comofase exponencial de crecimiento del cultivo.

Para cosechar los parásitos se recolecto la fase líquida y se

centriíugo a 1099 x g durante 15 minutos, el sedimento se lavo



tres veces con solución de sacarosa 6,25 M -KCl 5 mH.

gggg_ïggllgn: Fueron provistas por el laboratorio del Dr. w.
Colli de la Universidad de San Pablo (Brasil). El medio de

cultivo utilizado fué el LIT (Liver Infusion Triptose), ideado

por Yagger (9) , el cual presenta en su constitucidr sales mine

rales, glucosa, infusián de hígado, triptosa, suero bovino y

hemoglobina.

Inicialmente se prepara una mezcla de los siguientes

componentes: NaCl 0,4%; KCl 9,94%, Fos+ato disódico 6,8%,

glucosa 9,2 %; triptosa 9,5 % e infusion de hígado 0,5% en agua

bidestilada ( los porcentajes son en peso / volumen).
A esta mezcla se le adiciona 10% de suero bovino (v/v)

ajustándose 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 +iltro comun y se

esteriliza por pasaje a través de un filtro 'Seitz (tipo EKS)",

a presion reducida. El medio se distribuye en frascos y se

mantiene a 4°C hasta su uso.

Las celulas son cultivadas en 56 ml de medio LIT en erlenme

yer de 259 ml, mantenidos en agitador rotatorio (NewBunswick)

a 129 rpm y equilibrado a 28°C. A cada frasco de cultivo se le
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adiciona penicilina hasta una concentracion final de 59 ug/ml.

Despues del inoculo de 25 x 15‘ celulas/ ml, proveniente de

cultivos de 3 o 4 dias, los cultivos se mantuvieron en las con

diciones descriptas hasta la fase exponencial tardía (4 dias).

Para la recoleccián, las celulas se centrifugaban a 100 x 9

(Sorwall model PC-S) y se lavaban 3 veces con solución de NaCL

0,9%. Despues de éste último 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 subceiulares obtenidas segun (124),

fueron proporcionadas por el Instituto Nacional del Diagnóstico

e Investigacion de la Enfermedad de Chagas 'Dr Mario Fatala

Chabén", Buenos Aires.

Las fracciones, que se entregaron liofilizadas, corresponden

F1: citosol

F2: Particulado obtenido a 5660 g (mitocondrias).

F3: Particulado obtenido a 11.565 g (lisosomas).

F4: Particulado obtenido a 35.906 9

F5: Particulado obtenido a 165.690 9 (microsomas).

F6: Fiageio ( obtenida por centrifugación en gradiente de

sacarosa a 24.596 rpm del sedimento a 1009 g) (78).

F7: Homogenatototal obtenido con un desintegrador Sorvail
Ribi.

FB: Homogenatototal 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 químicas

realizadas. Los contenidos de las bolsas se liofilizaron y se

llevaron a 1 ml de agua.

a)Determinacion de proteinas
l

Se determinaron proteínas totales por el metodo de Lowry y

col (244). Se utilizo un patron de albúmina bovina de img/ml.

Alícuota Absorbancia ug proteína! mg proteína
alícuota totales

Sol Patron 19 ul 9,15 19

Sol patron 29 ul 9,23 29

Sol patron 49 ul 9,53 49

Sol patron 69 ul 9,79 69

F1 19 ul 9,43 36 3,69

F2 19 ul 9,73 59 5,99

F3 19 ul 9,77 53 5,39

F4 19 ul 9,62 47 4,79

F5 5 ul 9,61 45 9,99

F6 29 ul 9,29 13,6 9,68

F7 5 ul 9,49 35,5 7,79

FB 5 ul fl.41 30,5 6,10



. .z ' -229b)Determ1nac10n de azucares totales

Se realizó la reacción de fenol-aEido sulfúrico (236),

utilizando comosolución patrón manosa-galactosa (3:2) 0,5 mg/ml

Alícuuta Absurbancia ug azúcar/ mg azúcar
alícuota totales

Sol patrán 19 ul 9,19 5

Sol patrán 29 ul 9,22 19

SDI patrán 49 ul 9,44 29

Sol patrón 69 ul 9,64 39

Sol patrón 39 ul 9,86 49

F1 199 u! 9,49 13 9,13

F2 199 ul 9,53 26 9,26

F3 199 ul 9,53 26 9,26

F4 199 ul 9,79 36 9,36

F5 39 ul 9,73 32,5 1,93

F6 299 ul 9,29 e 9,94

F7 199 ul 9,62 23 9,28

FB 199 ul 9,53 26 9,26

ISe calculo la relacióh en peso Azucar/ Proteína en cada una de

las fracciones.
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. . r I _c)DeterminaCion de los azucares componentes de las +racc10nes

2,3,4,5,x 8

Se realizó un hidrolisis para determinar azúcares, empleando

la tecnica recomendadapara muestras con alto contenido de

proteínas (Seccion 9.11.2.) sobre las fracciones 2,3,4,5 y 8 que

contenían respectivamente 9,76; 9,62; 1,4 i 0,59; y 6,6fi m9 de

azúcares, según los dosajes efectuados por el método del

fenol-ácido sulfúrico.El hidrolizado se pasó a través de una

resina Dowex56 H+, eluyendo con 5 ml de agua los azúcares

neutros (AN) y con HCl 2N , las glicosaminas.

Los elufdos neutros lio+ilizados se procesaron según la

técnica descripta en Métodos generales, para analizar los

azúcares comoacetatos de alditol por c.g.l.

d) Determinación de hexosaminas en las fracciones 2.3L4L5 y 8

Los eluídos ácidos de la resina se llevaron a sequedad y se
I . . Iprocesaron segun la tecnica descripta en Metodos generales para

analizar hexosaminas según la tecnica de Elson Morgan (238)
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Alfcuota Absorbancia ug aminoazúcar/ mg aminoazú

alícuota car totales

Sol Patrán 5 ul 6,65 5

Sol Patrón 1o ul 0,1 16

Sol Patron 15 ul 6,185 15

Sol Patron 29 ul 6,245 29

Sol Patrón 25 ul 9,31 25

F2 466 ul 6,675 7,5 37,5

F3 466 ul 6,63 3 15

F4 466 ul 6,18 15 75

F5 466 ul 6,675 7,5 37,5

F8 466 ul 6,64 3,5 17,5

e) Electroforesís en qeles de poliacrilamida de las
distintas fracciones subcelulares

Se llevó a cabo una electro+oresis en geles de

poliacrilamida 15%, en presencia de SDS , de las fracciones

subcelulares siguiendo la técnica descripta en la seccion (9.7).

Se tomaron alícuotas que contenían 266 ug de proteínas y se

incubaron 2 h a 37°C con SDS 1%,B-mercaptoetanol 1%, para su

disolución (259).

Los geles se colorearon con el reactivo de ácido

peiiodico-Schifí y se realizaron densitometrías.



{)Analisis de la presencia de qlucoqeno

En la fracción mitocondrial (560g g) y en el citosol se

investigo la posible presencia de glucógeno, ya que estas

fracciones eran las mas ricas en glucosa. Se realizó la

determinación por el método enzimático descripto en Metodos

Generales, sobre 409 ug de azúcares totales. No se detectó la

presencia de glucógeno en ninguna de estas fracciones

9.17.EXTRACCION DE GLICOPRÜTEINAS DE EPIMASTIGÜTES DE T.CRUZI

9.17.1 Extraccion de una qlicoproteína de epimastiqotes de T0

Se siguió la técnica utilizada por WaksmanY Lederkremer para

la extraccion de una glicoproteina de PM45.629 (125)

Un homogenato de células epimastigote de la cepa Tul 9 (16 9

en peso húmedoequivalente a 2 x 167 células aproximadamente),

se sonicó en las condiciones descriptas en métodos generales.

Luegose agrego una solución de fenol,recientemente destilado,

88%en agua. La suspension resultante (aproximadamente 44% en

fenol), se agito en erlenmeyer a temperatura ambiente durante 2

horas, empleandose un agitador mecanico. La suspensión se

centrifugó a 2556 r.p.m. (International size 2, Model K (TEC)),

durante 16 minutos, lograndose la separacion de la fase acuosa
I r(superior) y fenolica (in+erior). La fase superior se removio
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por aspiración y se repitió la extracción dos veces con iguai

volumen de agua destilada en iguales condiciones.

Las fases acuosas se juntaron ,se agregó 4 volumenes de eta

nol 96%y se dejó durante una noche en heladera. Se obtuvo un

precipitado blanco que se separó por centrifugación a lfiflfi rpm

durante 16 minutos a 5°C.

El precipitado se extrajo en un erlenmeyer con solvente 4 en

una proporcion de 26 ml de solvente por cada 156 m9 de

precipitado. La extracción se realizó a temperatura ambiente con

agitacion. Luegode 3 horas, el extracto se filtro al vacio y se

repitiá el procedimiento de extrac-ión dos veces mas. El

insoluble se lavo con etanol 96%y se seco en desecador al

vacío (INS I).

9.17.2 Cromatoqra+fa en DEAECelulosa de la {racción INS I

La fraccion INS I (20 mg), se disolvió en 2 ml de buffer Tris

HCl 6,65 M, pH 8,9 y se cromatografiá en una columna de DEAE

celulosa Merck ( 3,5 x 26 cm). La columna se eluyó inicialmente

con el mismo bu++er (39 mi) y luego, sucesivamente con NaCl 9,4M

(39 ml) y 1M (39 ml) en el buffer mencionado. La elución se

monitoreo mediante el dosaje de azúcares por el método del

+enol-aÉido sulfúrico 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 5°C dos dias.

El análisis por electro+oresis en discos de geles de

poliacrllamida 15%en presencia de SDS9,1 % de la +racción A

mostro la presencia de una sola glicoproteina de Rm=fi,24(GP45)

que revelaba con reactivo de Schif+ y Coomassie.

9.17.3 Aislamiento del compleio qlicoproteico ABCde cepa Y

El complejo glicoproteico ABCde cepa Y se aislo siguiendo bé

sicamente el procedimiento descripto por Alves y col.(95-96).

Para ello se procedió en la forma descripta en la sección (9.

17.1) utilizando células epimastigote deT.cruzi cepa Y.

El precipitado obtenido se disolvió en buffer fosfato de

sodio 6,1 M -SDS 6,1%, se cromatogra+i6 en una columna de

Bio-gel P-lSQ (1,5 x 89 cm) que se eluyó con el mismo buffer, se

recolectaron +racciones de 2 ml en las que se analizó el

contenido de azúcares por el método del +enol-sul+drico y

proteinas por lectura de absorbancia a 289 nm. Se recolectaron

las fracciones adecuadas, las que ,después de dializar se

analizaron por electro+oresis en geles en la forma descripta

para GP45.

9.18. MARCACION CON GALACTOSA OXIDASA-NAB3H4

9.18.1 Marcación de la membranaplasmática de T.cruzi

Aproximadamente3 x lfl‘células epimastigote de T.cruzi (ce
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pas Tul fi y Tul 2, respectivamente ), se suspendieron en 30g ul

de bu++er fos#ato de sodio 5 mMpH 8,6 (135) y se incubaron 9G

minutos con galactosa oxidasa (6,3 UI) ,disuelta en 36g ul de

buffer fos+ato de sodio 9,55 M , a temperatura ambiente. Se

agregaron 66 ul de una solución de NaB°H4 en NaOHZ,fi1 N, y

después de 2 minutos , las células se lavaron dos veces con una

solucion de NaBH4en NaCl 7% en agua , centrifugando cada vez.

Luego se rompieron las celulas en un desintegrador Sorvall Ribi

a fity el particulado se centrifugó a 7fififi rpm , se suspen

dió en agua y se midió la radioactividad presente en las dos

líneas. En Tulfl se incoroporaron 3,4 x lfi’dpm y en Tul 2

2,9 x lfi’dpm.

9.18.2 Mar-cacio'nde GP45LABL.

Para marcar GP45 y ABC (6,2 mg respectivamente), se

utilizó la técnica descripta anteriormente para la marcación de

la membranaplasmática.Las sales contaminantes se separaron por

cromatografía en una columna de Biogel P-2 en las condiciones

descriptas en métodos generales.

9.18.3.Electroforesis en gradiente de geles de las membranasz

gllcoproteínas marcadas

Al{cuotas adecuadas de las membranasy glicoproteínas marcadas

que contenían alrededor de lfiiïdpm fueron incubadas con SDS 1%
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B-mercaptoetanol 1%, durante una noche a temperatura ambiente.

Luegose realizo una electro+oresis en gradiente de geles y

+1uorogra+fa,en las condiciones descriptas en métodos generales

. .I . .' . . . r9.18.4 Determinac10n de incorporaCion de radioactIVidad en azu

cares componentes de las qlicoportefnas y membranasmarcadas.

Ali'cuotas de las células marcadas, que contenían 105 dpm

respectivamente, se lio+ilizaron. Luegose extrajeron 3 veces
con 3 ml de solvente 1. Se midió la radioactividad de los

extractos orgánicos. En Tul fl se extrajo un 47%de la radioacti

vidad original y en Tul 2 un 37%.

Los residuos de las extracciones se suspendieron en 1 ml de

agua.

Las suspensiones acuosas de Tul 9 y Tul 2 y las glicoprotefnas

Gp45y ABCse trataron según la técnica descripta en métodos

generales para hidrolizar azúcares totales en presencia de alta

proporción de proteina. Luego se realizó la separacion de azúca

res neutros de glicosaminas, y la posterior hidrólisis de las

mismassegún la tecnica descripta anteriormente.

Las +racciones corespondientes a los azúcares neutros y

aminoazúcares se analizaron por c.p. en solvente 5 y 8 . Se

contá‘la radiactividad en el papel como se describiá en la
sección (9.19).
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9.19 DETERMINACION DE LOS AZUCARES COMPONENTES DE GP45 Y ABC

Se hidrolizaron 2 mg de GP45 y ABC, respectivamente con HCl

2N en las condiciones descriptas en métodos generales. Se

separaron los azúcares neutros de las hexosaminas y posteriormen

te se hidrolizaron éstas óltimas según la técnica descripta ante
riomente. Se determinaron hexosaminas por el método de Elson

Morgany azúcares totales por el método del +enol- acido
sulfúrico.

Los azúcares neutros se analizaron por c.g.l. comoacetatos de

alditoles en la forma descripta en MétodosGenerales.

9.26.DEGRADACIÜN ALCALINA SUAVE DE LAS GLICÜPRÜTEINAS AISLADAS

Las glicoproteinas aisladas de Tulfi y Tul 2 marcadas según la

tecnica de galactosa oxidasa-NaBBH4, se trataron con NaOH6,1M y

NaBH40,3M ( en total 1,5 ml), 6 h a 45°C , condiciones de

B-eliminación . Luego se neutralizaron con ácido acético y se

separaron los productos de la degradación por filtración en un

Biogel P-ó (l x 80 cm), recogiendo +racciones de 2,5 ml. Se

midió la radioactividad presente en cada una de las fracciones

9.29.1 Estudio de los productos de la degradación alcalina

Se realizó una cromatografía en papel utilizando solvente 6
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durante 18 h, de los picos II , III y IU de la fig 15 y II y III

de la fig 16 . Juntamente se corrió un testigo de maltooligosa

caridos preparados según la técnica descripta en métodos

generales (Seccion 9.14)

Se midiá la radioactividad en el papel comose describió en la

seccion (9.16)., y se grafico. Los picos IV de la Fig 15 y III

de la Fig 16, corresponden a sales radiactivas pués se
retuvieron en resinas de intercambio.

Por otra parte, los picos II y III (Fig 15) y II (Fig 16), se

analizaron por cromatografía líquida de alta presión en un

cromatografo Hewlett Packard 1084 B, utilizando una columna

Lichrosorb amino 19 um (Merck) flujo 1 ml/min,con detector de in

dice de refracción a temperatura ambiente. El solvente usado fue

acetonitrilo-agua 65:35 (v/v). Para ello, se cocromatografiaron

con testigos de maltooligosacáridos, recogiendo las fracciones

correspondientes a cada uno de los oligosacaridos.

Las fracciones se evaporaron en estufa al vacio a 46°C y se

conto la radioactividad.

9.21. GLICOLIPIDOS DE CELULAS EPIMASTIGOTE DE T.CRUZI (CEPA Y)

9.21.1.Extracción de glicolfpidos

Células epimastigote de T.cruzi cepa Y liofilizadas, (15,7 g,

aproximadamente 1,7)(18‘z células)se suspendieron en 17 volúme

nes (ml/g) de solvente 1 (cloroformo: metano! 2:1). Se sonicaron
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2 minutos y luego se extrajeron durante 39 minutos en un agita 

dor mecánico a temperatura ambiente. Transcurirdo el tiempo de

agitación se centrifugó a 2969rpmempleándose una centrífuga sin

refrigeración (International Sive 2, model K (IEC)), durante 16

minutos, se decanto el sobrenadante y se repitió la extracción 2

veces utilizando 17 volumenes de solvente 2, cada vez. Se junta

ron los sobrenadantes y se evaporaron. El extracto se tomo en

solvente 1 (5 volumenesml/g) y se filtró'a través de vidrio sin
terizado. El filtrado seco, se pesó. En una extracción tipo se

obtiene aproximadamente el 35%del peso total de las células

(5 9).

9.21.2 Determinaciones realizadas sobre el extracto

a) Azúcares totales: Se determinó el porcentaje de azúcares

totales por el métododel fenol-ácido sulfúrico

Se hidrolizaron 15 mg del extracto con HCl 2N en las

condiciones anteriormente descriptas y luego se extrajeron los

lípidos con éter (2 x 2 ml).La fase acuosa se proceso en la

forma descripta en metodos generales para analizar los azúcares

por c.g.l. comoacetatos de alditoles.

b) Acido sialico: Se hidrolizaron 55 mg del extracto seco con

acido sul+urico 0,1 N, en las condiciones descriptas en Métodos
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generales. El hidrolizado se paso primero a través de una colum

na Dowex 56 (H+) ( fi,5 x 2cm) y el elufdo acuoso a traves de una

columna de resina Dowex1 (formiato,fi,5 x 2 cm). Se eluyeron los

azúcares neutros con 16 ml de agua, y los azúcares ácidos con

19 ml de ácido formico 9,3N. El elufdo ácido se liofílizó y se

determind'el porcentaje de ácido siálico por el método del Acido
Tiobarbitúrico (162).

Alfcuota Absorbancia ug NAN

Sol patrón 1a ul 5,99 5

Sol patrón zz ul 0,19 15

Sol patrón se ul 9,35 15

Sol patrón 49 ul 9,39 20

Extracto (56 mg) 0,17 9

c)Cromatogra+ía en capa delqada: La cromatografía en capa

delgada del extracto, en solvente 16, mostro dos componentes

que revelaban con reactivo de Resorcinol/Cu (163) de R+ 9,35 y
0,62.
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9.22. MARCACIONCON NAIO4-NAB3H4 DE EPINASTIGOTES DE T.CRUZI

Células epimastigote de I¿cruzi, cepa Y (8 x 16‘), se

marcaron con periodato de sodio-NaB’H4, según la técnica

descripta por Zingales y col (100).

Las células se suspendieron en buffer fosfato de sodio pH 7,2

6,1% y se incubaron a temperatura ambiente con 50 ug/ml de NaBH4

durante 35 minutos. Luego se lavaron dos veces con exceso de

buffer y se incubaron en oscuridad 25 minutos a temperatura

ambiente con periodato de sodio 20 mM, disuelto en el mismo

buffer. La oxidación se detuvo por dilución de las células con

bu++er frio, luego se lavaron con buffer dos veces y se suspen

dieron en 5,2ml de buffer que contenía 6,617 mg de NaB°H4y se

incubaron a temperatura ambiente 36 minutos. Después de la redug

cion las células se lavaron dos veces con el bu++er, se resuspea

dieron en un pequeño volumen y se lisaron por repetidos congela
mientos . El material se liofilizó y se extrajo 2 veces con

C:M2:1, durante 1 hora.

Una alícuota de C:M 2:1 se +raccion6 con 6,1 N KCl en la

forma descripta en la sección 9.23 .Se llevo a cabo una

electroforesis de las distintas +racciones en gradientes de

geles de poliacrilamida , y posteriormente una fluorografía del

gel, en las condiciones descriptas en Metodos generales .



-242

9.22.t Fraccionamiento de los glicglfgidos marcados

Un extracto C:M(2:1)marcado en la forma descripta más arriba y

que contenía 1,8 x 16‘ dpmse +raccionó por pasaje a través de

una columna de sílica gel H (Merck) (1 x 15 cm) ,bajo una suave

corriente de nitrógeno,utilizando comosolvente mezclas de pola

ridad creciente de cloroformo:metanol . Se recogieron fraccio

nes de 3 ml y se midií la radioactividad en cada una de ellas.

Las {racciones radioactivas A y B (Fig 27), se evaporaron y

se trataron con neuraminidasa en la {orma descripta en la

seccion (9.23).La reacción enzimática se detuvo por agregado de

igual volúmende solvente 1, y la extraccion se repitio 2 veces.

La fase acuosa se liofilizá y se analizó por cromatografía

en papel en solvente 7.Se utilizo como testigo NANA7, preparado

en la forma descripta en Métodos Generales.

Las fases orgánicas se secaron y se rehidrolizaron con TFA

Z,fi5 N en la forma ya descripta , luego se extrajo con 1 volúmen

de solvente 1 y se analizaron las fases acuosas por c.p. en
solvente 5 .

Otro extracto marcado se extrajo con solucion 6,1 N KC] como

se describe abajo, se fraccionó en glicolfpidos neutros y acidos

mediante el uso de una resina de DEAE-Sephadexy posterior puri

ficación de los glicolipidos ácidos por pasaje a traves de una

columna de Unisil (seccion 9.24 ). Se determinó la incorporación
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de la radioactividad en las distintas fracciones.

9.23 EXTRACCION DE SIALOGLICOLIPIDÜS

Se llevo a cabo utilizando el metodo recomendado por Dittmer

(164), para la extraccion de gangliósidos.Para ello un extracto

C:M(2:1) de 1,3x 19*‘células evaporado y disuelto en 6 ml , se

extrajo con 2 ml de KCl 6,1 N. Se separo la fase superior y

sereextrajo la inferior 3 veces con 3 ml de solvente 4. Las

fases superiores se evaporaron y dializaron 24 hs contra agua

destilada en sistema cerrado (FSKCI). Se analizá FSKClpor c.c.d

en solvente 16, revelandose con el reactivo de Resorcinol/Cu

dos sustancias de R4 6,62 y 9,35.

9.23.1 Ana/lisis realizados sobre FM
a) Determinación de acido siálico

Una alícuota de FSKClse hidrolizó con acido sulfúrico 6,1 N

comose describió en métodos generales. Se analizé el contenido

de acido siaïico por el método del Acido Tiobarbiturico (162)

Por cromatografía en papel del hidrolizado en solvente 7 se

revelaron con el reactivo de Acido tiobarbitúrico (231), una

sustancia de RNAMI,22y otra tenue de RIM“.

Otra alfcuota se hidrolizo con Neuraminidasa de Q.

Perffingegs (Sigma),a 37°C durante 24 h , en presencia de bu
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+fer acetato de sodio 6,1 M, pH 5,5 (1 ml). La reaccion enzimá

tica se detuvo por agregado de un volumen igual de 01M 2:1. Se

extrajo con este solvente tres veces la fase acuosa, se liofili

zo'y se analizo el contenido de ácido siálico por el metodo del
Acido TiobarbitJrico

b) Composicion del extracto FSKCl

La fase organica, proveniente de la hidrólisis enzimática , se

trato con HCl:Metanol:Agua 3:29:4 a 78°C 18 h, se evaporó el

metanol a presion reducida y se extrajeron los ácidos grasos con

2 ml de hexano 3 veces . La fase superior se seco sobre sul+ato

de sodio, se filtro, evaporó y se proceso comose indica en

Metodosgenerales para el análisis de ácidos grasos comoesteres

metflicos, por c.g.l, utilizando las condiciones III a.

La +ase in+erior se llevo a pH 8,5 con NaOH1My se extrajo 3

veces con 2 ml de cloroformo. La fase inferior se secó y se

dosaron bases de cadena larga por el Método de Lauter y Trans.

La fase superior se seco y se analizaron los azúcares

componentescomoacetatos de alditoles por c.g.l.
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9.24INCÜRPORACION IN VIVO agriaH) ACIDO PALMITICÜ Y

(’H) GALAngü

/9.24.1 Celulas

Formas epimastigote de T.cruzi se cultivaron en medio LIT

comofue descripto anteriormente. Las células se recogieron

durante el crecimiento exponencial (59-65 hs) por centrifugacion

a izzz x9 a 4°C, se lavaron y resuspendieron en medio Bone y

Parent's (11) conteniendo 25 ug lml de estearato de sodio. Las

celulas se incubaron en este medio durante 24 h antes de agregar

los precursores radioactivos.

9.24.2. Marcacion de tryQanosomás

a) Acido palmitico: El ácido palmïticot9,lfi(n-°H)559 mCi/mmol)

que se obtuvo originalmente de Amershamdisuelto en tolueno ,

se seco bajo corriente de nitrogeno en un erlenmeyer. El

material seco se resuspendio en el minimo volumen (26 ul) de

cloroformozetanol 1:1 (v/v) y se le agrego una suspension de

6-8x 15’ parásitos/ml, con agitación. La incubacián se llevo a

cabo 12 hs a 28°C, siendo la radioactividad +inal 2a uCi/ml.

b) Galactosa: Una suspension de 6-8 x 19’ parásitos/ml se dejo

24 h en medio Bone y Parent's conteniendo 1 mg/ml de glucosa.

Luego se agrego D-(l-aH) galactosa (Amersham, 10,4 Ci/mmol ;

58mCi/m9; ImCi/ml) y se dejo 12 h a 28°Cl (radioactividad



-24ó

final 25 uCi/ml). En ambos casos, después de la incubación , las

celulas se lavaron 3 veces con una solución 156 mMNaCl, conte

niendo 16 mMde fosiato de sodio pH 7,2 (PES) y las células se

congelaron a -26°C.

Esta marcacion jn vivo {ue realizada en el laboratorio del

Dr. Walter Colli, San Pablo, Brasil.

9.24.3 Cineíica de incorporación

Para seguir la cinética de incorporación se agregaron 169 uCi

de cada precursor marcado a 5 ml de una suspension de 4 x lfi'

epimastigotes. Se tomaron alicuotas de 1 ml despues de 4,7,11 y

24 h.

9.24.4 Fraccionamiento de glicoconjugados

Las celulas congeladas ,suspendidas en agua,se sometieron a

cinco ciclos de congelamiento y descongelamiento y se liofiliza

ron. El material seco se extrajo una vez con 6 ml de solvente 1

y dos veces con 6 ml de solvente 2, filtrando cada vez con lana

de vidrio.

El material insoluble se seco en desecador y se extrajo

despues con 2 ml de fenol 44% a temperatura ambiente 36 minutos.

Despues de centri+ugar a 11.699 rpm 39 minutos se retiro la fase

acuosa, se agrego al fenol 6,5 ml de agua, se agito nuevamente
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35 minutos a temperatura ambiente. Luego de centri+ugar en igua

les condiciones, se junto la fase acuosa a la anterior, se pre

cipito con 16 volúmenes de etanol 96%y se dejo una noche en

heladera a 4°C. Luego se centrifugá a 6306 rpm y se separo el

sedimento.

Las diversas fracciones obtenidas se analizaron por

electroforesis en gradiente de geles y fluorografia (Fig 31)

9.24.5. Fraccionamiento dc qanqliósidos

Se adoptó el metodo de= ripto por Leeden y col (185) para la

purificacián de gangliosidos.

Se preparo una resina DEAE-Sephadex(Acetato) A-25. Para ello

se equilibraron 0,5 g de resina durante varios minutos con 16 ml

de metanol:cloro+ormo: acetato de sodio 9,8" (69:36:8 v/v/v, Sol

vente B). El proceso se repitio 4 veces y se dejo toda la noche

en el mismo solvente.

Luego se remplazó el sobrenadante por la ml de metano], clo

roformozagua (66:3fizs v/v/v) (Solvente A) y la resina se lavo

tres veces con este solvente. A continuacion se armo una columna

de 9,5 x 4 cm y se lavá con 39 ml de solvente A.

Los extractos C:H provenientes de las incorporaciones de(°H)

palmitico y (’H) galactosa se llevaron a seco se tomaron en

l ml de solvente A y se sembraron en la columna de resina.

En cada caso se eluyeron los lípidos neutros con 39 ml de
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solvente A y los lípidos acfdicos se obtuvieron por elucián con

36 ml de solvente B. Esta ultima fraccion se evaporo y se

solubilizá en 4 ml de NaOH5,1 Men metano}, para saponificar.

Después de 1 h a 37°C la solucion se evaporó a la mitad de

volunen y se agrego 3 ml de agua y 0,65 ml de EDTA6,8M. Se

dializo_16 hs contra agua destilada y el material retenido en la
bolsa se liofilizo. El residuo se disolvio en 2 ml de cm 8:2

(v/v),con sonicacion y se aplico a una columna de 1 g de acido

sllfcico (Carlo Erba), previamente lavada con cloroformo. La

elucion +ue llevada a cabo secuencialmente con 35 ml de C:M8:2l

75 ml de C:M: 1:1 y finalmente con 16 ml de metano]. En todos

los casos se midis la radioactividad obtenida despues de cada

paso de purificacion. Las fracciones eluidas con CZM 8:2 se

analizaron por c.p.d. en solvente 14 (Fig 32) y las eluídas con

CZM1:1 con solventes 16 y 11 (Fig 33 y 34).

9.24.6.Análisis de aminoalcoholes de cadena larga

El pico I (Fig 33), de la c.c.d. de la incorporacion con

acido palmftico, se extrajo de la sflica por el siguiente

método: La sílica se suspendio en 6,2 ml de agua, se sonicá 5 m¿

nutos y luego se agrego 2 ml de solvente 2, se agito 69 minutos

se centriíugá y se separo el sobrenadante. La extraccion se

repitio 2 veces. Los sobrenadantes se juntaron y se llevaron a

seco. Luegose purificó por c.c.d. bidimensional, utilizando



-249

solvente ló en la primera direccion y solvente 17 en la segunda

dimension . Se realizo una fluorograf{a (Fig 35).

Las dos sustancias detectadas (X e Y, Fig 35), se eluyeron de

la placa comose explico anteriormente. Previamente la sflica se

extrajo con hexano (3 x 1 ml) para remover el 2-metilna+taleno

proveniente de la fluorograffa.

Los glicolipidos extraídos se hidrolizaron con 1 ml de

HCIZMetanolzagua (3:29:4) a 78°C 18 h. El hidrolizado se alca

linlzo con NaOHdiluido y se extrajo 2 veces con l ml de éter

etilico. 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

ción con acido palmftico se trataron con neuraminidasa como

se describió en la sección (9.23). Las glicoesfingolípidos se

analizaron por c.c.d. en solvente 16 (Fig 37).

9.25.FRACCIONAMIENTO DE GLICOLIPIDOS ACIDIQAg

Se utilizo basicamente el procedimiento descripto en la

sección 9.24 , para el fraccionamiento de glicolfpidos provenien

tes de incorporaciones de precursores tritiados.

celulas epimastigote de T.cruzi (1,7x10*’,15,7 9 de célu
las liofilizadas), se extrajeron una vez con 400 ml de solvente
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1, a temperatura ambiente, con agitación, y dos veces con igual

volumende solvente 2. Se juntaron los extractos organicos y se

evaporaron (6,1 g).El residuo se sonicü con 59 ml de solvente 2

se filtro y seco (4,8 g). El extracto se suspendió en 15 ml de

de solvente A, se filtró y la solucion lfmpida se cromatogra+ib

a traves de una resina DEAESephadex A-25 (8 9). Los lípidos

neutros se eluyeron con 496 ml de solvente A (3,4 9), y los lfpi

dos acidos con 596 ml de solvente B (6,4 9). Esta última

fracción se saponi+icb¡'dializó en iguales condiciones que en la

seccion 9.2z¿¡el residuo seco pesaba 299 mg.
Este residuo se fraccionó en una columna de Unisil (12 9)

(Clarkson chemical CompanyInc. , 269-325 mesh l, eluyendo pri

mero con 290 ml de C:M (8:2) (CM 82, 32 m9 ) y luego con 366 m1

de C:M: (1:1) (cn 11 ,14 mg)

9.26. ANALISIS DE CM 82

CM82 se analizá por c.c.d en solvente 14 y se revefo con

reactivo de u-naftol . Se determinaron azúcares totales por el

método de fenol-acido sulfúrico y aminoazúcares por el metodo de

Elson Morgan. Una alícuota (5,2 m9), se hidrolizd con l ml de

HCl óN, 24 h a 195°C,se elimino el HCLa presión reducida y se

llevd a 1,2 ml.

Se determinó fosfato total por el metodo de Fiske-Subbarrowl243)
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y fosfato total por el metodo de Chen y col (244) . Para ambas

determinaciones se utlilizó una solucion fiatron de NaP04H20,5mM

La presencia de aminoalcoholes fué analizada en este

hidrolizado por c.p. en solvente 9.
Determinación de fosfato total

Alfcuota Absorbancia umol Fosfato/alícuota

Sol patrón 29 ul 9,95 9,91

Sol patrón 59 ul 9,13 9,925

Sol patrán 199 ul 9,26 9,95

Sol patron 159 ul 9,35 9,975

Sol patrón 209 ul 6,45 6,10

CM32 59 ul 9,26 9,95

Se calculó 5,23 umol de fosfato total en 1 m9 de CM82
. .1 . Í.DeterminaCIDn de +os+ato inorqanico

Alfcuota Absorbancia umol +os+atol alícuota

Sol patrón 29 ul 6,12 0,61

Sol patrón 50 ul 6,25 6,625

Sol patrón 199 ul 9,52 9,95

Sol patrbn 159 ul 9,73 9,975

cn 82 59 ul 9,51 9,95

Se calculo 9,23 umol de fosfato inorgánico en 1 m9 de CM82.

Otra alícuota (1 m9) se trató con HClzmetanolzagua 3:29:4 y se

proceso comose describio en la sección 9.23.1 b) para aislar

los acidos grasos y esfingosinas.
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Los acidos grasos se trataron en la {orma indicada en Métodos

generales para analizar sus ésteres metflicos por c.g.l. en

columna d y por c.9.l-e.m en columna f (Condiciones III a y

III b, respectivamente)

Las bases de cadena larga se dosaron colorimétricamente por el

metodo de Lauter-Trans. Se utilizó una solución patrón de

dihidroesfingosina (DHE)en acetato de etilo ( lmglml)

Alfcuota Absorbancla ug de BCL/

alícuota

Sol patron 5 ul fi,fi9 5

Sol patrón 19 ul 0,18 1a

Sol patron 15 ul 5,26 15

Sol patron 20 ul 0,37 29

CM82 laz ul 6,13 7,5

Se calculó 75 ug de bases de cadena larga en 1 m9 de CM82.

Los azúcares componentes de CM82 se determinaron por c.g.l.

comoacetatos de alditoles luego de hidrolizar esta fracción con

HCLlN como se describió en metodos generales.

9.27. PURIFICACION DE LOS GANGLIOSIDOS.

CM11 se recromatografió en una columna de 2 g de Unisil

(Clarkson Chemical Company Inc., 2fiG-325 mesh ), eluyendo
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primero con 59 ml de C:M 8:2 y luego con 199 ml de C:M 1:1,

recogiendo,con este ultimo solvente, fracciones de 5 ml.

La elucidh se siguió por c.c.d. en solvente 12, revelando

con el reactivo de Resorcinol/Cu. Se juntaron las fracciones en

que elufa el componente de R+6,42 (GZTC)y las que contenían

el componente de R+6,56 (GlTC).Las cuales se secaron y pesaron

Se obtuvieron 1,3 m9 de GZTCy 3,2 mg de GlTC

9.27.1 Composicion degilg z ggIg
l

En ambos compuestos se dosaron colorimétricamente azucares
_ ltotales, aminoazucares, fosforo total , bases de cadena larga

'. .'. . /
y acndo SIBIICD como fue descripto en Metodos Generales

9.27.2 Azúcares componentes deGiIC z GZIC

Para la hidrólisis de acidos siálicos se siguió la técnica

recomendada por Varki (176) .Luego de secar la muestra sobre

P205 al vacio durante 1 día, se analizó por c.9.l-e.m. como

trimetilsilil eter-trimetilsilil ester en las condiciones V,
comose describió en Métodos generales.

La hidrólisis de los azúcares totales se llevó a cabo en las

condiciones recomendadas para gangliósidos (266). Luego de la

cual se separaron los aminoazucares de los azúcares neutros a
través de una resina Dowex59 H+. La fraccion de aminoazucares

se rehidrolizá con HCL4N,óh a 160 C y al igual que los
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azucares neutros, se procesaron para ser analizados como

acetatos de alditol por c.9.l en las condiciones adecuadas.

9.27.3 Análisis de la ceramida deGiIQ y QZ[Q.

Los ácidos grasos y las bases de cadena larga de GiTc y

GZTCse hidrolizaron y aislaron siguiendo la técnica descripta

para CM 82 .

Los acidos grasos fueron analizados como esteres metilicos

por c.9.l en las condiciones III a y por c.g.l. e.m. en las

condiciones III b. Por otra parte, las bases de cadena larga se

analizaron por c.g.l.-e.m. como trimetilsililderivados en las
condiciones IV b.

9.27.4 Hidróïisis enzimáticas realizadas sobre gil; y 9319

Alícuotas de GlTC y G2TCconteniendo 299 ug de aztcares

neutros, se incubaron con neuraminidasa como ya fue descripto

La reacción se detuvo por agregado de solvente 1, posterior

mente se extrajo dos veces mas con este solvente . En las fases
acuosas se determinó el contenido de ácido siálico.

La fase orgánica de GZTcse seco y se redisolvio en i ml de

solvente l conteniendo 1 m9 de Tritón X-lzfl, se seco y se

suspendiáen 25 ul de buf+er citrato-fosfato pH 4,3 ,se agrego

5,4 u! dee-galactosidasa y se llevó a 199 ul con agua.

La mezcla se incubé 26 hs a 37°C y luego se detuvo la reacción
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por extraccion con solvente 1. las fases acuosas se procesaron

I
. / . .para analizar azucares comoacetatos de alditoles por c.g.l.

9.27.5. Marcaciones especificas realizadas sobre Gch y GZTc
9.27.5.1. Marcación con NaIOq- NaB°H4

Alicuotas de Gch y G2Tcconteniendo 26 ug de azúcar total se

suspendieron en l ml de Buffer Fosfato de sodio 0,1 MpH 7,2 y

se marcaron siguiendo la técnica descripta en la seccion 9.22.

Luego de la oxidación con NaIO4 0,62 M , la reacción se

detuvo por agregado de 5 ul de etilenglicol, se agito , y des

pués de 10 minutos se agregó 10 ul de una solucion de NaB°H4

en Na0H4 (pH 9), se dejá 1,5 h y se adicionó 6,2 ml de NaBH4

(6,62 mg/ml), y luego de 39' se llevo a pH 6 con acido acetico

10%, se dializó una noche , se liofilizo’, se tomo en 1 ml de

02M (1:1) y se contó la radioactividad. Los gangliósidos

marcados (29.506 c.p.m de Gch y 25.059 c.p.m. de G2Tc), se

analizaron por c.c.d. en solvente 12.

Se realizó una hidrólisis con H2SO49,1N , en las condiciones

descriptas en métodos generales sobre alicuotas de Gch y GZTc

conteniendo respectivamente 20.zaz y 16.600 c.p.m.. Paralelamen

te, alicuotas de la mismaactividad se trataron con neuramini
dasa comose describió anteriormente. Los hidrolizados se

liofillzaron , se tomaron en 1 mi de solvente l y se extrajeron
. . lcon agua, las fases acuosas se dializaron y se midio 1a
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radioactividad presente en las aguas de dialisis.

Los extractos organicos provenientes de las hidrólisis

enzimáticas se marcaron usando la técnica de galactosa oxidasa

NAB3H4,como se describio en la seccion 9.18.2. Paralelamente se

marco'un testigo de GMl, provisto por el Dr. F. Bennun. Los

asialoglicolípidos y GMlmarcados se extrajeron con l ml de

solvente 1 y se analizaron por c.c.d en solvente 12.

9.27.5.2 Marcacián con galactosa oxidasa- NaB°H4de Gch x

(Els

Un extracto C:M 1:1 proveniente de una columna de Unisil

(Seccion 9.25), se marcó con galactosa oxidasa NaB°H4,como se

describiá mas arriba. El extracto marcado (30.665 c.p.m), se

cromatogra+ió en una columna de Unisil (6,5 x ó cm ) , eluyendo

primero con 2G ml de C:M (8:2) y luego con 66 ml de C:M (1:1),

recogiendo fracciones de 2ml. Se midió la radioactividad

presente en cada una de las fracciones. Los picos

correspondientes a Gch y GZTc,se hidrolizaron con HCLiN 8 h a

160°C, como se describiá en los Métodos generales. Los

hidrolizados se cromatografiaron a traves de una resina Dowex56

H+ (9,5 x 2 cm), eluyendo primero con le ml de agua y despues

con 20 ml de HCl lN. Se determinó la radioactividad presente en

los elufdos neutros y acidos, los que se analizaron por c.p. en
solvente 5.
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9.27.6. Oxidacion con Periodato de sodio de GiTc.

Una alícuota de Gch, que contenia 100 ug de azúcares totales

se disolvió en 260 ul de bu++er Acetato de sodio 6,2 MpH 4,y se

oxido con NaIO4 5,65 M (39 ul), durante 48 h a 4°C (251).

Luego de destruir el exceso de reactivo con 55 ul de

etilenglicol durante 3 h, el producto de oxidación de Gch se

redujo con NaBH49% disuelto en NaOH 6,2 N y se desalo por

pasaje a través de una columna de Biogel P-2. El polialcohol se

hidrolizd con HCl 2N, 2 h a 169°C, se extrajeron los ácidos

grasos con hexano (2 x 2 ml) y se praceso para el analisis de

los acetatos de alditoles por c.g.l.

9.28. AISLAMIENTO DE PLASMALOGENOSDE T.CRUZI

Se utilizo la técnica descripta por Farquar (222).Para ello

un extracto Cloro+ormo :metanol (2:1) (19) de epimastigotes de

T.cruzi (cepa Y), se extrajo con KCl en la manera descripta

anteriormente. La fase in+erior , se llevó a seco con corriente

de nitrogeno, y se dejá en desecador una noche.

El residuo se paso a traves de una columna de Unisil,

(Clarkson Chemical CompanyInc, 295-325 mesh), activada previa

mente , armada con éter etílico (15 x 1 cm).

Se eluyeron los lípidos no polares con Eter etílico (160 ml)

y luego los lÍpidos polares y +osfolipidos con 156 ml de metano]
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Esta ultima fracción se llevo a seco (129 m9) y se analizo

en placa delgada de silicagel en solvente 15. Con el reactivo

descripto por Rietsema, para revelar plasmalógenos (221), se

reveló una sustancia de Rf= 5,55.
Conel reactivo de ninhidrina se detectaron en esta fracción

dos sustancias de Rf 6,55 y 6,25, y finalmente con el reactivo

descripto por Barrow y col , para fósforo, se detectaron 5

sustancias de R4 6,55; 0,15; 6,25; 6,35 y 9,55.

Luego se realizó una separacion en placa de silica gel ( 26 x

2B x 9,259 cm) de 35 mg de la fracción eluida con metano],

utilizando el solvente 15. Se extrajo el plasmalogeno de la

zona de Rf 6,55. Para ello, la silica se suspendio en 3 ml de

C:M:H20:Ac.acético (25:15:422), se sonicó durante 1 minuto y se

agitó’ifi minutos a 40°C. Se dejó decantar, se separb el

sobrenandante y se repitió el procedimiento 2 veces mas. Los

sobrenadantes se juntaron, se evaporaron a presión reducida y se

analizó'su pureza por c.c.d.en solvente 15. Se obtuvieron 4,5 mg

del producto puro. (PLTc)

9.28.1.Estudios deqradativos realizados sobre PL Tc

PL Tc se trató siguiendo la tecnica recomendada por Rouser

(252), para separar los aldehidos de cadena larga. Para ello,

2,25 m9 de PLTC se incubá con 1 ml de Acido acético 95% a 37°C

bajo nitróáeno, durante 18 hs. La reacción se detuvo por
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dilucioñ con nueve volumenes de C146, y se evaporó a sequedad .

El residuo se disolvio en Cloroformoznetanol 4:1 (2 ml) y se

pasd por una columna de 2 9 de ácido silicico. Los aldehfdos se

eluyeron con cloroiormozmetanol (4:1) (AlPLTc), y los lisofos+á

tidos con Cloro+ormo :metanol (1:1) a (1:3) (LfPLTc).

La fracción AlPLTcse llevo a sequedad , luego se disolvio

en 6,5 ml de metanol, y se agrego 32 m9 de NABH45,5N, disuelto

en 0,5 ml de agua y una gota de NaOH6,5N. La mezcla se dejo 36

minutos a temperatura ambiente, se adifico con HCl y se agrego

5,5 ml de agua, 2,3 ml de metanol y 1,6 ml de cloroformo. Se

separó la capa inferior y se reextrajo la superior con 2 ml de

C:M (1:1) (253)

Una alícuota se secó sobre P205 y se tratb con 29 ul de una

mezcla de HHDS:TMCS:Piridina(1:2:5), como reactivo sililante.

Luego de calentar 19 minutos a 59°C se analizo por c.g.l.-e.m

utilizando fase e, en las condiciones descriptas en

metodos generales.

La fracción eluïda con Czfl (1:1) a (1:3) (LfPLTc), se llevó

a seco y a continuacion se saponificó con 2 ml de KOH 2N en

etanol 95%durante 2 horas a temperatura ambiente, se acidifico

con HCLdilufdo y se extrajo con 5 ml de éter etílico 2 veces.

Los extractos etéreos se juntaron, se secaron y se procesaron
Í l

par analizar acidos grasos como sus esteres metílicos por
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c.9.l, de la manera descripta en los métodos generales en las
condiciones II a.

Por otra parte se hidrolizaron 2 mg de PLTc con HCl óN,

durante 24 h a 105°C, se eliminá el ácido a p.r. El residuo se

disolvió en agua, se ilevo'a pH 8 con NH40Hdiluido , se extrajo

con éter etílico (2 x l ml) y se llevaron a seco las fases

acuosa y orgánica.

La fase acuosa se disolvió en 109 ul de agua y se tomaron 2

alícuotas de 10 ul cada una, para dosar colorimétricamente

+6s+oro total y fósforo inorgánico. Otra alícuota se cromatogra

fio'en papel, utilizando solvente 9, durante 24 h , revelándose

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

identificación y caracterización de glicoconjugados, en especial

sialoglicolípidos del trypanosomatideo Trxganosomacruzi. Este

protozoario es el agente etiolágico de la enfermedad de Chagas.

Se presentan:

1) Una introducción referida a la clasificación general de los

protozoarios, y en particular a los de 1a familia Trypanasoma

tidae. Se reseñan las características morfológicas del IL

cruzi y su ciclo de vida, así como la forma en que se cultiva
l _ .axenicamente el pará51to.

I
2) Un resumen sobre la estructura, ocurrencia , función y bio

l . . . . . i . .sinteSis de los glicoesfingolfpidos y ganglioSidos de animales
' lvertebrados y una referenCIa sobre los que se han encontrado ul

timamente en invertebrados.

3) Los estudios realizados sobre los glicoconjugados componentes

de membranade formas epimastigote de I.cruzi.
. . . f. .'4) Los antecedentes que ev1denc1aban la presencia de acido 51a

lico en T.cruzi

5) La interpretacion y discusion de los resultados que incluye
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A ) La diferenciación de las distintas fracciones subcelulares

de epimastigotes de T.cruzi (cepa Tulahuen) en base a:

i) el análisis por electroforesis en geles de poliacrilamida de
los glicoconjugados presentes en las mismas

ii) Las caractedsticas químicas, que incluyen la determinación

de proteina y azúcar, la composicion de monosacáridos y la de

terminación de la ausencia de glucógeno en las mismas, el cual

se ha descripto comomaterial de reserva para otros protozoarios

B) La marcacián exógena de la membrana plasmática de dos If

neas de la cepa Tulahuén (Tul fi y Tul 2). Se determinó la dife

rente composicion de glicoconjugados de membranapara las dos

líneas, la cual difiere también de la cepa Y. En Tul fi la marca

se incorpora principalmente en la glicoproteina de 45 kDa (Gp45)

mientras que en Tul 2, se incorpora también en una glicoproteína

de 25 kDa.

C) Estudios estructurales comparativos realizados sobre Gp45

de Tul 0 y el complejo glicoproteico ABC,de cepa Y. Para ello

se aislaron las glicoproteïnas de extractos fenol-agua y se
determinaron los monosacáridos componentes .

Se realizó una hidrálisis alcalina en condiciones de B- eli

minación,de las glicoproteínas previamente marcadas con galacto
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sa oxidasa NaB°H4, y se determinó que en Gp45 y en el complejo

ABC,existen oligosacáridos de 4 a 7 unidades de azúcar unidos a

través de union O-glicosidica a la proteina, y que poseen galac

tosa como uno de sus componentes. Ademásse determinp la presen

cia de cadenas unidas a la proteina por otro tipo de union, aun

que no se confirmo la naturaleza de la misma.

D) Se realizo un extracto lipidico de las celulas epimastigote

de T.cruzi, el cual se reextrajo con KCl. En este último

extracto se determinó la presencia de por lo menos dos componen

tes que revelaban con reactivo de gangliósidos. Se dosaron 19‘

moléculas de acido siálico / célula, que se liberan del extracto

por accion de neuraminidasa. Se determinó también la presencia

de azúcar, esfingosina y ácidos graso: en la misma.

E) El análisis por EGPA,de epimastigotes marcados con la tec

nica de NaIO4- NaB°H4,mostró'la incorporación de la radioacti

vidad en dos glicoconjugados, el LPPG (Banda D) y en una banda

de alta movilidad (BandaE). Esta última 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 fracción A se liberó un 35%de la radig

actividad por la acción de la neuraminidasa, mientras que en 1a

B, la marca se incorporaba comoarabinosa, lo que sugiere la pre
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sencia de galactofuranosa en la misma.

F) Se llevó a cabo una incorporación metabólica de (3Hlácido

palmftico y (‘H)-galactosa a las células. Se aislaron dos gli

colípidos que incorporan ambos precursores (Gch y GZTc).

El acido palmitico se incorporo en una esfinganina en GiTc y

en una esfingenina en GZTc.

Ambosglicolípidos cambiaban su movilidad en c.c.d. por la

acción de la neuraminidasa, por lo que se trata de sialoglico

es+ingolfpidos.

Se demostró la naturaleza endogena de los mismos asi como tam

bien la de los glicoconjugados A,B,C f D.

6) Se aislaron los 9licoes+ingolipidos Gch y G2Tcde un ex

tracto C:M(2:l) de 15" células. Para ello se utilizó en pri

mer lugar una resina DEAE-Sephadexen la que se separaron los li

pidos neutros de los acídicos. Estos últimos se fraccionaron por

columna de Unisil , recogiendo las fracciones que eluían con

C2" (8:2)y C:M (1:1) . Esta última se recromatografió en una co

lumnade características similares, obteniéndose los dos ganglio
sidos.

H)En la iracción 02M(8:2), se analizaron los acidos grasos,

los azúcares, y las esfingosinas presentes. No se detectó acido
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siálico.
Del analisis de las distintas c.c.d realizadas sobre extrac

tos provenientes de las marcaciones con acido palmitico,galacto

sa¡IO4- NaB°H4y de las reveladas con reactivos para +ós+oro y

glicolfpidos se dedujo que en la mismaestan presentes por lo mi
nos un glicolípido que se marca con IO4-NaB3H4por poseer

galactofuranosa, un fosfoglicolipido y fosfolfpidos.

I) Se analizó la composición de los ganglidsidos

Para Gch se determina que la relación azúcares neutros: amino

azficares: ácido siálico: esfingosina es: 4:1:1:1, mientras que

para GZTcla relacion es Azúcares neutros: ácido siálico: esfín

gosina 5:1:1.

Se realizaron hidrólisis ácidas especificas sobre la cadena

del oligosacarido de Gch. Se determinó que está compuesta por

Glucosatmanosa:arabinosa:galactosamina:ácido sialico en relación

2:1:1:1:1. Esta composicion es distinta a la de todos los gan

gliásidos 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 metané

lisis y extraccion de los ácidos grasos y las esfingosinas, las

que se analizaron por c.g.l-e.m.

Se determinó que la base de cadena larga presente en Gch
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es una metil esfinganina ramificada de 19 átomos de carbono, la

cual se halla esterificada por acidos grasos en cuya composición

se encuentran principalmente ácido 2-metil estearlco (44%), Ac.

estearico (31%), ac. 2-metil palmftico (6,3%), Ac. palmítico

(7,3%) y ac. oleico (4,6%). Los ácidos 2-metil ramiiicados no

habían sido informados comocomponentes de extractos lipídicos
de T.cruzi

Por marcación con galactosa oxidasa NaB’H4, se determinó

que la radioactividad se incorpora en galactosamina en Gch y en

galactosa en GZTc , lo que descarta tambien la unión de ambos

monosacáridos por el C-ó al oligosacarido respectivo.

Asimismo se marcaron los dos gangliosidos con 104- NaB°H4.

La radioactividad liberada por hidrólisis acida y enzimática,+ue

la misma en ambos casos, por lo que se concluye que el acido

siálico se encuentra terminal. La movilidad de los gangliosidos

marcados es similar a la del gangliosido GMI, lo cual confirma

que son monosialilgangliósidos. Tambiénse ratifico el cambio en

el Rf de los mismos, cuando son tratados con neuraminidasa.

Se llevó a cabo una oxidación con periodato de Gch. Por

c.g.l. se determinó la presencia de sorbitol: glicerol y treitol
en relación 2;1:fi,25, lo que indica que la glucosa no fué oxida

da. La presencia de treitol podría deberse a residuos de galactg

samina no N-acetilada unida en posicion 4.

Por metilacidn de Gch se determinó que la manosa se halla
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2-0-sustituida, confirmando la relacion en que se encuentran el

glicerol con el sorbitol (1:2),en el análisis de los productos
de la oxidación con periodato.

Se analizó la composición de la ceramida de G2Tc, utilizando

las mismas tecnicas que para Gch. Se determinó la presencia de

esfingosina unida a ácidos grasos en cuya composición se encuen

tran principalmente ácido 2-metil palmítico (27,1%), ac. 2-metil

esteárico (22,6%), Ac. 2-metil araqufdico (9,6%)), , Ac. esteári

co (13,3%) y ac. palmftico (9,7%)

Los monosacáridos componentes de GZTcson arabinosa,manosa,

galactosa y glucosa.

El tratamiento con B-galactosidasa de GZTcdesialidado libe

ró galactosa, indicando que el ácido siálico terminal se encuen
. ’ .l. .

tra unido a galactosa, comoes comunen gangliosidos animales

J) Del extracto lipídico total se aislo un plasmalógeno, por

pasaje a traves de columna de Unisil y posterior separación de

los lípidos más polares por c.c.d. preparativa.

El plasmalogeno (PLTc) se hidrolizb con ac. acético y se sepa

ró el aldehído del lisofosfolfpido por columna de Unisil. Por

c.g.l.-e.m. del aldehfdo reducido al alcohol se determinó la pre

sencia de hexadecanal. El lisofosfolfpido se saponifico y se ana

lizaron los ácidos grasos

Por hidrolisis fuerte del plasmalóáenoy análisis por c.p. se
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determinó la presencia de etanolamina. A su vez se dosó el conte

nido de +osfato en PLTc, que corresponde a un mol de fosfato por

mol de plasmalógeno. La movilidad en c.c.d. es similar a la in

+ormadapara plasmalógenos derivados de fosfatidiletanolamina,

por lo que se concluyó que la estructura de PLTc es la represen

tada en la {ig 47.
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ABREVIATURAS

Abs: Absorbancia .
Ac: Acido.
APS: Acido periádico-Schiff.
02M: Cloroformo: Metanol.
c.c.d.: Cromatografía en capa delgada .
Cer: ceramida .
c.g.l.: Cromatografía gas liquido .
c.g.l.-e.m.: Cromatografía gas líquido acoplado a espectrometría
de masa;
c.p.m.: Cuentas por minuto.
Fig: Figura.
Fuc: Fucosa .
Gal: Galactosa
GalNHZ: Galactosamina .
Glc: Glucosa .
GlcNH2: Glucosamina .
Inos: Inositol.
LPPG:Lipopeptidofos+oglicano .
Mr: Peso molecular relativo .
Mx: Maltooligosacárido de x unidades de glucosa .
NANA:Acido N-acetil neuramínico .
NANA7:Acido 5-acetamido 3,5-didesoxi L-arabino 2-heptulosónico.
Neu NAc: Acido N-Acetil neuramfnico
Neu NGc: Acido N-glicolil neuramfnico .
n.i.: no identificado .
PAA:Poliacrilamida .
Rm:movilidad relativa .
Rf: Relación de frentel.TFA:Acido trifluoroacetico .
Tr‘: Tiempode retencion de sustancias patrones .
Tul fl: Tulahuén G .
Tul 2: Tulahuen 2 .
Y: Ypsilon .



FE DE ERRATAS

pag. 135 donde dice

354 (M + l - Me3 SiOH) + - 1
debe decir

356 (M + 1 - Me3 FiOH) + - l

pag. 170 donde dice

103 (CH2 SlMe3) + . . . . . . . . . . . . . . ..
debe decir

103 (CHZO 51Me3) + . . . . . . . . . . . . . ..
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